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Abstract

1 Abstract

DEUTSCH

Die Mundhohle stellt mit ihren FEigenschaften besondere Anforderungen an die Therapie von
Mundschleimhauterkrankungen. Die topische Anwendung von konventionellen Therapeutika ist aufgrund
der stindigen Umspiilung mit Speichel und der mechanischen Beanspruchung der Schleimhautoberfliche
wenig effizient. Die im Kontrast dazu stehende, hohe Pravalenz von Erkrankungen der Mundschleimhaut
erfordert deshalb eine Weiterentwicklung der Therapieansdtze. Neu entwickelte Nanocarriersysteme
dienen dem Transport und der Freisetzung von Wirkstoffen. Sie stellen eine vielversprechende
Therapieoption dar, um die Barriere des Epithels zu iiberwinden. Viele dieser Systeme wurden in den
vergangenen Jahren fiir ihren Einsatz an duBerer Haut getestet. Durch ihren strukturell &hnlichen Aufbau
kommt auch die Mundschleimhaut als Zielgewebe solcher neuer Therapiestrategien in Frage.
Ultrastrukturelle Unterschiede fordern jedoch eine sorgfiltige Uberpriifung der Effektivitéit und Sicherheit
solcher Systeme beim Einsatz an oraler Schleimhaut. Zwei unterschiedlich aufgebaute Nanocarriersysteme
sind Core-multishell-(CMS)-Nanocarrier und thermosensitive dPG-Nanogele. Die CMS-Nanocarrier 10-
A-18-350 und 10-E-15-350 sowie ein thermoresponsives PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel wurden im
Rahmen dieser Arbeit mittels in vitro Zytotoxizitits- und Proliferationsassays auf ihre Wirkung auf
immortalisierte gingivale Keratinozyten tiberpriift. Es ergaben sich keine zelltoxischen Effekte fiir die CMS
Nanocarrier oder das PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel. Letzteres zeigte jedoch eine geringfiigige,
voriibergehende Abschwichung des Zellmetabolismus. Die Zellzahl blieb unbeeinflusst. Der CMS-
Nanocarrier 10-E-15-350 erhohte die metabolische Aktivitit geringfligig. Um die Fahigkeit der genannten
Systeme zur Penetration von Schleimhaut zu untersuchen, wurden Penetrationsstudien in Franz-Zellen mit
fluoreszenzmarkierten Nanocarriern und -gelen durchgefiihrt und mittels Laserkonfokalmikroskopie
analysiert. Hierbei wurden unverhornte und verhornte Schleimhautproben vom Schwein als
Referenzmodell herangezogen. Alle getesteten Systeme waren in der Lage in die Schleimhaut einzudringen.
Die Penetration war auf die obersten Zellschichten begrenzt und {iberschritt nicht das Stratum corneum.
Mittels Elektronenspinresonanz wurde ebenfalls im Franz-Zell-Experiment die Féhigkeit des CMS 10-E-
15-350-Nanocarriers zur Abgabe eines Modellwirkstoffes in die Schleimhaut untersucht. Als Wirkstoff
wurde das Glukokortikoid Dexamethason gewéhlt. In beiden Schleimhauttypen konnte eine Freisetzung in
der Epidermis nachgewiesen werden. Besonders bei verhornter Schleimhaut war eine stirkere
Anreicherung des Wirkstoffs nach Applikation des Nanocarriers im Vergleich zu einer konventionellen
Darreichungsform nachweisbar. Die Untersuchungen belegen, dass vor allem die eingesetzten CMS-
Nanocarrier mogliche Transportvehikel fiir Wirkstoffe zur Therapie von Mundschleimhauterkrankungen

darstellen konnten und zu diesem Zweck weiter untersucht werden sollten.
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Abstract

ENGLISH

The special characteristics of the oral cavity challenge the pharmaceutical treatment of inflammatory
diseases of the oral mucosa. Constant salivation and mechanical load of the mucosa sites limit the
substantivity and efficacy of conventional, locally applied drugs. The particularly high prevalence of oral
mucosal diseases therefore requires novel therapeutical approaches. Recently developed nanoparticles can
be used for drug transport and delivery. They are considered as a promising new therapeutical option to
overcome the epithelial barrier. In recent years, many of them have been successfully tested on human skin.
Although skin and gingiva show various structural similarities a careful evaluation of the safety and efficacy
of those systems on oral mucosa is mandatory. Core-multishell (CMS) nanocarriers and thermosensitive N-
isopropylmethacrylamide (NIPMAM) nanogels are two different examples of nanosized carriersystems
which differ in architecture. In the present study the CMS nanocarriers 10-A-18-350 and 10-E-15-350 as
well as a PNIPMAM-(S-S)-dPG nanogel have been characterized. For this purpose, in vitro toxicity and
proliferation assays have been performed using immortalized gingival keratinocytes. None of the carrier
systems tested showed cytotoxic effects. However, the application of CMS nanocarrier 10-E-15-350 on
monolayer cultures showed a slight increase of cell metabolism, whereas the used PNIPMAM-(S-S)-dPG
nanogel slightly decreased the metabolic activity of gingival keratinocytes. Cell count, however, stayed
unaltered. To investigate the penetration efficacy of the nanocarrier systems into oral mucosa, Franz cell
penetration studies have been performed and analyzed via confocal microscopy. As those experiments
require a relatively large size of tissue samples, porcine mucosa was used. Keratinized and non-keratinized
mucosa tissues have been examined. Both CMS nanocarrier types and the PNIPMAM-(S-S)-dPG nanogel
were capable of penetrating each type of mucosal tissue. The penetration was limited to the upper cell layers
and did not exceed Stratum corneum. Franz cell experiments and subsequent electron paramagnetic
resonance spectroscopy (EPR) analysis were performed to examine the release of a model drug loaded to
the CMS 10-E-15-350 nanocarrier. Here, the glucocorticoid dexamethasone was used. The results show the
ability of CMS 10-E-15-350 to deliver dexamethasone into mucosal tissues of keratinized and non-
keratinized type. The CMS-nanocarrier showed a considerably improved dexamethasone release compared
to a conventional cream formulation. Taken together, nanosized carrier systems could provide a novel
approach for the delivery of compounds to diseased areas of the oral mucosa. Further investigation should

be conducted particularly with regard to the CMS nanocarrier 10-A-18-350 and 10-E-15-350.
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Einleitung

2 Einleitung
2.1 Morphologie und Struktur humaner Mundschleimhaut

Die Mundhéhle ist als oberster Abschnitt der Luft- und Speisewege verschiedensten Einfliissen ausgesetzt.
Dabei dient die Mundschleimhaut wie die duere Haut als Barriere gegen chemische, physikalische und
mikrobielle Reize und nimmt eine wichtige Rolle der kdrpereigenen Abwehr ein. Die Mundschleimhaut
teilt sich je nach Region in zwei bis drei Schichten auf (Abb. 1).

Die Epidermis als oberflachlichste Schicht besteht fast ausschlieflich aus Keratinozyten und ist avaskular.
Diese Zelllagen bilden ein mehrschichtiges Plattenepithel, welches je nach Region verhornt (keratinisiert)
oder unverhornt vorliegt.

Uber eine Basalmembran ist die Epidermis mit der bindegewebigen Lamina propria verbunden, welche
neben Blutgefdflen und Driisen auch zahlreiche Zellen der Immunabwehr enthélt. In manchen Regionen
folgt darauf eine bindegewebige Submukosa.

Die Verbindung der Epithelschicht mit dem darunterliegenden Bindegewebe ist in charakteristische
Epithelzapfen (sog. Reteleisten) aufgeworfen, sodass eine Verzahnung entsteht. Dadurch resultiert eine
bessere Verankerung des Epithels und eine vergroBerte Oberflache fiir die Perfusion [1]. Im Bereich der
mastikatorischen Mundschleimhaut fehlt die Submukosa. Hier ist die Mukosa direkt mit dem Periost
verbunden. Dadurch entsteht das charakteristische, unverschiebliche Mukoperiost der mastikatorischen

Schleimhaut (auch befestigte Schleimhaut oder attached gingiva genannt).
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Abbildung 1: Schichtung der oralen Mukosa. A Epidermis; B Lamina propria; C Basalmembran; D Submukosa; E

Periost, F Knochen

Durch die unterschiedliche Funktion und Beanspruchung der Mundschleimhaut, z.B. durch mechanische
Reize beim Kauvorgang, konnen in der Mundhohle verschiedene Schleimhaut-Typen unterschieden
werden. Der Bereich des harten Gaumens und der die Zéhne umgebende Anteil des Alveolarfortsatzes sind

mit sogenannter mastikatorischer Schleimhaut bedeckt (Abb. 2). Diese Regionen sind keratinisiert und
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machen ca. 25% der oralen Mukosa aus [2]. Die Anteile der mastikatorischen Schleimhaut, welche die
Zahne umschlieBen, werden als Gingiva bezeichnet. Die Gingiva ist ein Teil des Zahnhalteapparates
(Parodontium).

Die auskleidende Schleimhaut findet sich am intraoralen Teil der Lippen und Wangen, am Mundboden, der
Unterseite der Zunge und am weichen Gaumen. Sie ist unverhornt. Zum Teil kommen parakeratinisierte
Anteile vor, bei denen der Differenzierungsprozess unvollstindig ist. Ca. 60% der Schleimhautoberfliache
der Mundhdhle bestehen aus unverhornter Mukosa [3]. Auch die auskleidende Schleimhaut weist lokale
Unterschiede auf. Bukkale Anteile bestehen aus ca. 40-50 Zellschichten, wohingegen sublingual weniger
Zellschichten vorhanden sind. Die Dicke der bukkalen Schleimhaut betrigt ca. 500-800um. Die
keratinisierte Schleimhaut des Gaumens misst hingegen nur ungefahr 100-200pum [1].

Die Schleimhaut des Zungenriickens ist Teil des Geschmacksorgans und hat einen auf diese spezielle
Funktion abgestimmten histologischen Aufbau. Sie wird als spezialisierte Schleimhaut bezeichnet. Da sich
dieses Areal strukturell und funktionell deutlich von der mastikatorischen und auskleidenden Schleimhaut
unterscheidet und héufig nicht das Ziel therapeutischer MaBinahmen ist, soll im Rahmen dieser Arbeit auf

die spezialisierte Schleimhaut nicht weiter eingegangen werden.

Oberlippe

Zungen
Unterseite
Alveolarschleimhaut £

Harter Gaumen .
Zahnfleisch

Weicher Gaumen

Wange Mundboden

Zunge

Mastikatorische Mundschleimhaut

Auskleidende Mundschleimhaut

Spezialisierte Mundschleimhaut

Abbildung 2: Mundschleimhauttypen nach Lage in der Mundhohle, modifiziert nach Squier und Kremer [3]

Das mehrschichtige Plattenepithel der Mundschleimhaut ist in Schichten aufgebaut, wobei sich die
Schichtung der mastikatorischen und auskleidenden Mukosa funktionsbedingt unterscheidet (Abb. 3). Die
Keratinozyten der Epidermis gehen aus Stammzellen im Stratum basale hervor und wandern im Laufe der
Zeit an die Epitheloberflache. Der Zellersatz durch Mitosen erfolgt aus dem Stratum basale, welches iiber
die Basalmembran mit der Lamina propria verbunden ist. Die Keratinozyten durchlaufen einen
Differenzierungsprozess, welcher im oralen Epithel 14-24 Tage dauert [2]. Dieser Prozess bedingt die

histologische Schichtung des Epithels, da sich die Morphologie der Zellen mit ihrer Differenzierung éndert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des keratinisierten (A) und unverhornten (B), mehrschichtigen
Plattenepithels der Mundhohle, modifiziert nach Presland und Dale [4]

Sowohl in mastikatorischer (keratinisierter) als auch in auskleidender (unverhornter) Schleimhaut schlief3t
sich an die mitotisch aktive Zelllage das sogenannte Stratum spinosum an.

In mechanisch stark beanspruchten Bereichen verhornt das Epithel. Diese Verhornung beginnt im Stratum
granulosum und ist im Stratum corneum abgeschlossen (s. Abb. 3).

Kennzeichnend fiir diese histologische Schicht ist, dass die Zellen kernlos, avital und mit filamentosem,
unloslichem Keratin angereichert sind. Diese Zellen werden auch als Corneozyten bezeichnet. Keratine
formen ein dreidimensionales Netzwerk innerhalb des Intrazellularraums und dienen zur Stabilisierung der
Zellstruktur.  Im  Stratum  granulosum beginnt die Aggregation der Zytokeratinfilamente.
Lichtmikroskopisch werden hier sogenannte Keratohyalingranula sichtbar. Keratin spielt eine zentrale
Rolle bei der chemischen und mechanischen Barrierefunktion des verhornten Plattenepithels. Aulerdem
trigt die sogenannte Hornhiille (cornified envelope) zu dieser Funktion bei. Sie ersetzt bei terminal
differenzierten Keratinozyten die Plasmamembran und besteht aus vernetzten Proteinen und Lipiden [5].
Neben dem Schutz vor &duBeren Reizen verhindert die Hornschicht des Epithels auch den Verlust von
Wasser durch Diffusion. Hierzu werden im Stratum granulosum polare Lipide produziert und durch
Exozytose in den Extrazellularraum freigesetzt. Zusétzlich erfolgt ein dichter Verbund der obersten
Zelllagen durch sogenannte Tight Junctions. Alle beschriebenen Mechanismen erschweren oder verhindern

die Diffusion insbesondere von wasserldslichen Stoffen (z.B. Arzneimitteln) durch die Hornschicht.

2.2 Ultrastruktur des Epithels: Differenzierung und epitheliale Barriere

Die Differenzierung von Keratinozyten tragt mafligeblich zur Bildung der mechanischen und chemischen
Barriere von Epithelien bei. Dieser Differenzierungsprozess unterliegt einer exakten biochemischen
Regulierung. Je nach Differenzierungsgrad weisen Keratinozyten bestimmte morphologische und

strukturbiologische Eigenschaften auf, welche sich durch die unterschiedliche Expression von Proteinen
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ergeben [6]. Ein labortechnischer Nachweis bestimmter Proteine kann als Indikator fiir den Status der Zell-

Differenzierung genutzt werden.

2.2.1 Keratine

Die mechanische Stabilitit von Zellen wird durch Strukturproteine hergestellt, die ein Netzwerk im
Zytoplasma der Zelle bilden und sich von der Plasma- zur Kernmembran erstrecken. Die in Keratinozyten
vorherrschenden Strukturproteine sind die Zytokeratine, die zur Gruppe der Intermediérfilamente gehdren
[7]. Man unterscheidet zwei Keratinfamilien, die sich in ihrem chemischen Verhalten unterscheiden:

e Typ I: saure Keratine (K9-K20)

e Typ II: basische und neutrale Keratine (K1-K8)
Je nach Zellverband werden verschiedene Keratine exprimiert, die sich zu charakteristischen
Heterodimeren zusammenlagern [4]. Hierbei haben Keratine nicht nur einen entscheidenden Einfluss auf
die strukturelle Stabilitdt, sondern tragen in keratinisierten Epithelien auch entscheidend zum Aufbau der
Gewebsbarriere bei. Die Keratinozyten in mehrschichtigen Plattenepithelien wandern von der basalen
Zellschicht Richtung Oberfliache. Auf diesem Weg findet eine Differenzierung statt, bei der es zu einer
verdnderten Synthese von Keratinen und anderen Proteinen kommt. In proliferierenden Keratinozyten des
Stratum basale dominiert die Expression von Keratin 5 und 14 sowohl in der keratinisierten als auch in der
auskleidenden Mukosa. Zusétzlich lasst sich Keratin 19 in der basalen Zellschicht von auskleidender
Schleimhaut nachweisen [8]. Suprabasal findet sich bei der auskleidenden Mukosa das Keratinpaar 4 und
13, wihrend die oberen Zellschichten der verhornten oralen Schleimhaut Keratin 6 und 16, Keratin 1 und
10 und Keratin 2p aufweisen [5]. Keratin 1 und 10 werden héufig als friihe Differenzierungsmarker genutzt
[9]. Im Stratum granulosum zeigen sich Keratohyalingranula als Organellen im Zytoplasma, welche neben
Keratin das Protein Profilaggrin enthalten. Dieses ist ein Vorlduferprotein des Filaggrins, welches im

Stratum corneum calciumabhéngig an der Vernetzung von Keratin-Intermediérfilamenten beteiligt ist [4].

2.2.2 Proteine der zelluldren Hornhiille

Eine zentrale Rolle der Barrierefunktion von verhornten Epithelien spielt die Hornhiille (cornified
envelope) der Zellen des Stratum corneum.

Die Hauptkomponenten dieser Hornhiille sind Loricrin, prolin-reiche Proteine (SPRs) und Involucrin [10].
Loricrin ldsst sich in keratinisierten Epithelien nachweisen, wohingegen Involucrin zum Teil auch in nicht-
keratinisierten Epithelien exprimiert wird. Involucrin dient als Bestandteil der Hornhiille als Trager fiir
Lipide (z.B. Ceramide). In vitro kann die Differenzierung von Keratinozyten durch Kultivierung in Medium
mit erhohter Calciumkonzentration angestoflen werden. Als Differenzierungsmarker eignen sich Loricrin,

Involucrin, K1, K10 und Profilaggrin [4].
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2.2.3 Zell-Kontakte

Interzelluldre Verbindungen und Zell-Matrix-Verbindungen sind zentrale strukturelle Komponenten von
Zellverbianden. Sie haben drei Hauptfunktionen: zellulire Kommunikation, Adhédsion und Aufbau einer
mechanischen und chemischen Barriere. Neben ihrer Rolle in der Architektur von Geweben, haben sie auch
einen entscheidenden Einfluss auf Differenzierungs- und Reparaturprozesse [11]. Fiir die Barrierefunktion
in Epithelien sind vor allem Tight Junctions und Desmosomen von Bedeutung. Diese intrazelluldren
Verbindungen konnen vermehrt bei fortschreitender Differenzierung in verhornenden Epithelien
nachgewiesen werden. Sie sind aus verschiedenen Transmembranproteinen und zytoplasmatischen
Proteinen aufgebaut. Tight Junctions sind die undurchléssigsten Zellkontakte und kontrollieren
insbesondere die parazellulére Diffusion von Molekiilen. Die vorherrschenden Transmembranproteine der
Tight Junctions sind Occludin und Claudine. Desmocolline und Desmogleine, welche zur Superfamilie der

Cadherine gehoren, formen den transmembraniren Anteil der Desmosomen [11].

2.3 Strukturelle Unterschiede zwischen oraler Schleimhaut und der dufieren Haut

Sowohl die beiden Schleimhauttypen der Mundhéhle als auch die Epidermis der dulleren Haut sind als
mehrschichtiges Plattenepithel aufgebaut. Es existieren viele strukturelle Gemeinsamkeiten, jedoch
unterscheiden sich die duBeren Einfliisse, denen die Epithelien ausgesetzt sind, deutlich. Wahrend die
duflere Haut mit wechselnder Feuchtigkeit und Temperatur in Kontakt kommt, befinden sich die oralen
Schleimhéute konstant in einem feuchten Milieu mit ca. 37°C [12]. Haut und Mundschleimhaut erfiillen
eine wichtige Barrierefunktion, jedoch zeigt die orale Mukosa insgesamt eine hohere Permeabilitit als die
duBere Haut, wobei hier zwischen auskleidender und verhornter Schleimhaut unterschieden werden muss
[13]. Schon 1989 wurde die Permeabilitdt von humaner Haut und Mundschleimhaut gegeniiber Wasser
verglichen, wobei die duere Haut signifikant weniger permeabel war. Lesch et al zeigten aulerdem, dass
sich die Permeabilitit innerhalb der Mundhohle deutlich unterschied. Keratinisierte Schleimhaut war am
undurchléssigsten, jedoch unterschieden sich auch die auskleidenden Areale untereinander. Am
durchléssigsten war die Schleimhaut des Mundbodens [14].

Sowohl in verhornter als auch in unverhornter Mundschleimhaut finden sich mehr Zellschichten mit
proliferativen Zellen und erhdhter Ki-67-Expression als im Epithel der &uBeren Haut [15]. Ki-67 ist ein
Protein der Zellteilung, welches als Proliferationsmarker genutzt wird. Im Vergleich zur Epidermis zeichnet
sich das orale Epithel somit durch einen héheren Zellturnover aus, was ein Grund fiir die schnellere
Wundheilung in der Mundhoéhle im Vergleich zur Haut ist [16].

Im Gegensatz zur dulleren Haut finden sich in der oralen Mukosa keine Anhangsgebilde wie Haarfollikel
oder SchweiBldriisen. Es kommen lediglich kleine Speicheldriisen und in geringer Zahl auch ektopische
Talgdriisen (Fordyce-Driisen) vor [3].

Die Keratinexpression von Epidermis und keratinisierter Mundschleimhaut &hnelt sich, jedoch ldsst sich

Keratin 6 und 16 nur in verhornter Schleimhaut und bei der Wundheilung nachweisen [4]. AuBBerdem gelten
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Keratin 13 und 17 als Gingiva-spezifische Keratine, welche in den suprabasalen Schichten vorkommen
[17]. In allen genannten Epitheltypen finden sich Proteine, welche als Marker fiir Differenzierungsprozesse
angesehen werden. Hierzu gehdren zum Beispiel Keratin 10, Involucrin und Loricrin. In der &u3eren Haut
lassen sich diese Proteine hauptséchlich im Stratum granulosum und spinosum nachweisen. In Gingiva
befinden sie sich suprabasal. Wahrend in der &duBleren Haut Loricrin ca. 70% des Proteinanteils der
zelluldren Hornhiille (cornified envelope) ausmacht, ist die Loricrin-Konzentration im Epithel des harten
Gaumens auf 30-50% reduziert. In auskleidender Schleimhaut und damit unverhorntem Epithel lésst sich
Loricrin physiologisch nicht nachweisen [10].

AuBere Haut und orale Schleimhiute unterscheiden sich auBerdem in ihrer Expression von verschiedenen
Desmoglein-Subtypen. Desmoglein ist ein Transmembranprotein, welches bei Zell-Kontakten eine
wichtige Rolle spielt. In der Epidermis der dufleren Haut kann neben Desmoglein 2 und 3, vermehrt
Desmoglein 1 nachgewiesen werden, wohingegen Desmoglein 3 in oraler Schleimhaut vorherrscht [18].
Dies wird insbesondere bei blasenbildenden Autoimmunerkrankungen wie Pemphigus vulgaris deutlich.
Sind vermehrt Autoantikérper gegen Desmoglein 3 vorhanden, kommt es insbesondere zu oralen Lésionen.
All die genannten Faktoren demonstrieren, dass die Epithelien der Mundschleimhaut und dufleren Haut
zwar strukturell dhnlich aufgebaut sind, jedoch auch deutliche ultrastrukturelle Unterschiede bestehen,
welche die medikamentose Therapie beeinflussen kdnnen. Aus diesem Grunde ist es wichtig,
vielversprechende Therapiekonzepte aus der Dermatologie auf ihre Anwendbarkeit in der Mundhohle zu

priifen und gegebenenfalls anzupassen.

2.4 Erkrankungen der Mundschleimhaut

Krankhafte Verdnderungen der Mundschleimhaut zeigen sich in verschiedensten Ausprigungen und
Schweregraden. Thre Ursachen sind vielféltig. Sie konnen Folge einer spezifischen Infektion, einer
Autoimmunkrankheit oder Manifestation einer systemischen Erkrankung sein. Hinzu kommen
Hypersensivititsreaktionen, sowie traumatische Lésionen und reaktive Prozesse. Auch genetische Defekte

konnen Ausldser sein (z.B. heriditire gingivale Fibromatose).

