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1. Abkiirzungsverzeichnis

AU L e e e e e e aaearaann arbitrary units
DG .. basic fibroblast growth factor
BMP-2 . bonemorphogenetic protein 2
CAM L chorio-allantoic membrane
MV e Cytomegalovirus
DD S . e Drug Delivery System
E G . epidermal growth factor
EP R e enhanced permeability and retention
G e fibroblast growth factor
LG =L e insulin-like growth factor 1
VI A e Multi-lmage-Array
S A e murines Serumalbumin
Nab-Paclitaxel ...............eueeveieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene nanoparticle aloumin bound paclitaxel
P L e Polycaprolacton
PDGF ... platelet-derived growth factor
P E G Polyethylenglycol
PG A e ——— Polyglycolsaure (polyglycolic acid)
P L A e Polylactid (polylactic acid)
PLG/PLGA......coiiieeeeiee e, Polylactid-co-Glycolid (polylactic-co-glycolic acid)
P P E o - Pordses Polyethylen
R O e region of interest
SR L0 Sulforhodamin 101
TET 4-(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)Benzoesaure

LI USSP transforming growth factor 3
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3. Einleitung

Im Gesicht und am Hals kénnen durch Traumata, Tumore und kongenitale Dysplasien
chirurgische Rekonstruktionen mit dem Einsatz von Implantaten notwendig sein.
Neben naturlichen Substanzen werden auch alloplastische Materialien verwendet.
(Sclafani et al., 1997)

Poroses Polyethylen (PPE) wird seit mehreren Jahrzehnten bei diversen Indikationen
zur Rekonstruktion von Knochen- und Knorpelgewebe im Kopf-Hals-Bereich
eingesetzt. Probleme in der klinischen Praxis treten vor allem bei schlechter
Vaskularisation des Implantats und einer starken Entziindungsreaktion auf. Daher wird
die Oberflache des PPE fir eine bessere Integration in den Kdrper beispielsweise mit
Zellen oder Wachstumsfaktoren aus der Angiogenese modifiziert. (Strieth, 2013)
Angesichts der geringen Halbwertszeit von Wachstumsfaktoren und der komplexen
Ablaufe der Angiogenese ist jedoch eine prazise Kontrolle der Pharmakokinetik
erforderlich, um eine bessere biologische Wirksamkeit zu gewahrleisten (Sabini et al.,
2000, Biondi et al., 2008). Als Systeme zur kontrollierten Freisetzung werden
Hydrogele sowie Mikro- und Nanopartikel aus synthetischen und biologischen
Substanzen untersucht (Chu and Wang, 2012).

Albumin ist das h&aufigste Plasmaprotein im menschlichen Korper und bietet
hervorragende Eigenschaften wie Biokompatibilitdt, Stabilitat, kommerzielle
Verfligbarkeit und eine lange Halbwertszeit. Aus diesen Griinden werden Drug
Delivery Systeme aus Albumin zur Modulation der Pharmakokinetik und Biodistribution
von Arzneistoffen in vielen medizinischen Bereichen genutzt. Aloumin-Nanopartikel
werden als Nab-Paclitaxel (Abraxane®) in der Tumortherapie angewandt. (Kratz,
2008, Elsadek and Kratz, 2012)

Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass sich Aloumin-Nanopartikel auch als

Drug Delivery Systeme zur Optimierung von Implantaten aus PPE eignen.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde in dieser Arbeit die Oberflache poréser
Polyethylenimplantate mit Albumin-Nanopartikeln modifiziert und die Effekte auf die
Pharmakokinetik enkapsulierter Substanzen in vivo untersucht.

Die Auswirkungen der Nanopartikel auf Substanzen unterschiedlicher molekularer
Masse wurden getestet, indem zwei verschiedene Substanzen zum Einsatz kamen.
Als niedermolekulare Substanz wurde der Fluorophor Sulforhnodamin 101 (SR 101)
und als hochmolekulare Substanz das Immunsuppressivum Etanercept gewahlt, das

vorher mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde. Uber eine inverse
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Miniemulsionstechnik wurden Albumin-Nanopartikel hergestellt und SR 101 oder
Etanercept enkapsuliert.

Im weiteren Verlauf wurden die PPE-Implantate entweder mit den jeweiligen
Nanopartikeln oder als Kontrollgruppen nur mit den nativen Substanzen SR 101 oder
Etanercept beschichtet. Die vier unterschiedlich beschichteten Implantatgruppen
wurden zur In vivo-Betrachtung in transparente Rickenhautkammern von Mausen
eingesetzt.

Zur Untersuchung der Effekte der Nanopartikel auf die Pharmakokinetik der
Substanzen wurde die Fluoreszenzintensitait am Modell der transparenten
Ruckenhautkammer tber einen Zeitraum von zehn Tagen gemessen und der Verlauf
der einzelnen Gruppen statistisch analysiert sowie miteinander verglichen. Dies
erfolgte sowohl im PPE-Implantat selbst als auch in direkter Umgebung des Implantats
und in weiter entfernten Bereichen der Rickenhautkammer, um Auswirkungen einer

Beschichtung auf das Gewebe um das PPE zu ermitteln.



4. Literaturdiskussion

4.1 Materialien der rekonstruktiven Chirurgie

Fur Implantate in der rekonstruktiven Chirurgie sind bestimmte Eigenschaften der
jeweiligen Materialien grundlegend flr eine erfolgreiche Therapie:

Sie missen fir den chirurgischen Einsatz individuell anpassbar, formstabil, biologisch
vertraglich fiir das Gewebe und zur Sterilisation geeignet sein sowie durch den Korper
nicht oder kaum resorbiert werden. (Berghaus et al., 1984)

Prinzipiell kommen als Materialien autogene, allogene oder alloplastische Substanzen
in Frage, wobei jede Gruppe — wie beispielsweise bei Sclafani et al. (1997), Cenzi et
al. (2005) sowie Berghaus und Stelter (2006) beschrieben — unterschiedliche Vor- und
Nachteile aufweist:

Autogene Materialien bieten die beste biologische Vertraglichkeit, sind allerdings nicht
immer in ausreichender Menge verfligbar, missen in die gewiinschte Form gebracht
werden, weisen eine erhdhte Morbiditat aufgrund der Entnahme von kdrpereigenem
Material auf und werden teilweise resorbiert.

Allogene und alloplastische Implantate kdénnen hingegen in bendtigtem Umfang
bereitgestellt werden und die Operationszeit sowie die operative Morbiditat reduzieren,
da kein korpereigenes Gewebe zur Rekonstruktion entnommen wird. Nachteile der
allogenen Implantate sind die Antigenitat des Materials, das Risiko der Ubertragung
einer Infektion vom Spender auf den Empfanger sowie ebenfalls die Resorption durch
den Korper.

Alloplastische Materialien bieten in Gréf3e und Form optimale Bedingungen, allerdings
sind erhdhte Infektionsraten, eine mogliche Inkompatibilitat mit dem korpereigenen
Gewebe sowie eine Dislokation und Verformung des Implantats méglich.

Bei alloplastischen Substanzen muss zwischen kompakten und porésen Werkstoffen
unterschieden werden. Pordse Implantate weisen in der frihen Phase nach der
Operation ein hoheres Infektionsrisiko aufgrund der gréf3eren Oberflache auf, spatere
Infektionen sind weniger wahrscheinlich. Kompakte Materialien bedingen eine starkere
Ausbildung einer fibrosen Kapsel, sodass diese leichter dislozieren mit mdoglicher
Folge einer Infektion und Absto3ung des Implantats. (Sclafani et al., 1997, Cenzi et
al., 2005, Berghaus and Stelter, 2006)

4.2 Poroses Polyethylen

Poroses Polyethylen (PPE) ist ein thermoplastischer Kunststoff, der bei verschiedenen

Indikationen als Knochen- und Knorpelersatz dient (Berghaus et al., 1984, Berghaus,



1985).

PPE wird bei Operationen im Kopf-Hals-Bereich unter anderem zur Ohrmuschelplastik
(Berghaus et al., 1983, Berghaus et al., 2010), zur Rekonstruktion der Orbita (Patel et
al.,, 2003, Lee et al.,, 2005, Mohammadi et al.,, 2012) sowie zur Rhinoplastik
(Mendelsohn, 2005, Berghaus and Stelter, 2006, Cho et al., 2013, Scopelliti and
Amodeo, 2016) verwendet. Es zeichnet sich durch hohe individuelle
Anpassungsmaoglichkeiten aufgrund seiner thermoplastischen Eigenschaften und
Stabilitdt aus, wird kaum resorbiert und fordert durch seine Porenstruktur das
Gewebewachstum (Wellisz, 1993, Cenzi et al., 2005, Scopelliti and Amodeo, 2016).
Die Bildung neuer Blutgefalie im Implantat, die Vaskularisation, wird entscheidend von
der Porositat des Materials beeinflusst (Homsy, 1970, Klawitter et al., 1976,
Ehrmantraut et al., 2010, Chiu et al., 2011). PPE weist mit einer Porengrt3e zwischen
100 um und 200 um optimale Bedingungen auf (Berghaus, 1985, Wellisz, 1993,
Goldberg et al., 1994, Berghaus et al., 2010). Es wird in einer Langzeitstudie von
Niechajev als das beste alloplastische Knochenersatzmaterial im Gesicht aufgrund der
genannten Eigenschaften, einer hohen Patientenzufriedenheit sowie einer niedrigen
Komplikationsrate beschrieben (Niechajev, 2012). Komplikationen treten je nach
Literaturangabe in der Regel in finf bis zehn Prozent der Falle auf und kdnnen eine
Explantation des PPE erfordern (Yaremchuk, 2003, Cenzi et al., 2005, Lee et al., 2005,
Niechajev, 2012). Ursachen hierfur stellen Infektionen, Dislokationen und Extrusionen
des Implantats sowie &asthetische Griinde dar (Goldberg et al., 1994, Yaremchuk,
2003, Cenzi et al., 2005, Lee et al., 2005, Gosau et al., 2006, Niechajev, 2012, Kim et
al., 2014, Scopelliti and Amodeo, 2016, Fanous et al., 2017). Diese treten vor allem
bei Implantaten mit ungentgender Weichteildeckung und schlechter Vaskularisation
auf (Wellisz, 1993, Cenzi et al., 2005, Gosau et al., 2006, Stelter et al., 2007,
Niechajev, 2012).

Nach Implantation des PPE findet im umgebenden Gewebe eine
Entzindungsreaktion, auch Fremdkdrperreaktion genannt, statt und das Implantat
kommt in Kontakt mit inflammatorischen Molekullen, Proteinen der extrazellularen
Matrix und Wachstumsfaktoren (Anderson et al., 2008, Strieth, 2013). Fibrovaskulare
Zellen infiltrieren das PPE, neue GefalRe bilden sich ausgehend von den Kapillaren
des umgebenden Gewebes zuerst peripher im Implantat und wachsen im Verlauf in
die Tiefe (Spector et al., 1975, Goldberg et al., 1994, Steinhart et al., 1996, Patel et al.,
2003).

Das Implantat ist dabei physiologischem Gewebe umso &hnlicher, je besser das
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fiborovaskulare Gewebe in das PPE einwachst und je schwéacher die
Fremdkorperreaktion ausfallt (Sclafani et al., 1997, Anderson et al., 2008, Strieth,
2013).

Anséatze zur Verbesserung des klinischen Erfolgs bei PPE-Implantaten stellen folglich

eine Optimierung der Oberflache und ferner die Férderung der Vaskularisation dar.

4.3 Angiogenese

Die Vaskularisation von Implantaten ist flr eine Integration in den Korper zwingend
notwendig, da Zellverbéande lediglich Uber eine Distanz von 150-200 pm durch
Diffusion mit Nahrstoffen versorgt werden kénnen und daher nur eine Anbindung an
die Blutversorgung ein weiteres Wachstum ermdglicht (Folkman and Hochberg, 1973).
Im Zusammenhang der Vaskularisation, die allgemein die Bildung von Blutgefal3en
beschreibt (Chu and Wang, 2012), existieren verschiedene Begriffe, die kurz erklart
werden mussen:

Neovaskularisation ist die Formation eines neuen GefalRnetzwerks mit Perfusion roter
Blutzellen und wird bei Implantaten oft synonym zur Vaskularisation verwendet (Auger
et al., 2013).

Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese beziehen sich auf die zellularen
Mechanismen der Entstehung von Blutgefal3en. Vaskulogenese beschreibt die
Differenzierung von Stammzellen (Angioblasten) zu Endothelzellen und findet
insbesondere im Embryo statt. Angiogenese ist definiert als die Aussprossung von
Kapillaren aus bestehenden Gefal3en. Arteriogenese bezeichnet kollaterales
GefalRwachstum, indem sich Perizyten oder glatte Muskelzellen an Endothelzellkanéale
anlagern und diese stabilisieren, um die Perfusion zu kontrollieren, beispielsweise bei
der VergroRerung von KollateralgefaRen bei GefalRokklusionen. (Carmeliet, 2000,
Carmeliet and Jain, 2011)

| Endotheizeli Die molekularen Mechanismen der Angiogenese
Jo= PR (s. Abb. 1), wie sie auch in Implantaten

— stattfinden, werden von Carmeliet sowie

\g/ Carmeliet und Jain beschrieben:

Durch Hypoxie oder Entzindung wird ein
angiogenes Signal wie VEGF (vascular
- L. endothelial growth factor) ausgel6st, das die

a vaskulare Permeabilitat steigert (a).
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Plasmaproteine, beispielsweise Fibrinogen und

;"n‘
t‘j Fibronectin, extravasieren und bilden ein
{o‘ - Grundgerust far spater migrierende
y 4
(J - Endothelzellen.
|
b 4
{‘} IGF1 Matrixmetalloproteinasen bauen die
{,, VEGF Basalmembran proteolytisch  ab, setzen
v‘{ b Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth
H factor), VEGF und IGF-1 (insulin-like growth
@ factor 1) frei und destabilisieren die Geféal3e (b).
1 IGF1 Die Endothelzellen wandern ins Interstitium,
' | | |
? - lagern sich strangférmig zusammen und bilden
“‘j -l _ _
(:(J —— ein  Lumen aus (c) Perlz-yten und glatte
Q Muskelzellen stabilisieren die Endothelzellen
t’ VEGE unter Einfluss von PDGF (platelet-derived growth
(1 factor), TGF-B (transforming growth factor )
C . :
j sowie FGF und benachbarte Kapillaren
{:“3 fusionieren (d). (Carmeliet, 2000, Carmeliet and
\‘5, o Jain, 2011)
.
i & o
0) P
y .} PDGF
TGF-B
{‘f Abb. 1: Ablauf der Angiogenese
9 adaptiert aus: (Carmeliet and
( d Jain, 2011, Van Hove and Benaoit,
v 2015)

Die Vaskularisation von Implantaten beruht dementsprechend auf einer koordinierten
Abfolge diverser humoraler und zellularer Mechanismen tber einen langeren Zeitraum
(Clowes et al., 1985, Laschke and Menger, 2012). Abh&ngig vom jeweiligen Implantat
werden in diversen Studien nach drei bis funf Tagen erste GefalRe beschrieben und
eine komplette Vaskularisation erfolgt frihestens nach zwei Wochen (Menger et al.,
1990, Steinhart et al., 1996, Druecke et al., 2004, Laschke et al., 2005, Lindhorst et
al., 2010).

Zur Verbesserung der Vaskularisation erscheint eine Nutzung der molekularen
Mechanismen der Angiogenese unter Verwendung der beteiligten Wachstumsfaktoren

und Zellen sinnvoll.
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4.4 Tissue Engineering

Tissue Engineering ist ein hochaktuelles, breit aufgestelltes Forschungsgebiet und
beschreibt die Entwicklung von Materialien und Techniken, um Gewebe bestméglich
und nach individuellen Anforderungen ersetzen zu kénnen (Langer and Vacanti, 1993,
Vacanti and Langer, 1999, Khademhosseini and Langer, 2016).

Strategien zur Verbesserung der Integration von Implantaten in den Kérper umfassen
hierbei die Modifikation der Oberflache, die Transplantation von Zellen, die
Pravaskularisation des Materials und die Applikation von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen (Laschke et al., 2006, Santos and Reis, 2010, Novosel et al., 2011, Chu and
Wang, 2012, Laschke and Menger, 2012, Strieth, 2013).

Die Oberflache wird beispielsweise mit Proteinen (Unger et al., 2005) und
Komponenten der extrazellularen Matrix (Laschke et al.,, 2008b) beschichtet.
Endothelzellen (Nor et al., 2001), hamatopoetische und mesenchymale Stammzellen
(Moioli et al., 2008, Schumann et al., 2009, Sterodimas et al., 2009, Laschke et al.,
2013, Temple et al., 2014) oder eine Kombination aus diesen (Koike et al., 2004)
werden vor Implantation auf das Material transferiert. Eine Pravaskularisation des
Implantats mit konsekutivem Anschluss an die kérpereigenen Gefal3e, Inoskulation
genannt, ist ebenfalls moglich (Laschke et al., 2008a, Auger et al., 2013). Faktoren
aus der Angiogenese wie VEGF (Eckardt et al., 2005, Gbureck et al., 2007) und FGF
(Bigham et al., 1999) werden genauso wie Faktoren der Blutgerinnung (Reichel et al.,
2015, Sclafani et al., 2005) verwendet, sowohl separat als auch kollektiv (Sabini et al.,
2000, Gerard et al., 2010, Wilkins et al., 2014). Diese vier genannten Strategien
werden fir eine bessere Integration von Implantaten in den Korper auch untereinander
kombiniert (Ma et al., 2005, Schoen et al., 2009, Lindhorst et al., 2010, Strieth et al.,
2010, Schumann et al., 2014, Laschke et al., 2010, Weger, 2011).

Obwohl teils Erfolge hinsichtlich Vaskularisation und Integration der Materialien erzielt
werden, bleiben die Ergebnisse insbesondere bei der Verwendung von
angiogenetischen Faktoren hinter den Erwartungen zurtick. Da Angiogenese und
Gewebewachstum Uber eine zeitlich und raumlich préazise kontrollierte Freisetzung
dieser Faktoren gesteuert werden und die Halbwertszeiten der meisten dieser
Faktoren nur einige Stunden betragen, muss dies auch im Tissue Engineering
beriicksichtigt werden. (Sabini et al., 2000, Yancopoulos et al., 2000, Gbureck et al.,
2007, Santos and Reis, 2010, Chu and Wang, 2012, Auger et al., 2013)
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4.5 Drug Delivery Systeme

Drug Delivery Systeme (DDS) sollen die Freisetzung eines Pharmakons im Korper
kontrollieren und so die Pharmakokinetik und Biodistribution modifizieren (Allen and
Cullis, 2004). Die kontrollierte Freisetzung soll die biologisch wirksame Substanz in
einer adaquaten Dosis Uber einen gewinschten Zeitraum am Zielort bereitstellen
(Langer, 1990, Langer, 1998, Holland and Mikos, 2006, Nair and Laurencin, 2006,
Biondi et al., 2008). Durch eine starkere lokale Wirkung werden die gewiinschten
Effekte verstarkt und systemische Nebenwirkungen reduziert (Langer, 1990, Langer,
1998, Biondi et al., 2008).

Entgegengesetzt zur kontrollierten Freisetzung steht die Bolusgabe einer Substanz mit
einem Burst, der abrupten Freisetzung einer gro3en Menge mit kurzzeitigen
biologischen Effekten (Chu and Wang, 2012).

Da Wachstumsfaktoren schnell vom eigentlichen Zielort diffundieren und rasch
abgebaut oder deaktiviert werden, muss ein DDS diese vor Abbau schiitzen und deren
Bioaktivitat langfristig erhalten (Biondi et al., 2008, Quaglia, 2008, Chu and Wang,
2012).

Ein DDS besteht aus dem Pharmakon und dem Carrier, der ersteres stabilisiert und
eine zu frihe Metabolisierung verhindert (Allen and Cullis, 2004, Quaglia, 2008). Die
Toxizitat der Carriersubstanz und ihrer Abbauprodukte sowie der Metabolismus und
die Elimination dieser missen bedacht werden (Langer, 1998, Allen and Cullis, 2004).
Ein DDS im Allgemeinen kann auch oral oder per Injektion appliziert werden, im Tissue
Engineering wird jedoch primér an depotbasierten Systemen gearbeitet, da eine
direkte Wirkung am Zielort und minimale Nebenwirkungen gewiinscht sind (Van Hove
and Benoit, 2015). Typische Systeme stellen Hydrogele sowie Mikro- und Nanopartikel
dar (Biondi et al., 2008, Chu and Wang, 2012, Van Hove and Benoit, 2015). Aul3erdem
werden Nanofasern, tubuldre Netzwerke, die durch Electrospinning erzeugt werden,
auf ihr Potential als DDS untersucht (Dror et al., 2008, Fu et al., 2008, Regev et al.,
2010).

Die Kopplung des Pharmakons an den Carrier und die resultierende Freisetzung im
Korper kann Uber unterschiedliche Formen der Bindung erfolgen, die die
Pharmakokinetik bestimmen (s. Abb. 2).
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Abb. 2: Bindungsformen in Drug Delivery Systemen
adaptiert aus: (Van Hove and Benoit, 2015)

Erstens kann das Pharmakon l6slich in der Carriermatrix verteilt vorliegen, die
Freisetzung findet durch Diffusion statt (a). Zweitens ist eine affinitatsbasierte
Freisetzung Uber reversible nichtkovalente Bindungen an den Carrier mdglich, die
Diffusion wird verlangsamt (b). Drittens wird eine kovalente Bindung verwendet, die
enzymatisch gespalten werden muss, um das Pharmakon freizusetzen (c). Viertens
umschliel3t der Carrier das Pharmakon in Form eines Partikels und muss fir dessen
Freisetzung ebenfalls abgebaut werden (d). (Biondi et al., 2008, Chu and Wang, 2012,
Van Hove and Benoit, 2015, Pakulska et al., 2016)

Neben den genannten Optionen stellt auch die Applikation von Plasmiden, welche die
Expression angiogenetischer Faktoren steigern, eine Variante zur besseren
Vaskularisation im Tissue Engineering dar (Shea et al., 1999, Geiger et al., 2007,
Biondi et al., 2008, Mao et al., 2009).

4.6 Hydrogele

Ein Hydrogel besteht aus hydrophilen Polymeren, die dreidimensional miteinander
verbunden sind (Chu and Wang, 2012). Es werden sowohl synthetische Polymere wie
Polyethylenglycol (PEG) als auch natirliche Polymere wie Fibrin, Gelatine,
Hyaluronsaure und Kollagen verwendet (Biondi et al., 2008, Chu and Wang, 2012, Van
Hove and Benoit, 2015).

