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kine so nur am gewünschten Knochendefekt 
gebildet werden. Somit werden systemische 
unerwünschte Effekte verhindert, wie z. B. 
eine ektopische Ossifi kation (Verknöcherung 
von Muskulatur).

Herstellung Lipoplex-beladener 
Implantatüberzüge mittels layer-by-
layer-Technik
Um Überzüge von einer Stärke im Submikro-
meterbereich für Implantate zu generieren, 
sind hohe Anforderungen an den Herstel-
lungsprozess zu stellen. Die Biokompatibili-
tät der Materialen steht dabei im Vorder-
grund. Der Überzug muss aber auch fl exibel 
auf Implantate mit unterschiedlichsten For-
men und Poren übertragbar sein. Der Aufbau 
von Polyelektrolytmultischichten ist auf-
grund der Flexibilität des Prozesses beson-
ders geeignet. Bei dieser Methode werden 
Lagen komplementärer multivalenter Mole-
küle Schicht für Schicht aufgebaut (layer-by-
layer technique, LbL). Beruht der Prozess auf 
Interaktionen mehrfach geladener Moleküle, 
ist auch von Polyelektrolytmultischichten die 
Rede (Abb. 1). Die Flexibilität der LbL-Metho-
de resultiert aus der variablen Verwendung 
der Grundkomponenten (z. B. geladene Poly-
mere, organische Verbindungen, anorgani-
sche Nanopartikel, Biomoleküle). Damit lässt 
sich die vertikale Struktur des Filmüberzugs, 
bezogen auf die Oberfl äche, sehr leicht vari-
ieren. Weiterhin ist der Herstellungsprozess 
sehr fl exibel. Verschiedene Verfahren, wie 
die Tauch- oder Spray-Methoden bis hin zu 
Druckverfahren, ermöglichen den Überzug 
komplexer Geometrien mit Polyelektrolyt-
multischichten. Ein weiterer Vorteil ist die 
unkomplizierte Verwendung von wässrigen 
Lösungsmitteln für den LbL-Prozess unter 
milden pH-Werten bei Raumtemperatur. 
Somit kann auch eine hohe Kompatibilität 
mit biologischen Materialien gewährleistet 
werden [4].

Unsere Herangehensweise beruht auf 
einem LbL-basierten Aufbau von Überzügen 
mit einer Stärke im Submikrometerbereich 
unter Verwendung von geladenen Biopoly-
meren. Die Funktionalisierung für die in situ-

ó Das biomedizinische Gebiet der Gewebe-
konstruktion und Regenerativen Medizin 
(tissue engineering and regenerative medicine, 
TERM) eröffnet eine Vielzahl an Perspekti-
ven in der Behandlung von Organ- und 
Gewebsdefekten [1, 2]. Durch Innova tionen 
im Bereich der biotechnologischen Methoden 
hat sich das Spektrum der Therapieoptionen 
auf diesem Gebiet erheblich erweitert. Der 
Einsatz von Zytokinen und Wachstumsfakto-
ren bietet neue Möglichkeiten, das Einwan-
dern und die Differenzierung von Zellen zu 
beeinflussen. Weiterhin kommen immer 
häufi ger therapeutische Ansätze aus dem 
Gebiet der Arzneimittel für neu artige Thera-
pien zum Einsatz (advanced  therapy medici-
nal products, ATMPs). ATMPs sind Therapeu-
tika, die in mindestens eine der folgenden 
Kategorien eingeordnet werden können (EU-
Richtlinie 2001/83/EG):
–  Gentherapeutika
–  somatische Zelltherapeutika
–  biotechnologisch bearbeitete Gewebepro-

dukte
ATMPs bieten neue Ansatzpunkte für die 
Behandlung von angeborenen oder erworbe-
nen Erkrankungen. In den letzten zwei Deka-
den haben Therapiestrategien mit ATMPs 

den Bereich der klinischen Forschung verlas-
sen und den Arzneimittelmarkt betreten [3].