Als eine der héufigsten Lésionen der Mundschleimhaut gelten Aphthen. Es handelt sich um sehr
schmerzhafte Ulzera mit nekrotischem Zentrum, die zumeist in periodischen Abstinden bei einem
Individuum auftreten und keiner anderen Erkrankung zugeordnet werden konnen. Schitzungsweise 20%
der Allgemeinbevolkerung leiden unter wiederkehrenden Aphthen. Die Atiologie ist ungeklirt, vieles

deutet auf eine genetische Préadisposition hin [19].
Infektionen der oralen Mundschleimhaut konnen viralen, bakteriellen oder selten parasitiren Ursprungs

sein. Hinzu kommen orale Mykosen. Beispiele von Virusinfektionen mit oraler Beteiligung sind humane

Herpesviren, humane Papillomaviren und Cosackieviren. Bakterielle Infektionen sind zum Beispiel
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Scharlach, Lues oder auch Tuberkulose. Zu den hervorgerufenen Schleimhautverdnderungen zihlen
schmerzhafte Ulzerationen, Papillome, Warzen und Erytheme.

Die hiufigsten oralen Mykosen werden durch Candida-Stimme wie Candida albicans hervorgerufen.
Hierzu zéhlen die Pseudomembrandse Candidiasis und die erythematdse orale Candidiasis (Prothesen-
Stomatitis). Candida-Spezies kommen héufig als Kommensale bei gesunden Individuen vor. Bei
schitzungsweise 30-55% von gesunden Erwachsenen lassen sie sich im oralen Biofilm nachweisen. Lokale
und systemische Faktoren kdnnen zu einer tiberschiefenden Vermehrung fithren, die zum Beispiel in den
oben genannten krankhaften Mykosen miindet [20]. Systemisch spielen angeborene oder adaptierte
Immunschwéchen eine Rolle. Auch temporére Verdanderungen des Biofilms durch Antibiotikagabe kénnen

urséchlich sein. Ein lokaler Faktor kann zum Beispiel prothetischer Zahnersatz sein.

Zu Mundschleimhauterkrankungen autoimmunen Ursprungs zéhlt der orale Lichen planus. Er tritt mit einer
weltweiten Prévalenz von ca. 2% auf, wobei Frauen haufiger betroffen sind als Ménner. Er stellt sich hiufig
als hyperkeratotische, weille Streifung der Schleimhaut dar (sog. Wickham striae). In anderen
Ausprigungen treten atrophische Lésionen oder Ulzera auf. Betroffene Patienten leiden haufig unter einem
Schleimhautbrennen, Schmerzen und lokalen Schwellungen [21]. Andere Autoimmunerkrankungen mit
Beteiligung der oralen Schleimhiute sind blasenbildende Erkrankungen wie Pemphigus vulgaris oder
Epidermolyisis bullosa. Charakteristisch sind schmerzhafte orale Ulzera und Erosionen, die zum Teil zu

Blutungen fiihren kénnen [22].

Neben Infektionen und Autoimmunerkrankungen gibt es auch zahlreiche Systemerkrankungen mit oraler
Manifestation. Ein Beispiel ist die sogenannte Graft-versus-Host-Reaktion. Sie gilt als die héufigste
Komplikation nach allogener, hamatopoetischer Stammzelltransplantation und tritt mit einer Inzidenz von
30-50% auf [23]. Die Immunzellen des Spenders erkennen das Gewebe des Empfangers als fremd und es
entsteht eine systemische Entziindungsreaktion, die zu Gewebsschédigungen insbesondere von Darm und
Haut fiihrt. In der Mundhohle kann sich die Graft-versus-Host-Reaktion als schmerzhafte Mukositis

darstellen.
Bei vielen der genannten Beispiele ist die Integritit des Epithels beeintrachtigt. Es kann zu

Superinfektionen durch Bakterien des oralem Mikrobioms kommen. Zur Schmerzlinderung oder

Einddmmung einer Entziindungsreaktion ist hiufig eine topische, medikamentdse Therapie angezeigt.

2.4.1 Entziindliche Mundschleimhaut und Parodontalerkrankungen

Zu den héufigsten pathologischen Verdnderungen in der Mundhohle zéhlen Entziindungen des Zahnfleischs
und des Zahnhalteapparates. So treten bei jedem Menschen mindestens zeitweise oder lokalisiert

Gingivitiden auf. Auch bei diesen Erkrankungen ging man historisch von einer spezifischen Infektion mit
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bestimmten pathogenen Keimen als Ursache aus. Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass es
sich bei der Entstehung dieser entziindlichen Zustéinde um ein komplexes Zusammenspiel von oralen
Mikroorganismen und immunologischen Faktoren des Wirts handelt. Das sogenannte orale Mikrobiom
besiedelt alle Oberfldchen der Mundhdhle und seine Zusammensetzung hingt von vielen lokalen und
systemischen Faktoren, wie z.B. pH-Wert oder Temperatur, ab. Verschiedene Regionen der Mundhohle
zeichnen sich durch ihre unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften aus. Die
Zahnoberfldche bietet beispielsweise vollig andere Voraussetzungen fiir die mikrobielle Besiedlung als die
abschilfernde Schleimhaut. Aus diesem Grund ist die Zusammensetzung des Mikrobioms heterogen [24].
Die kolonisierenden Bakterien miissen sich an den spezifischen Oberflichen anheften kdnnen und gegen
mechanischen Abrieb und Abspiilung durch Speichel und Sulkusfliissigkeit resistent sein. Bis dato sind ca.
1000 verschieden Mikroorganismen-Spezies bekannt, die in der Lage sind die Mundhohle zu besiedeln
[25]. Die Zusammensetzung des Mikrobioms unterliegt einer komplexen Regulierung durch
Signalkaskaden, die sowohl vom Wirtsorganismus als auch von &uBleren Faktoren beeinflusst wird. Als
Grundlage vieler Verdnderungen in der Mundhohle wird heute eine dysbiotische Verschiebung der oralen
Flora angenommen. Sie gilt als auslosender Faktor fiir entziindliche Erkrankungen wie Gingivitis und

Parodontitis und spielt dariiber hinaus auch eine entscheidende Rolle bei der Kariesentstehung [26].

2.4.2 Parodontale Erkrankungen: Atiologie und Pathogenese

Der Zahnhalteapparat (Parodontium) dient zur Verankerung der Zahne im Alveolarknochen. An seinem
Aufbau beteiligte Strukturen sind Gingiva, alveoldrer Knochen, Wurzelzement des Zahns und ein
bindegewebige Faserapparat (Desmodontium), welcher die einzelnen Strukturen miteinander verbindet.
Man unterscheidet verschiedene Erkrankungen, die das Parodontium betreffen (Abb. 4).

Die Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung des Parodontiums. Es handelt sich in der Regel um ein
chronisches Geschehen, welches zu einer sukzessiven Zerstorung des parodontalen und gingivalen
Bindegewebes sowie des Alveolarknochens fiihrt. Die Prévalenz der Erkrankung betragt 40-50% der
Erwachsenen in milder Ausprigung [27]. Eine schwere Parodontitis betrifft 11,2% der weltweiten
Bevolkerung [28]. Die Folgen sind neben Zahnverlust auch eine erhdhte Mortalitit bei Komorbidititen wie

beispielsweise Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2 [27] [29].
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Abbildung 4: Aktuelle Klassifikation parodontaler und periimplantédrer Erkrankungen und Zusténde (modifiziert
nach [30])

Eine Parodontitis wird initiiert durch die subgingivale Akkumulation eines pathogenen Biofilms, welcher
hauptséchlich aus gramnegativen, anacroben Bakterien besteht (Abb. 5)

Als Leitkeime gelten Porphyromonas gingivales, Bacterioides forsytheis und Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Diese sind als alleiniger Faktor jedoch nicht krankheitsauslosend [31].

Die Krankheitsentstehung ist ein komplexes Zusammenspiel von Biofilm und der inflammatorischen
Immunantwort des Patienten, welche durch intrinsische und adaptierte Komponenten beeinflusst wird
(Abb. 5). Es wird angenommen, dass 80% der Gewebszerstdrung der patienteneigenen, iiberschielenden
Immunreaktion zugrunde liegt [32]. Im Zustand klinischer Gesundheit herrscht ein gesundheitsfordernder
Biofilm vor, welcher in einer Symbiose mit dem Wirtsorganismus organisiert ist. Zwar kommt es auch hier
zu einer Aktivierung des Immunsystems, jedoch ist die Immunantwort nicht tiberschieBend und fiihrt zu
einer Einddimmung der Entziindung (Abb. 5). Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNs)
befinden sich auch im Gesundheitszustand in erhohter Zahl im Gewebe. Die Bedeutung der PMNSs fiir die
Erhaltung eines symbiotischen Zustands wird deutlich, wenn es zu angeborenen Defiziten der Zahl oder

der Diapedese kommt (z.B. Neutropenie). Bei diesen Patienten liegt stets eine Parodontitis vor [33].
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Abbildung 5: Einflussfaktoren und Verlauf von parodontaler Gesundheit zu einer manifestierten Parodontitis nach
Chapple [32] (DAMP = Damage-associated-molecular-pattern; fMLP= Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin,
chemotaktisches Peptid; GCF = gingival cervicular fluid, gingivale Sulkusfliissigkeit; LPS = Lipopolysaccharide,
Bestandteil der Zellmembran von Bakterien; Gingipains = von Porphyromonas gingivales produzierte Proteasen,
welche die Immunantwort des Wirts komprimittieren; MMPs = Matrix-Metalloproteinasen;

PMN = polymorphkerniger, neutrophiler Granulozyt; Prostanoide = Unterklasse von Entziindungsmediatoren)

Durch regelmifBige mechanische Abtragung ist die Masse des Biofilms bei parodontal gesunden Patienten
in der Regel gering. Bei unzureichender Mundhygiene kommt es zu einer vermehrten Ansammlung von
Biofilm. Dies fiihrt zu einem verdnderten Angebot an Néhrstoffen und einem verénderten Mikromilieu,
was wiederum in einer Anderung der Zusammensetzung des Biofilms miindet. Es findet eine verstirkte
Proliferation von parodontal pathogenen Keimen statt. Dariiber hinaus kénnen beim gesunden Patienten als
Kommensale vorkommende Bakterien-Spezies im Zustand der Dysbiose ebenfalls pathogen wirken. Die
Bakterien setzen Lipopolysaccheride frei und weisen zum Teil bestimmte Virulenzfaktoren auf, was ihren
Einfluss auf den Wirtsorganismus erhoht. Dieser kann verschiedentlich reagieren. Bei Patienten, die nicht
fiir eine Parodontitis anfillig sind, kommt es zu einer Entziindungsreaktion, welche noch immer vom
Immunsystem eingeddmmt werden kann. Die Immunantwort ist proportional zu den auslésenden Faktoren.
Dieser Zustand wird als beginnende Dysbiose bezeichnet (Abb. 5). Es liegt eine Gingivitis vor. Diese ist
reversibel, sobald der Biofilm entfernt wird und eine ausreichende Mundhygiene hergestellt wird. Bei
vielen Menschen besteht {iber Jahre hinweg eine Gingivitis, ohne dass sich daraus eine Parodontitis
entwickelt. Ein bestimmter Anteil von Patienten ist jedoch durch genetische, epigenetische, Umwelt- und

intrinsische Faktoren pradisponiert fiir die Entwicklung einer Parodontitis. Bei diesen Patienten fiihrt die
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beginnende Dysbiose zu einer exzessiven Immunantwort, welche nicht proportional zur Baktierenmasse ist
und eine Zerstdrung von korpereigenem Gewebe des Zahnhalteapparates zur Folge hat. Die dabei
freigesetzten Botenstoffe triggern die iiberschieBende Entziindungsreaktion weiter, sodass sich ein
chronischer Prozess entwickelt (Abb. 5). Wie genau es zu einem Ubergang von gesunder Homdostase zu
destruktiver Dysbiose kommit, ist bisher nicht abschlieBend geklért. Nach heutigem Stand der Forschung
handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen, bei dem mikrobielle, Wirts- und Umweltfaktoren eine
Rolle spielen. Bestimmte Erndhrungsweisen und Rauchen kénnen das Krankheitsbild verschlechtern.

Klinisch ist die Bildung von sogenannten parodontalen Zahnfleischtaschen charakteristisch. Im gesunden
Zustand bildet die Gingiva eine Furche um den Zahn, welche als gingivaler Sulkus bezeichnet wird (Abb.
6). Der Sulkus ist mit Sulkusepithel ausgekleidet und mit einem Exsudat des umliegenden Gewebes gefiillt
(Sulkusfluid). Es erfiillt eine Spiilfunktion und enthdlt Komponenten der Immunabwehr. Liegt eine
Parodontitis vor, ist der Sulkus durch eine entziindliche Schwellung der Gingiva vertieft und wird als

parodontale Tasche bezeichnet. Innerhalb dieser Tasche (subgingival) akkumulieren Biofilm und

Zahnstein.
Sulkus Abbildung 6: Schematische Darstellung des
—— { - Zahnoberfliche S .
Gingivales Saum ¢ ¢ Parodontium in gesundem und entziindetem
Epithel epithel — \\ Sulkusfluid
PIHIE Orales \ Zustand.
Epithel \ .
) Links: Gesundes Parodontales Gewebe. Das
sogenannte  Saumepithel  verbindet  die
pathogepe{‘ Cemtalen Bindegewebsanteile des Parodontiums mit der
Biofilm
Zahnoberflache. Rechts: Vereinfachte
Gesundes .
Kiioehainbeen |/ Darstellung des  Gewebszustandes  bei

~— = Knochenabbau . . . .
‘ R Parodontitis. Das Knochenniveau ist verringert

und die bindegewebige Verankerung gestort.

Abbildung modifiziert nach Darveau [33]

2.5 Therapeutische Ansiitze

2.5.1 Parodontitistherapie

Da die genauen Mechanismen der Krankheitsentstehung nach heutigem Forschungsstand ungeklért sind,
existiert bis dato keine kausale Therapie. Gesichert ist jedoch, dass die Menge und Qualitit des Biofilms
einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung und das Fortschreiten der Erkrankung haben [34]. Aus
diesem Grund wird zur Prévention und Therapie von Parodontalerkrankungen eine regelméBige

mechanische Entfernung der mikrobiellen Plaque empfohlen. Nach erfolgreicher Vorbehandlung durch
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chirurgische und zahnerhaltende Mafinahmen (Fiillungstherapie, endodontische Therapie) wird hierbei
durch professionelle Zahnreinigung und individuelle Mundhygieneinstruktion zunichst eine adéquate
Mundhygiene etabliert. Daran schlieft sich die sogenannte geschlossene mechanische Parodontitistherapie
an. Bei dieser wird subgingival liegender Biofilm und Zahnstein entfernt. Hierzu konnen Hand- und
maschinelle Instrumente verwendet werden [35]. Im Rahmen der Parodontitistherapie werden haufig lokale
Chemotherapeutika eingesetzt, um die Baktierenanzahl in der parodontalen Tasche zu verringern. Hierzu
wird beispielsweise mittels stumpfer Kaniile eine Taschenspiilung mit verschiedenen Antiseptika (z.B.
Chlorhexidin (CHX), H,O) durchgefiihrt. Die Wirkung ist jedoch begrenzt, da die Therapeutika durch das
Sulkusfluid schnell wieder ausgespiilt werden. Um die limitierte Substantivitdt und der Verdiinnung von
Wirkstoffen in der Mundhdhle entgegenzuwirken, gibt es verschiedene Ansétze. So konnen
biodegradierbare Gele oder Tragersysteme in die parodontale Tasche eingebracht werden und dort im Sinne
einer kontrollierten Freigabe verschiedene Wirkstoffe wie beispielsweise CHX freisetzen [36].

Teils wird die Parodontitistherapie durch eine adjuvante systemische Antibiotikagabe unterstiitzt.
Zusitzlich konnen chirurgische Maflnahmen erfolgen. Die Ziele eines therapeutischen Eingreifens liegen
in der Pravention, dem Erhalt des strukturellen Status quo oder der Regeneration von Gewebe. Die
beschriebenen Therapiemaflnahmen zielen in der Regel darauf ab, die Progression der Erkrankung
aufzuhalten. Der krankheitsbedingte Knochenverlust ist nicht reversibel.

Nach heutigem Forschungsstand hat eine Parodontitistherapie auch entscheidenden Einfluss auf den
allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten. Es konnte gezeigt werden, dass die Elimination der
parodontalen Entziindung einen deutlich positiven Effekt auf Komorbidititen wie Diabetes mellitus (Typ
2) hat und zum Beispiel dquivalent zum Einsatz eines zweiten oralen Antidiabetikums war [37]. Aus diesem
Grund ist die Weiterentwicklung und Verbesserung der parodontalen Therapie durch neue Therapieansétze

von entscheidender Bedeutung.

2.5.2 Therapie von Mundschleimhauterkrankungen

Die orale Schleimhaut stand im Zusammenhang mit therapeutischen Ansétzen vor allem als alternativer
Zugangsweg flir die systemische Verabreichung von Medikamenten im Fokus von Untersuchungen. Im
Gegensatz zur Aufnahme von Wirkstoffen iiber den Magen-Darm-Trakt zeigen sich verschiedene Vorteile
der Applikation {iber die Mundschleimhaut. Sie zeichnet sich durch ihre Nicht-Invasivitit aus, umgeht die
Degradation des Wirkstoffs im Verdauungstrakt oder durch die Leber (First-pass-Effekt) und die Patienten-
Compliance ist durch die einfache Anwendung gesteigert [38]. Somit konnen Wirkstoffe héufig in
niedrigeren Dosen angewandt werden, wodurch auch unerwiinschte Nebenwirkungen seltener oder weniger
gravierend auftreten.

Ein konzeptionell anderer Ansatz ist die lokale Applikation zur Behandlung von pathologisch verénderter
Mundschleimhaut. Hierbei wird nicht auf den vendsen Abtransport durch die unter der Schleimhaut

liegenden Gefid3e abgezielt. Im Idealfall soll der Wirkstoff an der Schleimhautoberfliche anheften und in
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die viablen Schichten des Epithels eindringen, seine Wirkung jedoch lokal entfalten und in mdglichst
geringem Malle in den systemischen Kreislauf gelangen. Je nach Krankheitsursache koénnen
unterschiedliche Therapeutika angewandt werden, wobei es sich hédufig lediglich um eine symptomatische
Therapie handelt. Therapieziel ist hierbei meist eine Schmerzreduktion und eine Abmilderung der lokalen
Entziindung. Dies gilt zum Bespiel fiir die bereits beschriebenen Autoimmunerkrankungen (z.B. oraler
Lichen planus). Es kommen Salben, Tinkturen und Mundspiillésungen zum Einsatz. Haufig werden
Glukokortikoide zur Immunsuppression angewandt. Diese werden mehrmals téglich auf die betroffenen
Regionen aufgetragen oder in Form einer Mundspiillésung appliziert. Durch den unterdriickenden Einfluss
auf die lokale Immunreaktion des Patienten, kann als unerwiinschte Nebenwirkung eine iiberschieende
Vermehrung von Candida-Stdmmen auftreten. Diese werden wiederum mittels Suspensionen, Salben oder
Lutschtabletten lokal therapiert.

Eine zentrale Einschrénkung der lokal angewendeten Therapeutika ist ihre limitierte Substantivitét und ihre
Verdiinnung in der Mundhdhle. Die Wirkstoffe haben in der Regel nur wenige Sekunden bis Minuten Zeit
die gewlinschten Zellen zu erreichen. Zudem konnen Degradationsprozesse durch die bioaktiven

Inhaltsstoffe des Speichels stattfinden.

2.6 Neuartige Therapieansitze

2.6.1 Nanotechnologie

Die topische Therapie von Mundschleimhauterkrankungen wird nicht nur durch die geringe Verweildauer
der Arzneimittel eingeschrinkt. Auch wirkt die orale Mukosa wie die dullere Haut als Barriere gegen dul3ere
Einfliisse, bei welchem das Epithel nur einen hoch selektiven Transport von Partikeln zuldsst. In
keratinisierten Abschnitten tragen zwei Strukturen mafgeblich zur Barrierefunktion bei. Zum einen das
Stratum corneum, bestehend aus Corneozyten, extrazelluldren Lipiden, Cholesterol und Fettsduren. Zum
anderen die Tight Junctions, die unabhingig von der Keratinisierung der Schleimhaut vorkommen und je
nach histologischer Schicht einen unterschiedlichen Aufbau aufweisen. Tight Junctions verschlieen
innerhalb des Stratum granulosum die Intrazellularraume [39]. Grofle Molekiile, hydrophile Molekiile und
solche mit starker Ladung kdnnen diese duferen Barrieren nicht durchdringen. Ein weiteres Hindernis stellt
der die Schleimhaut bedeckende Mukus dar [40].

Grundsitzlich weisen viele Medikamente chemische Eigenschaften auf, durch welche sie ihr Zielgewebe
nur eingeschrénkt erreichen. Die Nanotechnologie befasst sich mit der Entwicklung von Systemen, welche
die Limitationen konventioneller Therapiestrategien iiberwinden konnen. Hierzu zéhlen sogenannte
Wirkstofffreigabe- oder Nanocarrier-Systeme. Nanocarrier sind Partikel, welche durch gezielte
Konzipierung von GroBe, Ladung und Reaktivitidt als Transportmittel fiir andere Substanzen wie
Medikamente genutzt werden konnen. Durch spezifische Modulierung ihrer chemischen und
physikalischen Eigenschaften sind bestimmte Nanocarrier so entworfen, dass sie selektiv biologische

Barrieren iiberwinden konnen. Dabei kann verhindert werden, dass die therapeutische Substanz vor
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Erreichen des Zielgewebes durch korpereigene Systeme degradiert oder ausgeschieden wird. Dariiber
hinaus kann die Dosis genauer reguliert und eine systemische Wirkung verhindert oder reduziert werden.
Zudem konnen eventuelle Nebenwirkungen gemindert werden. Zur Anwendung am Menschen zugelassene
Nanocarrier bestehen meist aus Liposomen, Micellen und anderen biodegradierbaren Polymer- und
Proteinstrukturen. Ein Beispiel ist Albraxane®, welches unter anderem zur Therapie von Mamma-
Karzinomen eingesetzt wird [41]. Albraxane™ besteht aus dem Chemotherapeutikum Paclitaxel (PTX),
welches an humanes Serumalbumin gebunden ist. Durch seine schlechte Loslichkeit in wéssrigen
Losungsmitteln, wird Paclitaxel konventionell in Losung mit zahlreichen Zusatzstoffen angewendet,
welche ihrerseits zu erheblichen Nebenwirkungen fithren kdnnen. Diese konnen durch die Nanotechnologie
verhindert werden [42]. Ziel jeglicher Wirkstofffreigabesysteme ist es, den Arzneistoff chemisch
unverdndert zum Wirkort zu transportieren.

Die meisten Nanocarrier-Systeme werden fiir die systemische Anwendung zur Verbesserung der
Bioverfiigbarkeit entwickelt und untersucht. Nur einige wenige Studien befassen sich mit oraler Mukosa,
wobei hier das Erreichen des Blutkreislaufs {iber die Mundschleimhaut im Vordergrund steht. Die
Dermatologie ist ein Fachgebiet, in dem die lokale Anwendung von Therapeutika von grolem Interesse ist.
Da die duflere Haut in ihrem Aufbau vor allem der keratinisierten Mundschleimhaut stark dhnelt, steht die
pharmakologische Forschung denselben Herausforderungen gegeniiber, wie fiir die Schleimhaut
beschrieben. Im Feld der Nanotechnologie gibt es verschiedenste Ansétze die Barrierefunktion der Haut zu
iiberwinden. Es werden Liposomen, Lipidnanopartikel, dendritische Carrier, Mikroemulsionen,
Polymerpartikel, Dendrimere und dendritische Core-multishell-Nanocarrier untersucht [43][44]. Einige
dieser neu entwickelten Wirkstofffreigabesysteme kommen auch fir die Anwendung bei
Mundschleimhaut- und Parodontalerkrankungen in Frage. Im Folgenden werden die im Zuge dieser Arbeit

untersuchten Core-multishell-Nanocarrier und thermosensitiven Nanogele nidher beschrieben.