Die kontrollierte Freisetzung von Pharmaka aus Hydrogelen kann analog zu den oben
beschriebenen Bindungsformen Uber die Spaltung kovalenter Bindungen erfolgen
(Zisch et al., 2003). Eine affinitatsbasierte Freisetzung ist in Hydrogelen ebenfalls
maglich, beispielsweise Uber die Bindung an Heparin (Pike et al., 2006, Biondi et al.,
2008, Ghanaati et al., 2009, Pakulska et al., 2016, Janse van Rensburg et al., 2017).
Affinitatsbasierte DDS kdnnen auch gemeinsam mit DDS aus Partikeln in Hydrogelen
eingesetzt werden (Chung et al., 2010, Anderson et al., 2011). Wie bei den bereits
besprochenen Techniken im Tissue Engineering erfolgt auch in diesem Falle nur eine

systematische Abgrenzung, die simultane Anwendung ist gegeben.
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4.7 Mikro- und Nanopartikel

Mikro- und Nanopartikel werden als DDS zur Kontrolle der Freisetzung, Stabilisation,
Verzogerung des Abbaus, Optimierung der Biokompatibilitdt und Verbesserung der
Loslichkeit von Pharmaka eingesetzt (Singh and Lillard, 2009, Zhang and Uludag,
2009, Shi et al., 2010, Santo et al., 2012, Monteiro et al., 2015, Lee et al., 2016).
Prinzipiell gehoren zur Gruppe der Mikro- und Nanopartikel auch Dendrimere, Mizellen
und Liposomen (s. Abb. 3) (Zhang and Uludag, 2009, Monteiro et al., 2015).
Im Folgenden werden aber lediglich Mikro- und Nanokapseln und -spharen auf
Polymerbasis thematisiert, da diese den gréf3ten Anteil bilden (Santo et al., 2012) und
viele Vorzuge bieten, die nachstehend aufgefuihrt sind.

Nanokapsel Nanosphare Dendrimer Mizelle Liposom
® Pharmakon ® hydrophiler Kopf
/ Polymere === hydrophober Schwanz
Va

Abb. 3: Verschiedene Gruppen von Nanopartikeln
adaptiert aus: (Zhang and Uludag, 2009, Monteiro et al., 2015)

Spharen und Kapseln unterscheiden sich darin, dass in einer Sphare das Pharmakon
gleichmafdig in der Carriermatrix verteilt ist und die Kapsel ein vesikulares System
darstellt, in dem der Carrier das Pharmakon umschlie3t (Singh and Lillard, 2009,
Zhang and Uludag, 2009). In der Literatur wird dieser Nomenklatur jedoch nicht immer
gefolgt und die Begriffe werden oft synonym verwendet.

Die Freisetzung des Pharmakons wird je nach Architektur der Partikel und der
resultierenden Bindung wie oben beschrieben durch Diffusion, affinititsbasierte
Interaktionen, enzymatische Spaltung oder Abbau des Carriers beeinflusst (Amass et
al., 1998, Singh and Lillard, 2009, Lee et al., 2016). Es ist auch eine induzierte
Freisetzung durch externe Stimuli wie beispielsweise Temperatur oder pH-Wert
maoglich (Hu et al., 2012, Santo et al., 2012, Monteiro et al., 2015).

Mikro- und Nanopartikel werden durch ihren Durchmesser definiert und zeigen

unterschiedliche Eigenschaften, die von diesem abh&ngen (Singh and Lillard, 2009).
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Nanopartikel besitzen einen Durchmesser zwischen 1 und 1000 nm, groéf3ere Partikel
werden den Mikropartikeln zugeordnet (Arshady, 1990, Santo et al., 2012).
Mikropartikel sind folglich &hnlich grol3 wie einzelne Zellen und kdénnen sich gut im
Gewebe verteilen (Chu and Wang, 2012), Nanopartikel hingegen werden durch
Phago- oder Endozytose von Zellen aufgenommen sowie in Kapillaren und durch
Epithelien transportiert (Singh and Lillard, 2009, Monteiro et al., 2015). Sie verfligen
aufgrund ihres groB3eren Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses Uber eine hohere
Reaktivitat (Santo et al., 2012, Monteiro et al., 2015). Der Durchmesser bestimmt auch
die Halbwertszeit im Blutkreislauf, Partikel grof3er als 200 nm werden schnell durch
das retikuloendotheliale System aufgenommen und Partikel kleiner als 5,5 nm leichter
in der Niere filtriert (Zhang and Uludag, 2009, Loureiro et al., 2016). Die
Oberflachenladung der Nanopartikel, das Zeta-Potential, wirkt sich ebenfalls auf das
Verhalten in vivo aus und kann beispielsweise zu einer Aggregation fihren. Optimal
sind ungefahr neutral geladene Partikel mit einem Zeta-Potential zwischen 10 mV und
-10mV. (Loureiro et al., 2016)

Die Oberflache von Nanopartikeln kann mit einer Schutzschicht wie PEG verandert
werden, um die Zirkulationszeit im Blutkreislauf zu erhdéhen und unspezifische
Interaktionen zu reduzieren (Schoonen and van Hest, 2014, Wurm and Weiss, 2014,
Loureiro et al., 2016).

Nanopartikel konnen auch zum ,Targeting“ verwendet werden, der selektiven Therapie
bestimmter Gewebe oder Zellen. Die Oberflache der Partikel wird mit Liganden
modifiziert, die einen spezifischen Transport zum Zielort ermdglichen. Dies wird unter
anderem in der Tumortherapie oder zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke
eingesetzt (Singh and Lillard, 2009, Zhang and Uludag, 2009, Santo et al., 2012,
Schoonen and van Hest, 2014, Monteiro et al., 2015, Lee et al., 2016).

Zur Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln existieren verschiedene Verfahren, am
haufigsten werden die Emulsions- und die Koazervationstechnik, auch
Desolvationstechnik genannt, genutzt (Arshady, 1990, Weber et al., 2000, Landfester,
2009, Landfester et al., 2010, Elzoghby et al., 2012, Liu et al., 2015, Karimi et al., 2016,
Lee and Youn, 2016, Loureiro et al., 2016, Bhushan et al., 2017).

Als Materialien steht eine Vielzahl von sowohl synthetischen als auch nattrlichen
Polymeren zur Verfigung (Zhao et al., 2003, Nair and Laurencin, 2006, Ulery et al.,
2011, Wurm and Weiss, 2014, Song et al., 2018). Wie bereits beschrieben sind bei der
Wahl eines DDS die Toxizitat des Carriers und seiner Abbauprodukte zu
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berticksichtigen (Langer, 1998, Allen and Cullis, 2004). Das Material muss mechanisch
geeignet sowie biokompatibel sein und sollte mdglichst vollstandig im Gewebe
abgebaut werden (Nair and Laurencin, 2006, Liu et al., 2008, Wurm and Weiss, 2014).
Als synthetische Substanzen werden vor allem die aliphatischen Polyester PLA
(Polylactid), PGA (Polyglycolsaure), PLG (Polylactid-co-Glycolid, auch als PLGA
bezeichnet) und PCL (Polycaprolacton) verwendet (Amass et al., 1998, Sinha et al.,
2004, Holland and Mikos, 2006). Da deren saure Abbauprodukte jedoch ein
azidotisches Milieu erzeugen, konnen die biologische Aktivitat der transportierten
Pharmaka sowie das Zellwachstum im Gewebe beeintrachtigt werden (Kim and
Burgess, 2002, Zzhang and Uludag, 2009, Luckachan and Pillai, 2011, Wurm and
Weiss, 2014).

Unter den natirlichen Polymeren fur die Mikro- und Nanopartikelsynthese sind
Polysaccharide wie Starke, Alginat und Chitosan sowie Proteine wie Gelatine und
Albumin in Gebrauch (Liu et al., 2008, Ulery et al., 2011, Schoonen and van Hest,
2014, Wurm and Weiss, 2014, Song et al., 2018).

4.8 Albumin

Albumin ist das Protein mit der hoéchsten Konzentration im Plasma. Sein
Molekulargewicht betragt 66,5 kDa und seine Halbwertszeit im Blutkreislauf 19 Tage.
Albumin zeigt bei einem pH-Wert zwischen 4 und 9 eine stabile Struktur, kann bis zu
10 Stunden Temperaturen von 60 Grad tolerieren und ist robust gegenuber
organischen Ldsungsmitteln. Es dient im Blut zur Aufrechterhaltung des
kolloidosmotischen Drucks und fungiert als Transportprotein unter anderem flr
langkettige Fettséduren, Bilirubin, Calcium, Kupfer und Arzneistoffe wie Penicillin. Der
Abbau von Albumin findet durch intrazellulare Aufnahme und Zersetzung in
Lysosomen in die einzelnen Aminosauren statt, die zur Energiegewinnung genutzt
werden. (Peters, 1985, Kratz, 2008)

Albumin wird vermehrt von entziindetem Gewebe und von Tumoren aufgenommen
(Kratz, 2008, Loureiro et al., 2016). AulRerdem verfugt Albumin Uber viele
Bindungsmaglichkeiten in Form von reaktiven Amino-, Carboxyl- und Thiolgruppen
sowie einen hohen Anteil geladener Aminosauren (Peters, 1985, Fasano et al., 2005,
Liu et al., 2015, Loureiro et al., 2016).

Aufgrund der genannten Eigenschaften wird Albumin als DDS zur nichtkovalenten und
kovalenten Bindung von Substanzen, als Mikro- und Nanopartikel, als Fusionsprotein

und zum Targeting verwendet (Reddy et al., 1990, Dennis et al., 2002, Kratz, 2008,
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Elsadek and Kratz, 2012, Elzoghby et al., 2012, Liu et al., 2015, Lee and Youn, 2016,
Loureiro et al., 2016, Bhushan et al., 2017, Zhang et al., 2018). Auch eine Kombination
mit synthetischen Polymeren ist moglich (Lin et al., 1997, Jiang and Stenzel, 2016).

Albumin-basierte DDS sind in der Therapie des Diabetes mellitus als Insulin detemir
und Insulin degludec (Home and Kurtzhals, 2006, Heise and Mathieu, 2017) und als
GLP-1-Rezeptor-Agonisten Albiglutid (Trujillo and Nuffer, 2014, Trietley and Skef,
2017), Liraglutid und Semiglutid (Knudsen and Lau, 2019) zugelassen. In der
Hamophilie B kommt das Fusionsprotein Albutrepenonacog Alfa zum Einsatz (Lyseng-
Williamson, 2017) und auch in der Szintigraphie werden DDS aus Albumin verwendet
(Wang et al., 2007, Gommans et al., 2009, Yang et al., 2012, Gandhi et al., 2013).
Das bekannteste DDS aus Albumin stellt vermutlich Nab-Paclitaxel (nanoparticle
albumin bound paclitaxel) dar, das Nanopartikel als Carrier fir Paclitaxel nutzt und so
eine hohere Akkumulation im Tumorgewebe sowie eine verringerte Toxizitat erzielen
kann (Desai et al., 2006, Gradishar, 2006, Hawkins et al., 2008, Desai et al., 2009,
Yardley, 2013). Mittlerweile ist Nab-Paclitaxel (Abraxane®) in der Therapie des
metastasierten Mammakarzinoms, des lokal fortgeschrittenen oder metastasierten
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms und des metastasierten Pankreaskarzinoms

zugelassen (Kundranda and Niu, 2015).

Zusatzlich zu den bereits bestehenden klinischen Anwendungen wird in vielen
weiteren Bereichen an der Entwicklung neuer DDS mit Albumin geforscht. In der
medikamentdsen Tumortherapie werden Zytostatika wie 5-Fluoruracil (Santhi et al.,
2002), Gemcitabin (Li et al., 2009), Cabazitaxel (Zhou et al., 2016) und Doxorubicin
(Cranmer, 2019), aber auch Trastuzumab (Wartlick et al., 2004a, Steinhauser et al.,
2006) und Tamoxifen (Martinez et al., 2011) mit Aloumin kombiniert.

Einen hohen Stellenwert in der Tumortherapie mit Aloumin-Nanopartikeln nimmt das
aktive Targeting per Oberflachenmodifikation der Partikel mit Liganden ein (Bae et al.,
2012, Chen et al., 2015a, Yhee et al., 2015, Karimi et al., 2016). Insbesondere die
Bindung von Folsaure als Oberflachenmerkmal konnte Erfolge erzielen (Zhao et al.,
2010, Shen et al., 2011) und wird auch mit magnetischen Nanopartikeln kombiniert
(Tang et al., 2011, Li et al., 20154, Li et al., 2015b).

Neben der Tumortherapie wird Albumin eingesetzt, um die Halbwertszeit von
Methotrexat zu verlangern und dessen Aufnahme in entziindetem Gewebe zu steigern
(Stehle et al., 1997, Santhi et al., 2000, Wunder et al., 2003, Fiehn et al., 2004).

Aul3erdem kann es Nukleinbasen und -séduren (Arnedo et al., 2002, Arnedo et al.,
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2004, Wartlick et al., 2004b, Gayakwad et al., 2009, Okoroukwu et al., 2010, Son et
al., 2013) oder Arzneistoffe auf deren Basis (Merodio et al., 2001, Merodio et al., 2002,
Irache et al., 2005) vor enzymatischem Abbau schutzen.

Schlief3lich werden DDS aus Albumin noch im Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke
(Dadparvar et al., 2011), im Design von Impfstoffen (Liu et al., 2014) und in der
Theranostik, der nuklearmedizinischen Verbindung aus Therapie und Diagnostik,
untersucht (Chen et al., 2015b, Khandelia et al., 2015, An and Zhang, 2017).

Drug Delivery Systeme auf Albuminbasis und insbesondere Albumin-Nanopartikel sind
folglich bereits im medizinischen Einsatz und bieten einen vielversprechenden Ansatz

in diversen Forschungsbereichen.

4.9 Albumin-Nanopartikel als DDS fir PPE

Da im Tissue Engineering eine kontrollierte Freisetzung bioaktiver Substanzen

bendtigt wird und DDS aus Albumin erfolgreich angewandt werden, wurden im
Rahmen dieser Arbeit Albumin-Nanopartikel als DDS zur Oberflachenmodifikation von

PPE in vivo eingesetzt.

Die Synthese der Nanopartikel aus murinem Serumalbumin (MSA) erfolgte nach
Piradashvili et al., die Uber eine inverse Miniemulsionstechnik empfindliche bioaktive
Molekille verkapseln konnten. Es wurde eine Beladungseffizienz von 91 %, eine
durchschnittliche GréR3e von 300 nm und ein Zeta-Potential von ca. -30 mV gemessen.
Bei den in vitro Analysen wiesen die Partikel keine Zytotoxizitat, keine Aggregation im
Blutplasma und keine Leckage der enkapsulierten Substanz auf. Sie konnten von
dendritischen Zellen aufgenommen und durch Trypsin
enzymatisch abgebaut werden. (Piradashvili et al.,
2017, Piradashvili, 2018)

Zur Untersuchung der pharmakokinetischen Effekte
der MSA-Nanopartikel in vivo wurde als
niedrigmolekulare Substanz der Fluorophor
Sulforhodamin 101 (606,71 Dalton, (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, 2019)) und als hochmolekulare
Substanz das Immunsuppressivum Etanercept (ca.
150 kDa, (Pfizer Pharma GmbH, 2019)), das im Voraus
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde, in den  *alle entsprechend markierten

_ _ Abb. wurden freundlicherweise
Partikeln enkapsuliert (s. Abb. 4). von [ bereitgestellt

h murines Serumalbumin
Sulforhodamin 101

Abb. 4: MSA-Nanopartikel*
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Etanercept ist ein antiinflammatorisch wirkendes \

Fusionsprotein aus dem Rezeptor des
] ] > TNF-Rezeptor
Tumornekrosefaktors (TNF) und der Fc-Untereinheit

.

des Immunglobulins 1gG1 (s. Abb. 5) und wird zur

Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt
) > Fc-Abschnitt 1IgG1
(Zalevsky et al., 2007, Tracey et al., 2008, Meroni and

Valesini, 2014). Es wurde bereits als Beschichtung fur 2
PPE eingesetzt und konnte die inflammatorische Abb. 5: Etanerceptstruktur*

Reaktion im Gewebe reduzieren (Ditz, 2018).
Als Tiermodell wurde die transparente Rickenhautkammer der Maus gewabhilt.

4.10 Die transparente Riickenhautkammer

Die erste Version einer transparenten Ruckenhautkammer bei Mausen wurde bereits
im Jahr 1943 von Algire beschrieben (Algire, 1943).

Eine modifizierte Variante dieses Modells, das eine geschlossene Kammer nutzt,
wurde im Jahre 1970 von Cardon et al. an der Maus etabliert (Cardon et al., 1970).
1979 wurde die Technik auch von Papenfuss et al. an Ratten (Papenfuss et al., 1979)
und 1980 von Endrich et al. an Goldhamstern (Endrich et al., 1980) eingesetzt.
Die transparente Rickenhautkammer wird zur nichtinvasiven, longitudinalen in vivo
Beurteilung hamodynamischer, immunologischer und angiogenetischer Vorgange am
nicht andsthesierten Lebewesen uber einen Zeitraum von bis zu mehreren Wochen
verwendet (Lehr et al., 1993). Sie kann beispielsweise zur Analyse der Mikrozirkulation
bei Tumoren (Asaishi et al., 1981) oder auch zum Studium von Wundheilung (Machado
and Mitchell, 2011) oder Thrombosen (Boulaftali et al., 2012) benutzt werden.

Durch die Moglichkeit der wiederholten Messungen der Vaskularisation und der
Immunantwort bei Biomaterialien stellt sie daher auch ein hervorragendes Modell zur
Evaluation von Strategien des Tissue Engineerings dar (Druecke et al., 2004, Laschke
et al., 2005, Laschke et al., 2006, Rucker et al., 2006, Laschke et al., 2009, Staton et
al., 2009, Ehrmantraut et al., 2010, Laschke et al., 2011).
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5. Material und Methoden

Samtliche aufgefiihrten Experimente wurden mit Genehmigung des zustandigen
Landesuntersuchungsamts im Forschungslabor der Klinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde der Universitatsmedizin Mainz von Marz 2016 bis April 2017
durchgefuhrt.

Das Studienprotokoll basierte auf dem 3R-Prinzip (Bundesinstitut fir Risikobewertung,
2020) und wurde vor Beginn der Versuche durch eine unabhéngige Kommission
begutachtet und genehmigt. Die Arbeit mit den Versuchstieren erfolgte nach dem
,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ des National Research Council
(USA) (National Research Council (US), 2011).

Samtliche Versuche folgten aulerdem den ,Principles of Good Laboratory Practice”

der OECD (Organization for Economic Cooperation and Development, 2020).

Alle Tierexperimente fanden unter Supervision durch den Versuchsleiter oder den
stellvertretenden Versuchsleiter statt.

5.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Fir die Experimente wurden mannliche C57BL/6J Mause (Janvier Labs, 53940 Le
Genest-Saint-Isle, Frankreich) mit einem Alter von mindestens sechs Wochen und

einem Minimalgewicht von 25 g verwendet.

Haltung und Pflege der Tiere erfolgten in den Raumen des Translational Animal
Research Centers (TARC) der Universitdtsmedizin Mainz. Vor Beginn der Versuche
wurden die Tiere in Gruppen von je funf Mausen pro Kafig gehalten. Den Mausen
wurde freier Zugang zu Wasser und speziellem Futter (ssniff-Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland) gewahrt und ein fester Tag-Nacht-Rhythmus sowie eine
konstante Raumtemperatur von 21°C wurden eingehalten. Fur die Implantation der
Ruckenhautkammer sowie die intravitale Mikroskopie wurden die Tiere temporér in

das Labor der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde Uberfihrt.

Nach Implantation der transparenten Rickenhautkammer wurden die Mause isoliert
und unter den oben beschriebenen Haltungsbedingungen fortan in Einzelkafigen
versorgt, um Verletzung der Tiere durch intraspezifische Aggressionen zu verhindern
und die Kontaminationsgefahr zu reduzieren. Es erfolgte eine tagliche
Gewichtsmessung, eine Uberpriifung des Allgemeinzustandes der Tiere sowie eine

Kontrolle der Rickenhautkammer und des umliegenden Gewebes.
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Unmittelbar nach Anlage der Rickenhautkammer wurde eine Einmaldosis 3 pg/g
Kdrpergewicht Flunixin-Meglumin (Finadyne RPS 83 mg/ml, MSD Animal Health
Innovation GmbH, Schwabenheim an der Selz, Deutschland) s.c. appliziert. Weiterhin
wurde zur postoperativen Analgesie Uber den weiteren Versuchszeitraum dem
Trinkwasser 0,1 mg/ml Tramadol (Tramadol-ratiopharm 100 mg/ml, Ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland) hinzugefiigt. Aul3erdem wurde den Tieren fur funf Tage
postoperativ taglich 2 pug/g Kérpergewicht Marbofloxacin (Marbocyl 2 %, Vetoquinol
GmbH, Ismaning, Deutschland) s.c. verabreicht.

Als Ausschlusskriterien wurden ein Gewichtsverlust von mehr als 20 Prozent im
Vergleich zum  postoperativen  Korpergewicht, Entziindungszeichen oder
Verhaltensanderungen, die auf Schmerz oder Krankheit hindeuten, festgelegt.
Zu letzteren zahlten Anderungen des normalen Fress- und Putzverhaltens oder des
Schlaf- und Wachrhythmus.

Auch eine Ablosung der Haut oder eine Blutung im Kammerfenster sowie eine
fehlende Vaskularisation, resultierend in eingetrockneten Arealen der Kammer, flihrten

zum Ausschluss der jeweiligen Maus aus dem Versuch.

Am Versuchsende oder bei Ausschluss aus dem Versuch wurden die Mause mit einer
intraperitoneal injizierten Uberdosis von >0,2 mg/g Ketamin (Ketanest, Pfizer Pharma
GmbH, Berlin, Deutschland) und >0,02 mg/g Xylazin (Rompun, Bayer AG,

Leverkusen, Deutschland) anasthesiert und dann zervikal disloziert.

