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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Implantat
und auf ein Verfahren zur Herstellung des Implanta-
tes.

[0002] Der nicht-virale Transfer von Nukleinsauren
in Zellen (,Transfektion") ist mit Hilfe Nukleinsau-
re-funktionalisierter ~Calciumphosphat-Nanopartikel
durchfiihrbar. Dort kénnen die Nukleinsaure-funktio-
nalisierten Calciumphosphat-Nanopartikel beispiels-
weise die Bildung therapeutisch wirksame Proteine
steuern. Allgemein ist durch die Einfihrung von DNA
die gezielte Anregung der Produktion von Proteinen
moglich, wahrend durch die Einfihrung von small in-
terfering RNA (siRNA) das gezielte Abschalten der
Produktion von Proteinen maéglich ("Antisense" oder
"Gene silencing"). Im Folgenden werden die beiden
Alternativen DNA und siRNA zusammenfassend als
Nukleinsauren bezeichnet, wobei auch Kombinatio-
nen beider Stoffe nicht ausgeschlossen sind. Weiter-
hin ist verkirzt von der Induktion der Produktion von
Proteinen (durch DNA) die Rede, wenn auch eine ge-
zielte Abschaltung von Proteinen (durch siRNA)
maglich ist. Diese Genulbertragung kénnte beispiels-
weise fur die somatische Gentherapie genutzt wer-
den. Hierzu wird auf folgende wissenschaftliche Ver-
offentlichungen verwiesen:

Welzel T, Radtke |, Meyer-Zaika W, Heumann R,
Epple M. Transfection of cells with custom-made cal-
cium phosphate nanoparticles coated with DNA. J
Mater Chen 2004; 14: 2213-2217.

Sokolova V, Prymak O, Meyer-Zaika W, Célfen H,
Rehage H, Shukla A, Epple M. Synthetis and charac-
terisation of DNA-functionalised phosphate nanopar-
ticles. Mat-wiss u Werkstofftech 2006; 37: 441-445.
Sokolova VV, Radtke |, Heumann R, Epple M. Effec-
tive transfection of cells with multi-shell calcium phos-
phate-DNA nanoparticles. Biomaterials 2006; 27:
3147-3153.

[0003] Fur die Einfiihrung der Nanopartikel in den
Korper bietet sich das Einspritzen oder Infundieren
an. Hierbei ist nachteilig, dass sich die Nanopartikel
im Korper unkontrolliert verteilen, so dass eine Steu-
erung der Proteinproduktion schwierig und der Erfolg
der Therapie in Frage gestellt ware.

[0004] Davon ausgehend liegt der Erfindung die
Aufgabe zugrunde, eine Technik fiir eine kontrollierte
Zufuhrung von Nukleinsaure-funktionalisierten Calci-
umphosphat-Nanopartikeln zu dem zu behandelnden
Organ zur Verfligung zu stellen.

[0005] Die Aufgabe wird durch ein Implantat gelést,
das einen Trager und Nukleinsaure-funktionalisierte
Calciumphosphat-Nanopartikel aufweist.