2.6.2 Core-multishell-Nanocarrier

Core-multishell-(CMS)-Nanocarrier bestehen aus einem Polyglycerin (PG) Kern, konjugiert an eine
lipophile innere Schale, an die sich wiederum eine hydrophile &ufere Schale anschliefit (Abb. 7b) [45]. Auf
molekularer Basis &hnelt ihre Struktur der von Liposomen, welche typischerweise aus amphiphilen
Molekiilen wie Phospholipiden bestehen (Abb. 7a) Diese lagern sich als Doppellipidschicht an, welche
einen wissrigen Kern umschlieft. Der wissrige Kern ist in der Lage polare Molekiile aufzunehmen,

wohingegen sich unpolare Molekiile in die Doppellipidschicht einlagern kénnen [46].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Liposoms (a) und des Aufbaus eines dendritischen multishell-

Nanocarriers (b) modifiziert nach [46]

An den Polyglycerin-Kern des CMS-Nanocarriers schlielen sich eine hydrophobe innere Schale aus Alkyl-
Ketten und eine hydrophile duBere Schale aus Monomethylpolyethylenglycol (mPEG) an. Durch die polare
duflere Schale wird eine Loslichkeit in wissrigem Milieu ermdglicht. Durch den amphiphilen Aufbau
konnen die Nanocarrier sowohl mit hydrophilen als auch mit lipophilen Molekiilen beladen werden [47].
Zunichst wurden CMS-Nanocarrier entwickelt, deren innere Schale iiber Amid-Bindungen mit dem PG-
Kern verbunden waren. Hier besteht jedoch das Risiko, dass bei der Biodegradation des Carriers hoch
toxisches Polyglyerin-Amin entsteht. Neue CMS-Systeme enthalten aus diesem Grund eine Ester-Bindung
zwischen Kern und innerer Schale [45]. Die verschiedenen Ester-CMS-Nanocarrier unterscheiden sich in

der Lénge ihrer Alkylketten (C12, C15, C18) [45].

A
3 (o)
H H

CMS (10-A-18-350): m = 7

B :
I
3 o
H

CMS (10-E-12-350): m = 1
CMS (10-E-15-350): m = 4
CMS (10-E-18-350): m =7

forall CMS n ~ 5 and x = 65 to 95

Abbildung 8: Schematischer Aufbau von (A) Amid-basierten und (B) Ester-basierten CMS Nanocarriern aus [45]
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Die GroBe der CMS-Nanocarrier (Ester- und Amid-Typ) wurde tiber die dynamische Lichtstreuung (DLS)
bei 25°C auf 5.5-8.5nm bestimmt [45].

Es wurden verschiedene Untersuchungen beziiglich des Potentials von CMS-Nanocarriern als
Wirkstofffreigabesystem in der lokalen Therapie von Hauterkrankungen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass sie die Penetration von in dem Carrier transportiertem Wirkstoff sowohl in gesunder als auch in
beschédigter Haut erhoht ist. Die Zytotoxizitét der verschiedenen CMS-Carrier wurde ebenso untersucht.

Hierbei zeigte sich die geringste Zytotoxizitit der Ester-Carrier bei CMS (10-E-15-350) [45].

2.6.3 Nanogele

Mikro- und Nanogele sind vernetzte, hydrophile, dreidimensionale Polymerstrukturen, welche durch ihre
gute chemische Stabilitit und multifunktionelle Oberfliche vielfach Anwendung finden [48]. Sie konnen,
wie die bereits beschriebenen Nanocarrier, als Wirkstofffreigabesysteme genutzt werden. Die Gele kdnnen
so konzipiert sein, dass sie auf Verdnderungen der Umgebung wie pH-Wert, Temperatur oder elektrische
und magnetische Felder reagieren.

Eine gingige Herstellungsmethode ist die sogenannte Fallungspolymerisierung (engl. precipitation
polymerisation). Hierbei kann man durch die Copolymersation von verschiedenen Monomeren oder durch
unterschiedliche Polymerisationsschritte die Polymer-Architektur und damit auch die Stimuli-responsiven
Eigenschaften modifizieren. Am besten untersucht sind Stimuli-responsive Mikrogele auf der Basis von
Poly-N-isoprpylacrylamid (PNIPAM) [49].

Dendritisches Polyglycerin (dPG) ist zentraler Bestandteil des im Rahmen dieser Arbeit untersuchtem
Nanogels. dPG zeichnet sich durch ein stabiles, biokompatibles Polyethergeriist aus, welches viele
funktionelle Gruppen enthélt. Es hat einen kompakten Dendrimer-dhnlichen Aufbau, ist gut wasserldslich
und biokompatibel und kann zum Transport verschiedenster Wirkstoffe genutzt werden. Dendritisches
Polyglycerin kann in verschiedenen Groflen und mit verschiedenen chemischen Eigenschaften synthetisiert
werden [48]. dPG kann mit thermosensitiven Linkern poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAM) oder poly(N-
isopropylmethacrylamide (PNIPMAM) versehen werden, was dazu fiihrt, dass das Nanogel bei steigenden
Temperaturen an Grofle abnimmt. Die sogenannte Phasenumwandlung findet bei der unteren kritischen
Losungstemperatur statt. Diese liegt flir NIPAM-Systeme bei ca. 33°C und fiir NIPMAM-Systeme bei ca.
48°C. Werden diese Temperaturen iiberschritten, schrumpft das Nanogel und es kommt zu einer
Freisetzung von Wasser und Wirkstoff [50]. In Untersuchungen an humaner Haut konnte gezeigt werden,
dass die Penetrationstiefe von Wirkstoffen mit Hilfe von derart aufgebauten Nanogelen im Vergleich zu
konventionellen Darreichungsformen erhéht wurde [50]. In dieser Arbeit wurden ein dPG-PNIPMAM-
Nanogel untersucht, welches zusdtzlich mit Disulfid-Einheiten versehen wurde (Abb. 9). Disulfid-
Einheiten konnen die Penetration an Schleimhiuten erhoéhen [51]. NIPMAM gilt wie dPG als sehr
biokompatibel. Die GroBe des Nanogels wurde iiber die dynamische Lichtstreuung (DLS) auf 270nm bei

25°C und 160nm bei 50°C bestimmt. Das verwendete Nanogel wurde in Institut fiir Chemie der FU Berlin

28



Einleitung

hergestellt und von der AG Calderon zur Verfligung gestellt. Um die Penetration mittels

Fluoreszenzmikroskopie zu analysieren, war es mit dem Farbstoff Rhodamin B markiert.
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Abbildung 9: Synthese des thermosensitiven PNIPMAM-(SS)-dPG Nanogels. PG Polyglycerin; APS
Ammoniumpersulfat, TEMED N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine, SDS Natriumdodecylsulfat

2.7 Priklinische Untersuchung neuer Therapeutika

Bevor Arzneimittel fiir klinische Untersuchungen am Menschen zugelassen werden, miissen sie zahlreiche
Voruntersuchungen durchlaufen, um eine schédliche Wirkung auf den menschlichen Organismus
auszuschlieBen. Zellkultur-Versuche, Tiermodelle und spezifische Gewebs- oder Erkrankungsmodelle

konnen fiir praklinische Untersuchungen herangezogen werden.

2.7.1 Zellkultur

Die Kultivierung und Untersuchung von Zellpopulationen ist eine medizintechnische Strategie bei der
Entwicklung neuer Therapeutika. Zellen konnen hierbei auBerhalb eines Organismus auf ihre Interaktion
mit Substanzen untersucht werden, wodurch die Zellkultur einen grundlegenden Teil préklinischer
Forschung ausmacht. In der Zellkultur wird zwischen priméren und permanenten Kulturen unterschieden.
Primére Zellen werden aus Spendergeweben isoliert und gentechnisch unverdndert kultiviert. Ihre
Eigenschaften entsprechen somit weitestgehend denen des Ausgangsgewebes. lhre Lebensdauer ist
limitiert, da die Zellteilungsrate kontinuierlich sinkt und schlieBlich sistiert. Die Zellen befinden sich dann
in Seneszenz. Je nach Ursprungsgewebe gehen primére Zellen unterschiedlich schnell in Seneszenz tiber
und sind deswegen zum Teil nur begrenzt flir Zellkultur-Studien nutzbar. Um ausgedehnte Zellkultur-
Untersuchungen durchzufiihren, werden deswegen oft permanente Zelllinien genutzt, welche kommerziell
erworben werden konnen. Bei permanenten Zelllinien handelt es sich in der Regel um Tumorzelllinien oder
Zelllinien, die durch einen gentechnischen Eingriff unbegrenzt teilungsfdhig (immortal) sind. Sie

unterscheiden sich je nach Zelllinie mehr oder weniger stark in ihrem Phédnotyp von Primérzellen.
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Fir die Untersuchungen dieser Arbeit wurden zwei immortalisierte Zelllinien humaner gingivaler
Keratinozyten (Gie-No3B11, OKG4/bmil/TERT) und immortalisierte humane gingivale Fibroblasten
(IhgF) genutzt. Bei der Zellteilung kommt es zu einer Verkiirzung von Teilen der DNA, den sogenannten
Telomeren. Telomerverkiirzungen stehen in direktem Zusammenhang mit der Seneszenz von Zellen und
werden durch das Enzym Telomerase aufgehoben. Die Immortalisierung der Fibroblasten erfolgte durch
die Transfektion mit einer katalytischen Untereinheit des Enzyms Telomerase, dem Telomerase-Reverse-
Transcriptase-Protein (TERT). Im Gegensatz zu malignen Zelllinien zeigten sie hinsichtlich
Zytotoxizitdtstests mit primédren gingivalen Fibroblasten vergleichbare Ergebnisse. Sie werden fiir
Biokompatibilitits-Studien (z.B. dentaler Materialen) eingesetzt. Als Marker eignen sich Vimentin und
Aktin [52].

Die Gie-No3B11-Keratinozyten (IGK) wurden durch eine Transfektion mit dem humanen Papillomavirus
(HPV)-16 immortalisiert, wodurch sie die HPV Proteine E6/E7 aufweisen. Diese Proteine regulieren iiber
Signalkaskaden den Zellzyklus und die Apoptoseinduktion [53]. IGK-Zellen exprimieren die Cytokeratine
2, 17 und 19, Filaggrin, Involucrin und Claudin-1. Diese Zellen werden fiir Untersuchungen empfohlen,
bei denen die spezifischen Eigenschaften der Gingiva und insbesondere die epitheliale Barrierefunktion im
Fokus stehen [54].

OKG4/bmil/TERT-Zellen wurden im Rheinwald-Labor in Boston immortalisiert. Hierbei wurde die
bereits beschriebene forcierte Expression des Proteins TERT genutzt. Diese Methode ist jedoch nicht fiir
alle primdren, humanen Zellen ausreichend, um eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit zu induzieren.
Zusitzlich wurde daher in dieser Zelllinie das Protein bmi-1 eingebracht. Dieses ist ein Antagonist des

6lnk4a

Tumorsupressorproteins p1l und verhindert so ein Eintritt der Zelle in die Seneszenz [55].

2.7.2 Tiermodelle

In préklinischen Studien werden hiufig Tiermodelle verschiedener Spezies herangezogen, welche mehr
oder weniger starke Einschrinkungen in ihrer Ubertragbarkeit auf die Anwendung am Menschen
aufweisen. Die genetischen und phénotypischen Abweichungen unter den Spezies sind zum Teil
tiefgreifend. Die Auswahl eines in Frage kommenden Tiermodells fiir die jeweilige Untersuchung ist somit
essentiell. Aus Griinden der Aufzucht und Tierhaltung sind besonders Nagetiere weit verbreitet. GroBere
Tierspezies wie Hunde, Schweine und Affen konnen jedoch fiir bestimmte Anwendungsgebiete eine
bessere Wahl sein, da sie dem Menschen hinsichtlich Physiologie und Anatomie dhnlicher sind. Schwein
und Mensch haben viele Gemeinsamkeiten beispielsweise im cardiovaskuldren und Zentralnervensystem.
Dariiber hinaus zeichnen sich beide Spezies durch ihre omnivore Erndhrungsweise und dem damit
einhergehenden Anpassungen des gastrointestinalen Traktes aus [56]. Untersuchungen am Tiermodell
konnen sowohl in vivo als auch ex vivo durchgefiihrt werden. Bis dato gibt es sehr wenige Studien, welche
die Eignung verschiedener Tiermodelle fiir Untersuchungen an oraler Schleimhaut analysieren. 2015

evaluierten Sa et al. die FEignung von sieben Spezies hinsichtlich morphologischer und
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immunhistochemischer Aspekte. Es zeigte sich, dass Hund und Schwein die hochste histologischen
Ubereinstimmung mit dem Menschen aufweisen. Es bestand eine hohe Ahnlichkeit beziiglich der
Keratinisierung des Epithels, Epitheldicke und der Reteleisten-Formation. Alle diese Faktoren haben einen
Einfluss auf die Permeabilitit der Schleimhéiute [57]. Aus Griinden der Zugénglichkeit wurde im Rahmen
dieser Dissertation Schweineschleimhaut genutzt, welche bei der Schlachtung fiir die

Nahrungsmittelproduktion anfiel.

2.7.3 Dreidimensionale in vitro Schleimhautmodelle

In dreidimensionalen (3D) in vitro Modellen von Haut und Schleimhaut wird versucht den strukturellen
Aufbau der Gewebe so nachzukonstruieren, dass die Modelle als Aquivalent von humanem Spendergewebe
in verschiedensten Untersuchungen verwendet werden kdnnen. Dies bietet entscheidende Vorteile. In der
Zellkultur sind 3D-Schleimhautéiquivalente Monolayer Kulturen in vielen Aspekten iiberlegen, da sie
strukturell der in vivo Situation ndherkommen.

Zum einen gibt es eine bindegewebige Schicht, welche der Submukosa dhnelt. Hierdurch wird in die
gegenseitige Beeinflussung von Epithel und Bindegewebe beriicksichtigt. AuBerdem findet sich durch den
mehrschichtigen Aufbau eine hohe Zahl an Zell-Zell-Kontakten, welche zur Barrierefunktion des Epithels
beitragen [58]. Durch die Weiterentwicklung von dreidimensionalen Mundschleimhautmodellen kénnen
Tierversuche reduziert werden. Zum anderen kann bei Verwendung derselben Zellen fiir mehrere Modelle
die Spenderabhéngigkeit der Reaktion vermieden werden. Dreidimensionale Schleimhautmodelle sollen
somit die Versuche reproduzierbarer machen. Die zum Aufbau benétigten Keratinozyten und Fibroblasten
konnen aus Biopsien isoliert werden. Die Verwendung von so gewonnenen primdren Zellen ist jedoch
limitiert, da vor allem die Keratinozyten nur begrenzt passagierbar sind, bevor sie in Seneszenz iibergehen.
Dieser Umstand macht grofe Biopsien notwendig. Diese sind im Bereich der Mundhohle selten und
aufgrund ihres Ursprungs héufig entziindlich verdndert [59].

Um diese Einschrankungen zu umgehen werden haufig immortalisierte Zelllinien verwendet. Ein weiterer
Ansatz ist die Gewinnung von Stammzellen, welche Vorlduferzellen von Keratinozyten sind und ein hohes
proliferatives Potential aufweisen. So kann in kurzer Zeit eine groe Anzahl an Zellen generiert werden
[60]. Zudem sind mehrere kommerzielle dreidimensionale Modelle erhéltlich, bei denen jedoch in der
Regel Karzinom-Zelllinien verwendet werden oder der bindegewebige Submukosa-Anteil fehlt.

Zur labortechnischen Herstellung von in vitro Haut- oder Schleimhautmodelle wird zundchst ein
Triagermaterial benétigt, welches die bindegewebigen Anteile enthdlt oder in der Lage ist
Extrazellularmatrix-produzierende Zellen aufzunehmen. Hierzu koénnen zum Beispiel kommerziell
erhiltliche Filter verwendet werden. Sie werden als hingende Einsédtze in Wellplatten eingebracht und
bestehen aus einer bioinerten, pordsen Matrix. Diese ist in der Lage Zellen aufzunehmen. Die in dieser
Arbeit verwendeten Alvetex®-Filter sind aus Polystyrol aufgebaut und haben sich bei der Herstellung von

3D-Hautmodellen als funktionsfdhig erwiesen [61]. Eine in vitro 3D-Rekonstruktion von Epidermis ist
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technisch anspruchsvoll, da mehrere Zellkomponenten beteiligt sind. Zudem muss die komplexe Struktur
mit Schichten unterschiedlicher Differenzierung generiert werden. Zunéchst werden Fibroblasten auf den
Filter aufgebracht und mehrere Tage kultiviert. Danach erfolgt die Zugabe von Keratinozyten und ein
Wechsel auf Keratinozyten-Néhrmedium mit geringem Calciumgehalt. Bei allen beschriebenen
Kultivierungsschritten liegt der Filter komplett mit Medium bedeckt (submers). Den Anstof zur
Differenzierung gibt ein Anheben des Filters an die Mediumoberfliche (sog. Airlift) und eine Erhohung
des Calciumgehalts. Ein Anstieg der extrazelluldren Calciumkonzentration wird als wesentlicher Ausloser

fiir den Differenzierungsprozess der Epidermis angesehen [62].

3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es neuartige, nanopartikuldre Wirkstofffreigabesysteme in Bezug auf ihren
moglichen Einsatz an der Mundschleimhaut zu untersuchen. Konkret sollten préaklinische Tests mit den
CMS-Nanocarrier-Typen 10-A-18-350 und 10-E-15-350 sowie dem PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel
durchgefiihrt werden. Hierbei stand im Fokus im Bereich der Dermatologie bereits publizierten Versuche
auf zahnmedizinische Anwendungsgebiete zu tibertragen. Durch den &hnlichen Aufbau von duflerer Haut
und Mundschleimhaut und die damit verbundenen vergleichbaren Anforderungen an solche
Wirkstofffreigabesysteme liegt es nahe, dass dermatologisch vielversprechende neuartige
Nanocarriersysteme auch fiir die Mundhdhle geeignet sein kdnnten.

Zunichst sollte die Reaktion von Zellen der Mundschleimhaut auf die Nanocarriersysteme beurteilt werden
und ein moglicher zytotoxischer oder proliferativer Einfluss auf Monolayer-Kulturen dargestellt werden.
Hierzu wurden MTT- und SRB-Assays durchgefiihrt.

Dariiber hinaus sollten in Franz-Zell-Penetrationsversuchen die Penetrationfihigkeit genannter
Nanocarriersysteme untersucht werden. Aufgrund der limitierten Grof3e humanen Resektionsgewebes bei
Operationen im Bereich der Mundhéhle sollte Schweineschleimhaut als Referenzmodell fiir diese Versuche
verwendet werden, da sie humaner Mundschleimhaut strukturell sehr dhnelt.

Gelingt es einem Wirkstofffreigabesystem die Barriere der Haut oder Schleimhaut zu iiberwinden oder an
ihr anzuhaften, muss im néchsten Schritt die Freigabe des Wirkstoffs im Gewebe stattfinden. Um die
Freigabe eines Wirkstoffs aus dem Nanocarrier CMS 10-E-15-350 zu analysieren, wurden Franz-Zell-
Penetrationsversuche mit Dexamethason beladenem CMS-Carriern durchgefiihrt. Das Dexamethason war
fiir die Elektronenspinresonanzspektroskopie mit einem geeigneten Marker (PCA) gelabelt.

Parallel zu den beschriebenen Versuchen am Tiermodell sollte auf Grundlage der im Institut fiir Biochemie
etablierten Methode fiir Hautzellen ein 3D-Schleimhautmodel aufgebaut werden. Hierfiir sollte mit
priméren und immortalisierten Zelllinien gearbeitet werden.

Zielsetzung der Arbeit war es die genannten, neu entwickelten Nanocarriersysteme erstmalig an
mastikatorischer und auskleidender Mundschleimhaut zu testen um somit ihren potentiellen Einsatz bei der

Therapie von Mundschleimhauterkrankungen zu untersuchen.
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4 Material
4.1 Chemikalien und Losungen

Accutase

CaCl; -2 H,O / M =147,02 g/mol
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DPBS

Fluoromount™ Mounting-Medium
Kollagen A

Kollagen I (Ratte)

Kollagen IV (humane Plazenta)
Mayer’s Hamalaunlosung
PFA/Saponin

Prolong TM Gold antifade reagent
Rhodamin B purum / C»3H31CIN,O3
Roti®-Histokit

Triton™ X-100

Trypan Blau Losung

Tween® 20

0,25% Trypsin/ 2.21mM EDTA

4.2 Antikorper, Marker, Kits

Alexa Fluor™ 594 Goat anti-rabbit IgG
Anti-Cytokeratin PAN IgG (mouse)
Anti-Involucrin (rabbit)

Anti-Keratin-1 (rabbit)

Anti-Loricrin (rabbit)

Anti-S100A4

Hoechst 33342

Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor™ Plus 488
Goat anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor™ Plus
488

Wheat germ agglutinin 488 conjugate

Cell Proliferation Kit IT (XTT)
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Biowest, Nuaillé, FR

MERCK, Darmstadt, DE

AppliChem GmBH, Darmstadt, DE

Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim,DE
Biochrom GmBH, Berlin, DE

Cellsystems Biotechnologie Vertrieb GmbH,
Troisdorf, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Invitrogen, Eugene, USA

Fluka AG, Buchs SG, Ziirich, CH

Carl Roth GmbH und Co Kg, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim,DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Corning Mediatech. Inc., Manassas, USA

Invitrogen, Oregon, USA

ThermoFisher Scientific, MA, USA
BioLegend/Lovan, CA, USA
BioLegend/Lovan, CA, USA
BioLegend/Lovan, CA, USA

Acris, Herford, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Invitrogen, Oregon, USA

Invitrogen, Oregon, USA

Invitrogen, Oregon, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
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4.3 Eukaryontenzellen, Gewebsproben

Immortalisierte, humane,

gingivale Fibroblasten (IhGF)

Immortalisierte, humane, gingivale Keratinozyten
(IGK) / Gie-No3B11

OKG4/bmil/TERT

Schleimhautproben (Schwein)

Humane Schleimhautproben

4.4 Nihrmedien und Zusitze

Amphotericin B 250 pg/ml

Bovines Serum Albumin

Bovine Pituitarum

(Protein Conc 13,5 mg/mL)

DermalLife K Complete Medium

DMEM 1 g/L Glucose, L-glutamine & sodium
pyruvate

Epidermaler Wachstumsfaktor (human,
Protein Konz. 0,0304425 pg/ul)

Epidermal Wachstumsfaktor (Maus)
Fotales bovines Serum (FBS)
Hydrocortison

Insulin (bovin)

Isoproterenol Hydrochlorid
Keratinocyte-SFM (K-SFM) Medium
Keratinozyten Supplements SFM
L-Ascorbinsdure

L-Carnitin Hydrochlorid

L-Serin

Non-essentielle Aminosduren (NEA) (100x)
10000 U Penicillin/ml / 10mg Streptomycin/ml

34

Applied Biological Materials Inc., Richmond, BC,
CAN

Applied Biological Materials Inc., Richmond, BC,
CAN

Rheinwald Laboratory, Boston, USA

Institut fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde,
Charité, Berlin, DE

(Ethik-Antragsnummer: EA2/185/16,

s. Kapitel 5.2.1)

Biochrom GmBH, Berlin, DE

PAN Biotech, USA

gibco by Life Technologies, Grand Island, NY,
USA

LifeLine Cell Technologie, MD, USA

Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA

gibco by Life Technologies, Grand Island, NY,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Linaris, Wertheim-Bettingen, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
gibco by Life Technologies, NY, USA

gibco by Life Technologies, NY, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim, DE
Biochrom GmBH, Berlin, DE

PAN™Biotech GmBH, DE
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4.5 Sonstige Materialien und Geritschaften

Biosphere® Filter-Pins

Cell-Strainer 70pm

Cryocontainer NALGENE™

Cryovials

Dualfilter T.I.P.S

E2044500TMHS Resonator

Pipetten

Falcon Tubes

Filter: Alvetex 12-well Polystyrene Scaffold
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Glas-Objekttriger

Gefriermedium

Gefrierformen Peel-A-Way®

Kryostat Frigocut 2800N
Laserkonfokalmikroskop LSM700MAT
Lichtmikroskop Diavert
Mikrotiterplatten-Photometer Sunrise

Neubauer- Zihlkammer

Orbital Incubator SIS0

Parafilm

Vortex

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?) (Falcon)
Zellkulturschalen

Zentrifuge Metafuge 1.0

96-well-Platten (Falcon)
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Sarstedt, Niirnbrecht, DE

Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Steinheim DE
Nunc, NY, USA

Eppendorf, Hamburg, DE

Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA
Reinnervate, Sedgefield, UK

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
Lab-Tek®II Chamber Slide™ System NY, USA
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar , DE
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
Zeiss, Jena, DE

Leitz, De

Tecan, Groding, AUS

Paul Marienfeld GmbH&Co.KG, Lauda-
Konigshofen, DE

Bibby Scientific™ , UK

Pechiney Plastic Packaging, USA

Bender und Hobein AG, Ziirich, CH
Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA
Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA
Heraeus, Hanau, DE

Corning / Mediatech. Inc., Manassas, USA
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5 Methoden

5.1 Grundlegende Methoden der Zellkultur

5.1.1 Kollagen-Beschichtungen von Zellkulturflaschen

Zur Kultivierung von OKG4/bmil/TERT Zellen wurden die genutzten Kulturflaschen, 96-well Platten und
Objekttrager jeweils am Tag zuvor mit 20pg/ml Kollagen IV beschichtet. Bei Kultivierung von IGK-Zellen
wurde Kollagen A in gleicher Konzentration verwendet. Hierzu wurde die Losung oberfldchenbedeckend
einpipettiert und tiber Nacht bei -4°C inkubiert. Vor Aussaat der Zellen wurde die Oberfliche einmal mit
PBS gewaschen.