5.2 MSA-Nanopartikel

Nanopartikel aus murinem Seroalbumin (MSA, Albumin from mouse serum, Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) wurden erfolgreich durch eine
inverse Miniemulsionstechnik wie von Piradashvili et al. vorbeschrieben synthetisiert
(s. Abb. 6; Synthese der Nanopartikel durchgefithrt von | N vnd R
I -us dem Max-Planck-Institut fur Polymerforschung (MPIP) Mainz):

Vor der Nanopartikelsynthese wurde MSA (ber eine Steglich-Veresterung mit TET (4-
(2-phenyl-2H-tetrazol-5-yl)Benzoeséaure), einem Signalmolekul zur bioorthogonalen
Markierung, modifiziert. Das modifizierte MSA wurde zusammen mit SR 101 in der
hydrophilen Phase mit der lipophilen Phase aus Cyclohexan und dem Surfactant
P((E/B)-b-EO) vermischt (a). Dann wurde durch Ultraschall eine inverse (Wasser-in-
Ol) Miniemulsion erzeugt (b). Der Crosslinker Dinorbornen wurde hinzugefiigt und die
Miniemulsion zur Vernetzung der MSA-Moleklle mit UV-Licht (254 nm) bestrahlt (c).

SchlieB3lich wurde die Nanopartikelsuspension durch Zentrifugation aufgereinigt und



22

Uberschussiger Surfactant und Crosslinker entfernt (d). (Kersten, 2016, Piradashvili et
al., 2017, Piradashvili, 2018)
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Abb. 6: Synthese der MSA-Nanopartikel
adaptiert aus: (Piradashvili et al., 2015)

Die Nanopartikelsynthese flr Etanercept erfolgte analog nach der beschriebenen
Technik mit 100 pl einer Losung aus Etanercept (Enbrel®, Pfizer Pharma GmbH,
Berlin, Deutschland) konjugiert mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 594 (Alexa
Fluor™ 594 NHS-Ester (Succinimidylester), Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

Die Konjugation von Etanercept mit Alexa Fluor® 594 erfolgte nach Angaben des
Herstellers (Thermo Fisher Scientific, 2013) uber eine NHS-Ester-Markierung

(Konjugation durchgefiihrt von || | N und I 2us dem MPIP Mainz).

5.3 PPE

Die PPE-Implantate (MEDPOR, Stryker Craniomaxillofacial, Portage, Michigan, USA)
mit einer Porengrdl3e von 100 — 200 um wurden vor Beginn der Experimente bei 121°C
und 2,05 Bar fur 20 min dampfsterilisiert (Tuttnauer systec 5050 ELVD, Tuttnauer
Europe B.V., Breda, Niederlande). Nach der Sterilisation wiesen die Implantate keine
Strukturveranderungen auf und stichprobenartige Kontrollen zeigten keine
Kontamination mit Endotoxinen (QCL-1000™ Endpoint Chromogenic LAL Assay,

Lonza Group, Basel, Schweiz).

Die PPE-Implantate wurden per Dip-Coating mit unterschiedlichen Lésungen je nach

Versuchsgruppe beschichtet (s. Abb. 7).
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Abb. 7. PPE-Beschichtung per Dip-Coating*

Fir die Beschichtung mit SR 101 MSA-Nanopartikeln oder Etanercept MSA-
Nanopartikeln wurde eine Dispersion aus den aufgereinigten Nanopartikeln mit einem
Massenanteil von 0,75 % in Cyclohexan verwendet. Die PPE-Implantate der
Kontrollgruppen wurden entweder mit Sulforhodamin 101 in einer wassrigen Losung
(0,03 mg/ml) oder mit der beschriebenen L6sung des Etanercept-Konjugats
beschichtet (Beschichtung des PPE mit SR 101 und SR 101 Nano durchgefihrt von
B -us dem MPIP Mainz). Das PPE wurde beim Dip-Coating zehnmal mit
einer Geschwindigkeit von 4 cm/min in den Behalter mit der Losung herabgelassen.
Zwischen den einzelnen Beschichtungsvorgangen wurde jeweils eine zeitliche Pause
von 1:08 Minuten eingehalten, um die Miniemulsion trocknen zu lassen. Danach wurde
das PPE-Implantat um 180 Grad gedreht und der Vorgang analog wiederholt. Bei den
wassrigen Losungen wurden langere Pausen zum Trocknen eingehalten. (Kersten,
2016)

Die erfolgreiche Beschichtung wurde unter einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon
Eclipse TE-2000-U, Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland) tberprift. Anschlieend
wurde das PPE unter sterilen Bedingungen mit einem Skalpell in kleinere Teilstlicke

mit einer Grol3e von ca. 3 mm x 3mm x 0,25 mm zugeschnitten.
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5.4 Praparation der Riickenhautkammer

Das im Folgenden beschriebene Prozedere richtete sich nach unserem laborinternen
Leitfaden (Eckrich et al., 2015), der sich wiederum weitestgehend an der Methodik

nach Laschke et al. orientierte (Laschke et al., 2011).

Die Ruckenhautkammer (s. Abb.8) bestand
aus zwei Titanplatten mit einem runden
Fenster (d=11,2 mm), die spiegelbildlich
einander entsprachen. In den Platten
waren drei Bohrungen fur Schrauben sowie
mehrere kleinere Bohrungen angebracht,
die zur Fixierung der Kammer an der
Ruckenhaut per Einzelknopfnéhten
dienten.

In das Fenster wurde ein Deckglas mit

einem Durchmesser von 11,2 mm bis 12

mm und einer Dicke von 1 mm eingesetzt, Abb. 8: Aufbau der Rickenhautkammer
a) Sprengring, b) Deckglas
das uber einen Sprengring fixiert wurde. ¢) Titankammern, d) Muttern mit

. . Unterlegscheiben*
Zur Befestigung der  Titanplatten

aneinander wurden drei Schrauben (d=1,8 mm) mit entsprechenden Muttern und
Unterlegscheiben verwendet. Die zuséatzliche Mutter mit Unterlegscheibe an der Spitze

der Kammer verhinderte eine zu starke Kompression des Gewebes in der Kammer.

Vor Beginn der Chirurgie wurden die Tiere Uber eine intraperitoneal applizierte
Anasthesie aus 0,1 mg/g Ketamin (Ketanest, Pfizer Pharma GmbH, Berlin,
Deutschland) und 0,01 mg/g Xylazin (Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)
betaubt und fur die weitere Operation auf einen beheizten Kleintier-OP-Tisch (MEDAX,
GmbH & Co0.KG, 24537 Neumiinster, Deutschland) gelegt.

Zur Uberprifung einer suffizienten Anasthesie wurde unmittelbar vor Beginn der OP
der Ausfall von Stell-, Lid- und Zwischenzehenreflex verifiziert. Die Uberprifung der
Reflexe wurde auch wahrend der Operation regelmafig wiederholt, um eine dauerhaft
ausreichende Narkosetiefe sicherzustellen. Bei Bedarf wurde Ketamin nachdosiert.
Im weiteren Verlauf wurde aufgrund des Ausfalls des Lidreflexes Augensalbe
(Bepanthen, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) auf die Cornea appliziert, um diese
vor dem Austrocknen zu schutzen.

Im Anschluss wurden das Ruckenfell der Maus mit einem Rasierer (Remington
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Contour HD, Spectrum Brands, Middleton, Wisconsin, USA) auf ca. 1 mm Lange
geklrzt und dann die verbliebenen Haare mit Enthaarungscreme (Veet, Reckitt
Benckiser Deutschland GmbH, Heidelberg, Deutschland) entfernt. Nach Entfernung
der Haar- und Cremerickstande mit einer warmen Kompresse wurde die nun blanke
Ruckenhaut im OP-Gebiet mit Desinfektionsmittel (Kodan Tinktur forte farblos,
Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) gereinigt.

Nach Einwirken des Desinfektionsmittels wurde die Rickenhaut des Tieres mithilfe
einer gegenidberliegenden Lampe durchleuchtet und nach einem passenden
Gefalistrang in der hinteren Hautschicht gesucht. Die hintere Kammerhélfte wurde
sodann dem Gefal3plexus passend angehalten und kranial sowie kaudal dieses
Bereiches wurden zwei Haltefaden (Ethibond Excel 4-0, Ethicon GmbH, Norderstedt,
Deutschland) in der Haut platziert, um diese fir die weitere Prozedur aufzuspannen
(s. Abb. 9).

\ S
f
{

Abb. 9: Anbringen der Haltefaden nach Identifizierung des zu praparierenden Gefal3stranges*

Die hintere Titanplatte wurde nun mit zwei U-Nahten (Ethibond Excel 4-0, Ethicon
GmbH, Norderstedt, Deutschland) oben an der Hautfalte angenaht. Mithilfe einer
Strausskantle (d=1,8 mm; Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland) wurde der
Kanal fur die Schrauben gestochen und diese wurden durch das Gewebe zum
Operateur gefiihrt. Die beiden aul3eren Bohrungen auf jeder Seite der Kammer wurden
danach mit den mittlerweile obsoleten Haltefaden ebenfalls per U-Naht an der
Hautfalte fixiert.

Im Gegenlicht erfolgte eine Markierung des zuklnftigen Kammerfensters mit einem
hautvertraglichen Filzstift (Securline Skin Marker, Aspen Surgical Products, Caledonia,
Michigan, USA).

Unter dem Operationsmikroskop (ZEISS OPMI 1 FC, Carl Zeiss Meditec AG,
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Oberkochen, Deutschland) wurden Cutis, Subcutis, Panniculus carnosus sowie der
Musculus retractor costae entfernt, sodass der gegenuberliegende Panniculus
carnosus und die zugehorigen GefalRe freilagen. Um ein Austrocknen des
empfindlichen Gewebes zu verhindern, wurde das entsprechende Gebiet wahrend der
Praparation mit 0,9 % Natriumchloridldsung (NaCl 0,9%, B. Braun Deutschland GmbH
& Co. KG, Melsungen, Deutschland) betraufelt.

Zum Abschluss wurde die zweite Titanplatte mit einliegendem und fixiertem Deckglas
(d=11,8mm; Hecht Assistent, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim,
Deutschland) und Sprengring tber die beiden Schrauben an der anderen Halfte fixiert.
Das Kammerfenster gewéhrte nun einen direkten Blick auf den Gefal3plexus (s. Abb.
10).

Zum Schutz der Haut vor Lasionen wurden die unteren Kanten der Titanplatten mit

Fixierpflaster (Leukosilk, BSN medical GmbH, Hamburg, Deutschland) gepolstert.

£

Abb. 10: Transparente Rickenhautkammer nach Abschluss der Praparation*

Zwei Tage nach der Operation wurde das PPE-Implantat in die Rickenhautkammer
eingebracht.

Hierzu wurde die Maus in eine Plexiglasréhre mit einer Offnung zur Frischluftzufuhr
gesetzt und der Sprengring sowie das Deckglas entfernt. Das Gewebe im
Kammerfenster wurde erneut mit 0,9 % Natriumchloridlosung (NaCl 0,9%, B. Braun
Deutschland GmbH & Co. KG, Melsungen, Deutschland) angefeuchtet, das PPE-
Implantat unter lichtmikroskopischer Kontrolle (ZEISS OPMI 1 FC, Carl Zeiss Meditec
AG, Oberkochen, Deutschland) auf dem Panniculus carnosus Uber dem Gefal3plexus
platziert und die Kammer wieder verschlossen.

Beide Seiten des Kammerfensters wurden mit einem Stiick schwarzen Pappkartons

abgeklebt, auf dem zur Aul3enseite hin noch ein Stiick Aluminiumfolie befestigt wurde,
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um den Lichteinfluss auf die Rickenhautkammer und das PPE zu minimieren.
Im weiteren Verlauf des Versuches wurde die Rickenhautkammer taglich mit einem
Intravitalmikroskop (Olympus BXFM, Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland) beobachtet.

5.5 Intravitalmikroskopie

Zur intravitalen Mikroskopie wurden die Tiere in oben erwahnter Plexiglasréhre
immobilisiert, auf einer Plexiglasplatte fixiert und auf einem x-y-Prazisionstisch (MT
mot Messtisch mit Tango Desktop Steuereinheit und ERGODRIVE Bedienelement,
Marzhauser Wetzlar GmbH & Co. KG, Wetzlar, Deutschland) tber der Lichtquelle (X-
Cite exacte, Excelitas Technologies GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland)
platziert (s. Abb. 11).

Abb. 11: Intravitalmikroskopie*

Es wurde eine Gesamtaufnahme (Multi-Image-Array/MIA) der Rickenhautkammer in
50-facher Vergrof3erung mit der Mikroskopkamera (Olympus XM-10, Olympus Europa
SE & Co. KG, Hamburg, Deutschland) unter Verwendung eines Cy3-Filters
(Emissionswellenldnge 565 nm) angefertigt.

In jedem MIA wurden mit cellSens Dimension (Olympus Europa SE & Co. KG,
Hamburg, Deutschland) insgesamt neun ROIs (Regions of Interest) festgelegt.
Die ROI 1 beschreibt durch ein manuell angelegtes Polygon den Fotobereich des PPE-
Implantates und misst daher ca. 9 mmz2. Die restlichen ROIs wurden als Quadrate mit
einer Flache von 1 mm? angelegt. Die ROIs 2 bis 5 wurden im Gewebe unmittelbar um
das PPE herum platziert und die ROIs 6 bis 9 in weiter entfernten Bereichen der

Ruckenhautkammer mit einem minimalen Abstand zum PPE von 200 pm.
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Die Koordinaten der einzelnen ROIs wurden fir jedes Tier durch cellSens Dimension
bei der ersten Aufnahme gespeichert, sodass lUber den Messzeitraum die gleichen
Areale der Kammer analysiert wurden.

Die Fluoreszenzintensitat in den ROIls wurde in Form von ,arbitrary units* (AU), einer
relativen MalReinheit zur Darstellung des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensitat, auf
einer Skala von 0 bis 4095 erfasst (s. Abb. 12).

Der von cellSens Dimension angegebene Wert fir eine ROI entspricht dabei immer
dem Mittelwert der Fluoreszenzintensitat in dem definierten Areal.

Samtliche mit dem Mikroskop gemachten Aufnahmen wurden als Rohdateien im VSI

Format inklusive aller Metadaten gespeichert.

Abb. 12: Anordnung der ROIs und Messung der Fluoreszenzintensitéat (AU) in der Rickenhautkammer

5.6 Versuchsgruppen und Versuchsprotokoll

Die Versuchstiere wurden in insgesamt vier Gruppen, abhangig von der Beschichtung
des PPE, unterteilt:

1) PPE-Implantate beschichtet mit SR 101 (,SR nativ*)
2) PPE-Implantate beschichtet mit SR 101 MSA-Nanopartikeln (,SR nano)
3) PPE-Implantate beschichtet mit Etanercept (,Etanercept nativ®)

4) PPE-Implantate beschichtet mit Etanercept MSA-Nanopartikeln (,Etanercept

nano*)
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In der Gruppe ,, SR nativ“ waren am Ende der Versuchsreihe die Rickenhautkammern
von neun Mausen auswertbar, in den anderen drei Gruppen gingen jeweils acht Tiere

in die Auswertung ein.

Der Messzeitraum mit dem Intravitalmikroskop erstreckte sich Uber insgesamt zehn
Tage (s. Abb. 13). Zwei Tage nach der operativen Anlage der transparenten
Ruckenhautkammer wurde das PPE in die Kammer implantiert.

Ab dem Zeitpunkt der Kammerpraparation wurde jeden Tag der Allgemeinzustand
sowie das Fress-, Putz- und Schlafverhalten der Tiere und das Kammerfenster

Uberpruft. Eventuelle Auffalligkeiten sowie das Korpergewicht wurden téaglich

dokumentiert.

Préparation der | Implantation des
Kainines PPE Versuchsende
| I T s Y s O N o A

Tag-1 Tag0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10

gl

‘ Intravitale Fluocreszenzmikroskopie |

Abb. 13: Schema zum Versuchsablauf

In laborinternen Vorversuchen zeigte sich, dass eine Belichtungszeit von 50 ms bei
dem gewahlten Cy3-Filter und Sulforhodamin 101 fir eine bestmdégliche Aufnahme
sorgt. Langere Belichtungszeiten fuhrten vor allem in den ersten Tagen der Messreihe
zu Uberbelichteten und dadurch schwer auswertbaren Bildern. Kuirzere
Belichtungszeiten hingegen verursachten insbesondere in der zweiten Messhélfte
schwach belichtete Fotos und eine dadurch schwer zu quantifizierende
Fluoreszenzintensitat, weil diese sich kaum noch von der Fluoreszenzintensitat der

Kammer (Hintergrundfluoreszenz) abhoben.

Vor PPE-Implantation wurde fur jede Maus bei einer Belichtungszeit von 50 ms eine
Ubersichtsaufnahme der Riickenhautkammer gemacht, um die Fluoreszenzintensitat

der Kammer zu quantifizieren.

Nach Implantation des PPE wurde Uber den Messzeitraum von zehn Tagen taglich bei
jeder Maus sowohl ein MIA mit 50 ms Belichtungszeit als auch ein MIA mit 10 ms
Belichtungszeit zum Vergleich angefertigt, wobei die erste Aufnahme unmittelbar
nachdem das PPE in der Kammer platziert wurde entstand.
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Da interne Vorversuche aul3erdem einen raschen Abfall der Fluoreszenzintensitat bei
Gruppe 1 vermuten lieen, wurden sowohl bei Gruppe 1 (,SR nativ“) als auch bei
Gruppe 2 (,SR nano®) funf Aufnahmen innerhalb der ersten Stunde nach Implantation
des Kunststoffs in die Kammer durchgefihrt. Diese MIAs entstanden
dementsprechend direkt nach Positionierung des PPE in der Riickenhautkammer und

dann im Abstand von 15 Minuten bei einer Belichtungszeit von 50 ms.

5.7 Statistik

Zur Erfassung der erhobenen Daten wurde Microsoft®Excel® aus Microsoft® Office
365 ProPlus eingesetzt.

Fur die im Folgenden beschriebene statistische Analyse wurde R 3.4.2 durch Nutzung
von ImerTest und ggplot2 verwendet (Berechnungen durchgefihrt von || aus
dem Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) Mainz).

Fur die statistische Analyse der Unterschiede im zeitlichen Verlauf der
Fluoreszenzintensitat zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurde ein lineares
gemischtes Modell angewandt.

Als feste Effekte wurden die Versuchsgruppe, die Zeit seit Versuchsbeginn und die
Interaktion zwischen Versuchsgruppe und Zeit festgelegt. Da die Versuchsgruppe wie
beschrieben durch die Art der Oberflachenbeschichtung des PPE bestimmt wird,
kbnnen so Unterschiede des Einflusses der Beschichtung auf die

Fluoreszenzintensitat quantifiziert und miteinander verglichen werden.

Da wiederholte Messungen des gleichen Subjekts Uber einen zeitlichen Verlauf, in
diesem Fall die Fluoreszenzintensitat jeder Maus Uber 10 Tage, haufig stark
korrelieren, muss diese Korrelation auch statistisch beriicksichtigt werden.

In dem gemischten Modell werden daher zusatzlich zu den festen Effekten zuféllige
Effekte eingesetzt. Fur die subjektabhangigen Effekte (die Korrelation jeder Maus mit
sich selbst) wird ein zufalliger y-Achsenabschnitt hinzugefigt. Fur jede
Regressionskonstante wird weiterhin ein entsprechender zufalliger
Steigungskoeffizient berechnet, der die zeitabhangigen Effekte (die Korrelation der

Tage untereinander pro Maus) ausdrtickt.

Die Fluoreszenzintensitat wurde separat fur die ROI 1, die ROIs 2 bis 5 und die ROls
6 bis 9 entsprechend den unterschiedlichen Abstdnden der ROIs vom Implantat
innerhalb der Ruckenhautkammer analysiert. Bei den ROIs 2 bis 5 und den ROIs 6 bis

9 wurde vor der weiteren Analyse fur jede Aufnahme jeweils ein Mittelwert aus den
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vier gemessenen Fluoreszenzintensitdten gebildet. Diese Mittelwerte wurden in der
weiteren Arbeit als ,ROI 2-5% und ,ROI 6-9* bezeichnet.

Zum Ausgleich von unterschiedlichen Konzentrationen der fluoreszierenden
Substanzen auf der PPE-Oberflache und daraus resultierenden Unterschieden in der
Fluoreszenzintensitat, wurden anstatt der absoluten Fluoreszenzintensitat (FI/AU)
relative Werte fir die Analyse (FI/%) verwendet. Die relative Fluoreszenzintensitat der
einzelnen Mause wurde berechnet, indem die Fluoreszenzintensitat des jeweiligen
Tags durch die Fluoreszenzintensitat an Tag 1 dividiert wurde. Dies erfolgte
logischerweise getrennt fur die ROI 1 sowie fur die Mittelwerte der ROI 2-5 und der
ROI 6-9. Die Messwerte wurden in Prozent ausgedriickt; jede Maus zeigte folglich an
Tag 1 eine Fluoreszenzintensitat von 100 %.

In der Auswertung der Messwerte aus Stunde 1 wurde analog verfahren und die
Fluoreszenzintensitat relativ zu Minute O dargestellt.

Die Verwendung der relativen Fluoreszenzintensitat gegentber den absoluten Werten
sichert aulRerdem eine bessere Normalverteilungs- und Linearitatsannahme fir das

lineare gemischte Modell und gleichzeitig eine bessere Interpretation der Schatzer.

Zur korrekten Anwendung des linearen gemischten Modells muss ein annéhernd
linearer Verlauf Gber den untersuchten Zeitraum gegeben sein. Insbesondere bei der
Gruppe "SR nativ" unterschied sich der Verlauf der Fluoreszenzintensitat von
Tag 1-2 jedoch deutlich von Tag 2-10, sodass die geforderte Linearitat nicht erftllt war.
Daher wurde das lineare gemischte Modell fir Tag 1-2 und Tag 2-10 fur alle
Versuchsgruppen separat angewandt, um die Vergleichbarkeit untereinander und die
Konsistenz der Methodik zu gewahrleisten. Fir die Analyse der ersten Stunde nach
Implantation war ein anndhernd linearer Verlauf der Messwerte gegeben und der

Zeitraum konnte folglich geschlossen untersucht werden.

Da Effekte der Nanopartikel primar im Implantat (ROI 1) zu erwarten waren und erst
sekundar in den anderen Bereichen der Kammer (ROI 2-5 und ROI 6-9), befasste sich

die konfirmatorische Analyse der Messwerte mit folgenden Fragestellungen:

1. Besteht im Verlauf der Fluoreszenzintensitat Uber zehn Tage in der ROI 1 bei
einer Belichtungszeit von 50 ms ein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen ,SR nativ“ und ,SR nano*?
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2. Besteht im Verlauf der Fluoreszenzintensitat in der ersten Stunde in der ROI 1
bei einer Belichtungszeit von 50 ms ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen ,SR nativ® und ,SR nano“?

3. Besteht im Verlauf der Fluoreszenzintensitéat Uber zehn Tage in der ROI 1 bei
einer Belichtungszeit von 50 ms ein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen ,Etanercept nativ* und ,Etanercept nano“?