[0006] Das erfindungsgemafe Implantat kann ge-
zielt in den Korper eines Menschen oder Tieres ein-
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gebracht werden. Die Nukleinsaure-funktionalisierten
Calciumphosphat-Nanopartikel (,Nanopartikel") kon-
nen von dem Trager in Zellen in der Nachbarschaft
des Implantates wandern. Somit werden diesen Zel-
len die Nukleinsaure-funktionalisierten Calciumphos-
phat-Nanopartikel gezielt zugeflhrt. Ferner ist es
moglich, das Implantat zu entnehmen, um die Zufuhr
zu unterbrechen. Es ist aber auch méglich, den Tra-
ger so mit Nukleinsdure-funktionalisierten Calcium-
phosphat-Nanopartikeln auszustatten, dass diese
erst nach einer bestimmten Zeit abwandern und/oder
Uber einen definierten Zeitraum abwandern und/oder
dass in verschiedenen Zeitabschnitten verschieden
Nukleinsaure-funktionalisierte Calciumphosphat-Na-
nopartikel abwandern. Das Implantat kann zum Ei-
nen ausschlieBlich als Depot fur die gezielte Zufuhr
der Nanopartikel zum Koérper des Patienten dienen.
Es ist aber auch moglich, dass das Implantat weitere
Kérperfunktionen unterstitzt oder ersetzt, die zu der
Produktion der Proteine hinzukommen, fir die die
Nukleinsaure codiert. Beispielsweise kann das Imp-
lantat ein Implantat zur Behandlung von Knochenbri-
chen (Osteosynthese), ein Zahnimplantat, ein Herz-
schrittmacher oder ein Stent sein. Die Wirkung dieser
Implantate kann durch die Nanopartikel unterstitzt
werden.

[0007] Die Nukleinsaure-funktionalisierten Nanop-
artikel auf Calciumphosphat-Basis haben den Vorteil,
im menschlichen oder tierischen Organismus hervor-
ragend biokompatibel zu sein. Dies unterscheidet sie
von viralen, liposomalen und kationischen Transfekti-
onsagenzien. Des weiteren ist bei der Gabe von
mehreren therapeutischen Dosen keine Immunant-
wort wie bei einer viralen Transfektion zu erwarten.
Die Nukleinsaure lagert sich um das Calciumphos-
phat-Nanopartikel und wird immobilisiert, ohne de-
gradiert zu werden. Des weiteren kann das Nanopar-
tikel zusétzlich mit kationischen, stickstoffhaltigen
Polymeren wie Polyethylenimin (PEI) funktionalisiert
werden. Die Adsorption der negativ geladenen Nuk-
leinsdure erfolgt dann auf dieser Polymerschicht.

[0008] Gemal einer Ausgestaltung weist das Imp-
lantat Mittel zum Halten der Nukleinsaure-funktionali-
sierten Calciumphosphat-Nanopartikel auf, die ein
Wandern der Nanopartikel in benachbarte Zellen zu-
lassen, wenn das Implantat in den Kérper eines Pati-
enten eingesetzt ist. Die Mittel zum Halten kénnen
verschieden ausgefiihrt sein.

[0009] Gemal einer Ausgestaltung weist der Trager
mindestens einen Hohlraum auf, in dem die Nanop-
artikel angeordnet sind. Der mindestens eine Hohl-
raum kann permanent durch mindestens eine fir die
Nanopartikel durchldssige Offnung nach auen ge-
offnet sein und/oder eine Wand aufweisen, die kurz
vor dem Einbringen in den Kérper des Patienten ge-
offnet werden kann oder sich im menschlichen oder
tierischen Korper zumindest teilweise offnet, bei-
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spielsweise weil sie vom Koérper resorbiert wird. Bei-
spielsweise ist der Trager eine Kapsel mit einem
Hohlraum, der von einer pordsen oder resorbierba-
ren Membran teilweise verschlossen ist. Gemal ei-
nem anderen Beispiel ist der Trager ein poréser Kor-
per, dessen Hohlraume zumindest teilweise mit den
Nanopartikeln gefillt sind.

[0010] Gemal einer anderen Ausgestaltung sind
Nukleinsaure-funktionalisierte Calciumphosphat-Na-
nopartikel auf einer Oberflache des Tragers immobi-
lisiert. Die Immobilisierung ist so beschaffen, dass die
Nanopartikel in der Lage sind, vom Kérper des Pati-
enten von der Oberflaiche des Tragers weg in be-
nachbarte Zellen zu wandern. Die Immobilisierung ist
beispielsweise durch Adsorption der Nanopartikel an
der Oberflache des Tragers gegeben.