Regenerative Medizin durch in situ-
Transfektion
Der von uns gewählte Ansatzpunkt kombi-
niert materialwissenschaftliche Aspekte und 
gentherapeutische Ansätze, um funktionali-
sierte Überzüge für Implantate zu entwi-
ckeln, welche im Bereich der regenerativen 
Medizin eingesetzt werden sollen. Die 
Schlüsselstrategie beinhaltet eine in situ-
Transfektion (artifi zieller Nukleinsäuretrans-
fer im Organismus) an Körperzellen ausge-
hend von den eingesetzten Implantaten. 
Dieser Prozess soll die Produktion von Zyto-
kinen anregen, welche die gezielte Zelldiffe-
renzierung für die Gewebsregeneration aus-
lösen. Das Pilotprojekt fokussiert sich auf die 
Regeneration komplizierter Knochenbrüche. 
Eine vom Implantat ausgehende in situ-
Transfektion kann dabei genutzt werden, um 
körpereigene Zellen zur Produktion von kno-
chenmorphogenetischen Proteinen (bone 
morphogenetic proteins, BMPs) anzuregen 
und damit die Knochenregeneration zu sti-
mulieren (Abb. 1). Der Vorteil dieser Strate-
gie besteht darin, dass die hochaktiven Zyto-
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Als aktive Komponente für die Transfektion 
wurden selbstentwickelte Lipidformulierun-
gen für den Lipoplexaufbau verwendet, wel-
che herausragende Eigenschaften als Trans-
fektionsreagenz aufweisen [10]. Der kationi-
sche Charakter der Lipoplexe erlaubt außer-
dem eine effi ziente Einbettung in die Poly-
elektrolytmultischicht aus Hyaluronsäure 
und Chitosan. Um eine effi ziente Interaktion 
von Zellen mit dem Filmüberzug zu gewähr-
leisten, wurde eine fi nale Funktionalisierung 
mit Fibronektin, einem wichtigen Bestandteil 
der extrazellulären Matrix, durchgeführt. 
Zellen interagieren über Integrine mit Fibro-
nektin und werden in ihrer Adhäsivität und 
Funktionalität beeinfl usst [11]. Die veröffent-
lichten Studien demonstrieren den effektiven 
Aufbau des funktionalisierten Überzugs auf 
Oberfl ächen. Die Nukleinsäure war dabei fest 
in den Lipoplexen eingebettet und somit im 
Überzug verankert. Dies ist eine wesentliche 
Voraussetzung der Strategie der in situ-
Transfektion. Eine sofortige Freisetzung der 
DNA-beladenen Lipoplexe würde das Risiko 
einer Transfektion ferner Gewebe durch sys-
temische Zirkulation erhöhen. Die lokale 
Wirkung wäre nicht gegeben. Unsere Strate-
gie sieht vor, dass lediglich solche Zellen 
transfi ziert werden, die direkt im Kontakt 
mit dem Implantat stehen. Der Lipoplex-

als Polyanion für den LbL-Aufbau in Kombi-
nation mit einem Polykation [7]. Ein Problem 
besteht aber in der Freisetzung von unkom-
plexierter DNA. Diese wird schnell von Nuk-
leasen abgebaut und sehr ineffi zient von 
Zellen aufgenommen. Diese Nachteile kön-
nen umgangen werden, indem man Nuklein-
säure-beladene Nanopartikel in die Polyelek-
trolytmultischichten einbaut. Die Nanoparti-
kelformulierung hat einen schützenden 
Effekt auf die Nukleinsäure und fördert die 
zelluläre Aufnahme. Lipoplexe ermöglichen 
die Umsetzung dieser Strategie.

In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit 
stellen wir einen vielversprechenden Kandi-
daten für Lipoplex-beladene Implantatüber-
züge vor [8]. Als Komponenten für den 
Schichtaufbau wurden Chitosan und Hyalu-
ronsäure verwendet. Chitosan ist ein katio-
nisches Biopolymer, das durch Deacetylie-
rung von Chitin gewonnen wird. Seine anti-
mikrobiellen Eigenschaften machen es zu 
einem interessanten Material für Implantat-
überzüge [9]. Hyaluronsäure ist ein natürli-
cher Bestandteil der extrazellulären Matrix 
im menschlichen Organismus. Weiterhin 
existieren für beide Biopolymere Qualitätsan-
forderungen im Europäischen Arzneibuch 
und der United States Pharmacopeia. Dies 
erleichtert eine mögliche Marktzulassung. 