Jede Fragestellung wurde durch die Nullhypothese Ho: Binterakion = 0 und die
Alternativhypothese Hi: Binterakion # O beschrieben. Binwerakion bezeichnete den
Unterschied im Steigungskoeffizienten der Regressionsgeraden zwischen zwei
Gruppen oder anders ausgedrickt den Unterschied im Verlauf der
Fluoreszenzintensitat mit der Zeit.

Da Frage 1 und Frage 3 sowohl im Zeitintervall Tag 1-2 als auch im Zeitintervall Tag
2-10 untersucht wurden, ergaben sich fir alle drei Fragestellungen insgesamt funf
Hypothesen.

Das globale Signifikanzniveau von 5 % wurde deshalb mit der Bonferroni-Korrektur in
funf lokale Signifikanzniveaus von 1 % aufgeteilt. Demnach wurde jede Nullhypothese
abgelehnt, falls fur ihren entsprechenden p-Wert p < 0,01 galt und infolgedessen der
Unterschied im Verlauf der Fluoreszenzintensitat als ,signifikant” deklariert. Zu allen p-

Werten wurde das entsprechende 99% Konfidenzintervall angegeben.

In der explorativen Analyse wurden die aufgefuhrten Fragestellungen analog fur die
restlichen ROIs und fir die Belichtungszeit von 10 ms besprochen. Da diese
Betrachtungen nur dem besseren Verstandnis dienten und nicht zur Beantwortung der
Hauptfragestellung herangezogen wurden, wurde keine Anpassung der
Signifikanzniveaus aufgrund multipler Tests vorgenommen. Die angegebenen p-Werte
sind lediglich explorativ zu verstehen. Zu allen p-Werten wurde das entsprechende 95

% Konfidenzintervall angegeben.

In der gesamten statistischen Analyse wurden die Schatzer fur die y-Achsenabschnitte
und fur die Geradensteigung auf die zweite Nachkommastelle und die p-Werte auf die

dritte Nachkommastelle gerundet angegeben.
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6. Ergebnisse

In der folgenden Vorstellung der Ergebnisse wurden exemplarisch die
intravitalmikroskopischen ~ Aufnahmen je  einer  Rickenhautkammer  pro
Versuchsgruppe abgebildet. Die statistische Analyse bezog sich jeweils auf die
gesamte Versuchsgruppe.

Um die Vergleichbarkeit und Verstandlichkeit der Diagramme zu erhéhen wurde eine
einheitliche Skalierung verwendet. Dies fuihrte bei einigen Diagrammen dazu, dass
einzelne Messwerte graphisch nicht mehr dargestellt werden kbnnen und wurde unter
dem entsprechenden Diagramm vermerkt. Diese Messwerte und ihr Einfluss wurden

dennoch in der statistischen Analyse sowie im Kurvenverlauf beriicksichtigt.

Die gemessene absolute Fluoreszenzintensitat der einzelnen Versuchstiere wurde aus
Grunden der Ubersichtlichkeit im Anhang (s. 10.3, 10.4, 10.5 und 10.6) aufgefiihrt, die
Darstellung in diesem Kapitel erfolgte in Boxplots getrennt nach Versuchsgruppen.
Auch die statistische Analyse in Form von Boxplots, Diagrammen und Tabellen der
Messwerte bei der Belichtungszeit von 10 ms sind im Anhang (s. 10.1 und 10.2) zu
finden, der Vergleich zu dem Datensatz bei 50 ms Belichtungszeit fand in Textform

statt.

6.1 Absolute Fluoreszenzintensitat

Fur einen ersten Uberblick (ber die erhobenen Daten wurden die Boxplots der
absoluten Fluoreszenzintensitat der vier Versuchsgruppen bei 50 ms Belichtungszeit
betrachtet, getrennt nach der ROI 1, der ROI 2-5 und der ROI 6-9, jeweils reprasentativ

fur die verschiedenen Distanzen vom implantierten PPE.

Die Boxplots an Tag O stellen fur die jeweiligen Versuchsgruppen die
Fluoreszenzintensitat in der Kammer vor Implantation des PPE dar. Die Werte fur die
Fluoreszenzintensitat (die Hintergrundfluoreszenz der Kammer) lagen Uber alle
Versuchsgruppen und alle ROls verteilt zwischen 4 und 136 AU, der Median betrug 36
AU.

6.1.1 ROI1
Die Fluoreszenzintensitat in der ROI 1 (s. Abb. 14), der Bereich der Kammer in dem
sich das PPE-Implantat befand, zeigte sowohl eine gruppenibergreifende als auch

eine gruppenimmanente Streuung der Messwerte.
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Bei der Betrachtung des Medians war die Fluoreszenzintensitat der Gruppe ,SR nano*
Uber den Versuchszeitraum am intensivsten (Tag 1: Median 4095 AU, Maximum 4095
AU, Minimum 4095 AU), gefolgt von ,Etanercept nano“ (Tag 1. Median 4081 AU,
Maximum 4095 AU, Minimum 4002 AU), ,Etanercept nativ* (Tag 1: Median 3918 AU,
Maximum 4083 AU, Minimum 3173 AU) und ,SR nativ* (Tag 1: Median 3594 AU,
Maximum 4095 AU, Minimum 507 AU).

In allen vier Versuchsgruppen war die Fluoreszenzintensitat an Tag 1
(Ausgangsfluoreszenz) um ein Vielfaches héher als die Hintergrundfluoreszenz der
Kammer und damit klar von ebendieser abgrenzbar. Dies galt auch fur den Zeitraum
von Tag 2 bis Tag 10, lediglich die Gruppe ,SR nativ‘ zeigte ab Tag 2
Fluoreszenzintensitaten im Bereich der Hintergrundfluoreszenz. Die
Fluoreszenzintensitat in jeder Versuchsgruppe sank nach Implantation des PPE mit

fortschreitender Zeit ab.
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Abb. 14: Boxplots ROI 1, 50 ms
Fluoreszenzintensitat in arbitrary units (FI/AU), Zeit in Tagen (t/d)
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6.1.2 ROI 2-5

Fur die Fluoreszenzintensitat in der ROI 2-5 (s. Abb. 15), der Bereich der Kammer in

direkter Umgebung des Implantats, zeigten sich insgesamt niedrigere Messwerte als
in der ROI 1.

Der Median nahm bei ,SR nano die grofdten (Tag 1: Median 3418 AU, Maximum 4095
AU, Minimum 1908 AU) und bei ,SR nativ® die niedrigsten Messwerte an (Tag 1:
Median 976 AU, Maximum 4094 AU, Minimum 83 AU). Bei ,Etanercept nano® (Tag 1:
Median 1852 AU, Maximum 3823 AU, Minimum 864 AU) und ,Etanercept nativ‘ (Tag
1: Median 1417 AU, Maximum 3110 AU, Minimum 551 AU) zeigten sich tber den
Versuchszeitraum teils in der einen und teils in der anderen Gruppe héhere Werte fur
den Median der Fluoreszenzintensitat.

Die Messwerte der ROI 2-5 hoben sich ebenfalls von der Hintergrundfluoreszenz der
Kammer ab. Die Ausnahme bildete wie bei der ROl 1 ,SR nativ* zwischen Tag 2 und
Tag 10. Mit fortschreitender Versuchszeit konnten auch in der ROI 2-5 eine sinkende

Fluoreszenzintensitat beobachtet werden.
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Abb. 15: Boxplots ROI 2-5, 50 ms

Fluoreszenzintensitat in arbitrary units (FI/AU), Zeit in Tagen (t/d)
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6.1.3 ROI 6-9

Die Boxplots der vier Versuchsgruppen fir die Fluoreszenzintensitat in der ROI 6-9 (s.

Abb. 16), Kammerbereiche in weiterer Entfernung vom PPE-Implantat, zeigten im
Vergleich zu der ROI 1 und der ROl 2-5 die niedrigsten Messwerte. Die
Fluoreszenzintensitat von ,SR nano® (Tag 1: Median 412 AU, Maximum 1570 AU,
Minimum 62 AU), ,SR nativ® (Tag 1: Median 252 AU, Maximum 2259 AU, Minimum 50
AU), ,Etanercept nano® (Tag 1: Median 276 AU, Maximum 2262 AU, Minimum 66 AU)
und ,Etanercept nativ* (Tag 1: Median 414 AU, Maximum 1612 AU, Minimum 78 AU)
bewegte sich teilweise im Bereich der Hintergrundfluoreszenz der Kammer. Von einer

weiteren statistischen Auswertung der ROI 6-9 wurde daher abgesehen.
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Abb. 16: Boxplots ROI 6-9, 50 ms
Fluoreszenzintensitat in arbitrary units (FI/AU), Zeit in Tagen (t/d)

6.1.4 Absolute Fluoreszenzintensitat 10 ms

Die absolute Fluoreszenzintensitat in der ROI 1, der ROI 2-5 und der ROI 6-9 bei einer
Belichtungszeit von 10 ms zeigte niedrigere Messwerte als bei 50 ms Belichtungszeit,

wies aber die gleichen Verteilungscharakteristika wie die in 6.1.1, 6.1.2 und 6.1.3



beschriebenen Boxplots auf (s. Anhang 10.1).

Die Hintergrundfluoreszenz der Kammer wurde bei 10 ms Belichtungszeit nicht
gemessen, weil diese Messreihe lediglich zum Vergleich diente. Da bei einer Maus
aus ,SR nativ® und bei zwei Mausen aus ,SR nano“ keine Aufnahmen bei 10 ms

Belichtungszeit vorlagen, war der Stichprobenumfang verringert.

6.2 Sulforhodamin 101

Zur Quantifizierung des Verlaufs der Fluoreszenzintensitat und zum Vergleich der

Versuchsgruppen wurden wie bereits beschrieben bei allen Messreihen aufgrund
unterschiedlicher Ausgangsfluoreszenz die Messwerte relativiert und wegen des
Verlaufs der Gruppe ,SR nativ‘ der Versuchszeitraum in Tag 1-2 und Tag 2-10

aufgegliedert.

6.2.1 Fluoreszenzintensitat tiber 10 Tage 50 ms

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitat Gber zehn Tage in den Gruppen ,.SR nativ® und
SR nano“ zeigt bei 50 ms Belichtungszeit bei Betrachtung der Aufnahmen des
Intravitalmikroskops Unterschiede (s. Abb. 17).

1

Abb. 17: Intravitalmikroskopische Aufnahmen SR 101 (50 ms) Uber zehn Tage
SR nativ (oben) und SR nano (unten)
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In  dem linearen gemischten Modell betrdgt im  Diagramm  zum
Fluoreszenzintensitatsverlauf (s. Abb. 18) der Schatzer fur den y-Achsenabschnitt im
Zeitraum von Tag 1-2 100%, da die lineare Funktion durch die Verwendung der
relativen Messwerte fir beide Gruppen an Tag 1 bei 100 % beginnt. ,SR nativ® weist
fur Tag 1-2 einen Schatzer der Geradensteigung von -92,78 %/Tag auf, die
Fluoreszenzintensitat fallt dementsprechend um 92,78 % von Tag 1 auf Tag 2. ,SR
nano“ fallt lediglich um 0,75 % ab, daher ergibt sich eine Differenz der
Geradensteigungen von 92,03 %/Tag, die statistisch signifikant ist (p<0,001).

Im Zeitraum von Tag 2-10 wird fur den y-Achsenabschnitt ein Schatzer von 6,17 % bei
~OR nativ und von 9588 % bei ,SR nano“ errechnet. Der Schéatzer der
Geradensteigung betragt -0,22 %/Tag fur die Gruppe ,SR nativ und -3,98 %/Tag fur
»SR nano“, die Differenz von -3,76 %/Tag ist ebenfalls statistisch signifikant (p=0,008).
In dem verwendeten linearen gemischten Modell haben die berechneten Differenzen
der Geradensteigungen hinsichtlich des Vorzeichens folgende Bedeutung:

Ein positives Vorzeichen der Differenz wie 92,03%/Tag von Tag 1-2 zeigt einen
schnelleren Abfall der Fluoreszenzintensitat in der Gruppe ,SR nativ®. Ein negatives
Vorzeichen wie -3,76%/Tag markiert einen schnelleren Fluoreszenzintensitatsabfall in
der Gruppe ,SR nano®. Beides ist gleichzeitig auch im Kurvenverlauf erkennbar. ,SR
nano® fallt von Tag 2-10 schneller ab, da ,SR nativ* sich kaum noch verandert und wie

in 6.1.1 beschrieben auf dem Niveau der Hintergrundfluoreszenz liegt.

Fll%

Tag 1-2 Schétzer | 0,5% KI | 99,5% KI
' . b 100,00 98,06 101,94
SR nativ
15t m -92,78 -95,52 -90,04
b 100,00 98,06 101,94
SR nano
! m -0,75 -3,66 2,16
. Differenz —m 92,03 88,03 96,03
100 Grup:: . p 01000
SRnano Tag 2-10 Schétzer | 0,5% KI | 99,5% KI
SR nativ b 6,17 0,44 11,91
m -0,22 -2,49 2,05
b 95,88 89,79 101,96
SR nano
m -3,98 -6,39 -1,57
Differenz —m -3,76 -7,06 -0,45
3 vd ] 0,008

Abb. 18: Fluoreszenzverlauf ,SR nativ® und ,SR nano“ in ROI 1, 50 ms
Relative Fluoreszenzintensitat in Prozent (F1/%), Zeit in Tagen (t/d) [Diagramm links]
Schétzer sowie Konfidenzintervalle (KI) fur den y-Achsenabschnitt (b) in Prozent und fir die
Geradensteigung (m) in Prozent/Tag; ,p“ bezeichnet den p-Wert der Differenz der Geradensteigungen
[Tabelle rechts]
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Die erste Fragestellung kann folglich damit beantwortet werden, dass im zeitlichen
Verlauf der Fluoreszenzintensitat (der Geradensteigung) Uber zehn Tage in der ROI 1
bei einer Belichtungszeit von 50 ms zwischen den Versuchsgruppen ,SR nativ* und

»SR nano” ein signifikanter Unterschied besteht.

In der Analyse der ROl 2-5 (s. Abb. 19) zeigen die Schatzer einen Abfall der
Fluoreszenzintensitat von 89,11 %/Tag (Tag 1-2) und von 0,09 %/Tag (Tag 2-10) fur
»SR nativ®. Bei ,SR nano* fallt die Fluoreszenzintensitat um 13,63 %/Tag (Tag 1-2) und
um 8,26 %/Tag (Tag 2-10).

Die Differenz der Geradensteigungen betragt von Tag 1-2 75,49 %/Tag (p<0,001) und
von Tag 2-10 -8,17 %/Tag (p<0,001).

Die Differenz der Geradensteigungen der Versuchsgruppen ist in Relation zu der ROI
1 von Tag 1-2 (92,03 %/Tag) weniger stark ausgepréagt und von Tag 2-10 (-3,76
%/Tag) starker ausgepragt, da ,SR nano® in der ROI 2-5 schneller abfallt.

Fl/%

Tag 1-2 Schatzer | 2,5% Kl | 97,5% Kl
' . b 100,00 92,02 107,98
SR nativ
m -89,11 -100,40 -77,83
b 100,00 92,02 107,98
SR nano
1 m -13,63 -25,59 -1,66
Differenz m 75,49 59,04 91,94
. p 0,000
SR nano Tag 2-10 Schatzer | 2,5% Kl | 97,5% Kl
SR nativ b 10,03 -4,00 24,06
m -0,09 -1,34 1,16
b 71,48 56,60 86,36
SR nano
m -8,26 -9,59 -6,93
. m -8,17 -9,99 -6,34
Differen : : :
. . ! [ 0,000

Abb. 19: Fluoreszenzverlauf ,SR nativ“ und ,SR nano” in ROI 2-5, 50 ms
Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 18
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6.2.2 Fluoreszenzintensitat tiber 10 Tage 10 ms

Bei einer Belichtungszeit von 10 ms zeigen die Aufnahmen der Fluoreszenzintensitat

Uber zehn Tage ebenfalls Unterschiede zwischen ,SR nativ‘ und ,SR nano“ (s. Abb.
20).

Abb. 20: Intravitalmikroskopische Aufnahmen SR 101 (10 ms) Uber zehn Tage
SR nativ (oben) und SR nano (unten)

In der quantitativen Analyse der Fluoreszenzintensitat (s. Anhang 10.2) unterscheiden
sich die Schatzer fur die Geradensteigungen bei 10 ms um weniger als 5 %/Tag von
denen bei 50 ms. Eine Ausnahme stellt die Geradensteigung von ,SR nano“ von Tag
1-2 sowohl in der ROI 1 als auch in der ROI 2-5 dar:

,SOR nano® féallt von Tag 1-2 in der ROl 1 mit 18,43 %/Tag im Vergleich zu den
beschriebenen 0,75 %/Tag bei 50 ms ab. Dadurch verringert sich die Differenz der
Geradensteigungen der Versuchsgruppen bei 10 ms zu 74,81 %/Tag (p<0,001) von
92,03 %/Tag (p<0,001) bei 50 ms.

In der ROI 2-5 steigt ,SR nano® von Tag 1-2 bei 10 ms mit 11,95 %/Tag, wohingegen
die Fluoreszenzintensitat bei 50 ms mit 13,63 %/Tag fallt. Die Differenz der
Geradensteigungen zwischen ,SR nativ‘ und ,SR nano*“ betragt bei 10 ms daher
101,02 (p=<0,001) im Vergleich zu 75,49 (p<0,001) bei 50 ms.
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6.2.3 Fluoreszenzintensitat in Stunde 1

Fur die Gruppen ,SR nativ“ und ,SR nano” wurde auch die Fluoreszenzintensitat in der

ersten Stunde nach Implantation des PPE bei einer Belichtungszeit von 50 ms

gemessen (s. Abb. 21).

Abb. 21: Intravitalmikroskopische Aufnahmen SR 101 (50 ms) in Stunde 1
SR nativ (oben) und SR nano (unten)

In der ROI 1 zeigt die Fluoreszenzintensitat der Gruppe ,SR nativ* wahrend der ersten
Stunde nach Implantation einen Abfall von 0,44 % pro Minute, wohingegen die
Fluoreszenzintensitat bei ,SR nano“ weder steigt noch abfallt (m=0) (s. Abb. 22). Die
Differenz der Geradensteigungen der beiden Gruppen von 0,44 %/min ist statistisch
signifikant (p=0,007).

Fli%

Stunde 1 Schatzer | 0,5% Kl | 99,5% KI
. b 97,43 95,04 99,81

R ) ) )
e R DAYV 20,44 20,69 0,18
w0 b 100,00 97,47 102,53
m 0,00 -0,27 0,27
. m 0,44 0,06 0,81

50 Differenz o 0.007

15 30 45 60 t/min

Abb. 22: Fluoreszenzverlauf ,SR nativ“ und ,SR nano® in ROI 1, 50 ms, Stunde 1
Relative Fluoreszenzintensitét in Prozent (FI1/%), Zeit in Minuten (t/min) [Diagramm links]
Schéatzer sowie Konfidenzintervalle (KI) fir den y-Achsenabschnitt (b) in Prozent und fir die
Geradensteigung (m) in Prozent/Minute; ,p“ bezeichnet den p-Wert der Differenz der
Geradensteigungen [Tabelle rechts]
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Die zweite Fragestellung kann daher damit beantwortet werden, dass im Verlauf der
Fluoreszenzintensitat in der ersten Stunde in der ROI 1 bei einer Belichtungszeit von
50 ms ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,SR nativ* und ,SR nano”
besteht.

In der ROI 2-5 weist ,SR nativ* einen Abfall von 0,46% der Fluoreszenzintensitat pro
Minute auf, im Gegensatz dazu steigt die Fluoreszenzintensitat der Gruppe ,SR
nano“ pro Minute um 0,10 %. Die Differenz der Geradensteigungen betragt folglich
0,56 %/min (p=0,002).

Die beiden Versuchsgruppen unterscheiden sich in der ersten Stunde folglich in der

ROI 2-5 etwas starker im Fluoreszenzintensitatsabfall als in der ROI 1.

Fll%

Stunde 1 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% K
SR nativ 2 100,46 97,60| 103,32
— m -0,46 -0,69 -0,24
sy [0 b 103,15  100,12| 106,19
m 0,10 -0,14 0,34
. m 0,56 0,23 0,89

50 Differenz o 0.002

G0 tmin

Abb. 23: Fluoreszenzverlauf ,SR nativ“ und ,SR nano” in ROI 2-5, 50 ms, Stunde 1
Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 22
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6.3 Etanercept

Analog zu der Analyse von Sulfornodamin 101 wurden auch bei Etanercept wie
beschrieben die Messwerte relativiert und der Versuchszeitraum in Tag 1-2 und Tag

2-10 aufgegliedert.

6.3.1 Fluoreszenzintensitat tiber 10 Tage 50 ms

Fir die Gruppen ,Etanercept nativ‘ und ,Etanercept nano“ wurden ebenfalls

intravitalmikroskopische Aufnahmen angefertigt (s. Abb. 24).

Abb. 24: Intravitalmikroskopische Aufnahmen Etanercept (50 ms) tUber zehn Tage
Etanercept nativ (oben) und Etanercept nano (unten)

Die statistische Analyse (s. Abb. 25) zeigt fir den Abfall der Fluoreszenzintensitat in
der ROI 1 von Tag 1-2 fur die Gruppe ,Etanercept nativ® einen Schatzer von
24,25%/Tag und fir ,Etanercept nano“ von 7,75 %/Tag. Die Differenz von 16,50 %/Tag
ist allerdings statistisch nicht signifikant (p=0,091).

Im Zeitraum von Tag 2-10 fallt ,Etanercept nativ* mit 5,75 %/Tag weniger steil als zuvor
ab, die Fluoreszenzintensitdt von ,Etanercept nano® sinkt mit 5,27 %/Tag auch

langsamer als am ersten Tag. Der Unterschied im zeitlichen Verlauf des Abfalls ist
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infolgedessen geringer als von Tag 1-2, betréagt 0,48 %/Tag und ist statistisch ebenfalls

nicht signifikant (p=0,646).

Fll%

Tag 1-2 Schatzer | 0,5% Kl | 99,5% KI
' Etanercept| b 100,00 88,03 111,97
nativ m -24,25 -41,18 -7,32
Etanercept| b 100,00 88,03 111,97
nano m 7,75 -24,68 9,18
. . bifferenz T 16,50 7,44 40,44
A S S Gruppe p 0,091
it LE b - Tag 2-10 Schatzer | 0,5% KI | 99,5% Kl
i ‘, - "—— - - : Etanercept| b 74,25 55,84 92,66
Lo b T nativ m -5,75 -7,69 -3,81
oL Etanercept| b 92,74 7433 111,15
H nano m -5,27 -7,21 -3,33
_ m 0,48 -2,27 3,23
: . Differenz o 0.646

Abb. 25: Fluoreszenzverlauf ,Etanercept nativ‘ und ,Etanercept nano”in ROI 1, 50 ms
Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 18

Die dritte Fragestellung kann daher damit beantwortet werden, dass im Verlauf der
Fluoreszenzintensitat tber zehn Tage in der ROI 1 bei einer Belichtungszeit von 50
ms kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,Etanercept nativ® und

,Etanercept nano“ besteht.