[0011] Die Nanopartikel kénnen auf verschiedene
Weise auf die Oberflache aufgebracht sein. Bei-
spielsweise kann der Trager in eine Lésung aus Na-
nopartikeln eingetaucht worden sein, so dass diese
nach Verdampfen des Lésungsmittels die Oberflache
des Tragers belegen. Ein zusatzliches Bindemittel
kann diese Anhaftung bewirken.

[0012] GemaR einer Ausgestaltung besteht der Tra-
ger zumindest an der Oberflache aus einem elek-
trisch leitfahigen Material und wurden Nukleinsau-
re-funktionalisierte ~ Calciumphosphat-Nanopartikel
elektrophoretisch auf der Oberflache abgeschieden.
Durch elektrophoretische Abscheidung kénnen ge-
zielt Oberflachen von Tragern mit Nanopartikeln be-
schichtet werden. Die Elektrophorese kann auch in
alkoholischer Dispersion durchgefiihrt werden. Uber-
raschenderweise wird die Nukleinsdure hierbei nicht
denaturiert. Die Nanopartikel kénnen durch Adsorpti-
on an der Oberflaiche immobilisiert werden. Die
Transfektion wird hierdurch nicht unterbunden. Die
Nanopartikel kénnen direkt in die umgebenden Zel-
len wandern.

[0013] Alle polarisierbaren bzw. elektrisch leitfahi-
gen Substanzen, glatt, rau oder porés, lassen sich
elektrophoretisch mit Nanopartikeln belegen. Als
elektrisch leitfahige Materialien kommen insbesonde-
re Metalle, Halbleiter und Legierungen in Betracht.

[0014] Gemal einer Ausgestaltung besteht der Tra-
ger insgesamt aus elektrisch leitfahigem Material.
Der Trager besteht beispielsweise aus Titan. Ent-
sprechend ausgestaltete Titanimplantate kénnen zu-
satzlich der Versorgung von Knochenbriichen die-
nen.

[0015] GemalR einer anderen Ausgestaltung be-
steht der Trager aus einem keramischen Material mit
einer elektrisch leitfahigen Schicht an der Oberfla-
che. Dieses Implantat kann beispielsweise als Zahn-
implantat ausgestaltet sein.
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[0016] Gemal einer Ausgestaltung weist das Imp-
lantat mindestens eine Schicht umfassend Nuklein-
saure-funktionalisierte Calciumphosphat-Nanoparti-
kel auf der Oberflache des Tragers auf. In der Schicht
kann eine grofe Anzahl Nanopartikel bereitgestellt
werden. Die Schicht kann auch andere Substanzen
umfassen, die beispielsweise die Immobilisierung
und/oder Freisetzung der Nanopartikel im Kérper des
Patienten steuern. Auch kann die Schicht elektrisch
leitfahige Substanzen enthalten, um das Aufbringen
einer weiteren Schicht durch elektrophoretische Ab-
scheidung zu férdern.

[0017] Gemal einer Ausgestaltung weist das Imp-
lantat verschieden Nukleinsaurefunktionalisierte Cal-
ciumphosphat-Nanopartikel auf. Mit diesem Implan-
tat kann die Produktion verschiedener Proteine ge-
steuert werden, die zur Therapie einer oder mehrerer
Krankheiten benétigt werden.

[0018] Hierfiir weist das Implantat gemaR einer wei-
teren Ausgestaltung ein Gemisch umfassend ver-
schieden Nukleinsadure-funktionalisierte ~Calcium-
phosphat-Nanopartikel auf. Der Einsatz dieses Imp-
lantates kann die gleichzeitige Produktion verschie-
dener Proteine bewirken.

[0019] Gemal einer Ausgestaltung weist das Imp-
lantat mehrere Schichten auf der Oberflache des Tra-
gers auf, die sich dadurch unterscheiden, dass sie
verschieden Nukleinsaure-funktionalisierte Calcium-
phosphat-Nanopartikel umfassen. Die mehreren
Schichten kénnen Nukleinsaure umfassen, die flr
verschiedene Proteine codieren. Nach dem Abwan-
dern der Partikel einer oben liegenden Schicht kon-
nen die Partikel der darunter liegenden Schicht ab-
wandern. Auf diese Weise wird beispielsweise eine
Stufentherapie ermoglicht.