5.1.2 Auftauen von Zellen

Die genutzten Zelllinien wurden bei -80°C in Cryovials gelagert. Um Zellen in Kultur zu nehmen wurde
die gewiinschte Anzahl an Cryovials im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und sofort in Arbeitsmedium
resuspendiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 900rpm fiir 3 Minuten. Nach Entfernung des Uberstandes
wurden die Zellen im Arbeitsmedium resuspendiert, gezéhlt und in vorbereitete Zellkulturflaschen

ausgesat.

5.1.3 Kultivierung von immortalisierten Zelllinien

Alle Zellen wurden in 75-cm*-Kulturflaschen kultiviert. Eine PBS-Waschung und ein Mediumswechsel
erfolgten jeden zweiten Tag. Die Morphologie und Konfluenz der Zellen wurden téglich mikroskopisch

beurteilt. Eine Umsetzung der Zellen erfolgte bei 60-70% Konfluenz.

Immortalisierte humane gingivale Keratinozyten (IGK)
Die IGK-Zellen wurden in DMEM (1 g/L Glc) mit 10 % fetalem Kalberserum, 1% Penicillin —
Streptomycin und Keratinozyten-Supplement kultiviert. Die Kulturflaschen wurden zuvor wie beschrieben

mit Kollagen IV beschichtet.

OKG4/bmil/TERT

Diese Zell-Linie, im Folgenden als OKG4-Zellen bezeichnet, wurden nach Protokoll des Rheinwald-Labors
in Boston, USA, kultiviert und passagiert. Es wurden Grundmedium (bis 30% Zellkonfluenz),
Wachstumsmedium und Differenzierungsmedien nach Angaben des Protokolls hergestellt. Das

Differenzierungsmedium kam nach dem Airlift zum Einsatz.
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Grundmedium:

K-SFM

25ng/ml bovine pituitary extract
(BPE)

0,2 ng/ml epidermal growth
factor (EGF)

0,3mM CaCl,

Wachstumsmedium:
DMEM/Ham’s F12 (3/1)
5% Fetal Clone III (FCS)
1% P/S

1 uM Hydrocortisone

0,1 uM Insulin

1 uM Isoproterenol

1 ng/mL EGF

Differenzierungsmedium
DMEM/Ham’s F12 (3/1)
1% Fetal Clone III (FCS)
1% P/S

2 uM Hydrocortisone

0,1 uM Insulin

1 uM Isoproterenol

2 ng/mL EGF

10 uM Carnitine
10 mM L-Serine

0,4 mmol L-ascorbic Acid

Tabelle 1: Medienzusammensetzung OKG4/bmil/TERT

Parallel dazu wurden die Zellen aus dem Grundmedium auf Dermalife-Medium umgestellt. Fiir den

Airlift wurde die Calcium-Konzentration des Mediums auf 1,4 mM erhoht.
Immortalisierte humane gingivale Fibroblasten - hTERT (IhGF)
Die ThGF Zellen wurden in DMEM (1 g/ Glc) mit 10 % fetalem Kéilberserum, 1% Penicillin —

Streptomycin, 1% Amphotericin B und 1% non-essential aminoacids (NEA) kultiviert.

5.1.4 Kultivierung von primiren Zellen

Primére, humane, gingivale Keratinozyten wurden in DermaLife K Medium (1% Penicillin-Streptomycin,
1% Amphotericin B) ohne Calciumzusatz kultiviert.
Primére, humane, gingivale Fibroblasten_wurden in DMEM (1 g/L Glc) mit 10 % fetalem Kélberserum,

1% Penicillin — Streptomycin, 1% Amphotericin B und 1% non-essential aminoacids (NEA) kultiviert.

5.1.5 Ablosung und Passagierung von Zellen

Zur Passagierung von Zellen wurde das Medium aus den Flaschen entfernt und es erfolgte ein Waschschritt
mit 3ml sterilem PBS. Danach wurde 0,25% Trypsin/2.21mM EDTA hinzugefiigt, sodass der Zell-
Monolayer mit Fliissigkeit bedeckt war. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO) fiir ca.
6 Minuten. Die Zellablosung erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle. Nach erfolgreicher Abldsung wurde
ca. 2-3ml des entsprechenden Néhrmediums hinzugefiigt. Die Suspension wurde in 25ml Falconrdhrchen
pipettiert und bei 900rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet

in 1ml des Ndhrmediums mit einer 500pl-Pipette resuspendiert. Es folgte die Zellzahlung. Zur Passagierung
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folgte die Aussaat der gewiinschten Zellzahl. In der Regel wurden 1x10° Zellen in eine 75cm?-Flasche

uberfuhrt.

5.1.6 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzdhlung wurden 10pl Zellsuspension mit 90ul 0,4% Trypanblau-Losung mit einer 10pl-Pipette in
einem 2.5ml Eppendorfgefdll suspendiert und danach in eine Neubauer-improved-Zéahlkammer pipettiert.
Die Zellen wurden mikroskopisch in jeder Kammer gezdhlt und ihre Morphologie beurteilt. Die

Gesamtzellzahl errechnete sich nach folgender Formel:

Zellzahl/ml =Z x VF x V x KF Z = Mittelwert der Zellzahl aus allen vier Kammern
VF = Verdiinnungsfaktor
V = Resuspensionsvolumen

KF = Kammerfaktor = 10*

5.1.7 Kryokonservierung von Zellen

Zur Lagerung wurden Zellen bei -80°C eingefroren. Hierzu wurden sie wie beschrieben abgeldst und
gezdhlt. Pro Kryovial wurde die gewiinschte Zellzahl in 900ul fetales Kélberserum und 100pl
Dimethylsulfoxid resuspendiert und mittels Cryocontainer im Gefrierschrank gefroren. Danach erfolgte

eine Lagerung in Fliissigstickstoff.

5.2 Weiterfiihrende Methoden

5.2.1 Isolierung von priméren Keratinozyten und Fibroblasten

Zur Isolierung von primédren humanen Keratinozyten und Fibroblasten wurden Schleimhautproben
verwendet, welche bei resektiven Eingriffen im Institut fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Charité
Berlin anfielen. Es handelte sich um Proben der mastikatorischen Schleimhaut (Gingiva). Die
Schleimhautproben wurden anonym ohne Zuordnung zum Patienten, Alter, Geschlecht, 0.4. verwendet.
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité-Universititsmedizin Berlin bewilligt
(Antragsnummer: EA2/185/16). Die Patienten wurden vor dem Eingriff iiber die weitere Verwendung des
Gewebes informiert und haben schriftlich eingewilligt. Alle Experimente wurden im Rahmen der guten
wissenschaftlichen Praxis und der Deklaration von Helsinki von 1964 und ihrer letzten Revision 2013 in
Fortaleza durchgefiihrt.

Die Mundschleimhautprobe wurde direkt nach der Entnahme in Transportmedium (DMEM, 10% FCS, 1%
Pen-Strep, 1% Amphotericin B, 1% NEA) gelagert und innerhalb weniger Stunden weiterverarbeitet. Die
Bearbeitung des Gewebes erfolgte unter einer sterilen Werkbank. Die Probe wurde zunichst fiir 30

Sekunden in Ethanol gereinigt und anschlieBend in PBS gewaschen. Darauffolgend wurde die Probe auf
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ein steriles Trégernetz aufgespannt und fiir 4h in Dispase eingelegt (bei 4°). Danach erfolgte die Trennung
des Epithels vom Bindegewebe auf einer 30mm Zellkulturschale mit Hilfe steriler Pinzetten. Die Epidermis
wurde darauthin in 0,05 Trypsin/EDTA {iiberfiihrt. Es folgte eine 15-miniitige Lagerung im Schiittel-
Inkubator und die Zugabe von DMEM mit 5% FCS. Die Losung wurde durch einen Cell Strainer filtriert
und bei 900rpm fiir 4 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen in 1ml DermaLife K-
Medium resuspendiert. Darauf folgten die Aussaat und die Lagerung im Brutschrank (37°C). Der
subepidermale, bindegewebige Anteil der Schleimhaut wurde in tofo und ohne vorherige enzymatische
Dissoziation mittels Trypsin in unbeschichtete Flaschen mit Fibroblastenmedium gegeben und ebenfalls

bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

5.2.2 MTT/XTT-Assay

Eine gidngige Methode zur Analyse von Zellviabilitdt und Zytotoxizitdt ist die Reduktion von sogenannten
Tetrazolium-Salzen zu dem bldulichen, wasserunloslichen Farbstoff Formazan. Zwei Assays die auf dieser
Methode basieren sind der 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT)-Assay
und der Sodium  3,3'-  [I[(phenylamino)  carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)
Benzolsulfonsdurehydrat (XTT)-Assay. Beide Salze zeigen in Losung eine schwach gelbliche Farbung. In
viablen Zellen sind verschiedene Dehydrogenasen und Reduktionsmittel vorhanden, welche die
Tetrazolium-Salze zu bliulichen Farbstoffen der Formazan-Gruppe reduzieren [63]. Uber die Menge des
umgesetzten Farbstoffes, konnen Riickschliisse auf die metabolische Aktivitit erfolgen. Beim MTT-Assay
lagert sich unlosliches Formazan intrazelluldr an und muss vor der spektrometrischen Messung loslich
gemacht werden. Beim XTT-Assay wird eine l0sliche Formazan-Variante gebildet, weswegen dieser
Schritt entfallen kann [64].

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden 96-well-Platten mit Kollagen IV beschichtet und immortalisierte,
gingivale humane Keratinozyten (Gie-No3B11) ausgesit. Die Zellzahl pro well betrug 1x10* fiir IGK-
Zellen und 6x10° fiir OKG4-Zellen. Nach 24h Inkubation wurde bei einer Konfluenz von 60-70% CMS-
Nanocarrier (10-A-18-350) in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben und die Platten wiederum 24,
48 oder 72h bei 37°C und 5% CO; inkubiert (Tabelle 2). Vor Durchfiihrung des MTT/XTT-Assays wurde
in der ersten Well-Reihe der Uberstand entfernt, die Wells mit PBS gewaschen und 100pl/Well 4% Triton-
X-100 in PBS hinzugefiigt, um die Zellen zu lysieren (im Versuchsaufbau bezeichnet als maximale Lyse).
Es erfolgte eine weitere Inkubation im Brutschrank fiir 20 Minuten. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde
der Uberstand entfernt und 100pl des Arbeitsmediums pro Well hinzugefiigt.

Danach wurde in jedes Well 10ul Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide-Powder in PBS (5Smg/ml) bzw.

50 ul XTT-Lésung gegeben. Es folgte eine Inkubation {iber 4h bei 37°C und 5% CO,. Der Uberstand wurde
entfernt. Um die Formazan-Kristalle zu 16sen, wurden beim MTT-Assay 100ml Isopropanol mit Sml 2N

Salzsdure gemischt und 100ul des Gemischs pro Well hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Platten fiir
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30 min lichtgeschiitzt, wippend inkubiert. Danach erfolgte die Messung der optischen Dichte iiber ein
Mikrotiterplatten-Photometer bei einer Wellenldnge von 570nm (MTT) oder 450nm (XTT).

max. Kontrolle 1 10 pg/mL | 50 pg/mL 100 500 leer
Lyse pg/mL pg/mL pg/mL

A

B

C

D

Tabelle 2: Versuchsaufbau MTT/XTT-Assay; Spalten: Konzentration CMS-Nanocarrier, Zeilen: wells; leer: wells

ohne Zellaussaat, nur Nahrmedium

5.2.3 Sulforhodamin B-Assay

Der Sulforhodamin B (SRB-)Assay ist ein zellbiologischer Test zur Feststellung der Zelldichte.
Sulforhodamin B ist ein pinker Aminoxanthen-Farbstoff, der mit zwei Sulfatgruppen pH-abhéngig an
basische Aminoséuren bindet. Die Bindung findet im leicht sauren Milieu statt. Unter basischen
Bedingungen dissoziiert der Farbstoff wieder. SRB wird genutzt, um Trichloressigsdure-fixierte Zellen
anzufiarben. Dabei ist die Menge gebundenen Farbstoffs direkt proportional zur Zellmasse [65]. Der SRB-
Assay wurde als Zytotoxizitits- und Zellproliferationsassay angewandt und in drei gesonderten
Experimenten durchgefiihrt. Die Protein- und damit Zellmasse wurde auch hier nach 24h, 48h und 72h
beurteilt. Die Vorbereitung der 96-well-Platten erfolgte wie fiir den MTT-Assay geschildert. Nach
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen der CMS-Nanocarrier (Tabelle 3) im Brutschrank folgte die
Zugabe von 10%iger (w / v), kalter Trichloressigséure in jedes Well, worauf die Platten fiir 1h bei 4°C
gelagert wurden. Danach erfolgte eine viermalige Waschung mit Leitungswasser. Anschlieend wurden
die Platten iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Pro well wurden 100ul 0,057% SRB-L&sung
hinzugefiigt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten vier Mal mit
1% Essigsdure (200ul/Well) gewaschen, um ungebundenen Farbstoff zu entfernen. Es folgte die Trocknung
der Platten an der Luft iber Nacht. Fiir die Messung der optischen Dichte wurde pro Well 200ul von 10mM
Tris-Losung (pH 10.5) hinzugefiigt und die Platten fiir 10 Minuten wippend inkubiert. Die optische Dichte

wurde {iber einen Mikrotiterplatten-Photometer bei einer Wellenldnge von 492nm bestimmt.
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Kontrolle 1 10 pg/mL | 50 pg/mL 100 500 leer
pg/mL pg/mL pg/mL
A
B
C
D

Tabelle 3: Versuchsaufbau SRB-Assay; Spalten: Konzentration CMS-Nanocarrier, Zeilen: Wells

5.2.4 Herstellung eines 3D-Modells

Zur Herstellung von 3D-Schleimhautmodellen wurde das in der Arbeitsgruppe etablierte Protokoll fiir
dermale Zellen herangezogen. Es wurden Alvetex 6-Well-Filter verwendet, welche zunéchst durch Ethanol
(70%) benetzbar gemacht wurden. Zunéchst erfolgte die Ablosung der im jeweiligen Versuchsdurchlauf
verwendeten Fibroblasten und eine Aussaat von 100ul Zellsuspension mit der gewlinschten Zellzahl
(1x10°/Filter) auf einen Filter. Darauf folgte eine Inkubation der Platte fiir 1h bei 37°C. AnschlieBend wurde
weiteres Fibroblastenmedium hinzugegeben, sodass die Filter submers lagen. Die Platten wurden
anschlieend im Brutschlag gelagert und jeden Tag mikroskopisch beurteilt. Ein Mediumswechsel erfolgte
jeden zweiten Tag. Nach sieben Tagen erfolgte die Zugabe von Keratinozyten (5x10°c/Filter) und der
Wechsel auf Dermalife K-Medium. Der Airlift und der Wechsel auf Dermalife K-Medium + 1,4 mM
Calcium folgte drei Tage spater. Danach wurden die Filter fiir 20-30 Tage inkubiert. Ein Mediumswechsel
erfolgte jeden zweiten Tag.

Zur Fixierung der Filter wurde das Medium entfernt und PFA/Saponin iiber Nacht bei 4°C hinzugefiigt.

5.2.5 Gewinnung von oraler Mukosa des Schweins

Die fiir die Experimente verwendete orale Schleimhaut vom Schwein wurde von Tieren aus der
Fleischproduktion gewonnen. Unbehandelte  Schweinekiefer ~wurden von  entsprechenden
Schlachtbetrieben zur Verfiigung gestellt. Diese wurden wenige Stunden gekiihlt in PBS gelagert, bevor
die auskleidende Schleimhaut und Gingiva manuell mittels Skalpells prépariert wurde. Hierbei wurde
darauf geachtet, dass die fiir Experimente vorgesehenen Schleimhautproben nicht durch Pinzetten oder

andere mechanische Einwirkungen beschadigt wurden.

5.2.6 Penetrationsversuch mittels Franz-Zelle

Fiir die Penetrationsversuche wurde ein Franz-Zell-System der Firma PermeGear (Bethlehem, PA, USA)
mit dem unten gezeigten Aufbau verwendet (Abb. 10). Die Penetrationsversuche wurden mit dem CMS-
Nanocarrier des Amid-Typs 10-A-18-350 und dem PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel in drei gesonderten

Versuchsabldufen durchgefiihrt. An die CMS-Nanocarrier war der Fluoreszenzfarbstoff Indocarbocyanine
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(ICC) gekoppelt, an das PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B (RhB).
Beide Fluoreszenzmarker emittieren im roten Bereich. Es wurden Franz-Zellen mit einem Durchmesser der
Zugabekammer von 7mm verwendet. Proben der auskleidenden und keratinisierten Schleimhaut wurden
mit einem Durchmesser von ca. 2cm entnommen und diese in je eine Franz-Zelle montiert. Dabei war die
epidermale Seite nach oben zur Zugabekammer gerichtet. Die Lamina propria beriihrte das in der
Aufnahmekammer befindliche PBS, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Luftblasen eingeschlossen
wurden (Abb. 11).

Das Wasser des Heizsystems wurde auf 33,5°C erwédrmt. Nach 30 Minuten wurden 91 uL/crn2 des zu
untersuchenden Nanocarriersystems in die Aufnahmekammer pipettiert. Diese wurde mit Parafilm
abgedichtet, um Verdunstungsprozesse zu minimieren.

Es erfolge eine Inkubation tiber 6h. Die Proben wurden danach 30 Sekunden in PBS gewaschen. Danach
erfolgte eine Einbettung der Proben in Kryomedium und eine Lagerung bei - 80° C. Fiir die Auswertung
am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop wurden 7um dicke Kryoschnitte angefertigt. Zur Orientierung
im Gewebe erfolgte eine immunhistochemische Firbung des Epithels mit einem pan-Cytokeratin-
Antikdrper und passendem sekundédren Alexa-Fluor 488 konjugiertem Antikorper. Die durchgefiihrten

Ansitze sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Franz-Zelle 1 2 3 4 5 6
Schleimhaut auskl. auskl. auskl. mast. mast. mast.
Medium PBS CMS-A NG CMS-A NG
Konzentration / 10 10 / 10 10
(K) mg/ml mg/ml (K) mg/ml mg/ml
Menge 50 pl 50 pl 50 pl 50 ul 50 pl 50 pl

Tabelle 4: Versuchsaufbau des Penetrationsversuchs an Franz-Zellen mit ICC-gelabeltem Amid-Nanocarriern (CMS-
A) und Nanogel an auskleidender (auskl.) und mastikatorischer (mast.) Schweineschleimhaut. 1 und 4: als Kontrolle

(K) mit PBS benetzte Schleimhautproben
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Zugabekammer ‘

Membran s

Probeentnahme-

offnung
Wirme-Zirkulation E ‘

/

Wassermantel - |

— ‘_,._ Magnetriihrstab

Abbildung 10: Aufbau einer PermeGear Franz-

Zelle. Entnommen und modifiziert aus [93]

Abbildung 11: Franz-Zell-Versuchsaufbau. (A) Platzierung der Schleimhautproben mit der
Epidermis nach oben weisend in die Franz-Zell-Apparatur; (B) Fixierte Zugabekammer auf
der Schleimhautprobe; (C) Sehr diinne, auskleidende Schleimhaut nach 6-stiindiger
Einwirkzeit des ICC-markierten CMS-Carriers. Der 7mm Durchmesser der abmontierten

Zugabekammer ist deutlich erkennbar.
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5.2.7 Einfrieren von Gewebsproben und Anfertigung von Kryoschnitten

Bei den Penetrationsversuchen mit fluoreszenzmarkiertem Nanocarrier wurden die Gewebe nach dem
Versuchsablauf schock-gefroren, um zur Auswertung am Mikroskop histologische Schnitte herzustellen.
Die Gewebeproben wurden nach Durchfiihrung der Penetrationsversuche in 9,68 cm? Gefrierformen mittels
Gefriermedium eingebettet und in Fliissigstickstoff gefroren. Es erfolgte eine Lagerung bei -80°C bis zur
weiteren Bearbeitung. Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die in Gefrierformen befindlichen
Proben zunéchst fiir 30 Minuten in die -20° C kalte Mikrotomkammer gelegt, bevor Schnitte von 7pum
Dicke angefertigt wurden. Die Schnitte wurden auf Glasobjekttrager aufgenommen und bis zur weiteren

Verarbeitung dunkel bei -20°C gelagert.