In der ROI 2-5 (s. Abb. 26) fallt die Fluoreszenzintensitat der Gruppe ,Etanercept nativ”
zuerst mit 15,63 %/Tag von Tag 1-2 und dann mit 7,53 %/Tag von Tag 2-10 ab. In der
Versuchsgruppe ,Etanercept nano® sinkt die Fluoreszenzintensitat von Tag 1-2 mit
55,63%/Tag und von Tag 2-10 mit 3,44 %/Tag. Die Differenz der Versuchsgruppen im
Abfall der Fluoreszenzintensitat ergibt sich somit als -40,00%/Tag (p=0,134) von Tag
1-2 und als 4,09%/Tag (p=0,145) von Tag 2-10. Im Kontrast zu der ROI 1 fallt von Tag
1-2 folglich ,Etanercept nano“ starker ab als ,Etanercept nativ®, von Tag 2-10 sinkt die
Fluoreszenzintensitat wie in der ROl 1 bei ,Etanercept nano“ langsamer als bei

,Etanercept nativ®.
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Tag 1-2 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% KI
Etanercept| b 100,00 75,52 124,48
nativ m -15,63 -50,25 19,00
Etanercept| b 100,00 75,52 124,48
nano m -55,63 -90,25 -21,00
Differenz m -40,00 -88,96 8,96
p 0,134
Tag 2-10 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% KI
Etanercept| b 67,57 35,19 99,96
nativ m -7,53 -11,19 -3,86
Etanercept| b 36,67 4,29 69,06
nano m -3,44 -7,10 0,23
. m 4,09 -1,10 9,27
Differenz o 0.145

Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 18
Im Diagramm fehlen aufgrund der einheitlichen Skalierung zwei Messwerte der Gruppe ,Etanercept
nativ“: 239,45 % an Tag 2 und 228,95 % an Tag 3

6.3.2 Fluoreszenzintensitat tber 10 Tage 10 ms

Abb. 26: Fluoreszenzverlauf ,Etanercept nativ‘ und ,Etanercept nano“ in ROI 2-5, 50 ms

Die Fluoreszenzintensitat der Gruppen ,Etanercept nativ® und ,Etanercept nano*

wurde bei einer Belichtungszeit von 10 ms analog zu 50 ms gemessen (s. Abb. 27).

Abb. 27: Intravitalmikroskopische Aufnahmen Etanercept (10 ms) Uber zehn Tage
Etanercept nativ (oben) und Etanercept nano (unten)
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Die statistische Analyse der Fluoreszenzintensitat bei 10 ms (s. Anhang 10.2) zeigt bei
den Geradensteigungen einen Unterschied der Schéatzer von weniger als 5 %/Tag
verglichen mit dem Datensatz bei 50 ms Belichtungszeit. Starker weichen lediglich
zwei Messwerte ab:

In der ROI 1 fallt die Fluoreszenzintensitat von ,Etanercept nano“ von Tag 1-2 mit
49,94%/Tag ab, bei 50 ms wird nur ein Abfall von 7,75 %/Tag errechnet. Die Differenz
der Geradensteigungen zwischen den Versuchsgruppen betragt daher -20,72 %/Tag
(p=0,231) anstatt 16,50 %/Tag (p=0,091), ,Etanercept nano“ fallt bei 10 ms
Belichtungszeit folglich schneller als ,Etanercept nativ*.

In der ROI 2-5 verandert sich der Fluoreszenzintensitatsabfall von Tag 1-2 der Gruppe
,=Etanercept nativ“ von 15,63 %/Tag bei 50 ms zu 5,71 %/Tag bei 10 ms. Die Differenz
der Geradensteigungen andert sich aus diesem Grund von -40,00 %/Tag (p=0,134)
bei 50 ms zu -51,57 %/Tag (p=0,182) bei 10 ms.

6.4 Sulforhodamin 101 und Etanercept

Aufgrund des Verlaufs der Fluoreszenzintensitat bei der niedermolekularen Substanz
Sulforhodamin 101 und der hochmolekularen Substanz Etanercept wurden die
Unterschiede zwischen den Gruppen ,.SR nativ® und ,Etanercept nativ“ noch explorativ
statistisch analysiert. Die Differenzen der Schatzer der Geradensteigungen betragen
bei 50 ms Belichtungszeit in der ROI 1 von Tag 1-2 68,53 %/Tag (p<0,001) und von
Tag 2-10 -5,53 %/Tag (p<0,001) sowie in der ROI 2-5 von Tag 1-2 73,48 %/Tag
(p=0,005) und von Tag 2-10 -7,44 %/Tag (p=0,008). Bei 10 ms Belichtungszeit
entsprechen die Differenzen der Geradensteigungen in der ROI 1 von Tag 1-2 64,01
%/Tag (p<0,001) und von Tag 2-10 -5,69 %/Tag (p=0,004) sowie in der ROI 2-5 von
Tag 1-2 83,36 %/Tag (p=0,035) und von Tag 2-10 -8,53 %/Tag (p=0,042).

6.5 Uberblick

In der Analyse mit dem linearen gemischten Modell zeigen die Experimente mit der

niedermolekularen Substanz Sulforhodamin 101 signifikante Unterschiede im Verlauf
der Fluoreszenzintensitdt in der Region des Implantats (ROI 1) bei 50 ms
Belichtungszeit zwischen den Gruppen ,SR nativ“ und ,SR nano®. Dies gilt sowohl flr
Tag 1-2 (MsRr naiv = -92,8 %/Tag, msr nano = -0,8 %/Tag, p<0,001) als auch fur Tag 2-10
(MsR nativ = -0,2 %/Tag, Msr nano = -4,0 %/Tag, p=0,008) und fir Stunde 1 (MsR nativ = -
0,44 %/min, MsRr nano = 0,00 %/min, p=0,007).
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Der Verlauf der Fluoreszenzintensitat bei der Verwendung der hochmolekularen
Substanz Etanercept bei 50 ms Belichtungszeit in der ROl 1 wurde ebenfalls
analysiert. Die Unterschiede zwischen den Gruppen ,Etanercept nativ® und
,Etanercept nano“ sind weder fir Tag 1-2 (Metanercept naiv = -24,3 %/Tag,
MeEtanercept nano = -7,8 %/Tag, p=0,091) noch fiir Tag 2-10 (MEtanercept nativ = -5,8 %/Tag,
MeEtanercept nano = -5,3 %/Tag, p=0,646) statistisch signifikant.

Die errechneten linearen Funktionen aller vier Versuchsgruppen wurden bei einer
Belichtungszeit von 50 ms fiir ROI 1 (s. Abb. 28) und fir ROI 2-5 (s. Abb. 29) inklusive
der Geradensteigungen zur besseren Ubersichtlichkeit in zwei Diagrammen
zusammengefasst. Die entsprechenden Diagramme fur 10 ms finden sich im Anhang
(s. 10.2).
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Abb. 28: Fluoreszenzverlauf aller vier Versuchsgruppen in ROI 1 (50 ms) tUber zehn Tage
Relative Fluoreszenzintensitat in Prozent (FI/%), Zeit in Tagen (t/d)
Geradensteigungen fur Tag 1-2 (m1-2) und fur Tag 2-10 (m2-10) in %/Tag
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Gruppe
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Abb. 29: Fluoreszenzverlauf aller vier Versuchsgruppen in ROI 2-5 (50 ms) Gber zehn Tage

Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 28

Im Diagramm fehlen aufgrund der einheitlichen Skalierung zwei Messwerte der Gruppe ,Etanercept
nativ®; 239,45 % an Tag 2 und 228,95 % an Tag 3
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7. Diskussion

7.1 Absolute Messwerte der Fluoreszenzintensitat

Die Ausgangsfluoreszenz der Implantate in der Ruckenhautkammer zeigte
gruppenimmanent sowie gruppenubergreifend deutliche Unterschiede. Die
Unterschiede von Tier zu Tier innerhalb einer Gruppe kénnen auf Differenzen der
Implantatstruktur, der Beschichtung, des Implantationsvorgangs des PPE und auf
individuelle biologische Verhéltnisse der Rickenhautkammern zurliickzufihren sein.
Die Messwerte innerhalb der Gruppe ,SR nativ® wiesen in diesem Zusammenhang die
breiteste Streuung auf. Da die Implantate dieser Versuchsgruppe mit Sulforhodamin
101 beschichtet wurden, das aufgrund seiner geringen Grof3e von 1,0-1,4 nm (Ishizaka
et al., 1998) eine hohe Diffusionsgeschwindigkeit aufweist (Einstein, 1905), kénnen
zeitliche Unterschiede bei der Implantation folglich zu gré3eren Unterschieden in der

Ausgangsfluoreszenz fihren als bei den anderen Gruppen.

Unterschiede der Ausgangsfluoreszenz zwischen den Gruppen sind moglicherweise
zusatzlich zu den genannten Effekten durch unterschiedliche Konzentrationen des
Farbstoffs in den Nanopartikeln und im Konjugat mit Etanercept bedingt. Der
vorbeschriebenen Eigenfluoreszenz der Nanopartikel bei Bestrahlung mit UV-Licht
(365 nm) (Piradashvili et al., 2017, Piradashvili, 2018) ist durch die Wahl von SR 101
beziehungsweise Alexa Fluor® 594 als Farbstoff und der Emissionswellenlange des
Intravitalmikroskops von 565 nm kein relevanter Einfluss zuzuschreiben. Die
unterschiedlichen Fluoreszenzspektren von SR 101 (Exzitationswellenl&nge 586 nm,
Emissionswellenlange 605 nm) und Alexa Fluor® 594 (Exzitationswellenl&ange 590 nm,
Emissionswellenlange 617 nm) hingegen koénnten fir Unterschiede der

Fluoreszenzintensitat partiell verantwortlich sein.

Vor der Implantation des PPE in die Ruckenhautkammer wurde die
Hintergrundfluoreszenz der Kammer gemessen, die je nach Helligkeit des Gewebes
eine Streuung der Messwerte zwischen 4 und 136 AU zeigte. In dem Bereich des
Implantats (ROI 1) und dessen direkter Umgebung (ROl 2-5) waren in allen
Versuchsgruppen eine Fluoreszenzintensitat oberhalb der Hintergrundfluoreszenz
messbar (s. 6.1.1 und 6.1.2). In den weiter vom PPE entfernten Regionen der Kammer
(ROI 6-9) dagegen lagen die Messwerte auf dem Niveau der Hintergrundfluoreszenz
(s. 6.1.3). Folglich beeinflusste die Beschichtung des PPE mit den
Fluoreszenzfarbstoffen die messbare Fluoreszenzintensitat in dem Bereich des

Implantats und dessen direkter Umgebung, aber nicht die entfernteren Areale der
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Kammer. Da die Fluoreszenzintensitat in der ROI 2-5 niedrigere Werte als in der ROI
1 annahm, war der Effekt der Beschichtung daher Uber dem Implantat starker
ausgepragt als in dessen Umgebung.

Ab Tag 2 lag die Fluoreszenzintensitat in der Gruppe ,.SR nativ“ sowohl in der ROI 1
als auch in der ROI 2-5 im Bereich der Hintergrundfluoreszenz der Kammer, es war

folglich keine messbare Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffs mehr vorhanden.

Zum Vergleich der Kinetik des Abfalls der Fluoreszenzintensitat zwischen den
untersuchten Versuchsgruppen und der damit einhergehenden Evaluation der Effekte
der Albumin-Nanopartikel wurde der Verlauf der Fluoreszenzintensitat durch lineare
Funktionen abgebildet. Zur Normierung des Einflusses der Ausgangsfluoreszenz auf
die Kinetik wurden fortan prozentuale Messwerte in Relation zur Ausgangsfluoreszenz
verwendet. Der zehntagige Versuchszeitraum wurde aufgrund der Abfallkinetik der
Gruppe ,SR nativ® in zwei separate Analysezeitraume (Tag 1-2 und Tag 2-10)

aufgeteilt, um eine bessere mathematische Darstellbarkeit zu ermdglichen.

7.2 Albumin-Nanopartikel beladen mit Sulforhodamin 101

7.2.1 Effekte der Nanopartikel iber zehn Tage nach PPE-Implantation

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Fluoreszenz von PPE-Implantaten bei zwei
unterschiedlichen Beschichtungen, entweder mit SR 101 (n=9) oder SR 101
enkapsuliert in MSA-Nanopartikeln (n=8), in der Ruckenhautkammer verglichen.
Bereits die reine Betrachtung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen der zwei
Gruppen zeigte fur ,SR nativ® ein fluoreszierendes Implantat an Tag 1, aber keine
Fluoreszenz mehr ab Tag 2. Die Implantate der Gruppe ,SR nano“ hingegen zeigten
eine prolongierte Fluoreszenz, die auch an Tag 10 noch optisch sichtbar war.

Die quantitative Analyse der Fluoreszenzintensitat tber den Implantaten (ROI 1) bei
50 ms zeigte in der Versuchsgruppe mit der Beschichtung aus SR 101 einen Abfall der
Fluoreszenzintensitat von durchschnittlich ca. 93 % im Laufe des ersten Tages. Die
Fluoreszenzintensitat der Implantate mit der Beschichtung aus Nanopartikeln
hingegen fiel lediglich um ca. 1 % ab. Von Tag 2 bis Tag 10 konnte in ,SR nativ* keine
Veranderung der Fluoreszenzintensitat mehr beobachtet werden, da diese bereits im
Bereich der Hintergrundfluoreszenz der Kammer lag. Die Fluoreszenzintensitat in der
Gruppe ,SR nano fiel zwischen Tag 2 und Tag 10 durchschnittlich um 4 % pro Tag
ab. Die Unterschiede im Abfall der Fluoreszenzintensitat waren fur den gesamten

Versuchszeitraum statistisch signifikant.
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Es kann daher geschlussfolgert werden, dass die Albumin-Nanopartikel die Prasenz

des Fluoreszenzfarbstoffs im Implantat auf mindestens zehn Tage verlangerten.

Die Analyse der Fluoreszenzintensitat der direkten Umgebung des Implantats in der
Ruckenhautkammer (ROI 2-5) und der Fluoreszenzintensitat bei einer Belichtungszeit
von 10 ms stitzte diese Schlussfolgerung. Die explorative Analyse der Differenzen der
Geradensteigung zeigte korrespondierende p-Werte auf niedrigem Niveau (p<0,01),
passend zu den signifikanten Ergebnissen bei 50 ms Belichtungszeit in der ROI 1.
In der ROI 2-5 wurde fur die Gruppe ,SR nativ® ein deutlicher Abfall der
Fluoreszenzintensitat von Tag 1 auf Tag 2 um ca. 89 % beobachtet. Die Gruppe ,SR
nano” fiel um ca. 14 % von Tag 1 auf Tag 2 und um ca. 8 % pro Tag im restlichen
Untersuchungszeitraum ab. Die Nanopartikel konnten die Fluoreszenz folglich nicht
nur im Implantat, sondern auch in dessen direkter Umgebung verlangern, wenn auch
zu einem geringeren Grad. Grollere Unterschiede fir die Schétzer der linearen

Funktionen bei 10 ms Belichtungszeit traten nur fur ,SR nano® am ersten Tag auf.

Die beschriebenen Unterschiede in den Schétzern der linearen Funktionen zwischen
der ROI 1 und der ROI 2-5 sowie zwischen 50 ms und 10 ms kénnen Uber folgende
Mechanismen erklart werden:

Die relativen Messwerte fur die Analyse wurden auf Basis der Ausgangsfluoreszenz
ermittelt,  dementsprechend  bedeuteten  Veranderungen der  absoluten
Fluoreszenzintensitat bei niedrigerer Ausgangsfluoreszenz wie in der ROI 2-5 und bei
der Belichtungszeit von 10 ms einen hoheren prozentualen Abfall der
Fluoreszenzintensitat im linearen gemischten Modell. Gleichzeitig konnte die absolute
Fluoreszenz in den ROIs maximal auf das Niveau der Hintergrundfluoreszenz fallen,
sodass die relative Fluoreszenzintensitat bei einer niedrigeren Ausgangsfluoreszenz
nicht so stark abfallen konnte wie bei einer h6heren Ausgangsfluoreszenz. Weiterhin
wurde die Fluoreszenzintensitdt durch das Intravitalmikroskop auf einer Skala
zwischen 0 bis 4095 AU angegeben. Messwerte und Messwertveranderungen tber
4095 AU konnten daher nur bis zu der Obergrenze der Skalierung des Mikroskops bei
4095 AU abgebildet werden. Dies betraf die Messreihe bei 50 ms Belichtungszeit vor
allem in der ROI 1 bei ,SR nano“ und ,Etanercept nano® an Tag 1.

Die berechneten Schatzer fur den Zeitraum von Tag 1-2 basierten aul3erdem auf
weniger Messwerten als die Schétzer von Tag 2-10 und waren daher anfalliger fur
Schwankungen. Dies stellte gemeinsam mit dem verringerten Stichprobenumfang fur

,SR nativ* (n=8) und ,SR nano“ (n=6) bei 10 ms Belichtungszeit (s. 6.1.4) eine weitere



52

Ursache fur die groRBere Abweichung der Schatzer von Tag 1-2 bei 10 ms

Belichtungszeit dar.

7.2.2 Effekte der Nanopartikel in der ersten Stunde nach PPE-Implantation

Die Fluoreszenzintensitat in den Rickenhautkammern der beiden Versuchsgruppen
wurde auch fur die erste Stunde nach Implantation des PPE bei einer Belichtungszeit
von 50 ms miteinander verglichen.

In der ROI 1 konnte ein signifikanter Unterschied im Abfall der Fluoreszenzintensitat
festgestellt werden, die Fluoreszenzintensitat bei ,SR nativ® sank um durchschnittlich
0,44 % pro Minute ab, wahrend sie sich bei ,SR nano” nicht anderte.

Die Messwerte in der ROI 2-5 bestatigten die Untersuchung in der ROl 1 mit einem
durchschnittlichen Abfall der Fluoreszenzintensitat von 0,46 % pro Minute in der
Gruppe ,,SR nativ® und einem Anstieg von 0,10 % pro Minute fur die Gruppe ,SR nano*.
Durch Untersuchung dieses Zeitraumes konnte somit der die Prasenz des
Fluoreszenzfarbstoffs verlangernde Effekt der nanopartikularen Enkapsulation
nochmals nachgewiesen werden. Im Vergleich zeigte nicht enkapsuliertes SR 101
bereits einen in der ersten Stunde nach Implantation sichtbaren Abfall der
Fluoreszenzintensitat und veranschaulichte die geringe Halbwertszeit des nativen SR
101 im Gewebe.

7.2.3 Mikro- und Nanopartikel aus Albumin als DDS

Der rasche Abfall der Fluoreszenzintensitat in der Gruppe des reinen SR 101 ist durch

schnelle Diffusion und Abbau des Fluoreszenzfarbstoffs &hnlich wie bei
Wachstumsfaktoren (Biondi et al., 2008, Quaglia, 2008, Chu and Wang, 2012) zu
erklaren. Wie bereits erwédhnt weist SR 101 aufgrund seiner geringen Grol3e eine
besonders hohe Diffusionsgeschwindigkeit auf (Einstein, 1905). Da die Prasenz von
nachweisbarem Fluoreszenzfarbstoff durch die Nanopartikel verlangert wurde, ist
davon auszugehen, dass diese den Abbau und die Diffusion des Farbstoffs

einschranken konnten.

Die Freisetzung einer Substanz aus Mikro- oder Nanopartikeln ist grundsatzlich von
der Desorption von an der Oberflache gebundener oder adsorbierter Substanz, der
Diffusion der Substanz durch die Partikelmatrix, dem Abbau der Matrix sowie der
Kombination aus Diffusion und Matrixabbau abhangig. Die Unterscheidung von
Nanospharen und Nanokapseln ist hierbei von Bedeutung: Bei Mikro- oder

Nanosphéren erfolgt eine schnelle Freisetzung (Burst) von schwach gebundener oder
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adsorbierter Substanz der Oberflache und eine langsamere Freisetzung von in der
Matrix inkorporierter Substanz. Bei Mikro- oder Nanokapseln wird die Diffusion durch
die Polymerhiille bestimmt. (Soppimath et al., 2001, Singh and Lillard, 2009)

Im Allgemeinen gilt fir ein DDS, dass sich die Pharmakokinetik und Biodistribution des
DDS aus der Pharmakokinetik und Biodistribution sowohl des Carriers als auch des
Pharmakons zusammensetzen, wobei diese Eigenschaften davon abhangen, wie
schnell das Pharmakon durch die Carriersubstanz freigesetzt wird. Bei einer sehr
schnellen Freisetzung orientieren sich die Eigenschaften des DDS eher an denen des
Pharmakons. Wenn hingegen die Freisetzung stark verlangsamt wird, liegen die
Pharmakokinetik und Biodistribution eher im Bereich der Carriersubstanz. (Allen and
Cullis, 2004)

In Mikro- und Nanopartikeln gilt folglich, dass die Kinetik durch die Diffusion des
Pharmakons kontrolliert wird, falls die Diffusion schneller als der Abbau der
Partikelmatrix ablauft. Ansonsten bestimmt der Matrixabbau die Kinetik. (Soppimath et
al., 2001, Singh and Lillard, 2009)

Die Untersuchungen der verwendeten Albumin-Nanokapseln in vitro von Piradashvili
et al. zeigten keinen Austritt von SR 101 aus den Nanopartikeln Gber 78 Tage. Die
Albuminhille verhinderte vollstéandig die Diffusion des Farbstoffs und blieb stabil. Unter
Einfluss von Trypsin allerdings konnte die Kapsel enzymatisch abgebaut und das SR
101 aus den Partikeln freigesetzt werden. (Piradashvili et al., 2017, Piradashvili, 2018)
Die Kinetik dieser Partikel wird entsprechend durch den Abbau der Albuminhdlle
bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass die Albumin-Nanopartikel
erganzend zu den in vitro Experimenten von Piradashvili et al. auch in vivo die Diffusion
des SR 101 beschréankten und Uber mindestens zehn Tage die Prasenz des
Fluoreszenzfarbstoffs im Gewebe aufrechterhielten. Es kann daher von einem
enzymatischen Abbau der Partikel in vivo Uber mehrere Tage bis Wochen

ausgegangen werden.

Zur Verlangerung der Freisetzung von Pharmaka wurde Albumin auch in anderen
Experimenten als DDS in Form von Mikro- oder Nanopartikeln verwendet:

Reddy et al. testeten Albumin-Mikrospharen in vitro und beobachteten einen Burst von
40-70 % des Sulfadiazins wahrend der ersten ein bis zwei Stunden. In den Stunden

danach erfolgte die Freisetzung deutlich langsamer und am Ende des 24-stiindigen
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Versuchszeitraums war noch nicht die gesamte Menge freigesetzt worden. (Reddy et
al., 1990)

Eine biphasische Freisetzung mit einem Burst wurde ebenfalls in den in vitro
Untersuchungen von Arnedo et al. festgestellt, die kurzzeitig ein Oligonukleotid zur
Therapie des Cytomegalovirus (CMV) vor enzymatischem Abbau schitzen und
dessen Aufnahme in den Zellkern steigern konnten. Allerdings waren die Partikel
weniger als einen Tag stabil und konnten daher die Freisetzung nur fur wenige
Stunden kontrollieren. (Arnedo et al., 2002, Arnedo et al., 2004)

Zur Verbesserung der CMV-Therapie beluden Merodio et al. Aloumin-Nanospharen
mit Ganciclovir und beobachteten in vitro einen Burst in der ersten Stunde, gefolgt von
einer langsameren Freisetzung Uber funf Tage und einem konstanten Verlauf tber
insgesamt 30 Tage. Die Zugabe von Trypsin konnte die Freisetzung nur wenig
steigern, was auf eine kovalente Bindung des Ganciclovirs an das Albumin durch den
Crosslinker Glutaraldehyd zuriickgefuhrt wurde. (Merodio et al., 2001)

Santhi et al. nutzten Albumin-Nanosphéaren als DDS fir Amphotericin B und
beobachteten in vitro eine Freisetzung von 46 % in den ersten 30 Minuten und von ca.
98 % nach 24 Stunden (Santhi et al., 1999). In einer anderen Studie wurde Aspirin als
Pharmakon verwendet und die Freisetzung in vitro gemessen. Reines Aspirin erreichte
innerhalb von 30 bis 60 Minuten die maximale Konzentration, wohingegen die
Nanopartikel das Aspirin verzdgert freisetzten und Konzentrationen von 50 % nach 20
Stunden sowie 90 % nach 72 Stunden erzielten. (Das and R, 2005)

All diesen Arbeiten ist gemeinsam, dass durch die Albumin-Nanopartikel eine
verzogerte Freisetzung der verwendeten Pharmaka mit einem biphasischen Verlauf in
vitro erzielt wird. Die genaue Kinetik variiert zwar abhangig von den Partikeln und der
jeweiligen Substanz, der Abfall der Konzentrationen der Pharmaka erfolgt aber

innerhalb von Stunden bis hin zu wenigen Tagen.

Wie bereits erwahnt findet die Vaskularisation von Implantaten innerhalb eines
Zeitraums von mehreren Tagen bis Wochen statt (Menger et al., 1990, Steinhart et al.,
1996, Druecke et al., 2004, Laschke et al., 2005, Lindhorst et al., 2010). Zur
Optimierung der  Vaskularisation werden im Tissue Engineering
angiogenetische Faktoren verwendet, die jedoch aufgrund zu geringer
Halbwertszeiten in vivo nicht die gewinschten Erfolge erzielen kdnnen (Sabini et al.,
2000, Yancopoulos et al., 2000, Gbureck et al., 2007, Santos and Reis, 2010, Chu and
Wang, 2012, Auger et al., 2013) und ein DDS erfordern (Biondi et al., 2008, Quaglia,
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2008, Chu and Wang, 2012). Fur maximale Effekte auf die Vaskularisation von
Implantaten erscheinen daher Partikel optimal, welche die Konzentration der
enkapsulierten Substanzen tUber mehrere Tage bis Wochen, analog zur Dauer der
Vaskularisation, aufrechterhalten konnen.

Die in den bisherigen Publikationen beschriebenen Albumin-Nanopartikel
verlangsamen die Freisetzung der verwendeten Pharmaka fur diese Indikation folglich
nicht ausreichend. Im Vergleich dazu suggeriert die in dieser Arbeit ermittelte Kinetik
eine langerfristige Prasenz kleinmolekularer Wirksubstanzen im Implantat und dem

angrenzenden Gewebe und bietet sich im beschriebenen Kontext eher an.

Die Anwendung von Albumin-Nanopartikeln im Bereich des Tissue Engineerings
wurde von Zhang et al. zur Modulation der Pharmakokinetik von BMP-2 (bone
morphogenetic protein 2) untersucht. Die Autoren nutzten anstatt des Crosslinkers
Glutaraldehyd eine Beschichtung aus Polyethylenimin fiur die Partikel. Bei
unbeschichteten Partikeln wurde in wenigen Stunden in vitro mehr als 80 % des
BMP-2 freigesetzt, wohingegen die beschichteten Nanosphéaren eine deutlich
langsamere Freisetzung abhéangig von der Polyethylenimin-Konzentration zeigten.
(Zhang et al., 2008)

Die Partikel wurden in einem weiteren Versuch als Beschichtung fir eine
Kollagenmatrix (absorbable collagen sponge/ACS) angewandt und subkutan in Ratten
implantiert. Die Implantate wurden bei unterschiedlichen Tieren nach einem, vier und
sieben Tagen entfernt und die Freisetzung von BMP-2 quantifiziert. Die
unbeschichteten Nanopartikel setzten innerhalb eines Tages fast 80 % des BMP-2 frei,
wahrend die beschichteten Partikel einen langsameren Abfall aufwiesen.
Wahrscheinlich begriindet durch die Toxizitat von Polyethylenimin zeigte sich bei den

beschriebenen Implantaten kein Knochenwachstum. (Zhang et al., 2009)

Die Effekte von Albumin-Nanopartikeln auf andere Wachstumsfaktoren wurden von
Khan et al. tiber 14 Tage fur VEGF und Angiopoietin-I in Endothelzellkulturen getestet.
Die Messungen erfolgten alle zwei Tage und zeigten eine schnellere Freisetzung der
Substanzen in den ersten zwei Tagen im Vergleich zum restlichen Zeitraum. Am
Versuchsende war 49 % des Angiopoietin-l und 59 % des VEGF freigesetzt worden.
Es konnten starke proliferative und anti-apoptotische Effekte auf die Endothelzellen
bei der kombinierten Freisetzung beider Substanzen beobachtet werden. Die Autoren
schlussfolgerten, dass in vivo Experimente der ndchste Schritt zur Evaluation der

Nanospharen in der therapeutischen Angiogenese seien. (Khan et al., 2011)
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Zwar sind die beschriebenen Effekte von Khan et al. nicht ohne Weiteres auf eine
Anwendung in vivo transponierbar. Dennoch lasst sich in Verbindung mit den im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Aussagen zur verlangerten Prasenz des
Fluoreszenzfarbstoffs die Vermutung anstellen, dass Uber einen verlangerten

Wachstumsfaktor-Gradienten eine intensivierte Angiogenese bewirkt werden kann.

7.2.4 Mikro- und Nanopartikel aus anderen Materialien als DDS

Umfassender als Albumin-Nanopartikel sind andere Polymere als DDS im Tissue
Engineering erforscht. Beim Vergleich der Effekte muss allerdings beachtet werden,
dass verschiedene Ausgangssubstanzen fur die Synthese von  Mikro- und
Nanopartikeln unterschiedlich schnell abgebaut werden und so die Freisetzung der
Substanzen in den Partikeln beeinflussen (Nair and Laurencin, 2006, Ulery et al., 2011,
Wurm and Weiss, 2014).

DDS aus naturlichen Polymeren wurden zum Beispiel von Tabata et al. zur
kontrollierten Freisetzung von bFGF (basic fibroblast growth factor) aus Gelatin-
Mikrospharen in subkutan platzierten Polyvinylalkohol-Implantaten bei Mausen
eingesetzt und bewirkten eine gesteigerte Vaskularisation gegenuber freiem bFGF
(Tabata et al., 1999).

Quinlan et al. nutzten Alginat-Mikropartikel fur die Freisetzung von VEGF in Kollagen-
Hydroxyapatit-Implantaten und beobachteten in vitro einen initialen Burst, gefolgt von
einer langsamer werdenden Freisetzung Uber vier Tage, der sich eine konstante
Freisetzung flur den restlichen Versuchszeitraum tber insgesamt 35 Tage anschloss.
In vitro konnte ein verstarkter Effekt der kontrollierten VEGF-Freisetzung auf
Endothelzellen und in vivo eine gesteigerte Vaskularisation im Knochen von Ratten
gezeigt werden. (Quinlan et al., 2017)

Nanokapseln aus Chitosan und Dextransulfat wurden von Itoh et al. mit bFGF beladen.
Diese setzten in vitro 30 % des bFGF in den ersten Stunden frei. Am Ende des
Versuchszeitraumes nach 72 Stunden wurde ferner eine Freisetzung von 75 %
beschrieben. Die Nanokapseln mit bFGF zeigten verstarkte Effekte auf die
Proliferation von Fibroblasten in Zellkulturen im Vergleich zu freiem bFGF. (Itoh et al.,
2008)

Bei den synthetischen Polymeren zur Mikro- und Nanopartikelsynthese im Tissue
Engineering dominiert als Material vor allem PLG, das als DDS in vielen Experimenten

in vitro evaluiert wurde:
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Mikrospharen aus PLG und PEG wurden von King und Patrick als DDS fiur VEGF
eingesetzt, zeigten einen initialen Burst gefolgt von einer langsameren Freisetzung
Uber 28 Tage und forderten die Proliferation von Endothelzellen (King and Patrick,
2000). Cleland et al. nutzten ebenfalls Mikrospharen aus PLG fir VEGF und zeigten
in vitro eine nahezu kontinuierliche Freisetzung Uber 21 Tage (Cleland et al., 2001).
Die PLG-Mikrospharen mit VEGF von Karal-Yilmaz et al. wiesen einen Burst und dann
eine fast konstante Freisetzung fur bis zu 21 Tage auf (Karal-Yilmaz et al., 2011). Eine
Mischung von PLG mit Poloxameren zur Synthese von Nanopartikeln wurde von
d’Angelo et al. untersucht, die PDGF und FGF mit Albumin und Heparin als
Stabilisatoren initial schnell und spéater kontinuierlich freisetzten (d'Angelo et al., 2010).

In vivo Untersuchungen von PLG-Mikrospharen mit bFGF fuhrten Perets et al. an
Ratten durch und konnten die Vaskularisation von Alginat-Implantaten steigern. Die in
vitro Analyse offenbarte eine konstante Freisetzung nach einem Burst von 40 %, nach
8 Tagen waren 90 % des bFGF freigesetzt worden. (Perets et al., 2003)

Auch Sun et al. erreichten in Mausen durch PLG-Mikrospharen mit VEGF eine
verbesserte Vaskularisation, in vitro wurde 50 % des VEGF in drei Tagen und danach
1-3 % pro Tag uUber 30 Tage freigesetzt (Sun et al., 2005).

Mikrospharen aus PLG bewirkten ebenfalls in den Untersuchungen von Borselli et al.
in vitro eine konstante Freisetzung von VEGF, das zusammen mit Albumin und
Heparin in den Partikeln gebunden wurde. Im CAM (chorio-allantoic membrane) Assay
wurde genauso wie in Endothelzellkulturen eine verstarkte Angiogenese beobachtet.
(Borselli et al., 2010)

Kim und Burgess fuhrten Experimente mit PLG-Mikrospharen und radioaktiv
markiertem VEGF an Ratten durch, die zu festgelegten Zeitpunkten aus dem Versuch
genommen und analysiert wurden. Subkutan appliziertes VEGF verschwand innerhalb
von vier Stunden fast komplett aus dem Gewebe, wohingegen die Mikrosphéaren tber
sieben Wochen hohe Konzentrationen des VEGF ermdoglichten. Die in vivo
Freisetzung aus den Partikeln war im Vergleich zu den in vitro Messungen deutlich
langsamer. Die Aktivitat des VEGF war in Endothelzellkulturen bei Freisetzung durch
die Mikrosphéaren allerdings um 25 % verringert, was die Autoren auf das saure Milieu
durch den PLG-Abbau zurickfuhrten. (Kim and Burgess, 2002)

Die Versuche von Ennett et al. mit PLG-Mikrospharen und VEGF als DDS in einem
PLG-Implantat demonstrierten eine verzdgerte Freisetzung sowohl in vitro als auch

subkutan in Mausen. Die Messung erfolgte Uber eine radioaktive Markierung des
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VEGF und die Analyse der Implantate, die an definierten Daten aus den Tieren entfernt
wurden. In vivo zeigte sich bei den Mikrosphéaren innerhalb der ersten 24 Stunden ein
Burst von 27 % und im weiteren Verlauf eine Freisetzung von 1,8 % pro Tag Uber funf
Wochen. Ohne Mikrosphéaren lag der Burst bei 60 % und die Freisetzung danach bei
0,6 % pro Tag. Im Vergleich zu den in vitro Messwerten wurde in vivo eine schnellere
Freisetzung festgestellt. Als problematisch wurden analog zu Kim und Burgess auch
die sauren Abbauprodukte des PLG diskutiert, die auf die Faktoren in den Partikeln

Einfluss nehmen kénnen. (Ennett et al., 2006).

Mikro- und Nanopartikel aus verschiedenen primar synthetischen Materialien konnten
bereits Erfolge als DDS im Tissue Engineering erzielen und die Konzentrationen von
Substanzen mit ansonsten kurzer Halbwertszeit Uber einen langeren Zeitraum auf
hohen Niveaus halten. Trotz effektiven Einflusses auf die Pharmakokinetik stellt die
Toxizitat bei Partikeln aus synthetischen Substanzen wie PLG oder PLA allerdings
eine zentrale Limitation dar. So wird auch in weiteren Publikationen eine Instabilitat
freigesetzter Proteine (van de Weert et al., 2000) sowie eine inflammatorische
Reaktion im Gewebe und eine Beeintrachtigung der Wundheilung (Li and Wozney,
2001, Nair and Laurencin, 2006, Zhang and Uludag, 2009, Luckachan and Pillai, 2011,
Wurm and Weiss, 2014) durch die sauren Abbauprodukte der Polymere beschrieben.
Albumin ist in dieser Hinsicht durch seine Biokompatibilitat und den vollstandigen

Abbau im Gewebe den beschriebenen synthetischen Substanzen Uberlegen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch Albumin-Nanopartikel eine hohe
Konzentration der enkapsulierten Substanz Uber mehrere Tage aufrechterhalten
werden kann. Der Vorteil des hierin verwendeten Modells gegentber in vitro
Untersuchungen der Effekte von Mikro- und Nanopartikeln auf die Kinetik von
Substanzen liegt darin begriindet, dass unter anderem die Immunantwort und der
Einfluss kérpereigener Enzyme mitbertcksichtigt werden. Im Vergleich zu anderen in
vivo Experimenten, die einmalige Analysen einzelner Tiere zu unterschiedlichen
Zeitpunkten verwenden, um die Kinetik von Mikro- und Nanopartikeln zu quantifizieren,
ermoglicht die Fluoreszenzanalyse in der Rickenhautkammer die longitudinale,
nichtinvasive Beobachtung der individuellen Mause Uber den gesamten

Versuchszeitraum.

Insgesamt sind das Fehlen potenziell toxischer und pH-senkender Abbauprodukte bei
gleichzeitig stabiler Enkapsulation in vivo als zentrale Vorteile des verwendeten

Albumin-Carriersystems im Vergleich zu DDS auf Basis synthetischer Materialien
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anzufuihren. Direkte Effekte der Albumin-Nanopartikel auf die Vaskularisation des PPE

wurden wie erwdhnt im Umfang dieser Arbeit nicht untersucht.

7.3 Albumin-Nanopartikel beladen mit Etanercept

Im zweiten Teil der Arbeit wurden PPE-Implantate mit Etanercept oder mit
Etanercept beladenen Albumin-Nanopartikeln beschichtet und wie im ersten Teil der
Verlauf der Fluoreszenzintensitat beider Gruppen Uber zehn Tage miteinander
verglichen.

Die intravitalmikroskopischen Aufnahmen zeigten bei beiden Gruppen eine optisch
sichtbare Fluoreszenz der PPE-Implantate Uber den gesamten Versuchszeitraum.
Infolgedessen kann unabhangig von der Versuchsgruppe auf eine relevante
Konzentration des Etanercepts nach zehn Tagen geschlossen werden.

In der quantitativen Analyse wurde in der Region des Implantats, der ROI 1, bei 50 ms
Belichtungszeit ein Abfall der Fluoreszenzintensitat bei ,Etanercept nativ® von ca. 24
% von Tag 1 auf Tag 2 und von ca. 6 % pro Tag fur Tag 2-10 errechnet. Die
Fluoreszenzintensitat bei ,Etanercept nano“ fiel von Tag 1 auf Tag 2 um 8 % und um
5 % pro Tag fur Tag 2-10. Es konnte allerdings kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden, weder fir den Zeitraum
von Tag 1-2 (p=0,091), noch fur den Zeitraum von Tag 2-10 (p=0,646).

In der durch die ROI 2-5 reprasentierten direkten Implantatumgebung und bei 10 ms
Belichtungszeit zeigten sich ebenfalls keine Anzeichen fir einen Effekt der Albumin-
Nanopartikel auf den Verlauf der Fluoreszenzintensitéat. Unterschiede im Vergleich zu
50 ms in der ROl 1 konnen, wie bei SR 101 und bei den absoluten
Fluoreszenzintensitaten besprochen, ebenfalls mit den Effekten der unterschiedlichen
Ausgangsfluoreszenz und  der hinsichtlich der maximal messbaren
Fluoreszenzintensitat limitierten Skala begrindet werden.

Insgesamt konnte folglich in den Untersuchungen mit Etanercept kein signifikanter
Einfluss der Enkapsulation in Nanopartikeln auf den Verlauf der Fluoreszenzintensitét
im Vergleich zur Nativsubstanz nachgewiesen werden. Angesichts der Ergebnisse bei
der Enkapsulation von Sulforhodamin 101 muss daher die Frage beantwortet werden,
wieso kein signifikanter Effekt bei Etanercept gemessen werden konnte.

Der Vergleich des Verlaufs der Fluoreszenzintensitat des nativen Sulforhodamins 101
und des nativen Etanercepts offenbart die deutlichen Unterschiede in Diffusion und
Abbau der beiden Substanzen in vivo (s. 6.4 und 6.5).

SR 101 (606,71 Dalton, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 2019)) und Etanercept (ca.
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150 kDa, (Pfizer Pharma GmbH, 2019)) unterscheiden sich massiv in ihrem
molekularen Gewicht und ihrer GroRRe, die das Diffusionsverhalten entscheidend
beeinflusst. Das grof3e Etanercept diffundiert dementsprechend deutlich langsamer

aus der Beschichtung des Implantats als das kleine SR 101.

Die Abhangigkeit der Freisetzung von Substanzen von ihrem Molekulargewicht wurde
auch in diversen anderen Arbeiten festgestellt:

Schmidmaier et al. untersuchten fir Metallimplantate eine Beschichtung aus PLA mit
IGF-1 und TGF-B1 und mal3en in vitro in den ersten 48 Stunden eine Freisetzung von
54 % des IGF-1 und von 48 % des TGF-B1. Die Unterschiede in der Freisetzung
wurden auf das unterschiedliche Molekulargewicht von IGF-1 (7,5 kDa) und von TGF-
B1 (25 kDa) zuruckgefuhrt. Bei der in vivo Messung nach 42 Tagen war von IGF-1 ein
Anteil von 73 % und von TGF-1 ein Anteil von 68 % freigesetzt worden. (Schmidmaier
et al., 2001)

Die Untersuchung der Pharmakokinetik von BMP-7 und TGF-B2 in einem Alginat-
Hydrogel zeigte eine Freisetzung von 70 % des BMP-7 und von 50 % des TGF-p2
Uber 21 Tage. Der Unterschied zwischen den Substanzen wurde mit dem hdheren
molekularen Gewicht von TGF-B2 begrindet. (Lim et al., 2010)

Bei der Verwendung eines Albumin-Hydrogels als DDS wurde Natriumbenzoat und
Salicylsaure innerhalb von zwei Stunden, Warfarin innerhalb von 24 Stunden und
Antithrombin Il innerhalb von 72 Stunden freigesetzt und die Differenzen ebenfalls auf
die Grof3e der Substanzen zurtickgefiihrt (Hirose et al., 2010).

Auch die Freisetzung von Naproxen, Actrapid und Levemir aus einem PEG-Albumin-
Hydrogel wurde unter anderem durch das Molekulargewicht der Pharmaka bestimmt
(Oss-Ronen and Seliktar, 2011).

Zusatzlich zu der langsameren Freisetzung aufgrund des hohen Molekulargewichts
weist Etanercept eine lange Halbwertszeit in vivo von ca. 70 Stunden auf (Pfizer
Pharma GmbH, 2019), wéhrend die Halbwertszeit von Albumin wie beschrieben bei
ungefahr 19 Tagen liegt (Peters, 1985). Die Auswirkungen der Albumin-Nanopartikel
auf die Pharmakokinetik des Etanercepts konnen folglich nur deutlich geringer als auf
die Pharmakokinetik des SR 101 ausfallen. Die Messung von keinen signifikanten
Unterschieden der Nanopartikel zum reinen Etanercept kann dementsprechend darauf
zuruckgefuhrt werden, dass der Unterschied im Rahmen der schwankenden
Messwerte und (ber den zehntagigen Zeitraum zu Kklein war. Eine langere

Versuchszeit oder ein Modell mit praziseren Messwerten kdnnten imstande sein, einen
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Effekt nachzuweisen. Eine starker verzogerte Freisetzung des Etanercepts kdnnte
alternativ mit Carriersystemen aus Materialien gelingen, die langsamer als Albumin
vom Korper abgebaut werden.

So konnten Erdemli et al. mit Mikrosphéren aus PCL in Zellkulturen Gber vier Wochen
eine langsamere Freisetzung von Etanercept und eine starkere Suppression
proinflammatorischer Zytokine im Vergleich zu freiem Etanercept bewirken (Erdemli et
al., 2014). Allerdings ist auch hier die limitierte Ubertragbarkeit der Ergebnisse im

Vergleich zum in vivo Modell zu berlcksichtigen.