[0020] Gemal einer Ausgestaltung weist das Imp-
lantat mindestens eine Calciumphosphat-Nanoparti-
kel umfassende Schicht auf der Oberflache des Tra-
gers auf, die nicht Nukleinsdure-funktionalisiert sind.
Beispielsweise wird eine Nukleinsaure-funktionali-
sierte Calciumphosphat-Nanopartikel enthaltende
Schicht mit einer Schicht nicht Nukleinsaure-funktio-
nalisierte Nanopartikel enthaltenden Schicht Uber-
deckt. Die Nanopartikel der ,vergrabenen Schicht"
kénnen erst abwandern, wenn die nicht-Nukleinsau-
re-funktionalisierten Nanopartikel abgewandert sind.
Beispielsweise kann das Implantat so ausgestaltet
sein, dass im Falle einer Entziindung der im Gewebe
ansteigende pH die oberste Schicht abwandern IaRt,
so dass danach die Nukleinsaure-funktionalisierten
Nanopartikel abwandern kénnen.

[0021] GemaR einer Ausgestaltung codiert die Nuk-
leinsaure der Nukleinsaure-funktionalisierten Calci-
umphosphat-Nanopartikel Proteine, welche den
Wundheilungsprozel3 oder das Knochenwachstum
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foérdern und/oder Zellen und/oder das Zellwachstum
beeintrachtigen und/oder deren Bereitstellung Ziel ei-
ner Gentherapie ist. Die Férderung des Wundhei-
lungsprozesses oder Knochenwachstums ist insbe-
sondere bei einem Implantat von Vorteil, das zusatz-
lich der Versorgung von Knochenfrakturen dient. Die
Beeintrachtigung von Zellen und/oder des Zellwachs-
tums kommt beispielsweise bei Ausflihrung des Imp-
lantats als Stent in Betracht, um ein unerwiinschtes
Zusammenwachsen des Bindegewebes um den
Stent herum ("Restenose) zu verhindern. Ein Implan-
tat fir die Gentherapie kann beispielsweise als Platt-
chen (,Chip") ausgeflihrt sein.

[0022] Gemal dem erfindungsgemaflen Verfahren
wird ein Implantat hergestellt, indem Nukleinsgu-
re-funktionalisierte Nanopartikel elektrophoretisch
auf einer Oberflache eines Tragers abgeschieden
werden.

[0023] GemalR einer Ausgestaltung wird mindes-
tens ein Gemisch unterschiedlich Nukleinsaure-funk-
tionalisierter Calciumphosphat-Nanopartikel auf der
Oberflache des Tragers abgeschieden.

[0024] Gemal einer weiteren Ausgestaltung wer-
den in mehreren Schritten verschieden Nukleinsau-
re-funktionalisierte ~ Calciumphosphat-Nanopartikel
und/oder Gemische verschieden Nukleinsaure-funk-
tionalisierter Calciumphosphat-Nanopartikel auf der
Oberflache des Tragers abgeschieden.

[0025] GemalR einer weiteren Ausgestaltung wird
eine Schicht nicht Nukleinsdure-funktionalisierter Na-
nopartikel elektrophoretisch auf der Oberflache des
Tragers abgeschieden.