Transfektion beruht auf der Einbettung DNA-
beladener Lipidnanopartikel, die Lipoplexe, 
in die Polyelektrolytmultischichten (Abb. 1). 
Die dabei verwendeten Materialien haben 
einen erheblichen Einfl uss auf die mechani-
schen Eigenschaften und die Stabilität des 
Überzugs. Weiterhin beeinfl ussen die Eigen-
schaften des Films wesentlich die Interaktion 
mit Zellen und Proteinen. Besonders interes-
sant sind LbL-Filme, die auf Komponenten 
der humanen extrazellulären Matrix beruhen 
– eine Strategie, die auch in unseren Arbei-
ten Anwendung fi ndet [5]. Über solche Sys-
teme können gezielt Wachstumsfaktoren aus 
der interstitiellen Flüssigkeit über die natür-
lichen Bindungsmotive gebunden werden. 
Dadurch kann ein Mikromilieu geschaffen 
werden, welches dem natürlichen Gewebe 
entspricht. Des Weiteren besitzen Kompo-
nenten der extrazellulären Matrix Bindungs-
motive für Rezeptoren auf der Zelloberfl äche, 
über die Zelladhäsivität und Differenzierung 
beeinfl usst werden können [6].

Die in situ-Transfektion ausgehend vom 
LbL-Film kann für die lokale Produktion von 
Wachstumsfaktoren durch transfi zierte Zel-
len genutzt werden, wodurch man einen 
autokrinen oder parakrinen Effekt erzielen 
kann. Erste Polyelektrolytmultischicht-
basierte Transfektionssysteme nutzten DNA 

¯ Abb. 1: Darstellung der 
in situ-Transfektion ausgehend 
von Implantatüberzügen am 
Beispiel der Behandlung kom-
plizierter Frakturen (oberes 
Feld). Die induzierte Expressi-
on von BMP-2 nach erfolgrei-
chem Gentransfer aus dem lay-
er-by-layer(LbL)-Film auf Zellen 
resultiert in Osteoneogenese. 
Schematische Darstellung des 
Aufbaus von Polyelektrolytmul-
tischichten mithilfe der LbL-
Technik (unteres Feld).
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[11] Altankov G, Grinell F, Growth T (1996) Studies on the 
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stratum bound fi bronectin on surfaces varying in wettability. 
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beladene Überzug aus Chitosan und Hyalu-
ronsäure wurde effi zient von Zellen besie-
delt, wobei eine hohe Zytokompatibilität 
beobachtet wurde. Die auf dem Film wach-
senden Zellen konnten die Nukleinsäure aus 
der Polyelektrolytmultischicht effektiv auf-
nehmen und das codierte Gen, in diesem Fall 
das GFP-Reportergen (grün fl uoreszierendes 
Protein) effi zient exprimieren. Auch komple-
xe Gewebe, wie die Chorioallantoismembran 
des befruchteten Hühnereis als in vivo-
Modell, konnten durch direkten Kontakt mit 
dem Lipoplex-beladenen Filmüberzug trans-
fi ziert werden (Abb. 2). Diese Pilotstudie 
demonstriert das große Potenzial des von uns 
entwickelten Systems für die in situ-Trans-
fektion. Aktuelle Arbeiten beschäftigen sich 
mit der Anwendung von Genen für spezielle 
Wachstumsfaktoren und deren Wirkung auf 
Stammzellen, welche den Polymerüberzug 
besiedeln.
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˚ Abb. 2: Proof-of-concept-Experiment der in situ-Transfektion an der Chorionallantoismembran im Hühnerei. Der Überzug auf dem Modellimplantat 
besteht aus Chitosan und Hyaluronsäure. Die eingebetteten Lipoplexe sind mit GFP-codierender DNA beladen. Experimentelle Details sind in [8] 
beschrieben.