Fur die vergleichende Untersuchung enkapsulierter hochmolekularer Substanzen
zeigte sich der verwendete Untersuchungszeitraum mit dem Modell der transparenten
Ruckenhautkammer und den verwendeten Messtechniken auf Grund der langen
Halbwertszeiten als nur begrenzt aussagekraftig. Allenfalls am ersten Tag lieferte die
Fluoreszenzkinetik einen Hinweis auf eine maoglicherweise verzbgerte Freisetzung,
ohne ein statistisch signifikantes Niveau zu erreichen. Die durch Enkapsulation zu
erzielenden Effekte hinsichtlich einer Prolongation der Substanzprasenz sind nach den
in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen jedenfalls bei hochmolekularen Substanzen

im Vergleich weit weniger offensichtlich als bei niedermolekularen Substanzen.

7.4 Ausblick

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Albumin-Nanopartikel
ein effektives Drug Delivery System fir niedermolekulare Substanzen zur
Oberflachenmodifikation von porésen Polyethylenimplantaten darstellen kdnnen.
Zukiunftig konnten in den Nanopartikeln beispielsweise Wachstumsfaktoren
enkapsuliert und die Auswirkungen auf die Angiogenese und das Gewebewachstum
im PPE untersucht werden.

Abschliel3end soll zur Vollstandigkeit noch erwahnt werden, dass letztendlich eine
erfolgreiche Vaskularisation im Tissue Engineering vermutlich am besten tber eine
Kombination mehrerer angiogenetischer Faktoren erzielt werden kann, analog zum
naturlichen Ablauf. Dies zeigte sich in den bereits beschriebenen Untersuchungen von
Khan et al. (Khan et al.,, 2011) und bildete auch die Pramisse fur die Experimente
anderer Forschungsgruppen. PLG-Mikrospharen wurden beispielsweise verwendet,
um VEGF und PDGF (Richardson et al., 2001, Chen et al., 2007) oder VEGF und
Angiopoietin (Brudno et al., 2013) zeitlich und raumlich voneinander getrennt

freizusetzen und so die therapeutische Angiogenese zu optimieren. Vor dem
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Hintergrund des in dieser Arbeit beschrieben Einflusses der Albumin-Nanopartikel auf
die Prasenz von Wirkstoffen in vivo, kdnnten die Partikel auch in dieser Hinsicht auf
ihr Potential untersucht werden.
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8. Zusammenfassung

Im Tissue Engineering werden zur Verbesserung der Pharmakokinetik bioaktiver
Molekile Drug Delivery Systeme wie Mikro- und Nanopartikel untersucht. Albumin
zeichnet sich durch seine Biokompatibilitat und Stabilitdt aus und stellt in diesem
Zusammenhang ein hervorragendes Material dar.

In dieser Arbeit wurden daher Albumin-Nanopartikel als Drug Delivery System zur
Oberflachenmodifikation von pordsen Polyethylenimplantaten verwendet.

Zur Modellierung der Effekte der Nanopartikel auf die Pharmakokinetik wurden
Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt und die Veranderungen der Fluoreszenz beobachtet.
In den Albumin-Nanopartikeln wurde Sulforhodamin 101 (n=8) als niedermolekulare
Substanz oder Etanercept, gekoppelt an einen Fluorophor (n=8), als hochmolekulare
Substanz enkapsuliert und auf die PPE-Implantate aufgebracht. Als Kontrollgruppen
dienten Implantate ohne Nanopartikel mit einer Beschichtung aus reinem
Sulforhodamin 101 (n=9) oder aus reinem Etanercept (n=8). Das beschichtete PPE
wurde in eine transparente Riuckenhautkammer von M&usen implantiert und die
Fluoreszenz in der Kammer téaglich tber einen Zeitraum von 10 Tagen mit einem

Intravitalmikroskop gemessen.

Wahrend die Fluoreszenz in den Implantaten mit der Beschichtung aus reinem
Sulforhodamin 101 innerhalb eines Tages komplett abfiel, zeigten die Implantate mit
der Nanopartikelbeschichtung auch nach zehn Tagen noch eine deutliche
Fluoreszenz. In der statistischen Analyse konnte ein signifikant verzégerter Abfall der
Fluoreszenz durch die Verwendung der Albumin-Nanopartikel nachgewiesen werden.
Die genauere Betrachtung der ersten Stunde nach Implantation des PPE konnte
ebenfalls schon einen statistisch signifikanten Unterschied im Fluoreszenzverlauf der
beiden Gruppen zeigen. Durch die Beschichtung mit Aloumin-Nanopartikeln konnte
folglich die Diffusion des Sulforhodamins 101 und dessen enzymatischer Abbau
kontrolliert und eine hohe Konzentration des Farbstoffs im Implantat und dessen
direkter Umgebung tGber mindestens zehn Tage erzielt werden.

Die PPE-Implantate mit einer Beschichtung aus Aloumin-Nanopartikeln mit Etanercept
wiesen hingegen keinen statistisch signifikanten Unterschied im Fluoreszenzverlauf zu
den Implantaten auf, die nur mit reinem Etanercept beschichtet wurden. Dies wurde
auf die Eigenschaften von Etanercept zurtickgefuhrt, das auch ohne Nanopartikel
aufgrund seiner GrolRe vergleichsweise langsam diffundiert und eine lange

Halbwertszeit aufweist. Der Einfluss der Albumin-Nanopartikel auf die
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Pharmakokinetik von Etanercept ist daher begrenzt, sodass sich keine Effekte Uber

zehn Tage zeigten.

Als Fazit konnte festgestellt werden, dass sich Albumin-Nanopartikel als Drug Delivery
System fur niedermolekulare Substanzen zur Oberflachenmodifikation von porésen
Polyethylenimplantaten anbieten. Eine Evaluation der biologischen Wirksamkeit der
Nanopartikel auf die Integration und Vaskularisation der Implantate kdnnte den

nachsten Schritt der Entwicklung darstellen.
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10.1 Boxplots 10 ms
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Abb. 30: Boxplots ROI 1, 10 ms
Fluoreszenzintensitat in arbitrary units (FI/AU), Zeit in Tagen (t/d)
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Abb. 31: Boxplots ROI 2-5, 10 ms
Fluoreszenzintensitét in arbitrary units (FI/AU)
Zeit in Tagen (t/d)
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Abb. 32: Boxplots ROI 6-9, 10 ms
Fluoreszenzintensitat in arbitrary units (FI/AU)
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10.2 Diagramme und Tabellen 10 ms

Fll%

Gruppe
SR nativ

SR nano

10 td

79

Tag 1-2 Schatzer | 2,5% Kl | 97,5% KI

SR nativ b 100,00 90,59 109,41

m -93,23 -106,55 -79,92

SR nano b 100,00 90,59 109,41

m -18,43 -33,80 -3,05

Differenz m 74,81 54,47 95,15
p 0,000

Tag 2-10 Schatzer | 2,5% Kl | 97,5% KI

. b 5,93 -10,43 22,28

SRnativ 20,20 1,37 0,96

SR nano b 76,18 57,29 95,07

m -6,58 -7,92 -5,23

. m -6,38 -8,16 -4,60
Differenz o 0.000

Abb. 33: Fluoreszenzverlauf ,SR nativ® und ,SR nano“ in ROI 1, 10 ms
Relative Fluoreszenzintensitat in Prozent (FI/%), Zeit in Tagen (t/d) [Diagramm links]
Schétzer sowie Konfidenzintervalle (KI) fir den y-Achsenabschnitt (b) in Prozent und fir die
Geradensteigung (m) in Prozent/Tag; ,p“ bezeichnet den p-Wert der Differenz der Geradensteigungen
[Tabelle rechts]
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Gruppe
SR nativ

SR nana

Fll%

a

80

Tag 1-2 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% KI

Rty P 100,00 7711 122.89

m 89,07| -121,43] 56,71

R o P 100,00 7711 122,89

m 11,05 2206|459

A 101,02 51,59 150,45
D 0,000

Tag 2-10 | Schatzer | 2,5% KI | 97,5% Kl

[ b 10,07]  -12.98 33.12

SRnatlv 1= 20,03 3,25 3,19

R o D 81,41 5164] 111,18

m 11,01  -1514 6,88

A 10,98]  -15,90 6,06
P 0,001

Abb. 34: Fluoreszenzverlauf ,SR nativ“ und ,SR nano® in ROI 2-5, 10 ms

Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 33
Im Diagramm fehlt aufgrund der einheitlichen Skalierung ein Messwert der Gruppe ,SR nano*:
185,56 % an Tag 2

Gruppe
= Etanerceptnativ

= Etanerceptnano

Tag 1-2 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% KI
Etanercept| b 100,00 82,67 117,33
nativ m -29,22 -53,73 -4,71
Etanercept| b 100,00 82,67 117,33
nano m -49,94 -74,45 -25,43
Differenz m -20,72 -55,39 13,95
p 0,231
Tag 2-10 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% KI
Etanercept| b 63,70 44,79 82,61
nativ m -5,89 -8,19 -3,60
Etanercept| b 48,78 29,87 67,69
nano m -3,65 -5,95 -1,36
. m 2,24 -1,01 5,49
Differenz o 0.200

Abb. 35: Fluoreszenzverlauf ,Etanercept nativ* und ,Etanercept nano® in ROI 1, 10 ms
Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 33
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Gruppe

= Etanercept nativ

=+ Etanerceptnano

F1/%

1751

150 1

1251

100 1

751
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251

Tag 1-2 Schatzer | 2,5% Kl | 97,5% KI
Etanercept| b 100 64,38 135,62
nativ m -5,71 -56,08 44,67
Etanercept| b 100 64,38 135,62
nano m -57,27 -107,65 -6,9
Differenz m -51,57 -122,81 19,67
p 0,182
Tag 2-10 Schatzer | 2,5% KI | 97,5% KI
Etanercept| b 73,73 31,2 116,25
nativ m -8,56 -13,88 -3,25
Etanercept| b 34,93 -7,6 77,45
nano m -3,28 -8,6 2,03
. m 5,28 -2,24 12,8
Differenz o 0.101

Abb. 36: Fluoreszenzverlauf ,Etanercept nativ‘ und ,Etanercept nano“ in ROI 2-5, 10 ms
Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 33
Im Diagramm fehlen aufgrund der einheitlichen Skalierung zwei Messwerte der Gruppe ,Etanercept
nativ®; 344,50 % an Tag 2 und 289,50 % an Tag 3
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Abb. 37: Fluoreszenzverlauf aller vier Versuchsgruppen in ROI 1 (10 ms) tUber zehn Tage

Relative Fluoreszenzintensitat in Prozent (FI/9%), Zeit in Tagen (t/d)
Geradensteigungen fur Tag 1-2 (m1-2) und fur Tag 2-10 (m2-10) in %/Tag
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Abb. 38: Fluoreszenzverlauf aller vier Versuchsgruppen in ROI 2-5 (10 ms) Gber zehn Tage
Bezeichnungen und Einheiten vgl. Abb. 37
Im Diagramm fehlen aufgrund der einheitlichen Skalierung drei Messwerte:
Fir die Gruppe ,SR nano* 186,56 % an Tag 2
Fur die Gruppe ,Etanercept nativ‘ 344,50 % an Tag 2 und 289,50 % an Tag 3
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10.3 Fluoreszenzintensitat der Kammer

Name Gruppe Tag ROI1 ROI2 ROI3 ROI4 ROI5 ROI6 ROI7 ROI8 ROIS9

SR nativ 1 1 31 30 38 27 34 34 25 23 30
SR nativ 2 37 33 30 34 41 31 25 38 38
SR nativ 3 47 37 40 52 43 19 37 37 40
SR nativ 4 20 24 16 15 25 31 25 11 12
SR nativ 5 55 51 61 47 58 37 88 52 51
SR nativ 6 64 136 57 53 63 129 46 64 23
SR nativ 7 21 21 19 23 26 22 21 46 27
SR nativ 8 35 29 47 47 27 25 33 11 10
SR nativ 9 19 17 21 16 21 20 22 12 16
SRnano 1 60 39 38 87 48 45 43 27 35
SR nano 2 43 39 42 69 40 38 37 69 47
SR nano 3 127 80 127 121 77 60 80 84 50
SR nano 4 24 21 23 25 37 23 26 22 24
SR nano 5 30 21 25 30 31 49 32 30 28
SR nano 6 49 52 65 46 38 50 56 31 33
SR nano 7 44 45 44 104 43 55 56 58 51
SR nano 8 42 36 39 40 34 35 44 36 35

53 58 46 41 48 32 39 53 46
54 64 50 36 43 73 51 38 48
33 40 43 35 33 29 39 30 27
46 36 36 53 37 31 37 40 32
33 42 31 31 35 38 24 36 37

4 5 5 4 5 7 5 4 5
33 26 40 27 56 76 26 26 29
40 35 34 38 33 35 35 29 35
40 46 44 32 38 41 25 34 35
62 64 79 55 39 42 33 49 41
38 32 28 46 41 28 34 51 38
35 45 17 30 33 57 16 24 54
34 34 39 32 40 39 44 27 40
39 33 31 33 33 35 36 28 21
38 25 29 41 26 16 27 47 12
42 34 45 44 38 35 43 34 48

Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ5
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 8
Etanercept nano 1
Etanercept nano 2
Etanercept nano 3
Etanercept nano 4
Etanercept nano 5
Etanercept nano 6
Etanercept nano 7
Etanercept nano 8
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10.4 Fluoreszenzintensitdt 50 ms

84

Name Gruppe Tag ROI1 ROI2 ROI3 ROI4 ROI5 ROI6 ROI7 ROI8 ROI9

SR nativ 1 1 1 3985 2718 2358 1129 1017 2259 486 160 351
SR nativ 1 1 2 175 92 89 100 76 76 66 42 54
SR nativ 1 1 3 109 75 87 85 72 78 67 48 63
SR nativ 1 1 4 99 64 87 91 70 66 79 51 56
SR nativ 1 1 5 90 60 76 82 69 53 77 53 54
SR nativ 1 1 6 90 61 83 85 75 60 83 59 54
SR nativ 1 1 7 114 87 108 110 103 90 107 79 81
SR nativ 1 1 8 90 56 81 74 73 60 83 50 45
SR nativ 1 1 9 84 55 73 80 76 54 92 60 53
SR nativ 1 1 10 103 46 69 63 58 59 77 36 46
SR nativ 2 1 1 4068 2898 4094 3499 1701 680 1294 895 465
SR nativ 2 1 2 546 652 889 426 226 153 522 131 88
SR nativ 2 1 3 334 412 420 198 169 255 303 151 87
SR nativ 2 1 4 258 284 277 170 186 174 194 149 80
SR nativ 2 1 5 237 234 216 181 185 143 190 143 81
SR nativ 2 1 6 223 224 192 189 176 126 178 162 84
SR nativ 2 1 7 214 221 187 192 172 123 181 169 93
SR nativ 2 1 8 213 222 211 209 180 97 194 166 101
SR nativ 2 1 9 196 205 195 191 161 103 191 177 112
SR nativ 2 1 10 190 225 213 190 144 101 171 173 125
SR nativ 3 1 1 1341 548 280 922 300 254 199 147 50
SR nativ 3 1 2 154 74 28 209 70 130 80 113 106
SR nativ 3 1 3 105 46 32 157 39 145 81 123 126
SR nativ 3 1 4 106 45 33 152 41 168 78 121 134
SR nativ 3 1 5 112 49 39 149 44 197 78 137 146
SR nativ 3 1 6 131 51 44 156 50 233 85 154 167
SR nativ 3 1 7 139 58 49 170 55 263 96 172 187
SR nativ 3 1 8 162 66 59 188 61 317 118 186 220
SR nativ 3 1 9 163 66 62 180 59 348 117 167 228
SR nativ 3 1 10 175 83 74 235 70 383 146 206 288
SR nativ 4 1 1 507 170 83 149 182 131 73 61 75
SR nativ 4 1 2 61 31 29 27 38 38 28 22 33
SR nativ 4 1 3 61 38 32 29 44 45 28 31 42
SR nativ 4 1 4 64 46 37 28 50 54 35 34 49
SR nativ 4 1 5 57 44 28 22 51 36 38 24 32
SR nativ 4 1 6 53 45 26 22 50 42 36 20 32
SR nativ 4 1 7 53 50 23 28 49 49 37 19 28
SR nativ 4 1 8 51 49 22 31 46 46 40 22 24
SR nativ 4 1 9 46 43 24 42 33 36 46 27 22
SR nativ 4 1 10 43 37 25 45 31 34 53 28 20
SR nativ 5 1 1 1010 406 512 298 311 177 361 145 210
SR nativ 5 1 2 105 57 78 65 57 45 82 46 54
SR nativ 5 1 3 110 76 95 68 59 64 100 47 58
SR nativ 5 1 4 99 87 86 51 60 68 86 38 72
SR nativ 5 1 5 81 79 62 43 64 78 89 45 80
SR nativ 5 1 6 81 80 54 45 76 78 101 57 90
SR nativ 5 1 7 85 91 50 47 80 96 106 67 89
SR nativ 5 1 8 78 92 51 44 77 98 113 64 88
SR nativ 5 1 9 70 67 53 39 59 79 103 76 65
SR nativ 5 1 10 64 51 54 38 51 64 106 83 50



SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SRnano 1
SR nano 1
SR nano 1
SRnano 1
SRnano 1
SRnano 1
SRnano 1
SRnano 1
SR nano 1
SR nano 1
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4095
157
121

91
81
70
78
85
90
85
1906
93
81
76
73
60
66
31
40
43

4076
183
100

92
84
76
84
75
82
69
3594
61
50
42
46
49
56
55
68
58

4095

3915

3051

2174

1629

1388

1238

1184

1073
936

2926
104
100

81
87
84
95
98
107
77
538
49
52
53
49
44
51
35
45
46
2937
79
50
39
36
39
49
46
53
40
574
17
26
42
57
79
85
74
86
87

2998

1933

1015
597
398
282
315
244
205
179

3969
99
70
51
51
36
44
48
63
66

530
31
34
42
50
44
56
38
46
48

2034
64
53
53
46
44
53
57
62
42

743
21
28
28
38
52
56
72
86
86

1962

675

568

368

347

213

233

175

153

145

4092
90
69
52
50
38
48
62
64
59

612
30
32
33
40
35
39
21
32
32

3023

363

269

265

277

272

279

272

298

286

1835
25
23
20
28
33
37
41
52
42

2374

2073

955

550

425

443

397

391

347

292

3550
76
65
49
56
66
75
94

107
85
935
63
57
48
45
38
41
20
30
35
3498
134
67
52
57
52
58
54
66
59

1220
25
25
23
31
36
42
44
59
49

2171

972
611
268
263
232
164
154
148
127

922
89
94
79
91
91

112

117

100
69

249
35
37
42
42
42
51
29
45
47

519
24
25
29
19
21
33
36
39
27

146
17
37
48
64
78
88
85
96
87

528

347

191

136

130

122

108

120

144
66

1713
53
53
39
40
37
45
53
65
54

238
26
28
37
48
42
52
31
44
44

581
38
59
62
74
80

112

145

156

174

127
18
29
37
60
83
93
85
98
89

664

182

125

130

108
89
87
79
73
65

2199
58
41
35
39
42
67
75
82
89

414
79
68
75
75
72
72
47
58
47

342
19
23
49
50
51
55
56
56
53

241
10
12
11
19
22
25
29
34
34
62

105
65
65
55
67
75
67
77
89

85

819
55
40
70
87
97

108

102

120

114

434
51
46
42
40
36
49
28
44
40

241
41
54
84

116

125

150

167

183

210

129
11
18
20
27
33
41
42
50
41

140

156
55
75
56
67
76
67
60
59



SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
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4095
4076
3323
2753
2397
2070
1874
1724
1440
1208
4095
4095
4067
3944
3469
3193
3157
3177
3204
3247
4095
4013
3647
3220
2944
2398
2006
1638
1504
1370
4095
4095
4091
4091
4079
4084
3989
4000
3719
3583
4095
4095
4095
4095
4086
3944
3836
3812
3741
3776

2535
1712
653
327
206
192
133
126
126
98
3310
3068
1388
791
454
356
405
403
388
392
3019
827
327
212
194
139
96
77
63
59
3977
4093
3300
2471
2186
1489
1493
1401
616
553
4095
4095
3986
3046
1967
1123
813
1340
1353
1792

2057
1508
771
406
329
173
133
119
101
81
3533
3072
1878
585
165
173
218
254
238
249
3965
943
375
304
210
215
130
99
72
102
3881
3781
2409
2471
2234
1503
1536
1204
1004
673
3505
3682
3338
3517
2387
1295
1069
975
982
778

2056
2488
1549
906
891
512
458
295
328
250
3137
2935
3422
736
212
152
135
147
164
169
2379
1326
542
350
255
136
112
72
66
62
3940
3716
2572
2163
1399
1260
1053
1050
570
519
3841
4082
3827
2731
2193
1169
725
816
566
875

2353
1691
1140
628
495
294
191
155
156
110
2953
3590
1193
593
256
182
182
188
211
218
1908
1357
623
425
374
175
114
74
77
91
3802
4091
3769
2986
2178
1789
1687
1257
768
445
3286
4084
3865
3457
1990
998
825
659
841
627

240
582
205
114
74
39
37
39
40
34
178
164
58
56
74
100
97
124
127
131
386
316
188
137
110
86
89
70
61
58
1198
1446
639
511
294
255
232
292
289
170
972
814
645
506
464
430
521
427
476
498

144
352
125
85
43
39
41
41
36
33
273
330
196
74
42
36
36
47
61
75
1570
31
20
18
15
31
33
30
26
25
1487
674
393
518
255
218
242
232
185
84
1044
966
796
1106
659
597
336
487
261
396

187
1350
395
183
154
84
55
60
71
63
694
724
670
112
46
33
27
25
31
32
179
32
24
20
21
27
29
23
24
26
1399
869
704
582
412
321
351
240
131
120
419
257
176
136
192
140
158
162
183
251

86

245
496
388
136
73
73
53
48
38
33
1231
735
683
541
153
110
111
126
129
140
163
51
30
23
23
41
27
19
18
21
1308
2542
1383
823
619
380
487
314
209
102
644
1156
999
1051
446
292
369
303
352
276



SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 1
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 2
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
Etanercept nativ 3
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4095
4095
4095
4093
4034
4001
3989
3925
3974
3882
4095
4095
4095
4095
4076
4086
4036
4031
4062
4027
3977
1962
2277
2223
1849
1771
1493
1286
1020
1040
3918
3149
2960
2919
2408
2182
2132
1639
1412
1178
3173
3221
2887
2390
1972
1968
1895
1307
1244
1178

4060
4095
4094
4001
2735
2208
2327
1663
1632
1703
4008
4095
4095
4072
2467
2632
1687
1459
1761
1472
1641
1137
847
535
402
314
237
217
195
287
1564
1003
767
662
344
313
263
201
219
162
925
641
530
365
285
259
219
112
125
108

3718
4035
4064
3425
2398
1846
1863
1714
1807
1597
3331
3310
3729
2110
2092
2315
1601
1427
1634
1292
2236
316
261
196
119
144
104
90
92
135
1426
974
769
686
486
343
373
310
296
246
916
915
681
523
364
342
284
171
237
194

3836
3852
3697
2756
2240
1532
1783
1349
1273
1324
3985
4095
4094
3918
2768
1962
1853
1792
1732
1431
3110
287
357
307
232
221
174
151
175
194
2066
722
483
383
286
229
271
206
187
154
1080
922
599
349
298
286
224
91
110
101

4064
4086
4094
3010
1854
1432
1298
935
900
1154
4039
4039
4092
4092
2321
2205
1633
1391
1592
1302
1989
610
470
418
269
277
193
163
146
190
1537
878
626
519
318
300
328
299
324
243
1584
1025
758
529
460
430
359
173
172
139

377
1369
998
573
262
244
310
260
449
436
256
505
483
224
369
443
317
216
255
179
516
631
370
174
120
86
73
33
50
56
912
424
213
184
196
200
185
122
138
91
177
88
70
69
80
94
74
44
48
51

1351
1274
1802
795
558
384
414
394
421
332
248
85
111
83
259
232
270
202
182
154
426
827
435
179
124
105
75
66
79
70
827
203
134
120
140
163
217
150
119
70
358
174
124
92
114
115
115
74
88
95

208
413
502
267
144
93
95
68
89
118
406
894
629
499
601
535
402
329
274
188
553
1031
671
331
244
165
120
97
105
99
1267
211
124
106
120
132
144
101
80
90
177
71
54
56
82
100
104
56
60
88

87

948
779
983
379
210
162
121
150
161
211
1132
302
440
586
293
234
268
233
164
193
934
425
236
163
125
93
83
63
81
101
884
155
92
74
100
84
91
77
82
69
179
83
64
49
71
79
65
35
46
69



Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 4
Etanercept nativ 5
Etanercept nativ 5
Etanercept nativ5
Etanercept nativ5
Etanercept nativ5
Etanercept nativ 5
Etanercept nativ 5
Etanercept nativ 5
Etanercept nativ 5
Etanercept nativ5
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 6
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 7
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
Etanercept nativ 8
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3941
3185
3114
2602
2208
1994
1782
1569
1473
1462
3918
4094
4072
3938
3681
3418
2818
2235
1859
1592
3572
1109

924

865

746

704

519

475

449

421
4083
3910
2857
2635
2494
2209
2226
2237
2073
1861
3744
2357
1758
1649
1524

980
1005

841

804

691

1053
646
688
392
334
282
273
257
247
239

1468

3302

1911

1131
802
842
766
736
608
473
837
284
165
136
110
153

96
139
134
123
999

1943
552
488
459
389
423
370
363
339

1351

1100
490
539
345
280
238
191
206
160

813
712
588
475
311
243
234
192
200
177
1911
4068
4060
3334
2435
2315
1629
1245
1005
765
2149
175
141
170
126
103
99
69
85
66
1215
1400
595
490
406
337
352
371
360
279
1348
712
361
422
276
227
172
164
169
149

1828
1318
1197
664
428
380
285
224
225
200
1269
2223
3304
2164
1499
1439
1185
1026
767
533
1690
155
111
104
86
79
73
73
82
72
2469
1145
747
608
474
389
360
358
321
288
2961
627
337
374
395
201
203
180
184
189

735
1121
911
524
300
269
264
227
225
217
551
2853
2626
1263
988
1060
971
1002
823
638
1051
175
145
115
99
100
89
90
77
83
1408
3433
725
451
442
372
406
385
335
264
986
764
389
350
245
198
147
160
164
142

133
131
136
128
118

91
103
112
104

83
187
297
345
364
290
348
239
242
209
174
129

66

39

49

40

42

47

51

49

49
129
229
199
267
385
281
209
183
151
111
799
357
168
145
164

95
111

90

89
110

78
74
87

107
113
80
70
67
66
58
460
650
420
335
270
271
270
342
245
194
791
32
31
29
30
33
40
44
43
41
146
130
115
137
144
93
77
66
73
60
1612
199
95
134
128
80
85
63
65
94

402
119
100
86
72
55
38
46
40
36
180
219
365
494
325
330
276
281
229
184
342
27
24
25
26
29
35
42
38
41
318
125
119
143
72
72
38
38
32
30
1329
120
47
62
63
54
40
41
42
67

88

142
460
307
280
252
248
227
221
221
238
102
142
241
450
313
338
329
380
274
209
547
32
27
39
38
41
48
49
42
44
521
469
143
281
131
99
84
92
83
90
1253
156
63
63
80
69
50
50
41
68



Etanercept nano 1
Etanerceptnano 1
Etanercept nano 1
Etanerceptnano 1
Etanercept nano 1
Etanercept nano 1
Etanercept nano 1
Etanercept nano 1
Etanercept nano 1
Etanercept nano 1
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 2
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 3
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 4
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
Etanercept nano 5
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4081
3448
3029
2658
2490
1615
1440
1432
1097

880
4095
4092
4057
4054
3966
3886
3823
3849
3929
2900
4080
3677
3459
3246
2207
2091
1954
1863
1756
1513
4002
3677
3547
3277
3367
3150
2762
2550
2379
1954
4086
3719
3619
3599
3559
3516
3385
2853
2769
2205

2857
1267
670
460
410
280
224
256
122
127
3823
1515
978
891
912
729
1037
1192
1347
592
3099
1411
1260
995
449
386
341
328
282
230
2767
943
797
583
520
479
332
295
265
177
2527
538
478
489
542
466
497
377
295
172

2301
605
712
626
597
169
163
265

89
80

3578

2309

1818

1305

1275

1062

1005
723
667
170

2072
692
467
331
115
121

86

94

85

74
924
604
415
354
367
353
276
248
224
149

1953
443
342
319
427
385
394
264
268
123

1683
570
438
333
336
158
136
184

61
79

3460

2898

1969

1590
756
730
763
778
948
552

2891

1033
745
564
462
530
418
415
417
288
864
484
254
278
279
306
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10.5 Fluoreszenzintensitdt 10 ms
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Name Gruppe Tag ROI1 ROI2 ROI3 ROI4 ROI5 ROI6 ROI7 ROI8 ROI9
SR nativ 1 1 1 XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
SR nativ 1 1 2 36 19 18 21 16 15 14 9 11
SR nativ 1 1 3 23 15 18 18 15 15 14 10 13
SR nativ 1 1 4 20 13 17 18 14 13 16 10 11
SR nativ 1 1 5 18 12 15 16 13 10 15 10 10
SR nativ 1 1 6 18 12 17 17 15 12 17 11 10
SR nativ 1 1 7 25 20 23 24 23 19 22 17 18
SR nativ 1 1 8 18 11 16 14 14 12 16 10 8
SR nativ 1 1 9 16 10 14 16 15 10 17 12 10
SR nativ 1 1 10 20 9 13 12 11 11 15 7 9
SR nativ 2 1 1 831 481 1055 391 235 55 362 123 38
SR nativ 2 1 2 105 122 156 67 40 32 100 25 17
SR nativ 2 1 3 65 82 86 37 32 48 59 30 17
SR nativ 2 1 4 51 56 55 34 38 35 38 29 16
SR nativ 2 1 5 48 47 43 36 37 28 38 28 16
SR nativ 2 1 6 45 45 38 38 36 26 35 33 17
SR nativ 2 1 7 43 44 37 39 35 24 36 34 19
SR nativ 2 1 8 43 44 42 42 36 19 39 33 20
SR nativ 2 1 9 39 41 39 38 32 19 38 35 22
SR nativ 2 1 10 38 46 43 37 29 21 34 34 25
SR nativ 3 1 1 272 114 55 181 61 53 37 29 10
SR nativ 3 1 2 31 15 6 42 14 26 16 23 22
SR nativ 3 1 3 21 9 6 31 8 29 16 24 25
SR nativ 3 1 4 21 9 6 30 8 34 16 24 27
SR nativ 3 1 5 22 10 8 30 9 40 16 27 29
SR nativ 3 1 6 26 10 9 31 10 48 17 31 34
SR nativ 3 1 7 28 11 10 34 11 52 19 34 37
SR nativ 3 1 8 31 13 12 36 12 65 24 37 45
SR nativ 3 1 9 34 14 12 37 12 66 24 35 46
SR nativ 3 1 10 37 17 15 49 14 76 30 41 57
SR nativ 4 1 1 104 36 18 30 40 26 15 12 16
SR nativ 4 1 2 12 6 6 5 8 8 6 5 7
SR nativ 4 1 3 12 7 7 6 9 6 6

SR nativ 4 1 4 13 9 8 6 10 11 7 7 10
SR nativ 4 1 5 11 9 6 5 10 7 7 5 6
SR nativ 4 1 6 11 9 5 4 10 9 7 4 6
SR nativ 4 1 7 10 10 5 6 9 9 7 4 5
SR nativ 4 1 8 10 10 5 6 9 9 8 4 5
SR nativ 4 1 9 9 8 5 8 7 7 9 5 4
SR nativ 4 1 10 9 7 5 9 6 7 10 6 4
SR nativ 5 1 1 207 77 111 61 62 36 77 29 41
SR nativ 5 1 2 21 11 16 13 11 9 17 9 11
SR nativ 5 1 3 22 15 19 14 12 13 20 9 11
SR nativ 5 1 4 20 18 17 10 12 14 17 8 14
SR nativ 5 1 5 16 16 12 9 13 16 18 9 17
SR nativ 5 1 6 16 14 10 9 15 14 19 11 17
SR nativ 5 1 7 17 19 10 9 16 21 22 13 18
SR nativ 5 1 8 16 18 10 9 16 19 22 13 18
SR nativ 5 1 9 14 14 11 8 12 17 21 15 14
SR nativ 5 1 10 13 10 10 8 11 13 20 17 10
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SR nativ 6 1 1 2859 603 1380 1264 781 184 354 399 162
SR nativ 6 1 2 32 21 19 18 16 18 10 11 11
SR nativ 6 1 3 25 20 14 14 13 18 11 8 8
SR nativ 6 1 4 19 16 10 10 10 15 8 7 14
SR nativ 6 1 5 17 17 10 10 11 17 8 8 17
SR nativ 6 1 6 14 17 8 8 13 18 7 8 19
SR nativ 6 1 7 15 18 9 9 15 21 8 13 21
SR nativ 6 1 8 17 19 9 12 19 22 10 15 20
SR nativ 6 1 9 18 21 12 13 21 19 13 16 23
SR nativ 6 1 10 17 16 13 11 17 14 10 17 23
SR nativ 7 1 1 392 119 115 111 182 54 46 84 95
SR nativ 7 1 2 19 10 6 6 13 7 5 15 10
SR nativ 7 1 3 16 10 7 6 11 7 5 13 9
SR nativ 7 1 4 15 11 8 7 10 8 7 14 8
SR nativ 7 1 5 15 9 9 8 9 8 9 15 8
SR nativ 7 1 6 12 8 9 7 7 8 8 14 7
SR nativ 7 1 7 13 10 11 8 8 10 10 14 10
SR nativ 7 1 8 6 7 7 4 4 9 5
SR nativ 7 1 9 8 9 9 7 6 8 9 11 8
SR nativ 7 1 10 9 10 10 7 7 9 9 9 8
SR nativ 8 1 1 2749 736 414 960 1158 91 95 66 47
SR nativ 8 1 2 36 16 12 72 27 5 8 4 8
SR nativ 8 1 3 21 10 11 54 14 5 11 5 10
SR nativ 8 1 4 18 8 10 53 10 6 12 10 17
SR nativ 8 1 5 16 7 9 54 10 4 15 10 23
SR nativ 8 1 6 15 8 8 54 10 4 15 10 25
SR nativ 8 1 7 16 9 9 55 11 6 22 11 30
SR nativ 8 1 8 15 9 10 55 11 6 28 11 33
SR nativ 8 1 9 16 10 11 60 13 7 30 11 36
SR nativ 8 1 10 14 8 8 57 12 5 35 11 42
SR nativ 9 1 1 904 127 155 340 236 30 27 45 27
SR nativ 9 1 2 12 4 4 5 5 3 2 2
SR nativ 9 1 3 10 5 5 5 5 7 6 3 4
SR nativ 9 1 4 8 8 6 4 5 9 7 3 4
SR nativ 9 1 5 9 11 7 6 6 12 11 4 5
SR nativ 9 1 6 10 15 10 7 7 15 16 5 6
SR nativ 9 1 7 11 16 11 7 8 16 18 5 8
SR nativ 9 1 8 11 15 14 8 9 16 17 6 8
SR nativ 9 1 9 13 16 16 10 11 18 19 7 9
SR nativ 9 1 10 11 17 17 8 9 16 17 7 8
SR nano 1 2 1 4000 1767 594 902 571 194 161 24 30
SRnano 1 2 2 1165 367 149 404 193 71 39 19 21
SRnano 1 2 3 685 201 110 189 122 40 24 13 11
SRnano 1 2 4 459 122 72 107 53 29 26 13 15
SRnano 1 2 5 336 81 73 84 53 27 21 11 11
SRnano 1 2 6 286 60 41 87 47 25 17 13 13
SR nano 1 2 7 255 60 47 78 30 24 17 15 14
SR nano 1 2 8 246 50 37 81 31 25 17 14 13
SRnano 1 2 9 221 43 31 67 30 29 15 16 12
SRnano 1 2 10 192 37 29 62 27 14 13 19 12
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178
128
176
209
221
131
672
350
223
172
89
78
68
65
56
45
622
205
156
109
96
141
63
55
55
32
516
107
87
94
107
91
96
70
61
37

511
145
144
121
127

38
35
50
16
19

1031
501
357
254
259
197
190
143
144

48
414
144

91

65

23

25

17

20

18

15
185
115

87

74

80

73

54

54

47

30
402

89

63

53

85

54

78

51

55

26

461
120
78
58
56
32
26
35
11
14
981
628
443
338
165
159
188
193
244
134
619
203
159
137
93
118
88
88
90
66
169
92
53
58
56
61
56
55
63
52
377
131
97
56
72
61
66
53
46
32

311
112
78
77
76
29
24
27
19
22
423
225
188
139
116
94
80
46
45
52
364
85
92
70
114
111
127
95
98
72
250
232
124
96
92
88
71
66
66
43
334
79
64
79
69
87
63
62
53
32

38
34
26
19
17
19
16
23

13
253
111
103

99

54

42

39

63

53

21

50

42

26

21

21

20

22

22

19

19

43

53

27

27

23

22

15

14

14

18
21

11
11
15
15
14
16
12

44
15
15
13

(0]

10

168
120
110
68
78
63
66
57
48
44
94
27
24
15
14
11
11
12
11

63
30
13
16
14
16
17
17
17
22
23
26
12
13
13
14
17
11
13
10

36
15
16
16
14
12
10
12

10
451
112

68

67

18

22

26

37

34

29

57

95

92

67

78

74

72

69

66

67

43

53

20

13

10

O

108
61
22
14
16
13
15
13
16
12

96

22
16
16
15
15
12
11
15

12
216
99
85
118
44
46
35
60
50
77
131
32
30
27
23
25
20
16
13
11
13
37
10
11

AN U o NN

59
25
14
13
13
18
15
15
14
11



Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 6
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 7
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8
Etanercept nano 8

AP AEAEAEEAEAPAEAEEEEAEEAEAPEDPH

O 00N O U B WN -

1

o

O 00 N O Ul b WN -

1

O 00 N O Ul b WN L O

=
o

2944
1589
1415
1309
1162
985
739
612
529
417
2988
1141
949
864
721
644
577
544
495
454
2861
1581
1306
1244
1206
1152
950
962
935
887

321
220
156
151
146
114
86
60
62
52
237
153
76
59
45
39
45
48
53
49
427
284
178
155
171
157
133
109
106
87

254
174
118
114
110
88
58
46
48
25
379
186
60
59
42
37
30
38
37
39
483
152
99
76
89
94
75
79
86
75

370
135
123
103
111
94
53
50
39
23
586
135
87
60
46
50
57
51
51
54
414
152
93
90
103
96
57
78
72
83

245
140
78
81
58
51
33
30
32
24
324
181
180
80
53
61
61
50
40
39
271
120
96
99
103
125
95
65
75
61

10
88
37
23
23
22
19
17
17

40
33
21
16
15
15
11
16
15
17
70
64
72
58
48
36
32
26
23
18

19
54
27
18
21
19
15
14
18
11
192
71
29
29
22
20
16
22
21
26
70
24
22
20
25
27
22
24
25
24

33
56
28
17
19
20
12
12
14
14
190
66
60
40
32
36
25
29
21
25
33
13
16
20
25
24
19
21
18
18

97

124
59
26
19
21
18
14
18
21
19
44
39
27
21
17
17
14
16
16
15
34

16
19
24
28
23
19
17
17



10.6 Fluoreszenzintensitat Stunde 1

Name

SR nativ 1
SR nativ 1
SR nativ 1
SR nativ 1
SR nativ 1
SR nativ 2
SR nativ 2
SR nativ 2
SR nativ 2
SR nativ 2
SR nativ 3
SR nativ 3
SR nativ 3
SR nativ 3
SR nativ 3
SR nativ 4
SR nativ 4
SR nativ 4
SR nativ 4
SR nativ 4
SR nativ 5
SR nativ 5
SR nativ 5
SR nativ 5
SR nativ 5
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 6
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 7
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 8
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nativ 9
SR nano 1
SRnano 1
SRnano 1
SR nano 1
SRnano 1

1

N NNNNRRRRRRRRPRRRRRBRRRRPRRERRRRRERRRRRPRRRRPBPRRRRRRERRRRRRRRR

Gruppe Minute

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

0
15
30
45
60

98

ROI1 ROI2 ROI3 ROI4 ROI5 ROI6 ROI7 ROI8 ROIS

3985
3918
3898
3792
3707
4068
4027
3988
3893
3815
1341
1160
1104
1075
1065

508

398

333

279

250
1010

834

738

671

617
4095
4087
4050
3980
3904
1906
1528
1147

933

771
4086
4094
4089
4073
4068
3545
2723
2297
1969
1707
4095
4095
4095
4095
4095

2718
2651
2596
2586
2345
2898
3250
3052
2949
2758
548
437
424
422
415
168
160
126
125
107
406
296
285
229
210
2926
2703
2436
1875
1615
538
386
291
237
177
3083
3445
3374
2771
2942
552
476
429
484
515
2998
3626
3781
3890
3996

2358
2721
2739
2602
2475
4094
4094
4091
4074
4015
280
268
266
270
271
84
57
53
45
41
512
379
309
284
268
3969
3842
3460
3051
2760
530
474
592
388
278
2561
3967
3605
3401
3111
724
465
366
337
313
1962
2624
2807
2900
2581

1129
1440
1407
1324
1325
3499
3401
3181
2409
2215
922
852
814
887
796
149
118
127
99
87
298
291
265
232
208
4092
4083
4092
3961
3815
612
702
569
530
421
2722
2678
2678
2655
2302
1701
1205
957
754
616
2374
2912
3063
3530
3130

1017
1158
1317
1332
1208
1701
1662
1716
1690
1626
300
261
262
237
265
182
143
122
112
110
311
311
255
228
219
3550
3830
3205
2658
2392
935
775
479
381
274
3344
3118
2980
2356
2567
1253
1200
1107
980
840
2171
2184
2266
2566
3083

2259
2141
1993
1820
1606
680
754
620
511
452
254
234
213
207
202
130
157
155
156
141
177
152
130
115
101
922
812
716
623
557
249
163
119
90
72
649
1999
1407
937
718
136
95
72
63
53
528
776
760
873
923

486
503
497
445
422
1294
2005
2491
2053
1872
199
193
190
194
179
73
53
43
40
37
361
293
265
242
226
1713
1345
1035
826
706
238
141
127
90
74
517
348
238
118
160
126
71
50
42
38
664
822
765
758
598

160
202
204
172
156
895
862
821
697
696
147
130
122
122
131

61
39
36
29
26
145
124
112
97
78

2199

2241

2508

2255

1847
414
416
338
295
243
318
176

87
60
40
204
119
87
74
66
62
94
105
148
112

351
372
387
384
362
465
362
310
249
242

50

49

49

49

49

75

57

53

48

45
210
207
196
182
164
819
706
603
519
463
434
253
163
128
105
220
185
128
107

79
130
104

88

91

96
140
152
182
213
225



SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 2
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 3
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 4
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 5
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 6
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 7
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8
SR nano 8

N NN N NDNNNNMNNMNNNNMNNDMNNNNNMNNNNMNNNNNNMNNNNMNNNDNNDNDNDNDDN

15
30
45
60

15
30
45
60

15
30
45
60

15
30
45
60

15
30
45
60

15
30
45
60

15
30
45
60

4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4094
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095
4095

2535
2799
2745
2949
2963
3310
2947
3395
3424
3518
3019
3537
3641
3294
3365
3977
4028
4035
3920
3953
4095
4095
4095
4095
4095
4060
4095
4095
4095
4095
4033
4092
4095
4094
4095

2057
2182
1745
1861
2225
3533
3301
3288
3235
3345
3965
3946
3609
3189
2621
3881
3969
4021
4016
4079
3505
3458
3615
3922
3844
3718
3862
3957
3982
3949
3359
3563
3675
3682
3758

2056
2736
3114
3384
3122
3137
3840
3176
3252
3468
2379
2085
1616
1494

935
3940
3911
3904
4022
4052
3841
4058
4094
4049
4091
3836
4022
4088
4087
4078
3969
4040
4055
4079
4080

2353
2989
2999
3316
3086
2953
3787
3661
3260
3438
1908
2256
2051
1731
1200
3802
3794
3905
3685
3613
3286
3940
3866
3908
4075
4064
4094
4093
4076
4095
4035
4090
4094
4094
4094

240
295
291
349
414
178
163
181
180
193
386
427
520
414
440
1198
1081
1023
914
884
972
859
812
993
960
377
420
426
438
427
257
294
329
337
347

144
155
126
139
146
273
200
180
174
158
1570
1054
809
386
254
1487
1446
1438
1315
1498
1044
1146
1482
1388
1422
1351
1640
1750
1704
1750
244
249
242
216
212

187
240
280
233
250
694
784
507
516
524
179
147
105
90
67
1399
1176
1230
1270
1262
419
386
410
414
388
208
226
205
189
180
397
391
483
637
609

99

245
289
285
344
236
1231
1884
1260
1282
1372
163
187
159
133
98
1308
1167
1113
837
788
644
851
979
634
808
948
930
959
929
954
1322
2260
2393
2580
2714
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12. Tabellarischer Lebenslauf