[0026] Es folgen Beispiele fir verschiedene denk-
bare therapeutische Anwendungen: Voraussetzung
fur eine erfolgreiche Gentherapie ist die Identifizie-
rung des Gens, das die therapeutische Wirkung flr
die zu therapierende Krankheit hat. Hierbei wird zwi-
schen einem angeborenen, vererbten Gendefekt und
einem pathologischen Gendefekt unterschieden. Fur
eine orthopadische (pathologische) Erkrankung wie
der Arthrose lieRRe sich die Nukleinsaure, welche Fak-
toren codiert, die die Degeneration des hyalinen
Knorpels verlangsamt, auf die Partikel laden und an-
schlieRend Uber ein Implantat in den Organismus
bringen. Ebenso lielRe sich ein Matrix-Protein codie-
ren, welches den Wiederaufbau des Knorpels stimu-
liert.

[0027] Als weiteres Beispiel sei noch die aseptische
Prothesenlockerung genannt. Um bei gefahrdeten
Patienten eine Explantation des Implantats zu ver-
meiden, kénnte man auf dem Implantat eine Nuklein-
saure-Nanopartikelschicht aufbringen, die einen Vek-
tor codiert, der eine Bildung der zellularen Pseudo-
membran im Zwischenraum von Implantat und Kno-
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chen verhindert. Bei einer Frakturheilung lief3e sich
ein beschichtetes Implantat direkt am Knochen ver-
wenden. Hierbei lieRe sich mit der Nukleinsaure ein
Knochenwachstumsfaktor (z. B. BMP-2) codieren,
der das Knochenwachstum und damit den Heilungs-
prozeld stimuliert.

[0028] Dasselbe Prinzip gilt fur ein dauerhaftes Im-
plantat (z. B. Huftprothese, Zahnimplantat, Kniege-
lenk). Die Lebensdauer solcher Implantate kdnnte
durch die Expression von Knochenwachstumsfakto-
ren verbessert werden.

[0029] Es folgt ein Ausflihrungsbeispiel betreffend
die Herstellung und die elektrophoretische Abschei-
dung der Nanopartikel auf dem Trager und den Nach-
weis der Transfektion von Zellen mittels des be-
schichteten Tragers.

[0030] DNA-funktionalisierte Calciumphosphat-Na-
nopartikel wurden entsprechend dem in den beiden
eingangs erwahnten Veroffentlichungen von Sokolo-
va et al. (2006) beschriebenen Verfahren hergestellt.
Die beiden Veroffentlichungen werden hinsichtlich
des Herstellungsverfahrens der Nanopartikel in diese
Patentanmeldung einbezogen. Die DNA codierte die
Bildung von Enhanced Green Fluorescent Protein
(EGFP). Die Auftragung auf einem 1 cm?-groRen Ti-
tanplattchen erfolgt durch Elektrophorese aus Isopro-
panol in Form einer wenige pm-dicken Schicht. Diese
Plattchen wurden an Luft getrocknet und in eine Zell-
kultur mit T-HUVEC-Zellen gebracht. Nach einer
Transfektionsdauer von 48 Stunden zeigte sich klar
die Bildung des grin fluoreszierenden Proteins
EGFP in den Zellen, die das Plattchen besiedelt hat-
ten. Dadurch wurde nachgewiesen, dass die Zellen
die DNA-funktionalisierten Calciumphosphat-Nanop-
artikel aufgenommen hatten. Ein Kontrollexperiment,
bei dem DNA direkt auf eine durch Plasmaspritzen
auf Titan abgeschiedene Calciumphosphat-Schicht
gegeben wurde, gefolgt von einer Zellbesiedlung, er-
gab keine Transfektion der Zellen.
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ZITATE ENTHALTEN IN DER BESCHREIBUNG

Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Doku-
mente wurde automatisiert erzeugt und ist aus-
schlieSlich zur besseren Information des Lesers auf-
genommen. Die Liste ist nicht Bestandfeil der deut-
schen Pafent- bzw. Gebrauchsmusteranmeldung.
Das DPMA dbernimmt keinerlei Hafiung fir etwaige
Fehler oder Auslassungen.
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Patentanspriiche

1. Implantat, das einen Trager und Nukleinsau-
re-funktionalisierten Calciumphosphat-Nanopartikel
aufweist.

2. Implantat nach Anspruch 1 mit Mitteln zum
Halten der Nukleinsdure-funktionalisierten Calcium-
phosphat-Nanopartikel an dem Trager, die ein Wan-
dern der Nanopartikel in benachbarte Zellen zulas-
sen, wenn das Implantat in den Koérper eines Patien-
ten eingesetzt ist.