5.2.8 Cellular Uptake-Versuch

OKG4/bmil/TERT-Zellen wurden in DermalLife-K-Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin und 1%
Amphotericin B kultiviert. Fiir den Versuch wurden zwei 8-Kammer Glas-Objekttrager mit 20pg/ml
Kollagen IV beschichtet und mit einer Zellzahl von 5 x 10%c/well ausgesit, wobei ein Objekttriiger bei
Aussaat auf Dermalife-K-Medium mit einem Calciumgehalt von 1,4 mM umgestellt wurde. Beide
Objekttrager wurden iiber Nacht bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Am nichsten Tag folgte eine
mikroskopische Kontrolle. Pro Objekttriger wurde in vier Kammern als Kontrolle das jeweilige
Arbeitsmedium hinzugefiigt. In vier weiteren Kammern wurde das Arbeitsmedium mit einem Zusatz von
100pg/ml CMS-Nanocarrier E-15-350 hinzugegeben. Es folgte eine Kultivierung im Brutschrank fiir 24h,
wonach eine Lebendfiarbung der Zellkerne mit Hilfe des Farbstoffes Hoechst 33342 (HO) durchgefiihrt
wurde. Dazu wurde HO in einer Verdiinnung von 1:3000 im Arbeitsmedium in alle Kammern pipettiert und
die Objekttrager fiir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Es folgte eine mikroskopische Kontrolle der
Kernfirbung. Die Objekttrager wurden 30 Minuten mit PFA bei 4°C lichtgeschiitzt fixiert. Zur Farbung der
Zellwénde wurden die Objekttriger mit Wheat-Germ-Agglutinin-488-Konjugat in PBS (1:200) fiir 10

Minuten im Brutschrank inkubiert. Es erfolgte die Eindeckelung der Objekttrager mit Fluoromount.

5.2.9 Auswertung mittels Laser-Scanning-Mikroskop

Die immunhistochemisch gefarbten Objekttriger wurden an einem Laser-Scanning-Mikroskop

LSM700MAT der Firma Zeiss mittels der ZEN-Software (Zeiss) ausgewertet.

5.2.10 Herstellung einer Vergleichsemulsion ,.Dontisolon‘

Die Vergleichsemulsion wurde im Institut fiir Pharmazie der Freien Universitdt Berlin freundlicherweise

durch Dr. Sven Staufenbiel hergestellt.
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Zur Herstellung wurden geschmolzene Makrogole homogenisiert bis die Raumtemperatur erreicht wurde.
Danach erfolgte die homogene Dispersion des Wirkstoffs mit Mdrser und Pistill.

Zusammensetzung:

120uM Dexamethasone-PCA 3

Basis:

Macrogol (Caesar & Lorentz GmbH, Hilden, Germany)

400 (92% m/m)

1500 (4% m/m)

4000 (4% m/m)

5.2.11 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Bei der Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie handelt es sich um eine physikalische Messmethode
zur Charakterisierung von paramagnetischen Verbindungen, d.h. Verbindungen mit ungepaarten
Elektronen. Die Grundlage dieser Methode besteht darin, dass jedes Elektron ein magnetisches Moment
besitzt, den sogenannten Elektronenspin. Hierbei handelt es sich um einen quantenmechanischen
Drehimpuls. Ohne ein von aullen angelegtes Magnetfeld weisen die Spins alle die gleiche Energie auf (sog.
entarteter Zustand). Wird ein elektromagnetisches Wechselfeld angelegt, kommt es zu einer Aufspaltung
der Spins in unterschiedliche Energieniveaus (Zeeman-Effekt). Es kommt zu einer Resonanzabsorption von
Energie durch die energetisch niederen Spins, wenn die Energie des Magnetfeldes der Differenz zu den
energetisch hoheren Spins entspricht. Dies hat zur Folge, dass bei Anlegen eines &duBleren Magnetfelds
messbare Wechselwirkungen entstehen, welche durch bestimmte Parameter beschrieben werden konnen.
Zudem konnen Wechselwirkungen mit anderen magnetischen Momenten innerhalb einer Probe entstehen.
Diese sind durch die ESR-Spektroskopie messbar. Einer dieser Parameter ist die Resonanzabsorption.

Diese wird gemessen und in Form der ersten Ableitung im ESR-Spektrometer angezeigt. Die
Resonanzfrequenz hingt von der jeweiligen Umgebung des Elektrons ab, wodurch Riickschliisse tiber diese
gezogen werden konnen. Die Hypofeinkopplungskonstante a(hfc) ist eine GroBe, welche die durch
Wechselwirkung mit der Umgebung entstehende Signalaufspaltung charakterisiert. Eine Aufspaltung der
Signale tritt auf, wenn in der direkten Umgebung des betrachteten Elektrons ein Atomkern befindlich ist,
der seinerseits ebenso einen Drehimpuls (Kernspin) hat. Somit tragen alle Atomkerne in der niheren

Umgebung des Elektrons zur Aufspaltung des Signals bei.

Zum Nachweis der Freisetzung eines Modell-Wirkstoffes im Epithel wurden ebenfalls Franz-Zell-
Penetrationsuntersuchungen durchgefiihrt. Hierzu wurde der Wirkstoff Dexamethason mit dem ESR-Label
3-carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrroldinyloxy (PCA) gekoppelt (Abb. 12). Dieser markierte Wirkstoff

war schon in vorangegangenen Studien verwendet worden [66].
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o Abbildung 12: PCA Molekiil. PCA dient als Spinsonde zur Markierung von
OH  nachzuweisenden Substanzen. Spinsonden weisen ein ungepaartes Elektron auf und
H,C ) <CH3 haben aus diesem Grund mittels ESR nachweisbare paramagnetische Eigenschaften.
HsC” N~ “CHs

| e

O

CMS-Nanocarrier des Ester-Typs wurde nach publizierter Vorgehensweise mit Dexamethason-PCA
(DxPCA) beladen [67][66]. Eine in der Zahnmedizin hdufig angewendetes Therapeutikum bei der Therapie
von entziindlicher Gingiva ist Dontisolon ® D. Diese enthilt das Glukokortikoid Prednisolon. Eine dieser
Salbe entsprechende Vergleichsemulsion wurde nach oben beschriebenem Protokoll hergestellt. Um eine
Vergleichbarkeit herzustellen wurde in der Vergleichsemulsion Prednisolon durch DxPCA ersetzt. Der
Versuchsaufbau an den Franz-Zellen entsprach dem bereits in Kapitel 5.2.6 beschriebenen. Die mit DxPCA
beladenen CMS-Nanocarrier und die ,,Dontisolon“-DxPCA-Salbe wurden in gleichen Mengen auf
mastikatorische und auskleidende Schleimhaut vom Schwein aufgetragen. Nach 6h wurden die
Schleimhautproben gewaschen und die ESR Messungen durchgefiihrt. Hierfiir wurden Gewebeproben von
4mm Durchmesser durch Stanzung gewonnen und in eine ESR-Zellkammer platziert.

Es wurde ein X-Band-Spektrometer (Bruker Elexsys E500, BioSpin GmbH, Karlsruhe, Germany, v = 9.5

GHz) verwendet.

Franz-Zelle 1 2 3 4 5 6

Schleimhaut auskl. auskl. auskl. mast. mast. mast.

Medium Vergleichs- | CMS-E | CMS-E | Vergleichs- | CMS-E | CMS-E
Emulsion | (DxPCA) | (DxPCA) | Emulsion | (DxPCA) | (DxPCA)
Dontisolon Dontisolon

Menge 35ul 35l 35ul 35ul 35ul 35ul

Waschschritt ja ja nein ja ja nein

vor ESR-

Messung

Tabelle 5: Versuchsaufbau der Franz-Zell-Untersuchung fiir die ESR-Messung

5.3 Histochemische Farbungen

5.3.1 Entparaffinierung von Objekttrigern

Die Proben der dreidimensionalen Schleimhautmodelle wurden im Institut fiir Pathologie der Charité-
Universitdtsmedizin Berlin (Campus Mitte) in Paraffin eingebettet und mittels Mikrotom geschnitten. Die
Dicke der Schnitte betrug 7um. Die Objekttrager mussten vor einer immunhistochemischen Farbung iiber

Rotihistol entparaffiniert werden. AnschlieBend wurden die Objekttrager iiber eine absteigende
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Alkoholreihe in destilliertes Wasser gebracht. Zur Entmaskierung der Epitope fiir die anschlieBende
Immunfluoreszenzférbung folgte eine Lagerung in Sodium-Citrate-Puffer bei 95-100° C. Der detaillierte

Ablauf der Arbeitsschritte ist im Folgenden nochmal zusammengefasst:

- 10 Min. Rotihistol

- 3 Min. 100% Ethanol

- 3 Min. 100% Ethanol

- 1 Min. 95% Ethanol

- 1 Min. 80% Ethanol

- Spiilung in Aqua dest.

- 25 Min. Sodium-Citrate-Puffer bei 95-100°C
- 2 Min. PBS/0,1% Tween 20

- 2 Min. PBS/0,1% Tween 20

5.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.)

Zur Darstellung des strukturellen Aufbaus von mastikatorischer und auskleidender Schweineschleimhaut
erfolgten Hématoxylin-Eosin-Farbungen. Hierzu wurden die Kryoschnitte mit PFA-Saponin fiir 30° bei
4°C fixiert. Darauf folgte eine Férbung im Firbetrog mit Mayer’s Hamatoxylin fiir 30 Sekunden bei
Raumtemperatur und eine Waschung in destilliertem Wasser. AnschlieBend wurde der Objekttréger fiir 30
Sekunden in 1% Eosin-Y-Losung geschwenkt und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (95%,100%)
dehydriert. Der Alkohol wurde mittels Xylol extrahiert und es erfolgte eine die Deckelung des
Objekttragers [68].

5.3.3 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Fiir die Visualisierung von Proteinen im Schleimhautepithel mittels indirekter Immunfluoreszenz mussten
die Gewebe zunédchst 10 Minuten mit 0,1% Triton X-100/PBS zur Permeabilisierung der Zellmembran
gelagert werden. Im Anschluss erfolgte eine TBS-Waschung.

Vor der Immunfluoreszenz-Farbung mit unten aufgefiihrten Antikorpern erfolgte zunéchst eine
Blockierung mit 3% bovinem Serum-Albumin (BSA)/PBS fiir mindestens 30 Minuten. Die Primir-
Antikorper-Losung wurde wie unten aufgefiihrt im entsprechenden Puffer angesetzt und aufpipettiert.
Danach erfolgte eine Inkubation iiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C. Am Folgetag erfolgte ein
Waschschritt und die Sekundér-Antikorperlosung wurde lichtgeschiitzt angesetzt und aufpipettiert. Es
schloss sich erneut eine lichtgeschiitzte Inkubation iiber Nacht bei 4°C an. Bei allen Farbungen wurde eine

Kontrolle mitgefiihrt, bei welcher kein primérer Antikorper hinzugefiigt wurde.
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488-Konjugat

Primérer Antikorper / Verdiinnung | Blockierung Sekundérer Antikorper /
Verdiinnung
1. Pan-Cytokeratin (PanCK) 3% BSA /PBS 1. GAM 488 (1:4000) + HO
(1:100) 2. GAR 594 (1:4000) + HO
2. S100A4 (1:50)
in PBS/0,05 % Tween-20
in 3% BSA/PBS
Pan-Cytokeratin (Pan-CK) 3% BSA /PBS GAM 488 (1:4000) + HO
(1:100)
in PBS/0,05 % Tween-20
in 3% BSA/PBS
Wheat-Germ-Agglutinin- / /

Tabelle 6: Primire und sekundére Antikorper

5.3.4 Farbung mit Wheat-Germ-Agglutinin-488-Konjugat

Nach einer Fixierung der Zellen in 4% Formaldehyd fiir 15min wurde eine Permeabilisierung der
Zellmembran iiber Triton X-100 durchgefiihrt. Darauf folgte die Zugabe des Wheat-Germ-Agglutinin-488-
Konjugats in einer Konzentration von Spg/ml zur Sichtbarmachung von Zellmembranen in einer
Konzentration von Spug/ml auf die Zellen. Die Visualisierung von Zellkernen erfolgte parallel durch Zugabe

des Farbstoffs Hoechst 33342 (1:5000). Die Zellen wurden fiir 10 Minuten im Brutschrank inkubiert.

Danach folgte eine mehrfache Waschung mit PBS und die anschlieBende Deckelung des Objekttrigers
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6 Ergebnisse
6.1 Isolierung von priméren, humanen Keratinozyten und Fibroblasten

Die im Institut etablierte Methode zur Isolierung von dermalen Zellen aus Priaputien wurde erfolgreich auf
humane Mundschleimhautzellen iibertragen. Es gelang die Kultivierung von humanen, gingivalen
Keratinozyten und Fibroblasten. Die hierfiir verwendeten Schleimhautproben waren jedoch um ein
Vielfaches kleiner als die iiblichen Hautproben. Im Idealfall hatten die Gewebeproben einen Durchmesser
von lcm, waren aber normalerweise kleiner.

Dies erschwerte die Préparation mittels Pinzette und Skalpell. Diese wurde unter dem Mikroskop
durchgefiihrt, wobei die vollstindige Ablosung des Epithels kaum kontrollierbar war. Die im Vergleich zur
duBeren Haut deutlich diinnere Epidermis lie sich optisch nur schwer von der darunterliegenden
Bindegewebsschicht unterscheiden. Trotzdem gelang eine reproduzierbare Isolierung von priméren,
gingivalen Keratinozyten. Pro Probe konnten ca. 2 x 10°> ¢/ml gewonnen werden. Eine zu diinne Aussaat
von Keratinozyten fiihrte zu einem Absterben der Zellen. Dementsprechend wurden die aus einer Probe
gewonnenen Keratinozyten in eine 25cm* Flasche iiberfiihrt. Die sich hieraus ergebende Zellzahl war

héufig immer noch sehr gering (Abb. 13A), jedoch ausreichend, um die Zellen zur Proliferation anzuregen.

Abbildung 13. Primére gingivale Keratinozyten kurz nach der Aussaat (A) und
nach sieben Tagen (B)

Nach sieben Tagen in Kultur zeigten sich grofle Bereiche, in denen die Keratinozyten Zell-Zell-Kontakte
ausgebildet hatten und die typische Morphologie aufwiesen. Trotzdem blieben in jeder Flasche auch
Bereiche mit nur vereinzelten Zellen sichtbar (Abb. 13B). Eine Fortsetzung der Kultivierung fiihrte jedoch
nicht dazu, dass sich ein vollstédndig dichter Zellrasen bildete. Auch durch Ablosen und Umsetzen konnten
die Zellen nicht zur weiteren Proliferation angeregt werden und nach wenigen Zellteilungen war der
Zustand der Seneszenz erreicht. Dieser Umstand machte deutlich, dass sowohl fiir die angestrebten

Monolayer-Untersuchungen als auch den Aufbau von 3D-Schleimhautmodellen entweder bedeutend
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groBere Schleimhautproben nétig sind oder immortalisierte Zelllinien Anwendung eingesetzt werden
miissen. Eine weitere Mdglichkeit kann die Gewinnung von pluripotenten, gingivalen Stammzellen sein.

Zur Isolierung von gingivalen Fibroblasten aus der Lamina propria wurde der bindegewebige Anteil der
Gewebsprobe ohne enzymatische Aufspaltung in Fibroblastenmedium kultiviert (Abb. 14A). Die
Zellkulturflaschen wurden vorher nicht mit Kollagen beschichtet. Durch diese selektiven
Kulturbedingungen erfolgte ein Auswachsen von Fibroblasten. Diese erreichten nach ca. 20 Tagen eine

Konfluenz von ca. 80-90% (Abb. 14B)

Abbildung 14: Primére gingivale Fibroblasten kurz nach der Kultivierung (A) mit
dermalen Spendergewebe im rechten Bildabschnitt. Nahezu flaichendeckendes
Fibroblastennetz 19 Tage nach der Kultivierung (B).

6.2 Untersuchungen am Zell-Monolayer

Um die Biokompatibilitidt der Wirkstofffreigabesysteme zu untersuchen, wurden Zytotoxizitéts- und
Proliferationsassays durchgefiihrt. Da die Mundschleimhaut im Vergleich zur dulleren Haut eine schnellere
Turnover-Rate hat und generell reaktiver ist, sollte untersucht werden ob die CMS-Nanocarrier oder das
PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel einen zytotoxischen oder proliferativen Einfluss auf Monolayer-Kulturen
von immortalisierten humanen gingivalen Keratinozyten haben. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die
Carriersysteme von den Keratinozyten aufgenommen werden und somit eine transzelluldre
Penetrationsroute nach Applikation zu erwarten wire oder nicht, was auf einen parazelluldren Weg in das

Schleimhautepithel hinweisen wiirde.

6.2.1 Einfluss der Nanocarrier auf die metabolische Aktivitit und Zellproliferation oraler Keratinozyten

Hierfiir wurde zum einen der MTT/XTT-Assay durchgefiihrt, der den Redox-Status von Zellen misst und
damit Riickschliisse auf die metabolische Aktivitit zuldsst. Zum anderen wurde der SRB-Assay
durchgefiihrt, bei iiber die Menge des an Zellproteine gebundenen Farbstoffs Sulforhodamin B die

Proteinmasse einer Probe photometrisch ermittelt werden kann.
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Beide Assays wurden fiir den Amid-CMS-Nanocarrier 10-A-18-350 (CMS-A), den CMS-Nanocarrier des
Ester-Typs E-15-350 (CMS-E) und das PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel (NG) durchgefiihrt. Alle
Nanocarrier-Typen wurden unbeladen untersucht.

Zur Untersuchung des Einflusses der Nanocarrier auf die metabolische Aktivitdt und Zellproliferation
wurden immortalisierte gingivale Keratinozyten (IGK oder OKG4/bmil/TERT) in 96-Well-Platten
ausgesit und mit unterschiedlichen Konzentrationen der Nanocarrier behandelt (s. Kapitel 5.2.2 / Tabelle
2; Kapitel 5.2.3 / Tabelle 3). Nach einer Inkubation {iber 24h, 48h und 72h wurde jeweils ein MTT/XTT-
und SRB-Assay durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde stets eine mit reinem Néhrmedium versorgte Zell-
Gruppe mitgefiihrt. Im MTT/XTT-Assay wurde auBlerdem eine als maximale Lyse bezeichnete Gruppe
mitgefiihrt, bei der vor Zugabe des MTT/XTT-Reagenzes alle Zellen mittels 4% Triton-X-100 in PBS
lysiert wurden, wodurch der Farbstoff zu keinem Zeitpunkt umgesetzt werde konnte. Diese Gruppe diente
als zusétzliche Kontrolle. Fiir die statistische Auswertung wurden die Replikate jeder Gruppe gemittelt und

der gemittelte Leer-Wert abgezogen. Es wurde ein abhédngiger T-Test durchgefiihrt.
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Abbildung 15: Einfluss verschiedener Konzentrationen des CMS-Nanocarriers 10-A-18-350 auf die metabolische
Aktivitédt (A,B,C) und Zellproliferation (D,E,F) von IGK-Zellen. Untersuchungszeitpunkt jeweils nach 24h (A,D),
48h (B,E) und 72h (C,F) Inkubation. Nanocarrier-Konzentration in [pg/ml]. mL, maximale Lyse; K, unbehandelte
Kontrollgruppe. (n=3)

Abbildung 15 A-C zeigt den Einfluss des CMS-A-Carriers auf die metabolische Aktivitidt von IGK-Zellen
nach Inkubation {iber 24h, 48h und 72h. Fiir die unterschiedlichen Konzentrationen des Nanocarriers zeigte
sich zwar nach 48h und 72h ein leichter Abfall der gemessenen optischen Dichte im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe, jedoch ergab sich fiir keinen Zeitpunkt statistisch eine signifikante
Anderung der Stoffwechselaktivitit (Abb. 15 B,C)

In Abbildung 15 D-F sind die Resultate des SRB-Assays fiir dieselben Ansétze dargestellt. Hier war die
gemessene optische Dichte fiir alle Konzentrationen des Nanocarriers zu allen Messzeitpunkten im
Vergleich zur Kontrollgruppe weitgehend unverandert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieser Typ
des CMS-Nanocarriers an oralen immortalisierten Zellen weder einen ausgepréigten Einfluss auf die
metabolische Aktivitit noch einen zytotoxischen Effekt zeigt [69]. Im Falle einer Bestitigung dieser
Ergebnisse an priméren Zellen konnte davon ausgegangen werden, dass der Einsatz dieses Nanocarriers fiir

orale gingivale Keratinozyten unschéadlich ist.

Abbildung 16 zeigt die graphische Darstellung der unabhingigen Versuchsdurchldufe des MTT-Assays mit
IGK-Zellen. Hierbei fillt auf, dass die Standardabweichungen innerhalb der einzelnen Versuchsdurchldufe
deutlich geringer war als im Gesamtergebnis (Abbildung 15 A-C). Dieses Bild zeigte sich bei allen

durchgefiihrten Zytotoxizitéts- und Proliferationsassays.
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Abbildung 16: Ergebnisse der drei unabhéngigen Versuchsdurchldufe im MTT-
Assay fiir dem CMS-Nanocarrier 10-A-18-350.
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Abbildung 17: Einfluss verschiedener Konzentrationen des CMS-Nanocarriers E-15-350 auf die metabolische
Aktivitét (A,B,C) und Zellproliferation (D-I) von OKG4/bmil/TERT-Zellen (A-F) und IGK-Zellen (G-I). Die
Untersuchungen erfolgten jeweils nach 24h (A,D,G), 48h (B,E,H) und 72h (C,F,I) Inkubation. Konzentration in
[ng/ml]. mL, maximale Lyse; K, unbehandelte Kontrollgruppe. (n=3)

Abbildung 17 A-C zeigt die Stoffwechselaktivitit der mit CMS E-15-350 behandelten gingivalen
Keratinozyten (OKG4/bmil/TERT) zu den Messzeitpunkten 24h, 48h und 72h. Analog dazu ist in der
Abbildung 17 D-F die Zellmasse der gleichermalen behandelten Zellen zu den drei
Untersuchungszeitpunkten dargestellt. Abbildung 17 G-I zeigt dariiber hinaus den Einfluss des
Nanocarriers auf die Zellmasse von IGK-Zellen.

Insgesamt fiihrt der Nanocarrier CMS E-15-350 bei OKG4-Keratinozyten zu einem leichten, aber
signifikanten Anstieg der umgesetzten Farbstoffmenge im XTT-Assay. Nach 24h war bei 50 pg/ml
(*p=0,035), 100 pg/ml (*p=0,016) und 500 pg/ml (*p=0,042) ein leichter Anstieg im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu beobachten (Abb. 17 A). Nach 48h war ein leichter Anstieg bei 10 pg/ml (*p=0,035)
signifikant (Abb. 17B). Nach 72h waren keine signifikanten Unterschiede mehr messbar (Abb. 17 C). Im
SRB-Assay zeigten sich nach 24h und 48h keine Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und behandelten
Gruppen (Abb. 17 D,E) Nach 72h war lediglich ein Anstieg bei einer Konzentration von 1 pg/ml
(**p=0,004) zu verzeichnen (Abb. 17 F). Insgesamt fallt jedoch auf, dass der Verlauf der Messwerte im
SRB-Assay fiir beide Zelltypen sehr dhnlich war. Konzentrationen des CMS-Nanocarriers von 1pg/ml,
10pg/ml und 100pg/ml fiihrten zu einem leichten, wenn auch nicht immer signifikanten Anstieg der
Proteinmasse im Vergleich zur Kontrolle. Im Vergleich zu diesen Konzentrationen war die gemessene

Proteinmasse bei 50ug/ml und 500ug/ml fast durchgehend geringer.
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Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der CMS-Nanocarrier E-15-350 keine zytotoxischen
Wirkungen auf den untersuchten Zelltyp hat. Da die im SRB-Assay untersuchte Proteinmasse kaum
verdndert war, sich aber signifikante Steigerungen der optischen Dichte im XTT-Assay zeigten, ist
anzunehmen, dass der CMS-E-Carrier besonders innerhalb der ersten 24h zu einer Steigerung des
Zellmetabolismus von OKG4/bmil/TERT Zellen fiihrt. Diese Steigerung verschwand jedoch im zeitlichen
Verlauf wieder.

Eine zweite SRB-Versuchsreihe wurde an IGK-Zellen durchgefiihrt. Bei diesem Zelltyp zeigte sich zu allen
drei Zeitpunkten eine Steigerung der Proteinmasse. So war nach 24h eine leichte Zunahme bei den
Konzentrationen 10 pg/ml (*p=0,038), 50 pg/ml (*p=0,040), 100 pg/ml (*=0,046) und 500 pg/ml
(*p=0,030) sichtbar (Abb. 17 G). Nach 48h und 72h war dieser Effekt vor allem fiir die geringeren
Konzentrationen deutlich. Nach 48h ergaben sich Signifikanzen bei 1 pg/ml (**p=0,002), 10pg/ml
(**p=0,007) und 100 pg/ml (*p=0,02) (Abb. 17 H); nach 72h bei 1ug/ml (**p=0,004) und 10pg/ml
(**p=0,002) (Abb. 17 1). Insgesamt scheint der CMS-Carrier E-15-350 einen leicht zellproliferativen
Einfluss auf IGK-Zellen zu haben, was mit der ermittelten Tendenz bei den OKG4-Zellen iibereinstimmt.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der CMS-Carrier E-15-350 keine zytotoxischen
Einfliisse auf immortalisierte, gingivale Zellen hat. Jedoch gibt es Hinweise, dass er zumindest eine
zellstoffwechselsteigernde und zellproliferative Wirkung zeigt, welche zukiinftig weiter untersucht werden

sollte.
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Abbildung 18: Einfluss verschiedener Konzentrationen des PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogels auf die metabolische
Aktivitét (A,B,C) und Zellproliferation (D,E;F) von IGK-Zellen. Untersuchungszeitpunkt jeweils nach 24h (A,D),
48h (B,E) und 72h (C,G) Inkubation. Konzentration in [pug/ml]. mL, maximale Lyse; K, unbehandelte
Kontrollgruppe. (MTT n=3, SRB n=2)

Abbildung 18 zeigt die MTT- und SRB-Ergebnisse des PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogels. Untersucht
wurde dieser an IGK-Zellen. Im MTT-Assay zeigte sich zu jedem Messzeitpunkt eine Abnahme der
metabolischen Aktivitit der Zellen. Nach 24h war diese bei 50 pg/ml (*p=0,027), 100 ug/ml (**p=0,009)
und 500 pg/ml (*p=0,012), nach 48h bei 10 pg/ml (*p=0,037), 50 pg/ml (*p=0,025), 100 pg/ml (**p=
0,009) und 500 pg/ml (*p=0,017) und nach 72h bei 100 pg/ml (*p=0,039) signifikant (Abb. 18A-C).

Im SRB-Assay zeigte sich zu keinem Zeitpunkt eine Verdnderung der Proteinmasse im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Hier muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass dieser Assay nur in zwei
Versuchsdurchldufen durchgefiihrt wurde, weswegen die Ergebnisse kritischer zu sehen sind als die aller
anderen dargestellten Assays. Insgesamt fiihrte das Nanogel zu einer Abnahme des Zellmetabolismus. Eine

Minderung der Zellproliferation konnte nicht gezeigt werden.

6.2.2 Intrazellularen Aufnahme des CMS-E-Nanocarriers in orale Keratinozyten

Ziel der Entwicklung von Nanopartikeln ist es, bestimmte Wirkstoffe und Molekiile fiir die Zellen des
Zielgewebes verfligbar zu machen und die Anreicherung des Wirkstoffes im Zielgewebe zu erhéhen.

Die Passage von Molekiilen in das Epithel kann hierbei iiber transzelluldre und parazellulédre Mechanismen
stattfinden. Der Wirkort eines Medikaments befindet sich in der Regel im Zytoplasma der Zelle oder an
Rezeptoren der Kernmembran. Um zu iiberpriifen, ob die selektive Barriere der Zellmembran von den
Nanocarrier-Partikeln iiberwunden wird und somit eine transzelluldre Passage moglich ist, wurde mittels
Laserkonfokalmikroskopie untersucht, ob der CMS E-15-350-Nanocarrier in OKG4/bmil/TERT-Zellen
aufgenommen wird. Fiir diese Untersuchung wurden die Zellen zunéchst in zwei sich im Calciumgehalt

unterscheidenden Medien kultiviert. Der erhohte Calciumgehalt sollte eine Differenzierung und damit
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Verdnderung der Zell-Zell-Kontakte der Keratinozyten initiieren. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24h

mit fluoreszenzmarkiertem CMS E-13-350-Nanocarrier inkubiert.

Abbildung 19: Die zelluldre Aufnahme von CMS E-15-350-ICC. Monolayer von OKG4/bmil/TERT-Zellen in
Nahrmedium mit 60uM Calciumgehalt (A,B) und 1,4 mM Calciumgehalt (C,D) nach Inkubation mit CMS-
Nanocarrier mit ICC-Label (rot). Darstellung der Zellmembran iiber Wheat-Germ-Agglutinin-488-Konjugat (griin).
Kernfarbung mit Hoechst 33342 (blau). Bei erhohtem Calciumgehalt kommt es optisch zur Verschmelzung mehrerer

Zellen (Pfeilmarkierung). (A = 20-fache Vergroflerung, B = 63-fache VergroBerung)

Mittels Immunfluoreszenz wurden die Zellmembran (griin) und der Zellkern (blau) dargestellt (Abb. 19).
Der CMS-Nanocarrier war ICC-gelabelt und fluoreszierte somit im roten Bereich. Eine Erhohung des
Calciumgehalts im Medium zeigte eine deutliche Verdnderung in der Struktur des Monolayers (Abb. 19 C
und D) im Vergleich zu Zellen, die in Gegenwart einer niedrigen Calciumkonzentration von 60uM
kultiviert wurden (Abb. 19 A und B) Bei einem geringen Calciumgehalt des Mediums von 60 uM zeigte
sich ein dichter Zellrasen, jedoch wirkten die Zellen klein, abgerundet und héufig in einem lockeren

Verbund. Die Kultivierung mit 1,4 mM Calcium fiihrte optisch zu einer Verbreiterung der Zellen und zum
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Teil zur Verschmelzung einzelner Zellen (Abb. 19 C und D, Pfeilmarkierung). Dies ist damit zu begriinden,
dass es physiologisch beim Differenzierungsprozess zu einer starken Abflachung der Zellen kommt. Liegen
die Zellen knapp unter- oder iiberhalb der mikroskopisch dargestellten Ebene, wird die Zellmembran zu
benachbarten Keratinozyten nicht sichtbar. Auch zeigt sich nach Erh6hung der Calciumkonzentration die
Ausbildung von engen Zell-Zellkontakten (Abb. 19 D).

Unabhingig vom Differenzierungszustand der Zellen wurde der Fluoreszenz-gelabelte CMS-Nanocarrier
von den gingivalen Keratinozyten aufgenommen. Der Nanocarrier war hier jeweils in rdumlicher Néhe des
Zellkerns der Keratinozyten angereichert. Ein quantitativer Vergleich kann mit dieser Methode nicht

getroffen werden.

6.3 Franz-Zell-Penetrationsversuche

6.3.1 Struktureller Aufbau mastikatorischer und auskleidender Schleimhaut vom Schwein

Zur Darstellung und Kontrolle des strukturellen Aufbaus der verwendeten Mundschleimhaut vom Schwein,
wurden H.E.-Fiarbungen der exizidierten Schleimhaut angefertigt. Hierbei wurden erwartungsgemif

strukturelle Unterschiede der beiden Schleimhauttypen sichtbar (Abb. 20 und 21)

A
e
B
100 pim
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Abbildung 20: Histologischer Schnitt mastikatorischer Schleimhaut vom Schwein H.E.-Farbung. A Epidermis; B
Lamina propria; C Stratum corneum; D Stratum basale

100pm , i ‘ 1

100pm

Abbildung 21: Histologische Darstellung von auskleidender, oraler Schleimhaut vom Schwein.

(1) H.E. Férbung. A parakeratinisiertes Stratum superficiale; B Stratum basale; C Epidermis; D bindegewebige
Lamina propria. (2) Immunhistochemische Darstellung des Epithels durch Anfarbung verschiedener Cytokeratin-
Isoformen mittels eines anti-PanCK-Antikdrpers (griin), sowie Darstellung der Fibroblasten (rot) in der Lamina
propria durch Farbung des Peptids S100A4, die Kernfarbung erfolgte mittels Hoechst 33342 (blau). Zellkerne sind
abgeflacht bis in die oberste Zellschicht erkennbar.

6.3.2 Untersuchungen zur Penetration fluoreszenzmarkierter Nanocarrier in auskleidende und

mastikatorische Schleimhaut vom Schwein
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Um die Penetration vom CMS-Nanocarrier 10-A-18-350 und dem PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel zu
untersuchen und die Penetrationstiefe in mastikatorische und auskleidende Schleimhaut zu erheben, wurden
wie zuvor beschrieben fluoreszenzmarkierte Nanopartikel auf Schweineschleimhaut aufgetragen und die
Penetration der Partikel mittels Franz-Zell-Untersuchungen ermittelt. Es wurde eine lange Einwirkzeit von
6h gewihlt, um die generelle Féhigkeit zum Eindringen in Schleimhéute darzustellen. Der Versuchsaufbau
orientierte sich an vorangegangenen Studien, in welchen die Penetrationsversuche an humaner Haut

durchgefiihrt wurden [50].

Penetration des Nanocarriers CMS 10-A-18-350

Die Untersuchungen an Schweineschleimhaut ergaben, dass eine Penetration des Nanocarriers CMS 10-A-
18-350 sowohl in mastikatorische als auch in auskleidende Schleimhaut moglich ist. Histologisch konnte
eine Penetration des fluoreszenzmarkierten Nanocarriers in beide Schleimhauttypen mit Hilfe des Laser-
Scanning-Mikroskops dargestellt werden (Abb. 22). Sie war jedoch in beiden Schleimhauttypen auf die
oberen Schichten der Epidermis begrenzt, wobei die Eindringtiefe in die mastikatorische Schleimhaut
geringfiigig tiefer ausfiel. Sie blieb auf das Stratum corneum begrenzt (Abb. 22 D), umfasste jedoch

mehrere Hornlamellen.
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Abbildung 22: Histologische Darstellung oraler Schleimhaut vom Schwein nach 6h Penetration von CMS-A (rot).
Expression von verschiedenen Cytokeratin-Isoformen in der Epidermis markiert durch anti-PanCK Antikorper (griin).
Kernfarbung mittels Hoechst 33342 (blau). A und B: Penetration des Nanocarriers in auskleidende Schleimhaut.
Zellkerne sind bis in die obersten Zellschichten erkennbar. C und D: Penetration in mastikatorische Schleimhaut.

Vergroferung links: x20; rechts: x63

Mittels Zen-Software wurden die Penetrationstiefen der Nanocarrier ermittelt. Hierbei wurde zwischen der
Penetration der Mehrheit der Nanocarrierpartikel (Hauptpenetration) und der maximal erkennbaren
Penetration vereinzelter Nanocarrierpartikel unterschieden (Abb. 23). Im Mittel lag die Penetrationstiefe in
der mastikatorischen Schleimhaut bei 10 +/- 2,5 um; bei auskleidender Schleimhaut bei 6 +/- 1,7 pm.
Vereinzelt wurden auch Partikel in tieferen Schichten sichtbar. Im Mittel lagen die tiefste erkennbare
Penetration fiir mastikatorische Schleimhaut bei 44 +/- 28,8 pm und fiir auskleidende Schleimhaut bei 39
+/- 11,9 um [69].

Insgesamt konnte der Nanocarrier CMS 10-A-18-350 etwas tiefer in die mastikatorische Schleimhaut vom

Schwein eindringen.
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Abbildung 23: Durchschnittliche Eindringtiefen des CMS-Nanocarriers 10-A-18-350 in auskleidende und
mastikatorische orale Schleimhaut vom Schwein. Penetration in [um]. Es wurden zwei biologische Replikate (n=2)
untersucht, wobei pro Spender jeweils drei technische Replikate untersucht wurden. An jedem technischen Replikat

wurde die Penetration an drei verschiedenen Stellen gemessen.

Penetration des PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogels

Auch die Penetrationsfihigkeit eines fluoreszenzmarkierten PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogels wurde in
beiden Schleimhauttypen untersucht (Abb. 24). Hier konnte ein Eindringen des Nanogels in die oberen
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Schichten des Epithels mastikatorischer und auskleidender Schleimhaut beobachtet werden. Wie der CMS-
Nanocarrier iiberschritt auch das Nanogel das Stratum corneum der mastikatorischen Mucosa nicht.

Dariiber hinaus beschrénkte sich die Verteilung des Nanogels hauptsichlich auf die oberste Hornlamelle

(Abb. 24 D).

Abbildung 24: Histologische Darstellung oraler Schleimhaut vom Schwein nach 6h Penetration mit PNIPMAM-(S-
S)-dPG-Nanogel (rot). Immunhistochemische Farbung wie zuvor beschrieben. A und B: Penetration des Carriers in
auskleidende Schleimhaut. C und D: Penetration in mastikatorische Schleimhaut.

VergroBerung links: x20; rechts: x63
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Abbildung 25: Durchschnittliche Eindringtiefen des PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogels in auskleidende und
mastikatorische orale Mukosa vom Schwein. Penetration in [pm] Es wurden drei biologische Replikate (n=3)
untersucht, wobei pro Spender jeweils drei technische Replikate untersucht wurden. An jedem technischen Replikat

wurde die Penetration an drei verschiedenen Stellen gemessen.

Im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen mit dem CMS-Nanocarrier zeigte sich fiir das Nanogel
insgesamt eine groflere Penetrationstiefe bei auskleidender Schleimhaut (Abb. 25). Im Mittel drangen die
Partikel hier 10 +/- 4,3um ein. Bei mastikatorischer Schleimhaut waren es 7 +/-3,2um. Auch der Mittelwert
fiir die tiefste erkennbare Penetration lag mit 45 +/-17,9 um bei auskleidender Mucosa héher im Vergleich

zu 24 +/-18,2 um bei mastikatorischer Schleimhaut [69].

6.3.3 ESR-spektroskopische Untersuchungen zur Freisetzung des Modellwirkstoffs Dexamethason aus

CMS-E-Nanocarriern

Mittels ESR-Spektroskopie wurde untersucht, ob der CMS-Nanocarrier einen hydrophoben
Modellwirkstoff wie das Glukokortikoid Dexamethason im Gewebe freisetzt und mdglicherweise einer
konventionellen, in der Zahnmedizin gingingen Glukokortikoid-Formulierung iiberlegen ist. Analog zu
den vorangegangenen Studien mit ICC-markierten Nanocarriern wurden dazu Franz-Zell-Versuche
durchgefiihrt. Zur Identifizierung des Wirkstoffs wurde das Dexamethason (Dx) mit dem ESR-Label 3-
carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrroldinyloxy (PCA) markiert (freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von der Arbeitsgruppe von Professor Meinke, Institut fiir Dermatologie, Charité-Universititsmedizin
Berlin). Der CMS-Nanocarrier wurde von der AG Haag (Institut fiir Organische Chemie, FU Berlin) mit
Dexamethason-PCA (DxPCA) beladen [70]. Dexamethason wurde als Modell-Medikament gewihlt, da bis
dato Glukokortikoide hiufig als Entziindungshemmer fiir Mundschleimhauterkrankungen zum Einsatz
kommen. Dontisolon ® D ist eine hiufig angewendete Salbe, welche den Wirkstoff Prednisolon enthélt. Als
Vergleich wurde eine DxPCA-enthaltende Salbe hergestellt, die dem Dontisolon in der Formulierung
dhnlich war. DxPCA war in der Salbe und im CMS-Nanocarrier-Losung in anndhernd gleicher
Konzentration enthalten und lag bei der CMS-Nanocarrier-Losung bei 62 +/- 1 uM und bei der

Vergleichsemulsion bei 62 +/- 3 uM.
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Abbildung 26: Ergebnisse der ESR- Untersuchungen. (A) X-Band-ESR-Spektren von DxPCA; (B) ESR-Spektren
des DxPCAs in den Gewebeproben, (C) Absolute Spin-Menge von DxPCA in beiden Schleimhauttypen. n=3
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Abbildung 26 A zeigt die X-Band ESR-Spektren von DxPCA in der Vergleichsemulsion (rot) und in der
CMS-Losung (schwarz). DxPCA wird in beide Formulierungen aufgenommen. Dies wird durch die X-
Band-ESR-Spektren verdeutlicht (Abb. 26 A). In vorangegangenen Untersuchungen zeigte DxPCA in
wissriger Losung ein charakteristisches Spektrum mit drei schmalen Peaks [66]. Die abgebildeten Spektren
zeigten sowohl in Salbe als auch in CMS eine Verbreiterung (Abb. 26 A), was auf eine Abnahme der
Mobilitdt hinwies und damit eine Aufnahme des DxPCAs in beiden Formulierungen bedeutete.

Die Hyperfeinkopplungskonstante betrug ais, 45,5 MHz (CMS-Lo6sung) bzw. 38,1 Mhz (Salbe). Dies deutet
darauf, dass die Umgebung in der Salbe lipophiler war als im CMS-Carrier.

Die ESR-Spektren des DxPCAs in den Gewebeproben zeigen eine Veranderung der Mikroumgebung des
DxPCAs auf (Abb. 26 B). Jedes Spektrum wurde aus drei Einzelmessungen gemittelt. Vor der Messung
wurden die mit DxPCA-Salbe behandelten Gewebsproben in PBS gewaschen. Die mit CMS-DxPCA-
Losung behandelten Proben wurden sowohl vor als auch nach der PBS-Waschung einer Messung
unterzogen. Die Analyse zeigte, dass sich die aio.-Werte und die ESR-Spektren verdnderten (Abb. 26 B).
Die aiso Werte dnderten sich von 45,5 Mhz flir DxPCA in der CMS-Losung zu 42,4 — 43,2 Mhz im Gewebe
(aiso 42, 8 — 43,2 Mhz CMS-Losung; ais, 42,4 Mhz CMS-Losung gewaschen). Dies deutete auf eine
hydrophilere Umgebung des DxPCAs nach 6-stiindiger Penetration hin. Bei der Salbe dnderte sich der Wert
von 38,1 Mhz zu 43,0 Mhz. Das DxPCA befand sich in der Salbe in einer lipophilen Umgebung. Nach der
Penetration zeigte sich eine Anderung zu einer hydrophileren Umgebung. Durch die verinderten aiso-Werte
konnte auf eine Freisetzung des DxPCAs in die Gewebsprobe geschlossen werden. Bei Anwendung der
Salbe an mastikatorischer Schleimhaut war in der Ableitung nur noch eine schwach sichtbare Verbreiterung
des mittleren Peaks erkennbar. Das DxPCA wurde durch einen PBS-Waschschritt entfernt und war kaum
noch im Gewebe verfligbar. Dies entsprach auch den Ergebnissen zur absoluten Zahl an PCA-Spins in
Abbildung 26 C. Diese war bei der Anwendung der Salbe bei mastikatorischer Schleimhaut sehr gering
[69].

6.4 Aufbau eines humanen dreidimensionalen (3D) ,,full-thickness* oralen Schleimhautmodells

Aufbau des Modells

Humane dreidimensionale ,,full-thickness® Haut- oder Schleimhautmodelle sollen den Aufbau des
Gewebes moglichst differenziert nachbilden, sodass sie als Aquivalent von humanem Spendergewebe in
verschiedensten Untersuchungen zum Einsatz kommen konnen. Die Schwierigkeit im Aufbau solcher
Modelle liegt in der Anzahl der beteiligten Zelltypen und der daraus resultierenden komplexen
dreidimensionalen Struktur. Im Gegensatz zu Hautmodellen, die aus bindegewebiger und epithelialer
Komponente bestehen, gibt es nur wenige Versuchsprotokolle fir den Aufbau derartiger oraler
Schleimhautmodelle. Diese unterscheiden sich deutlich in Ablauf, Trigermaterial und

Medienzusammensetzung. Es gibt wenig Hinweise auf die Kultivierungsdauer der einzelnen
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Komponenten. Am praktikabelsten und reproduzierbarsten erwies sich der Aufbau eines dreidimensionalen
Mukosa-Aquivalents anhand des im Institut schon etablierten Modells fiir dermale Zellen. Hierbei wurden
als Tragermaterial Alvetex®-Filter aus Polystyrol verwendet. Diese sollen durch ihre pordse Struktur die
Moglichkeit bieten ein Netzwerk aus Fibroblasten und Extrazellularmatrix einzulagern Auf Grundlage des
in der Arbeitsgruppe etablierten Protokolls fiir dermale Zellen, wurde eine Zellzahl von 1x10° Fibroblasten
pro Filter gew#hlt. Nach sieben Tagen wurden 5x10° Keratinozyten pro Filter hinzugefiigt. Drei Tage spéter
erfolgte der Airlift und der Wechsel auf Medium mit hohem Calciumgehalt zur Einleitung der
Differenzierung (Abb. 27)

—

Alvetex Filter
Aussaat 1x10° Aussaat 5x10° Airlift Fixierung
Fibroblasten 7d Keratinozyten.  3d 5-30d

Abbildung 27: Versuchsablauf 3D-Modell

Es wurden verschiedene Versuchsdurchldufe durchgefiihrt, bei denen die Filter nach dem Airlift zum Teil
bis zu 30 Tage in Kultur gehalten worden sind. Die kiirzeste Kultivierungsdauer nach dem Airlift betrug 5
Tage. Ziel der Untersuchungen war, einen dreidimensionalen Aufbau zu erzeugen, bei dem der dermale
Anteil in den Filter eingelagert ist und die Keratinozyten eine auf den Filter aufgelagerte, mehrschichtige
Struktur bilden.

Fiir den Aufbau der Lamina propria wurden IhgF-Zellen verwendet. Zunéchst wurden fiir den epidermalen
Anteil aus Spendergewebe primére Keratinozyten isoliert und direkt im 3D-Ansatz eingesetzt. Durch die
eingeschrankte Teilungsfahigkeit der priméren Keratinozyten kam es jedoch zu keinem zufriedenstellenden
Aufbau einer epidermalen Struktur. Aus diesem Grund wurden in weiteren Versuchsdurchldaufen

immortalisierte, gingivale Keratinozyten (IGK) verwendet.
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Abbildung 28 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von verschiedenen 3D-Modellen. Es zeigt sich

deutlich die pordse Filtermatrix und nesterartige Zellanhdufungen.

Charakterisierung des Modells
Zur weiteren Charakterisierung der Modelle wurden Immunfluoreszenzfairbungen von Diinnschnitten
angefertigt. Die epitheliale Komponente wurde mit Hilfe von gegen Keratin gerichteten Antikorpern und

geeigneten Fluoreszenz-markierten sekundédren Antikorpern sichtbar gemacht.

Abbildung 29: 3D-Modell mit Keratinozyten-Nestern. A zeigt eine Immunfluoreszenzfarbung mit anti-
panCK (griin) und Kernfarbung mit Hoechst 33342 (blau) an Tag 7 nach dem Airlift. B zeigt eine
Immunfluoreszenzfarbung mit anti-panCK (rot) und analoger Kernfarbung an Tag 9 nach dem Airlift.
Griinlich zeigt sich die Eigenfluoreszenz des Filtermaterials (rechts). Der ungefarbte, untere Bereich
zeigt den bindegewebigen Anteil der Modelle. Hier finden sich nur vereinzelt Zellkerne der

Fibroblasten (Pfeil).
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Abbildung 28 und 29 zeigen unterschiedliche 3D-Modelle. In allen Abbildungen sind in die Filtermatrix
einwachsende Zellnester erkennbar. Durch die indirekte Immunfluoreszenz-Analyse konnte verifiziert
werden, dass es sich um Keratin-produzierende Zellen handelt (Abb. 29 A und B). Sowohl nach sieben
Tagen (Abb. 29 A), als auch nach neun Tagen (Abb. 29 B) zeigt sich eine Mehrschichtigkeit der
Keratinozyten mit sichtbaren Zeichen von Differenzierung. In Abbildung 29 A ist eine beginnende
Schichtung der Keratinozyten mit runden, basalen und flachen, aufliegenden Zellen erkennbar. In einem
weiteren Experiment unter gleichen Versuchsbedingungen sind an Tag 9 etwas mehr Zellschichten mit
nach oben abflachenden Keratinozyten sichtbar. Auch zeigt sich eine Abflachung der Zellkerne, wie sie
typischerweise bei differenzierten Keratinozyten auftritt.

Obwohl versucht wurde die Versuchsbedingungen hinsichtlich Material und Ablauf konstant zu halten, war
die Struktur der 3D-Modelle variierend. Lediglich die Zeit der Kultivierung nach Airlift war variabel.
Nachdem bei relativen kurzer Kultivierungsdauer nach Airlift (7-10 Tage) keine durchgéngige, dem Filter
aufliegende epidermale Schicht entstanden war, wurden auch Versuchsdurchliufe mit langer
Kultivierungsdauer (>14 Tage) durchgefiihrt. Dies zeigte jedoch keine strukturelle Verbesserung.
Insgesamt war die Fibroblastenverteilung im Filtergeriist nicht stark ausgeprigt. Oft zeigte sich eine
mehrschichtige Lage von Fibroblasten an der basalen Seite des Filters. Innerhalb der Filter konnten haufig
Keratinozyten-Nester beobachtet werden, welche eine mehr oder weniger stark ausgeprigte Abflachung
der oberen Zellschichten aufwiesen. Die Keratinozyten schienen in den Filter eingesackt zu sein. Dies liegt
vermutlich daran, dass die Fibroblasten im Filter kein stabiles Kollagen-Netzwerk aufbauen konnten.

Die im Zuge dieser Arbeiten durchgefiihrten Versuche zum Autbau eines in vitro 3D-Schleimhautmodells
zeigen, dass die Reproduzierbarkeit unter den beschriebenen Versuchsbedingungen noch nicht gegeben ist.
Der Aufbau des Modells zeigt zwar erste Ansétze einer Schichtung, jedoch bestand diese nur aus wenigen
Zelllagen und konnte nicht die ganze Oberfliche eines Filters erfassen. Um ein Einsacken der
Keratinozyten in den Filter zu verhindern, sollten zukiinftig eine verbesserte Kollagenmatrix angestrebt
werden. Hier kdnnten eine andere Fibroblastenzahl oder Kultivierungsdauer untersucht werden oder ein

anderes Filtersystem verwendet werden.

7 Diskussion

Das Feld der Nanomedizin beschiftigt sich mit der Synthese und dem Einsatz von Nanotechnologien in der
Diagnostik und Therapie von Erkrankungen. Neuartige Nanocarriersysteme sollen biologischen Barrieren
iiberwinden und als Wirkstofffreigabesysteme fungieren. Medikamente, welchen aufgrund ihrer GroBer
oder ihrer chemischen FEigenschaften keine Passage moglich ist, konnen mit Hilfe solcher Systeme
transportiert und im Zielgewebe bereitgestellt werden.

In dieser Arbeit wurden erstmals die CMS-Nanocarrier 10-A-18-350 und E-15-350 und das PNIPMAM-

(S-S)-dPG-Nanogel auf ihre Penetrationsfahigkeit an oraler Schleimhaut untersucht. Die Auswahl dieser
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Carriersysteme beruhte auf vorangegangen, dermatologischen Studien. Fiir die Anwendung derartiger
Systeme ist es wichtig, dass die Nanocarrier selbst keine negativen Effekte auf die Zellen haben. Sie sollten
weder zytotoxisch wirken noch eine iiberschieBende Zell-Proliferation zur Folge haben. Zur
Charakterisierung potentieller Effekte der Carriersysteme auf gingivale Keratinozyten wurden etablierte
Zytotoxizitits- und Proliferationsassays durchgefithrt. Mittels Franz-Zell-Untersuchung und
Laserkonfokalmikroskopie wurde die Penetration der verschiedenen Systeme in auskleidende und
mastikatorische Schleimhaut vom Schwein untersucht. Um die Effektivitit der Bereitstellung eines
transportierten hydrophoben Wirkstoffes zu analysieren, wurde der CMS-E-Carrier mit einem markierten
Glukokortikoid beladen, das nach Penetration mittels Elektronenspinresonanz-Spektroskopie im Gewebe

nachgewiesen werden konnte.

7.1 Diskussion der Methodik

7.1.1 Isolierung von priméren humanen oralen Keratinozyten und Fibroblasten

Die Isolierung und Kultivierung einer Primérkultur erfordert Aufspaltung des Spendergewebes in einzelne
Zellen und die Trennung von beteiligten, unterschiedlichen Zelltypen. Eine erste Aufspaltung der
Gewebeanteile wurde durch die Lagerung in einer Dispaseldsung erreicht. Danach erfolgte die mechanische
Trennung von Epidermis und bindegewebiger Lamina propria. Die Epidermis wurde danach weiter mittels
Trypsin enzymatisch aufgetrennt, wohingegen die Lamina propria in toto in Kultur gegeben wurde. Die
Aufspaltung des Gewebsverbandes zeigte sich als wirkungsvoll. Durch die auf 15 Minuten begrenzte
Lagerung der Epidermis in Trypsin, konnte ein {iberméBiges Absterben der Keratinozyten verhindert
werden, was sich nach der Aussaat in geringer bis méafiiger Anzahl von nicht-adhdrenten Zellen im

Uberstand zeigte.

7.1.2 Zytotoxizitits- und Proliferationsassays

Seit seiner Entwicklung im Jahr 1983 zdhlt der MTT-Assay zu den verbreitetsten Instrumenten zur
Untersuchung von Zytotoxizitét und Proliferation in Zellkulturen. Er beruht auf der Reduktion eines
farblosen Tetrazoliumsalzes zu stark gefarbten Derivaten und gilt als der Goldstandard innerhalb
praklinischen Untersuchungsmethoden [64]. Eine oft angefiihrte Kritik beinhaltet, dass iliber die Menge des
umgesetzten Farbstoffes nur bedingt Riickschliisse auf die Zellzahl gezogen werden kann. Aus diesem
Grund wurde der Assay im Zuge dieser Arbeit zur Messung der metabolischen Aktivitit genutzt und in
Kombination mit dem SRB-Assay ausgewertet. Der SRB-Assay beruht auf der Bindung des Farbstoffs
Sulforhodamin B an Proteine und lésst so direkte Riickschliisse auf die Zellmasse zu. Durch seine
Unabhéngigkeit von metabolischen Effekten, ist er als Screening-Assay fiir Zellproliferation weit verbreitet

[65].
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In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass verschiedene exogene und endogene Faktoren Einfluss auf die
Reduktion des Tetrazoliumsalzes haben [71]. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Nanocarriersysteme selbst zu einem gewissen MaBle zur Reduktion beitragen. Die gleichzeitige
Untersuchung der Proteinmasse, welche nur im Falle von Proliferationshemmung oder Zelltod beeinflusst
wire, ldsst insgesamt jedoch eine zuverldssigere und detailliertere Aussage iiber die Effekte der
Nanocarriersysteme auf die untersuchten Zellen zu.

Ein Effekt, der bei Zytotoxizitits- und Proliferationsassays héufig beobachtet wird, ist der Einfluss von
Wachstumsphase und -bedingungen der Zellen [64]. Im MTT-Assay kann sich deswegen die Reduktion
des Farbstoffes auch innerhalb einer Zellpopulation unterscheiden. Dies kdnnte auch einen Einfluss auf die
Versuchsergebnisse gehabt haben. Zwar wurde versucht die Versuchsbedingungen moglichst konstant zu
halten und die Zellen bei einer Konfluenz von 60-70% fiir die Versuche abzuldsen, jedoch kdnnen minimale
Abweichungen hierbei nicht ausgeschlossen werden. Somit kann es durchaus sein, dass sich die Phase des
Zellzyklus der Mehrheit der Zellen innerhalb der unterschiedlichen Versuchsdurchldufe unterschieden. Alle
in dieser Arbeit présentierten Assays beinhalten drei unabhingige Versuchsdurchldufe. Die groflen
Standardabweichungen (auch der Kontrollgruppe) zeigen, dass die Werte zwischen den einzelnen
Durchldufen mitunter stark variierten. Die vergleichsweise geringe Schwankung innerhalb der einzelnen
Versuchsdurchldufe (s. Abbildung 16, S. 53), bestitigt jedoch die Annahme, dass oben beschriebene
Effekte einen Einfluss gehabt haben konnten. AuBlerdem fiel auf, dass bei Versuchen mit OKG4-Zellen
eine groflere Schwankung auftrat. Insgesamt zeigte sich diese Zelllinie als sensitiver gegeniiber dueren

Einfliissen.

7.1.3 Cellular-Uptake-Versuch

Bei den durchgefiihrten Versuchen dieser Arbeit wurden Keratinozyten auf einen Objekttréger ausgest.
Diese bildeten eine Zelllage. Mittels Konfokalmikroskopie konnten alle Ebenen von der Zelloberflache bis
zur Adhésionsfliche auf dem Objekttriager untersucht werden. So konnte ermittelt werden, dass der CMS-
Nanocarrier intrazelluldr vorlag. Um die genau Lokalisation zu bestimmen sollte zukiinftig mit weiteren
Immunfluoreszenzmarkierungen intrazelluldrer Zellorganellen gearbeitet werden. Gerecke et al zeigten
beispielsweise die rdaumliche Ubereinstimmung von thermosensitiven Nanogelen und lysosomalen Anteilen

des Intrazellularraums [72].

7.1.4 Franz-Zell-Penetrationsstudien

Franz-Zell-Untersuchungen sind in der Dermatologie und bei der Entwicklung von neuen Wirkstoffen eine
dominierende Methode zur Analyse des Penetrationsverhaltens. Bei einer Validierung und korrekten
Anwendung der Franz-Zell-Systeme ist eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gegeben [73]. Im
Gegensatz zu Zellkulturmethoden sind bei der ex vivo-Untersuchung von Gewebe alle strukturellen

Komponenten der Epidermis enthalten (somit auch Zellen des Immunsystems). Insgesamt haben alle
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Penetrationsstudien dieser Art den entscheidenden Nachteil, dass Gewebe aullerhalb des lebenden
Organismus untersucht wird. In den durchgefiihrten Untersuchungen wurde das Gewebe direkt nach der
Toétung des Tieres in PBS gelagert und die Exzision der Schleimhaut direkt nach dem Transport
durchgefiihrt. Aus logistischen Griinden konnten die Franz-Zell-Versuche nicht direkt im Anschluss
erfolgen, sodass eine Lagerung des Gewebes bei -80° fiir kurze Zeit nétig wurde. Durch die Entfernung des
Gewebes aus dem lebenden Organismus und die manuelle Manipulation sowie die Lagerung, stellt sich die
Frage der Lebensféhigkeit und der Integritit der Gewebe [74].

Es wurde nachgewiesen, dass sich diverse Lagerungskonditionen negativ auf die morphologische
Unversehrtheit auswirken. Kulkarni et al verglichen die Permeabilitdt von frischer porciner Mukosa mit
porciner Mukosa nach Lagerung bei -20°C. Die Permeabilitéit war nach der Gefrierlagerung erhoht [75].
Indessen ist eine Lagerung bei -80°C eine gingige Methode fiir die Aufbewahrung biologischer Proben,
wie z.B. Zellen. Diese werden jedoch mit speziellen Zusitzen eingefroren, um ein Absterben der Zellen zu
verhindern. Bei einem Versuchsaufbau mit deutlich verkiirzter Einwirkzeit, lieBe sich das Einfrieren der
Gewebe vermeiden. Die Beeintrdchtigung durch den Transport und die Exzision kann jedoch auch dann
nicht umgangen werden. Kulkarni et al zeigten, dass eine Lagerung in PBS bei 4°C fiir unter 4h keinen
Einfluss auf die Permeabilitit von porciner Mukosa hatte, weswegen in zukiinftigen Studien diese
Lagerungskonditionen angestrebt werden sollten [75].

Eine Durchfiihrung der Versuche im in vivo-Tierversuch stellt sich schwierig dar, da das Versuchstier fiir
die Dauer des Versuchs narkotisiert werden miisste. Fiir eine Auswertung miisste im Anschluss trotzdem
Gewebe exzidiert werden, wodurch sich ebenso Transport- und Manipulationseffekte ergeben. Dieser
Versuchsaufbau wire deutlich kosten- und zeitaufwéandiger. Dreidimensionale in vitro Schleimhautmodelle

konnen hier eine Option zur weiteren Forschung bei gleichzeitiger Reduktion von Tierversuchen darstellen.

7.1.5 Laserkonfokalmikroskopie

Die Laserkonfokalmikroskopie ist eine bewihrte biomedizinischen Untersuchungsmethode. Sie findet
insbesondere dann Anwendung, wenn spezifische Bereiche eines Objekts dargestellt werden sollen. Im
Gegensatz zur herkommlichen Fluoreszenzmikroskopie, bei der alle fluoreszenzmarkierten Anteile sichtbar
werden, wird bei der Laserkonfokalmikroskopie das Bild einer definierten Schicht des Objektes erzeugt.
Alle Informationen auflerhalb der gewihlten Ebene werden ausgeblendet. Somit kommt es nicht zu
Uberlagerungseffekten. Um ein dreidimensionales Bild des untersuchten Objektes zu erhalten, kdnnen
mehrere aufeinanderfolgende optische Schnitte angefertigt werden.

So konnen fluoreszenzmarkierte Molekiile innerhalb eines Objektes lokalisiert werden [76]. Die
Laserkonfokalmikroskopie erlaubt so die Untersuchung der Verteilung und Penetration von markierten

Nanocarriern in Gewebsschnitten.
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7.1.6 Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR)

Die Elektronenspinresonanzspektroskopie ermoglicht den Nachweis und die Quantifizierung von
ungepaarten Elektronen in verschiedenen Versuchsanordnungen. Sie gilt als sensitive Methode, um die
Mikroumgebung des ungepaarten Elektrons zu untersuchen [77]. In den Versuchen dieser Arbeit wurde das
Glukokortikoid Dexamethason mit dem Spin-Label PCA versehen und die Penetration des Wirkstoffs in
Schweineschleimhaut mittels ESR nachgewiesen. PCA zeichnet sich durch seine gute Stabilitdt aus und ist
durch seine paramagnetischen Eigenschaften naturgeméf durch ESR nachweisbar [78]. Trotzdem kann
PCA fiir den ESR-Nachweis inaktiviert werden. Ein natiirlicher Mechanismus des Korpers zur
Inaktivierung freier Radikale ist die Produktion von antioxidativen Substanzen [79]. Vorangegangene
Studien haben gezeigt, dass eine solche Inaktivierung von PCA durch Gewebsmediatoren in Haut von
Schweinen nicht schnell genug ablduft, um eine Charakterisierung der Mikroumgebung von PCA zu
verhindern [66]. Diese Tatsache und die starke Signalintensitit von PCA machen den ESR-Nachweis von
PCA-gelabelten Wirkstoffen in Schweinegewebe zu einer sensitiven Untersuchungsmethode. Die
Messungen und die Analyse am Elektronenspin-Resonator wurden durch die Abteilung fiir Dermatologie,

Venerologie und Allergologie der Charité Universititsmedizin Berlin (CCM) durchgefiihrt.

7.1.7 Autbau eines dreidimensionalen (3D) Schleimhaut-Modells

Der in vitro-Aufbau eines dreidimensionalen Gewebsmodells ist ein komplexes Zusammenspiel vieler
Faktoren. In der Literatur gibt es wenige Protokolle, welche sich speziell mit der Rekonstruktion eines
oralen Schleimhautmodells befassen [58][59]. Im Gegensatz dazu sind diverse Methoden zur Herstellung
von Hautmodellen beschrieben. Es kann mit verschiedenen Trigermaterialien, Medien, Medienzuséitzen
und Zelllinien gearbeitet werden. Grundsitzlich basieren die Methoden zur Herstellung von
dreidimensionalen Haut- oder Schleimhautmodellen darauf, dass Keratinozyten auf eine Tragermatrix
gegeben werden, welche als bindegewebiger Anteil fungieren soll. Hier konnen natiirliche oder
synthetische Trigermaterialien verwendet werden. Zu den natiirlichen Trigermaterialien zihlen
deepithelialisierte humane oder tierische Dermis, natiirliche Polymere (z.B. Kollagen), aber auch
synthetische Polymere [80]. Da im Institut bereits ein Protokoll fiir primdren Hautzellen etabliert war, sollte
versucht werden, dieses Protokoll auf Schleimhautzellen mit den entsprechenden Medien zu tibertragen. Es
wurde mit den immortalisierten humanen gingivalen Fibroblasten (IhgF) und immortalisierten humanen
Keratinozyten (IGK) gearbeitet. Als Trigermaterial wurden Alvetex®-Filter aus Polystyrol verwendet.
Diese waren bei Studien mit Hautzellen erfolgreich angewandt worden [61]. Aus Spendergewebe wurden
auch primére Keratinozyten isoliert und fiir ein 3D-Modell mit ThgF-Zellen verwendet. Dieser Ansatz fiihrte

jedoch durch die eingeschrankte Teilungsféhigkeit nicht zum Aufbau eines mehrschichtigen Epithels.
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7.2 Diskussion der Ergebnisse

7.2.1 Isolierung von primiren humanen oralen Keratinozyten und Fibroblasten

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente gelang eine erfolgreiche Isolierung und Kultivierung sowohl
von oralen Keratinozyten als auch von oralen Fibroblasten. Beide Zellkulturen wiesen die typischen
morphologischen Charakteristika auf; es zeigte sich keine mikroskopisch sichtbare Mischung der Kulturen.
Durch die geringe GroBe der Gewebsproben konnte nur eine vergleichsweise geringe Anzahl an
Keratinozyten gewonnen werden. Im Schnitt konnten ca. 2x10°/ml ausgesit werden. Bei Hautproben lag
die Zahl gewonnener Zellen in der Arbeitsgruppe mit 5-7x10%ml Zellen deutlich hoher. Durch die bereits
beschriebene eintretende Seneszenz der Keratinozyten, konnte keine Passagierung erfolgen. Die fiir die
Experimente verwendeten Gewebsproben fielen bei Routineeingriffen an und waren nur sehr klein. Im
Bereich der oralen Chirurgie gibt es generell nur sehr wenige Eingriffe, die groBe, wenig entziindlich
verdnderte Gingivaresektionen beinhalten (z.B. chirurgische Kronenverlingerung bei der Korrektur des
»gummy smile*). Diese Eingriffe sind selten. Fiir groBere Versuchsreihen und Versuchsansétze, die per se
groB3e Zellzahlen erfordern, scheinen primére orale humane Keratinozyten somit wenig geeignet oder es ist
eine sehr genaue Planung und Kooperation zwischen Chirurg*in und Labor nétig.

Eine geeignetere Herangehensweise ist die Gewinnung von gingivalen Stammzellen mit hohem
Proliferationspotential iiber die eine grofere Zellzahl generiert werden konnte. Eine einfach umsetzbare
Identifikation von hoch proliferativen, oralen Keratinozyten konnte iiber die Affinitét dieser Zellen zum
Kollagen IV erreicht werden. In einer Untersuchung von Stein et al konnte {iber die schnelle Adhérenz in
Kollagen-IV-beschichteten Zellkulturflaschen diese Zellpopulation von bereits in die Differenzierung
iibergegangenen Zellen separiert werden [81]. Zudem wiesen die separierten Zellen in dieser Studie eine
hohe Expression des Integrins B1 auf. Eine weitere, jedoch etwas aufwindigere Moglichkeit zur Isolierung
von oralen, epidermalen Stammzellen ist das sogenannte ,,fluorescence-activated-cell-sorting™ (FACS), bei

dem Antikorper gegen Stammzellmarker zur Isolierung dieser Zellpopulationen eingesetzt werden.

7.2.2 Einfluss der verschiedenen Nanocarrier-Typen auf den Zellmetabolismus und die Zellproliferation

von oralen Keratinozyten

Die Ergebnisse der in Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche deuten darauf hin, dass beide CMS-
Nanocarrier-Typen nicht zelltoxisch auf orale gingivale Keratinozyten wirken. Fiir den CMS-E-
Nanocarrier zeigte sich ein gesteigerter Zellmetabolismus bei gleichbleibender Zellmasse. Fiir das
PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel ergab sich eine Beeintrachtigung des Zellmetabolismus bei ebenfalls
gleichbleibender Zellmasse. Die Analyse der Zellmasse zeigte bei keinem untersuchten Nanocarrier-
System zytotoxische Effekte. Diese Ergebnisse konnen als erster Anhaltspunkt betrachtet werden, dass sich
die untersuchten Carriersysteme fiir den Einsatz in der Mundhdhle eignen, wobei der CMS-A-Nanocarrier

die besten Resultate lieferte. Diese Ergebnisse gleichen sich mit denen an Keratinozyten der &uf3eren Haut.
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Honzke et al untersuchten den Einfluss verschiedener CMS-Nanocarrier auf den Zellmetabolismus. CMS
10-A-18-350 zeigte keine Beeinflussung nach 24h und 48h. Unter den untersuchten CMS-Ester-Carriern
bewirkte CMS-E-15-350 die geringste Verdnderung. Er fiihrte zu keinem Abfall nach 24h und einem
geringfligigem Abfall nach 48h. [45] Eine Toxizitit konnte innerhalb der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen fiir keines der Nanocarriersysteme festgestellt werden. Wie zuvor bereits
erwéhnt, bedeutet dies jedoch lediglich, dass die Nanocarrier am untersuchten, immortalisierten Zelltyp
keine Zytotoxizitit zeigte. Die Experimente sollten in einem néchsten Schritt an primédren gingivalen Zellen
wiederholt werden. Insgesamt ist hierbei zu bedenken, dass es sich um Versuche an Monolayer-Kulturen
handelt. Zu einer Degradation mit toxischen Abbauprodukten konnte es bei vorhandenen anderen
Zellkomponenten der Epidermis trotzdem kommen. Hierzu wire es sinnvoll, den weiteren Fokus auf die
reproduzierbare Herstellung eines dreidimensionalen Schleimhautmodells zu richten. Hierbei sollte
versucht werden moglichst viele Komponenten des humanen, oralen Epithels zu integrieren; insbesondere
Zellen der Immunabwehr. Weiterhin sollten die Einfliisse des CMS-E-Nanocarriers und des Nanogels auf
den Zellmetabolismus gingivaler Zellen verifiziert und bewertet werden. Eine geeignete weiterfiihrende
Methode wire der 6-carboxy-2’,7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA)-Assay zur Detektion
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) innerhalb der Zellen. ROS sind Signalmolekiile, die bei einer
erhohten Freisetzung zu oxidativem Stress der Zelle fithren. Dariiber hinaus konnte mittels Comet-Assay
mogliche DNA-Schédden der Zellen festgestellt werden. Beide Assays wurden sowohl fiir CMS-Nanocarrier
als auch fiir dPG-pNIPAM-Nanogele mit dermalen Zellen durchgefiihrt. Diese Nanogele entsprechen
strukturell dem dieser Arbeit untersuchten PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel und unterscheiden sich nur in
einer Methylgruppe. In beiden Untersuchungen zeigte sich eine gute Biokompatibilitdt der Systeme
[82][45].

Insgesamt ist die Entwicklung von Nanocarriersystemen zum Transport und zur Freisetzung von
Wirkstoffen ein vielversprechender Ansatz, um diverse Limitationen géngiger Medikamente zu umgehen
und Erkrankungen wesentliche gezielter zu therapieren. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Assays geben
jedoch nur einen sehr kleinen Einblick auf mogliche Reaktionen des Organismus. Da bis dato wenig tiber
den Abbau von Nanocarriersystemen bekannt ist, liegt eine Akkumulation des Carriers in der Zelle oder in
anderen Bereichen des Korpers weiterhin im Bereich des Moglichen. Hier konnten langfristig entweder
innerhalb der Zelle oder in an Abbauprozessen beteiligten Organen wie Leber und Niere toxische
Wirkungen aufgrund von entstehenden Abbauprodukten zum Tragen kommen. Bisher wurden nur eine
begrenzte Anzahl an Nanocarrier-Systemen fiir den pharmazeutischen Gebrauch zugelassen, da sie hiufig
instabil sind und den Sicherheitsbeschrankungen fiir den in vivo Einsatz nicht entsprechen [44]. Die
durchgefiihrten Versuche sind als erstes positives Signal bei der Untersuchung der genannten
Carriersysteme zum Gebrauch in der Mundhdhle zu verstehen. MTT- und SRB-Assays sind weltweit
anerkannte Methoden in der priklinischen Testung neuer Substanzen und Medikamente. Es bedarf

zukiinftig jedoch noch eine sehr sorgfiltige weitere Uberpriifung der Biokompatibilitit der Systeme.
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7.2.3 Intrazelluldre Aufnahme des CMS-Nanocarriers in orale Keratinozyten

Die durchgefiihrten Untersuchungen dieser Arbeit zeigten eine Anreicherung des fluoreszenz-markierten
CMS-E-Nanocarriers in  perinukledren  Arealen immortalisierter gingivaler Keratinozyten
(OKG4/bmil/TERT). Dieses Bild ergab sich sowohl bei niedrigem als auch bei hohem Calciumspiegel.
Ein erhohter extrazelluldrer Calciumspiegel ist ein wichtiges Differenzierungssignal. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der CMS-Nanocarrier sowohl in den Intrazellularraum basaler (undifferenzierter) als auch
suprabasaler (zunehmend differenzierter) gingivaler Keratinozyten aufgenommen werden kann.
Verschiedene dhnliche Versuche sind bereits mit thermosensitiven Nanogelen und Zelllinien der dufleren
Haut publiziert worden [83][72]. Charakteristisch war jeweils die Lokalisation der Nanopartikel um den
Zellkern. Gerecke et. al zeigten, dass die Lage stark mit der Lokalisation von Lysosomen korrelierte [72].
Andere Studien zeigten, dass CMS-Nanocarrier dosisabhéngig in antigen-prisentierende Zellen
aufgenommen werden konnen [84]. Durch Inhibition verschiedener spezifischer Aufnahmemechanismen
wurde in diesen Studien auf die Aufnahme via Endozytose geschlossen. Auch hier zeigte sich eine
Kolokalisation mit Lysosomen. Interessanterweise konnte tiber die Dokumentation des zeitlichen Verlaufs
der intrazelluldren Nanocarrier-Konzentration auf eine spdtere Exozytose des intakten Nanocarriers
geschlossen werden, nachdem eine Degradation mittels FLIM-Analyse ausgeschlossen wurde [84].
Ahnliche Untersuchungen konnten in der Zukunft auch mit oralen Keratinozyten durchgefiihrt werden.
Ergibt sich auch hier eine zeitabhingige Exozytose des undegradierten Nanocarriers, stellt sich

anschlieend die Frage des weiteren Verbleibs im Organismus.

7.2.4 Penetrationsfahigkeit der Nanocarrier-Typen in orale Epithelien vom Schwein

Wie bereits eingangs erldutert, besteht eine zentrale Aufgabe von Oberflachenepithelien der Haut und des
Gastrointestinaltraktes darin, den Korper vor schidlichen Umwelteinfliissen zu schiitzen. Aus diesem
Grund ist ein Durchdringen der Haut- oder Schleimhaut nur sehr selektiv moglich. Es bestehen deutliche
regionale Unterschiede. Um die reaktiven Zellen des Epithels zu erreichen, sollen bestimmte
Nanocarriersysteme die Penetration von Medikamenten in die Epidermis ermdglichen. Hierbei sollen die
Nanocarrier in die Schleimhaut eindringen oder an ihr anhaften und den Wirkstoff freisetzen. Mittels Franz-
Zell-Penetrationsversuchen wurde in dieser Studie die Fahigkeit der unbeladenen Carriersysteme zur
Uberwindung der natiirlichen Barriere des Schleimhautepithels untersucht. In einem zweiten Schritt wurde
durch Elektronenspinresonanzspektroskopie analysiert, ob der CMS-E-Carrier einen odontologisch
géngigen, antiinflammatorischen Wirkstoff in tiefere Schleimhautlagen freisetzen konnte.

Sowohl der CMS-A-Nanocarrier als auch das PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel konnten in den obersten
Schichten der beiden Schleimhauttypen nachgewiesen werden. Nach der Penetration wurde stets ein 30-
sekiindiger Waschschritt durchgefiihrt. So konnten alle Partikel, die nur auf der Oberfliche aufgelagert
waren, entfernt werden. Die Versuche wurden mit drei Spendern durchgefiihrt, da die Verfiigbarkeit an

Spenderschweinen begrenzt war und die Versuchsvorbereitung deswegen mit einem hohen Aufwand
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verbunden war. Durch die geringe Anzahl an untersuchten Schweinen und die grole Schwankung in den
gemessenen Penetrationstiefen, konnen die ermittelten absoluten Werte jedoch nur als erster Anhaltspunkt
gesehen werden. Innerhalb der CMS-A-Nanocarrier Untersuchung, konnte zudem ein Spender nicht
ausgewertet werden, da die Fluoreszenz des ICC-Labels gleichméBig in allen Schichten des Epithels verteilt
war. Die Griinde hierfiir waren unklar, jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich entweder um
einen technischen Fehler im Versuchsablauf oder aber eine Anomalie in der Epithelstruktur des
Spenderschweins handelt. Zur Ermittlung der Penetrationstiefen wurde die Fluoreszenz des markierten
Nanocarriers am Laserkonfokalmikroskop dargestellt, und die Eindringtiefe manuell gemessen. CMS-
Nanocarrier und PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel zeigten hierbei entgegengesetzte Ergebnisse. Bei dem
CMS-Nanocarrier lag die Penetration bei mastikatorischer Schleimhaut hoher, das PNIPMAM-(S-S)-dPG-
Nanogel drang tiefer in auskleidende Schleimhaut ein. In weiteren Versuchen sollte eine zusétzliche
Kontrolle mit den jeweiligen Fluoreszenzmarkern (ICC und RhB) in gleicher Konzentration durchgefiihrt
werden. Dies wurde mittlerweile in der Arbeitsgruppe umgesetzt und die Auswertung ergab keine
Penetration der ungekoppelten Farbstoffe (personliche Mitteilung: PD Dr. Kerstin Danker).

Insgesamt sollten fiir eine genauere Ermittlung der Penetrationsfihigkeit der Nanopartikel andere
Messmethoden gewdhlt werden. Eine Methode, mit der das Penetrationsprofils moglicherweise genauer
dargestellt werden kann, ist die Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (englisch fluorescence lifetime
imaging microscopy, FLIM). Bei diesem bildgebenden Verfahren wird die Lebensdauer der Fluoreszenz
eines angeregten Molekiils gemessen. Diese ist charakteristisch fiir jedes fluoreszierende Molekiil, wird
jedoch stark von der direkten Mikroumgebung des Molekiils beeinflusst. Aus diesem Grund konnen iiber
die Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie dreidimensionale Informationen aus den untersuchten Geweben
generiert werden [85]. Eine quantitative Darstellung der Penetration von fluoreszenzmarkierten Molekiilen
wird somit ermdglicht. Es lassen sich wesentlich detailliertere Aussagen tiber die Penetrationstiefen treffen.

In Zuge dieser Arbeit wurden auch diesbeziiglich schon erste Untersuchungen angeregt.

Gelingt es einem wirkstoffbeladenem Nanocarrier in die Epidermis einzudringen, muss in einem zweiten
Schritt gewéhrleistet sein, dass der Wirkstoff in das Gewebe freigesetzt wird. In den durchgefiihrten
Untersuchungen konnte mittels Elektronenspinresonanz dargestellt werden, dass die Verfligbarkeit des
Glukokortikoids Dexamethason (Dx) im Gewebe erhoht wurde, wenn dieser Wirkstoff iiber den CMS-E-
Nanocarrier auf die Schleimhaut aufgetragen wurde. Dexamethason als solches ist nicht ESR-aktiv, kann
jedoch mit dem ESR-Label PCA markiert und damit quantifizierbar gemacht werden. Als Vergleich wurde
eine in der Zahnmedizin héufig angewendete Salbe hergestellt. Um die Darreichungsformen vergleichbar
zu machen, wurde sichergestellt, dass die gleiche Konzentration des markierten Wirkstoffs DxPCA
enthalten war. Hierfiir wurden die Salbe und die CMS-Losung vorab auf die enthaltene Anzahl an Spins
untersucht. Zunichst wurde die Mobilitit des PCA-gelabelten Wirkstoffs innerhalb des CMS-Nanocarriers
und innerhalb der Salbe untersucht. Dies diente dem Nachweis der Aufnahme des DxPCAs in beide

Darreichungsformen. Aus vorangegangenen Studien war bekannt in welcher Weise sich die
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Mikroumgebung des DxPCAs éndert, wenn es sich in CMS-Nanocarriern befindet [66]. Nach der 6-
stiindigen Penetration in Franz-Zellen, wurde nun die Penetration des DxPCAs untersucht. Fiir beide
Schleimhauttypen (verhornt/unverhornt) zeigte sich eine Steigerung des vorhandenen DxPCAs, wenn es
mittels CMS-Losung aufgebracht wurde. Ahnliche Untersuchungen wurden bereits an Haut von
Schweineohren durchgefiihrt, welche ebenfalls eine gesteigerte DxPCA-Penetration bei Anwendung
mittels CMS-Nanocarrier feststellten. In dieser Studie wurde in weiteren Messungen obere Hautschichten
mittels ,,tape-stripping™ vor der ESR-Messung entfernt. So konnte hier auch eine Anreicherung des
Wirkstoffs in tieferen Hautschichten nachgewiesen werden [66]. Ahnliche Ergebnisse lieferten
Untersuchungen, bei denen CMS-Nanocarrier mit dem Fluoreszenzfarbstoft Nilrot als hydrophober Model-
Wirkstoff beladen wurden. Die Freisetzung des Farbstoffs wurde hier anschlieBend mittels
Laserkonfokalmikroskopie untersucht. Auch hier wurde eine verbesserte Anreicherung festgestellt, wenn
der Farbstoff mittels CMS-Carrier aufgetragen wurde [86].

Sowohl die Analysen am Laserkonfokalmikroskop als auch die ESR-Untersuchungen wurden im Anschluss
an die Franz-Zell-Penetration durchgefiihrt. Da es sich um die ersten Studien mit Mundschleimhaut
handelte, wurden zunichst zur besseren Vergleichbarkeit die Versuchsbedingungen fiir Hautgewebe
ibernommen. So lag die Einwirkzeit bei 6h und die Temperatur bei 33,5°. Die Temperatur an der
Korperoberfliache liegt ungefihr bei 32°C und steigt im Gewebe an. Die in vorangegangen Studien
untersuchten NIPAM-Nanogele zeichnen sich durch ihre kritische Losungstemperatur von ca. 33°C aus.
Sie erfahren hier eine Phasenumwandlung und setzen den Wirkstoff frei [87]. Somit sind sie fiir die
Anwendung an dullerer Haut gut geeignet. Die Temperatur in der Mundhdhle liegt jedoch bei ca. 36°C. Das
im Rahmen dieser Arbeit untersuchte PNIPMAM-(S-S)-dPG-Nanogel unterscheidet sich in seinen
Eigenschaften von den bisher untersuchten NIPAM-Nanogelen. Seine kritische Losungstemperatur liegt
deutlich hoher, bei ca. 48°C. Diese Temperaturen sind in keiner Korperregion physiologisch. Dennoch
konnte eine Anwendung in Kombination mit einer Temperatursteigerung z.B. mittels photodynamischer
Aktivierung untersucht werden.

Insgesamt stellt die Mundhohle hohe Anforderungen an neu entwickelte Therapiekonzepte. Zum einen ist
im Mund der schon mehrfach erwihnte Spiileffekt durch Speichel und Sulkusfluid vorhanden. Eine
Einwirkzeit von 6h ist im Bereich der Mundhdhle unter natiirlichen Bedingungen nicht umsetzbar. Selbst
Einwirkzeiten von wenigen Minuten sind nur schwer erreichbar. Zukiinftig sollte die Einwirkdauer der
durchgefiihrten Penetrationsversuche auf 5 Minuten oder kiirzer verringert werden. Sind die
Wirkstofffreigabesysteme in der Lage auch schon nach kiirzerer Zeit in die Schleimhautproben
einzudringen, sollte man als néchsten Schritt versuchen, die Versuchsbedingungen noch weiter den in vivo
Bedingungen anzupassen. In der Mundhéhle sind die Gewebsoberflédchen stindig mit Mukus bedeckt,
welcher neben der Epidermis eine zusétzliche Barriere darstellt und ein Schutzfilm fiir das darunterliegende
Epithel bildet. Je nach Region besteht eine Variation in Dicke, pH-Wert, Turnover-Rate des Mukus und
verschiedenen anderen Faktoren [88]. Fiir die in dieser Arbeit untersuchten Nanopartikel gilt es somit

herauszufinden, ob sie in der Lage sind zusitzlich die Mukusschicht zu durchdringen. Die im PNIPMAM-
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(S-S)-dPG-Nanogel enthaltenen Disulfid-Briicken sollen die Mukopenetration steigern. Um dies zu
untersuchen konnte kommerziell erwerbbarer, kiinstlicher Speichel in die Penetrationsstudien integriert
werden. Dieser miisste auf die in Franz-Zellen montierte Schleimhaut aufgetragen werden, bevor die
Zugabe der zu untersuchenden Nanocarrier erfolgt. Auch hier konnte bei der Entwicklung der Nanogele
versucht werden durch Modifizierung der Struktur mukoadhésive Eigenschaften zu erreichen. Dies ist fiir

andere Schleimhautoberflachen bereits beschrieben worden [87].

7.2.5 Autbau eines dreidimensionalen (3D) Schleimhaut-Modells

Die Ergebnisse zum Aufbau eines dreidimensionalen Schleimhautmodells zeigen, dass die gewihlten
Versuchsbedingungen weiter optimiert werden miissen, um den strukturellen Aufbau des
Schleimhautmodells zu verbessern. In sémtlichen Proben zeigte sich eine wenig ausgeprigte
Fibroblastenverteilung im Filter und die Bildung von einzelnen Keratinozyten-Nestern anstelle eines
kontinuierlich verlaufenden Epithelaufbaus oberhalb der Kollagenmatrix. Die verwendeten Zelllinien
wurden erstmalig in Kombination mit Alvetex®-Filter zum Aufbau eines in vitro-Schleimhautmodells
genutzt. Die Triagermatrix hat einen bedeutenden Einfluss bei der Herstellung eines dreidimensionalen
Schleimhautmodells [80]. Alvetex®-Filter wurden speziell fiir die 3D-Zellkultur entwickelt und wurden im
Zusammenhang mit der Entwicklung von dreidimensionalen Hautmodellen beschrieben [89]. In mehreren
anderen Studien zum Aufbau von Gewebsmodellen wurde ein Kollagennetzwerk mit eingebetteten
Fibroblasten als Trigermaterial verwendet [58][90]. Dies ist vor allem dann interessant, wenn das
Schleimhautmodell im Rahmen der Gewebskonstruktion (engl. Tissue Engineering) als Transplantat bei
Gewebsdefekten genutzt werden soll und die Tragermatrix somit bioinert und degradierbar sein muss. Bei
der Verwendung von Fibroblasten-Kollagenmatrix wird eine Kultivierung der Fibroblasten von 4-7 Tagen
vor Einbringung der Keratinozyten beschrieben [58]. Die beschriebene Zellzahl variierte von 1x10°c/ml bis
4x10°c/ml [58][91]. Hierbei handelte es sich zum Teil um murine T3T-Firbroblasten. Bei Kollagengelen
kommt es zu einer deutlichen Kontraktion der Matrix, die schwierig reproduzierbar ist. Zudem sind sie aus
tierischen Geweben gewonnen und konnen somit eine Variabilitdt innerhalb unterschiedlicher Chargen
aufweisen. Die in dieser Arbeit genutzten Alvetex®-Filter haben eine feste Struktur, was die Handhabung
deutlich vereinfacht. Fiir diese Filter wurde eine Fibroblastenzahl von 1x10° / Filter gewihlt. Die
Fibroblasten wurden sieben Tage kultiviert bevor die Keratinozyten aufgebracht wurden. Insgesamt
sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit flir ein nicht ausreichend ausgeprigtes Fibroblasten-
Extrazellularmatrix-Netzwerk, da es zu einem Einsinken der Keratinozyten in die Filtermatrix kam. Ist der
bindegewebige Anteil stabil, konnen sich die Keratinozyten auf den Filter auflegen und eine Schichtung
aufbauen. Es ist bekannt, dass Zelllinien unterschiedlich auf Kultivierungsbedingungen und
Triagermaterialien reagieren. Zukliinftig sollte zunichst eine optimale Ausbildung des bindegewebigen
Anteils des Schleimhautmodells angestrebt werden. Hierzu sollten Versuchsdurchléufe mit variierenden

Fibroblastenzahlen und variierender Kultivierungsdauer durchgefiihrt werden. Gegebenenfalls konnten
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sich auch andere Filtersysteme als fiir den gewéhlten Zelltyp (IhgF) als vertrdglicher erweisen. ). Gelingt
der Aufbau der dermalen und epidermalen Strukturen sollte eine Analyse der Modelle zu unterschiedlichen
Zeitpunkten anhand von Differenzierungsmarkern stattfinden. Hierbei sollte auch ein Vergleich zu
Schnitten humaner Mundschleimhaut erfolgen.

Mittlerweile konnten in der Arbeitsgruppe reproduzierbare Modelle mit einem anderen Filtersystem
(ThinCert™, Greiner Bio-One International GmbH) und mit einem Kollagengel als Triigersystem
hergestellt werden. Bei der Nutzung des Kollagengels scheint der pH-Wert eine wichtige Rolle zu spielen
und einen Einfluss auf den Differenzierungsprozess der Epithelzellen zu haben. Fiir den positiven Verlauf
der 3D-Zellkulturen zeigte sich ein leicht basischer pH-Wert als vorteilhaft. (personliche Mitteilung: PD
Dr. Kerstin Danker).

7.3 Ausblick

Nanocarriersysteme gelten in vielen Bereichen der Medizin als zukunftsbringender Ansatz in der
Diagnostik und Therapie. Wie in dieser Arbeit verdeutlicht, konnten sie auch in der Mundhohle einen
Vorteil gegeniiber konventionellen Therapieansitzen darstellen. Besonders bei
Mundschleimhauterkrankungen, welche die unverhornten Schleimhautanteile betreffen (z.B. Lichen
planus) konnten sie durch Anheftung an die Epidermis und damit verldngerte Einwirkdauer einen
deutlichen Nutzen zeigen. Auch fiir die Therapie von Parodontitis ist eine Anwendung von
Nanocarriersystemen gut vorstellbar. Zukiinftig sollte neben weiterer Charakterisierung der Carrier im
Einzelnen eine deutliche Unterscheidung der Behandlungsareale vorgenommen werden. Bei Erkrankungen
der auskleidenden Schleimhaut ist hdufig die Epithelintegritdt gestort, was zu einer gesteigerten Penetration
filhren konnte. Die betroffenen Areale sind meist gut zugénglich, jedoch ist eine dort aufgetragene Salbe
durch Speichel, Bewegungen der Gewebe und den Schluckvorgang innerhalb kiirzester Zeit abgetragen.
Wird eine Salbe in die parodontale Tasche eingebracht, kann die Verweildauer gegebenenfalls erhéht
werden. Es zeigen sich jedoch andere Schwierigkeiten: die Mikroumgebung ist durch die Anhdufung von
Mikroorganismen komplexer, der pH-Wert ist verdndert, es finden sich eine Vielzahl von
Entziindungsmediatoren und Immunzellen.

Es ist bekannt, dass Nanopartikel mit Proteinen in Korperfliissigkeiten (Speichel, Sulkusfluid) interagieren
wodurch ihre Oberfliache verdndert wird [92]. Zudem gibt es Interaktionen mit speziellen Enzymen wie
Matrixmetalloproteinasen, die eine besondere Rolle bei der Gewebsdestruktion der Parodontitis spielen.
Viele Teilaspekte kdnnten in der Untersuchung von Nanocarriersystemen gezielt adressiert werden. Auch
eine chemische Modifikation der Carriersysteme speziell fiir die Mundhdhle ist in Zusammenarbeit mit den
entwickelnden Chemikern denkbar.

Insgesamt handelt es sich bei der Mundhohle durch das Zusammenspiel von korpereigenen, mikrobiellen

und externen Faktoren um ein extrem komplexes Untersuchungsfeld. Einfluss auf
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Mundschleimhauterkrankungen und ihre Therapie haben unter anderem die Abwehrlage des Patienten, die
Speichelmenge- und Zusammensetzung, die individuell und lokal unterschiedliche Dicke der Schleimhaut,
sowie Einfliisse durch Erndhrung, Rauchen, Stoffwechsel und lokale Faktoren wie das Tragen von
Prothesen oder kieferorthopédischen Apparaturen. Keine préklinische Untersuchungsmethode kann all
diese Faktoren beriicksichtigen. Durch eine Kombination verschiedener Techniken kann jedoch eine
Anndherung an die in vivo-Situation ermdglicht werden. Hierbei kann die Entwicklung eines
reproduzierbaren 3D-Schleimhautmodells mit humanen Zellen ein wichtiges Bindeglied zwischen
Zellkultur und Tierversuch darstellen. In diese Modelle konnten erkrankungsspezifische Faktoren, wie z.B.

parodontalpathogene Keime integriert werden.

Insgesamt ist es noch ein langer Weg bis Nanocarriersysteme wie die hier Untersuchten fiir den Einsatz am
Patienten zugelassen werden konnen. Jede/r klinisch titige Zahnérztin/Zahnarzt wird jedoch zustimmen,
dass die bisher verfligbaren Mittel zur lokalen Therapie eher unzureichende Erfolge erzielen. Aus diesem

Grund lohnt sich die Suche nach neuen Behandlungsoptionen.

Im Rahmen dieser Dissertation entstanden erstmals Forschungskooperationen zwischen dem
biochemischen Institut der Charité mit dem Zentrum fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde, dem
Pharmazeutischen Institut der FU Berlin und dem Institut fiir Chemie und Biochemie der FU Berlin. Diese
werden auch zukiinftig zu einer Weiterfilhrung der mit dieser Dissertation begonnenen Untersuchungen
beitragen. Zudem werden sie die Integration zahnmedizinischer Aspekte bei nachfolgenden
Forschungsprojekten fordern. Interdisziplindre Kooperationen dieser Art konnen langfristig zu einer
stairkeren Anerkennung der lange als Nischendisziplin erachteten Zahnheilkunde fithren und den starken

Einfluss des stomatologischen Systems auf den Gesamtorganismus weiter in den Fokus riicken.
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