3. Implantat nach Anspruch 1 oder 2 mit auf einer
Oberflache des Tragers immobilisierten, Nukleinsau-
re-funktionalisierten ~ Calciumphosphat-Nanoparti-
keln.

4. Implantat nach Anspruch 3, bei dem der Trager
zumindest an der Oberflache aus einem elektrisch
leitfahigen Material besteht und Nukleinsaure-funkti-
onalisierte Calciumphosphat-Nanopartikel elektro-
phoretisch auf der Oberflache abgeschieden sind.

5. Implantat nach Anspruch 4, bei dem der Trager
insgesamt aus elektrisch leitfahigem Material be-
steht.

6. Implantat nach Anspruch 4 oder 5 mit einem
Trager aus Titan oder einer Titanlegierung.

7. Implantat nach einem der Anspriche 4 bis 6
mit einem Trager aus keramischem Material mit einer
elektrisch leitfahigen Schicht an der Oberflache.

8. Implantat nach einem der Anspriiche 1 bis 7
mit verschieden Nukleinsaure-funktionalisierten Cal-
ciumphosphat-Nanopartikeln.

9. Implantat nach einem der Anspriiche 1 bis 8
mit einem Gemisch aus umfassend verschiedenen
Nukleinsaure-funktionalisierte Calciumphosphat-Na-
nopartikeln.

10. Implantat nach einem der Anspriiche 1 bis 9
mit mindestens einer Schicht umfassend Nukleinsau-
re-funktionalisierte ~ Calciumphosphat-Nanopartikel
auf der Oberflache des Tragers.

11. Implantat nach einem der Anspruche 1 bis 10
mit mehreren Schichten auf der Oberflache des Tra-
gers, die sich dadurch unterscheiden, dass sie ver-
schieden Nukleinsadure-funktionalisierte Calcium-
phosphat-Nanopartikel umfassen.

12. Implantat nach einem der Ansprtche 1 bis 11
mit mindestens einer nicht Nukleinsaure-funktionali-
sierte Calciumphosphat-Nanopartikel umfassenden
Schicht auf der Oberflache des Tragers.
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13. Implantat nach einem der Anspriche 1 bis
12, bei dem die Nukleinsaure der Nukleinsaure-funk-
tionalisierten Calciumphosphat-Nanopartikel Protei-
ne codiert, welche den Wundheilungsprozef3 oder
das Knochenwachstum férdern und/oder Zellen
und/oder das Zellwachstum beeintrachtigen
und/oder deren Bereitstellung Ziel einer Gentherapie
ist.

14. Verfahren zum Herstellen eines Implantates
nach einem der Anspriiche 1 bis 13, bei dem Nukle-
insaure-funktionalisierte Nanopartikel elektrophore-
tisch auf einer Oberflache eines Tragers abgeschie-
den werden.

15. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem min-
destens ein Gemisch unterschiedlich Nukleinsgu-
re-funktionalisierter ~Calciumphosphat-Nanopartikel
auf der Oberflache des Tragers abgeschieden wird.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, bei
dem in mehreren Schritten verschieden Nukleinsau-
re-funktionalisierte  Calciumphosphat-Nanopartikel
und/oder Gemische verschieden Nukleinsdure-funk-
tionalisierter Nanopartikel auf der Oberflache des
Tragers abgeschieden werden.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis
16, bei dem eine Schicht nicht Nukleinsaure-funktio-
nalisierter Nanopartikel elektrophoretisch auf der
Oberflache des Tragers abgeschieden wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche

