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Kurzfassung

Zur erfolgreichen Weiterentwicklung der Gentherapie besteht ein hoher
Forschungsbedarf insbesondere bei der Entwicklung effizienter und sicherer nicht-viraler
Genvektoren. Die grofRte Herausforderung ist es eine hohe Gentransfereffizienz neben
gleichzeitiger minimaler Zytotoxizitdt zu erzielen. In diesem Zusammenhang haben
kationische Polymere auf Basis von biokompatiblen Poly(2-oxazolin) (POx) und dem
bioabbaubaren Poly(aspartamid) (PAsp), welches mit einer Diethylentriamin (DET)-
Seitenkette modifiziert vorliegt, ein grofles Potential. Blockkatiomere mit einer 1,2-
Diaminoethan-Seitenkette komplexieren die DNA effizient im Kern und haben eine
geringere Toxizitdt als der Goldstandard 25 kDA Poly(ethylenimin) (bPEl). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Polymerarchitektur auf die Eigenschaften des
gebildeten Polymer/pDNA-Komplexes untersucht, indem Blockkatiomere mit
verschiedenen Blocklangen und Molmassen synthetisiert und vollstandig via NMR-
Spektroskopie, GCP- und IR-Analysen charakterisiert wurden. Die gebildeten
Polyplexmizellen, mit einem Durchmesser von ca. 70 nm, waren stabil in wassriger und
isotonischer Losung. Die Polyplexmizellen sind aufgrund einer Schale-Kern-
Mizellenstruktur mit einer neutralen POx-Hille biokompatibel. Um die
Gentransfereffizienz zu verbessern wurde ein reduktiv-spaltbarer Disulfid-Linker in die
Polymerstruktur eingefiihrt. Durch die abspaltbare POx-Hille wurde die
Gentransfereffizienz gesteigert, da dadurch eine hoéhere Wechselwirkung mit der
Zellmembran und damit ein effizienterer endosomaler Austritt erreicht wurden. Es
wurde ein weiterer Ansatz fir die Steigerung der Gentransportaktivitat verfolgt, indem
Biotin, als aktiver Ligand fir die spezifische Zellaufnahme in die Polymerstruktur
eingefiihrt wurde. Durch die Rezeptor-vermittelte Aufnahme wurde die

Gentransfereffizienz bei gleichbleibender Zytokompatibilitdit maRgeblich erhoht.






Abstract

The synthesis of biocompatible synthetic catiomers (polyplexes) for in vivo nonviral gene
therapy is one of the most important challenges in polymer science and biomedicine. A
promising approach in this regard is the use of poly(2-oxazoline) (POx) based block
catiomers, which form a biocompatible core-shell polyplex micelle. In this study
PMOXx/PEtOx was combined with the biocleavable peptide block poly(aspartic
acid) (PAsp) and finally modified by diethylenetriamine (DET) at the side chain of
the polymer. Block catiomers bearing a 1,2-diaminoethane side chain show, in
comparison to commonly used polymers like 25 kDa branched poly(ethylenimine)
(bPEI), a higher efficiency and less toxicity in gene transfection. We synthesized block
catiomers with different chain lengths and molar masses with focus on the polymer
architecture and the desired polymers were characterized by *H-NMR, SEC and FT-IR. The
block catiomers showed an efficient complexation with pDNA, and the resulted polyplex
micelles were stable in an aqueous and isotonic medium with a narrowly distributed
diameter of ~70 nm and a zeta potential of ~4 mV due to the formation of hydrophilic
PEtOx/PMOx palisades. Enhancing gene transfection efficiency one promising approach
is the use of a cleavable PEtOx shell because of deshielding in intracellular reducing
environment. Therefore, a novel block catiomer was designed by introducing a cleavable
disulfide linkage between PEtOx and polycation segment P[Asp(DET)]. These micelles
showed a higher gene transfection efficiency in HEK293 cells as a result of higher cell
uptake and efficient endosomal escape. Another successfully approach to enhance the
gene transfer efficiency without increasing the cytotoxicity, is the introduction of biotin
to the block catiomer structure as an active targeting ligand. Transfection with biotin-
modified micelles led to a significant higher number of fluorescent HEK293 cells due to

receptor-mediated endocytosis.
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Motivation

1 Motivation

Viele Krankheiten, wie Krebserkrankungen, monogenetische Erbkrankheiten
(Bluterkrankheit, Mukoviszidose) und Infektionskrankheiten (HIV/AIDS) entstehen
aufgrund von defekten Genen in der DNA. Die heutigen therapeutischen Ansatze
unterdriicken lediglich die Symptome solcher Krankheiten anstatt sie an ihrem
Entstehungspunkt zu heilen. Hierfiir misste mithilfe der so genannten Gentherapie ein Gen
in die Zelle transportiert werden mit dem Ziel, die Produktion bendtigter Proteine zu
ermoglichen bzw. die Produktion unerwiinschter Proteine zu unterbinden und folglich
einen therapeutischen Nutzen zu erzielen.l!l Den ersten Baustein fiir die Gentherapie
legten Avery et al.l”) im Jahr 1944, Sie erkannten anhand von virulenten Pneumokokken,
dass Desoxyribonukleinsdaure (DNA) genetische Informationen lbermittelt. Seitdem stieg
das Interesse an der Gentherapie stark an. Die ersten klinischen Studien in den 90er Jahren
demonstrierten den Erfolg der Gentherapie. Forscher erkannten die wesentlichen Hiirden
fiir einen erfolgreichen Gentransport und stellten fest, dass die DNA selbst nicht in der Lage
ist die biologischen Barrieren zu Uberwinden, sondern schiitzende Transportsysteme
notwendig sind. Die Verwendung von viralen Vektoren stellte sich zwar als eine effiziente
Strategie dar, geht jedoch mit hohen finanziellen Investitionen und strengen
Sicherheitsaspekten bei der Herstellung einher. Aus diesen und weiteren Griinden ist das
Interesse an nicht-viralen Transportsystemen mit hoher Gentransfereffizienz bei
gleichzeitiger minimaler Zytotoxizitat hoch. Damit ist die Motivation der vorliegenden
Arbeit, die Entwicklung und Charakterisierung neuer nicht-viraler Vektoren auf Basis von
biokompatiblen und leicht funktionalisierten Polymeren und ihre Anwendung fir den
Gentransport. Aus den erzielten Ergebnissen sollen Struktur- und Eigenschaftsbeziehungen
hergeleitet werden, um so einen innovativen Beitrag zur Etablierung neuer Vektorsysteme

zu leisten.
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2 Einleitung

Gentherapie ist definiert als das Einbringen von Genen in Zellen oder Gewebe mit dem Ziel,
durch Expression dieser Gene einen therapeutischen oder praventiven Nutzen zu
erlangen.®® Das Ziel ist dabei, die Behebung von erworbenen oder vererbten Gendefekten.
Das Gebiet der Gentherapie ist eines der dynamischsten und immer wieder kontrovers
diskutierten Forschungsgebiete in der Medizin. Im Jahr 1944 legten Avery et al. den ersten
Baustein fur das Grundverstandnis der DNA, mit dem Beweis, dass die DNA unsere
Erbinformationen tragt.! Es folgte im Jahr 1953 die Entschlisselung der
Doppelhelixstruktur der DNA von Watson und Crick sowie 1961 die Enthiillung des
prinzipiellen Mechanismus der Botenribonukleinsdure (mRNA), die Gene in Proteine
ibersetzen kann.ll Die erste somatische Gentherapie am Menschen wurde 1990 berichtet.
Seitdem hat der Gentransfer vielversprechende Therapieansatze geliefert. Es erschlossen
sich fiir die Behandlung mit Gentherapie vier grofRe Erkrankungsgruppen, wobei die
Krebserkrankungen mehr als 60% des Anteils der weltweit laufenden klinischen Studien
ausmachen und damit im Fokus der Gentherapie stehen (Stand Februar 2011).") Eine
weitere Erkrankungsgruppe, die mittels Gentherapie behandelt werden soll, sind
monogene Erbkrankheiten (13.3%), wie beispielsweise Mukoviszidose. Der Anteil von
Infektionskrankheiten, insbesondere HIV, sowie von kardiovaskuldren Krankheiten betragt
dagegen nur 6.8%.5° Da die Gentherapie in die menschliche DNA eingreift, miissen die
Therapiestudien strengen ethischen und wissenschaftlichen Prifungen unterzogen
werden. Beispielsweise wagt das ,,Recombinant DNA Advisory Commitee” (RAC) in den USA
ab, welche Erkrankungen mittels Gentherapie behandelt werden dirfen und welche Zellen
dabei genetisch umprogrammiert werden dirfen. Die Gentherapie wird dabei nur auf
somatische Zellen beschrankt. Dabei werden als somatische Zellen all die Kérperzellen
bezeichnet, die im Gegensatz zu Keimbahnzellen ihr Erbgut nicht an die nachste Generation
weitergeben konnen. Die Keimbahntherapie ist laut des Embryonenschutzgesetzes in

Deutschland verboten. Hierbei wird namlich das therapeutische Erbgut nur in eine einzige
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Keimzelle oder nur wenige Keimzellen eingeschleust, mit dem Ziel Erbdefekte vor ihrer

Entstehung zu beheben.®

2.1 Einfiithrung in den Gentransport

Je nach Art des gentherapeutischen Ansatzes wird zwischen folgenden
Therapiemoglichkeiten unterschieden. Die Immungentherapie ist derzeit die am haufigsten
genutzte Gentherapie flir Krebserkrankungen. Die Krebszellen werden mit
immunstimulierenden Genen so verandert, dass das Immunsystem in der Lage ist diese
dauerhaft zu beseitigen. Hierfir werden nur sehr geringe Anforderungen an das
Transportsystem gestellt, da der Gentransfer nur in einige wenige Zellen zur Stimulation
der Immunantwort ausreicht.!!! Die Substitutionstherapie oder homologe Rekombination
befasst sich mit der Korrektur (Genkorrektur) eines defekten Genes bzw. des Ersatzes eines
fehlenden Genes durch Einbringen von entsprechenden intakten Genkopien oder durch
gezielte Genmodifikation. Es stellen sich hierbei hohe Anspriiche an das Transportsystem,
da zum einen eine hohe Zielgenauigkeit und zum anderen eine sehr hohe Stabilitdt des
Gentransfers erforderlich sind. Bisher ist weder die Korrektur noch der Ersatz, sondern
lediglich die Genaddition einer intakten Genkopie zum vorhandenen defekten Gen maoglich.
Bei dieser so genannten Additionstherapie werden zusatzliche Gene (Genaddition)
eingeschleust, die die physiologische Genfunktion verstirken sollen. Die
Suppressionstherapie  beschéftigt sich mit der Inaktivierung von pathogener
Genaktivitat.["371 Zusatzlich ist der Transfer von potentiell zytotoxischen Genen in
Tumorgewebe moglich. Hierbei ist eine sehr hohe Zielgenauigkeit des Gentransfers

erforderlich.!8

Nukleinsduren allein sind aufgrund ihrer Eigenschaften und der zahlreichen biologischen
Barrieren nicht in der Lage in vivo zu den Zielzellen zu gelangen. Die Halbwertszeit von
Plasmid-DNA in M3usen betrdgt ca. 10 Minuten.[”! Daher wird ein Vehikel fir die

Nukleinsduren, meist Plasmid-DNA oder RNA, der als Vektor bezeichnet wird bendtigt,

-3-



Einleitung

bendtigt. Dieser Vektor dient als stabilisierendes Transportsystem. Er ist dafilr
verantwortlich, dass die Nukleinsaure zur Zielzelle transportiert wird, wo das gewiinschte
Protein gebildet bzw. die Bildung unerwiinschter Proteine unterbunden werden soll. Die

Wahl des Vektors beeinflusst damit malRgeblich den Erfolg der Gentherapie.

Das Prinzip der Gentherapie kann in zwei wesentlichen Methoden unterschieden werden

(Abbildung 1).11%

Methode A: in vivo Methode B: ex vivo (in vitro)

Entnahme von
Patientenzellen W
» ©

Kultivierung

intravendse Injektion

oder lokale Injektion
von DNA direkt in

den Patienten

Reimplantation
in den Patienten

o
T

DNA-Ubertragung

Selektion und Vermehrung
der genetisch

A

Abbildung 1 Prinzip der Gentherapie gegliedert in in vivo Methode (A) und ex vivo Methode (B).[*%!

Bei der in vivo Methode wird die DNA meist in einem Vektor verpackt dem Patienten direkt
intravends oder lokal in das Gewebe verabreicht. Bei der ex vivo Methode werden dem
Patienten zunachst Zellen entnommen. Diese werden in Kultur vermehrt. AnschlieBend
wird die DNA auf diese Zellen entweder mittels eines Vektors oder Elektroporation oder
Mikroinjektionen (ibertragen. Nach Selektion und Vermehrung dieser genetisch
modifizierten Zellen werden sie dem Patienten reimplantiert. Die ex vivo Methode ist nur
auf wenige Zellen beschrankt, da die Entnahme mit Ausnahme von Blutzellen und die
Kultivierung der Zellen ein schwieriges Unterfangen ist.['!l Zusatzlich ist diese Methode zeit-

und kostenintensiver im Vergleich zu der in vivo Verabreichung.®! Daher wird vor allem die

-4-
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in vivo Gentherapie angestrebt und bevorzugt. Bei dieser Methode muss der Vektor
zahlreichen unterschiedlichen Anforderungen wahrend des Gentransfers im Korper
standhalten. Deswegen ist ein multifunktionaler Vektor Voraussetzung fiir eine

erfolgreiche Gentherapie in vivo.

2.2 Vektoren fiir den Transport von DNA

Allgemein wird zwischen viralen und nicht viralen Vektoren unterschieden. Das
Einschleusen von Genen in Zellen durch virale Vektoren wird als Transduktion bezeichnet.[3]

Der Gentransfer mittels nicht-viralen Vektoren wird Transfektion genannt.!

Die Entwicklung von Vektoren basiert auf dem Hintergrundwissen (iber die biologischen
Barrieren, die sich einem effizienten Transfer entgegenstellen. Daher wird eine Vielzahl von
Anforderungen an den Vektor gestellt. Da die Teilungsaktivitat der Zellen in fast allen
menschlichen Geweben gering ist, soll der Vektor die Fahigkeit haben, die DNA auch in sich
nicht teilende Zellen zu transportieren. Eine weitere Anforderung ist eine ausreichend
groBe Beladung mit Genen und das Erzielen einer ausreichend langen Genexpression.
Insbesondere bei Erbkrankheiten ist eine dauerhafte Genkorrektur des Erbdefekts
erwinscht. Daher soll der Vektor nicht nur stabil sein, sondern auch in der Lage sein sich in
das menschliche Genom zu integrieren. Neben hoher Effizienz ist eine hohe Vertraglichkeit
und damit verbunden eine fehlende Immunogenitat erstrebenswert. Somit sollen
schadliche Langzeitwirkungen und gesundheitliche Risiken ausgeschlossen werden. Daflir
ist die Fahigkeit zum gezielten Adressieren (Targeting) von Zielzellen erstrebenswert.
Bezliglich der Herstellung der Vektoren ist eine einfache, kosteneffiziente und in groRen

MaRstidben reproduzierbare Darstellung lohnenswert.[
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2.3 Virale Vektoren fiir den Gentransport

In mehr als zwei Drittel der klinischen Studien weltweit werden virale Vektoren
eingesetzt.’l Die evolutiondre Entwicklung der Viren, die hochentwickelte biologische
Vehikel sind, erméglicht das Eindringen in Gastzellen mit hoher Effizienz. Aus diesem Grund
ist ihre Gentransfereffizienz bisher den nicht-viralen Systemen deutlich iberlegen. Dabei
bilden Retroviren mit 34.1% den grofRten Anteil in Gentherapiestudien, dicht gefolgt von
Adenoviren (26.9%). Einen kleineren Anteil bilden bisher Adeno-assoziierte Vieren (AAV)
(2.4%) und Pockenviren (6.1%).°! Fiir die Anwendung in der Gentherapie sollen virale
Vektoren eine Virus-Infektion imitieren ohne eine anschliefende Vermehrung (Replikation)
des Virus, sondern lediglich die des therapeutischen Gens.[!! Deshalb werden fiir die virale
Vektorherstellung die Abschnitte im Virusgenom entfernt oder zerstort, die fir die
Vermehrungsfahigkeit der Viren verantwortlich sind. In diesen Abschnitt wird stattdessen
das therapeutische Gen eingesetzt, wodurch ein so genanntes rekombinantes Virus flir den
Gentransfer entsteht.!!l' Die eingesetzten Virusvektoren unterscheiden sich im
Wesentlichen in Effizienz, Selektivitat, der Ladekapazitdit und der Fahigkeit in das
menschliche Genom zu integrieren. Zusatzlich wird in der Fahigkeit unterschieden, auch in

sich nicht teilende Zellen zu transportieren (Tabelle 1).

Tabelle 1 Eigenschaften der drei wichtigsten Vektoren in Gentherapiestudien.*”

Transfer
lekti- K i- | i in nicht-
Vektor Effizienz Se.e"tl a;?.an .ntegratlon ".1 m.c t Applikation
vitat tat ins Genom mitotische
Zielzellen
Retroviren Teilweise erin Ca. +/zufalli - Ex vivo
hoch  8"& 10 kpa 8
Adenoviren hoch gering 7.5 kb? -/keine + Ex vive und
in vivo
. Ex vivo und
AAV hoch gering 5 kb? + + o
in vivo

a) 1 kB entspricht 1 000 Basenpaaren (bp) eines Doppelstranges

Retroviren und Adenoviren haben eine sehr hohe Effizienz. Im Fall von AAV-Vektoren gilt

die hohe Effizienz sogar in teilungsinaktiven Zellen. Durch Retroviren libertragene Gene
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integrieren nach dem Zufallsprinzip und kénnen deshalb intakte Gene zerstéren. Da der
Transfer nur in sich teilende Zellen méglich ist, ist die Anwendung nur auf die ex vivo
Methode limitiert. Die Adenoviren zeigen eine hohe Gentransfereffizienz und die
Ubertragenen Gene sind nur temporar aktiv, was sie fur bestimmte Kurzzeit-Anwendungen
interessant macht. Ein groBer Nachteil sind die hdufig ausgeldsten Immunreaktionen. AAV-
Vektoren hingegen haben ebenfalls eine gute Effizienz und sind nur wenig immunogen.
AulRerdem haben sie die Fahigkeit aktiv in das menschliche Genom zu integrieren. Der
groRe Nachteil ist allerdings die relativ geringe Aufnahmekapazitat von nur fiinf Kilobasen.
Alle drei Viren weisen geringe Selektivitat auf, sodass eine in vivo Anwendung oft nicht
effizient genug ist, um Gene in das gewiinschte Zielorgan- oder Gewebe einzuschleusen. Es
wurde dazu eine interessante Kalkulation von Hallek et al. publiziert.l! Dabei wurde
angenommen, dass der menschliche Kérper aus insgesamt 5x10'® Zellen bestehe. Eine
10 mL Vektorlésung enthalte 1019 aktive Vektorpartikel, womit entsprechend nur 1 von
5 000 Zellen transduziert werden kénnte.[Yl Daher ist es unabdingbar die Selektivitdt von
Vektoren zu optimieren. Ein Ansatz ist das gezielte Retargeting. Dabei wird die Hille des
Virus mit Liganden modifiziert, die spezifisch an bestimmte Zellen oder Organe binden um
dort Gene zu transduzieren. Diese Methode war bereits bei Retroviren, Adenoviren und

AAV-Vektoren erfolgreich.[%1213]

Vergleicht man virale mit nicht-viralen Genvektoren, so spricht die kaum zu tbertreffende
Gentransfereffizienz flr virale Vektoren. Im Gegensatz zu nicht-viralen Vektoren, sind Viren
in der Lage in das menschliche Genom zu integrieren und die Genexpression innerhalb der
Zelle ist vergleichsweise stabiler. Ein groBer Nachteil von viralen Vektoren ist allerdings die
geringe Ladekapazitat fur Nukleinsduren, die bei nicht-viralen Genvektoren unlimitiert ist.
Ein weiterer Nachteil liegt in der Herstellung der viralen Vektoren. Aufgrund der hohen
Sicherheitsauflagen ist die Produktion viraler Vektoren aufwendig und vor allem
kostenintensiv. Weiterhin schréanken auftretende Immunantworten auf unterschiedlichen
Ebenen den Einsatz viraler Vektoren ein, genauso wie die geringe Selektivitdt. Trotz aller

genannten Einschrankungen stellen virale Genvektoren derzeit die beste Variante fiir den
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Gentransfer dar. Aufgrund der erwahnten Grenzen steht jedoch die Entwicklung
optimierter nicht-viraler Vektoren im Fokus und stellt die zentrale Aufgabe der
vorliegenden Arbeit dar. Fiir weiterfihrende Informationen hinsichtlich viraler Vektoren

soll auf folgende aktuelle Ubersichtsartikel verwiesen werden.[14-16]

2.4 Entwicklung nicht-viraler Vektoren fiir den Transport von DNA

Die Leistungsfahigkeit der aktuell entwickelten Vektoren entspricht selten den klinischen
Anspriichen. Der Fortschritt in der Gentherapie ist durch das Fehlen effizienter Vektoren
limitiert und deshalb ist die Optimierung von synthetischen Vektoren dringend notwendig.
In der aktuellen Forschung werden Assoziationen der Nukleinsdauren mit chemischen
Molekiilen, wie unléslichen Calciumphosphaten®”, kationischen Lipiden® und
kationischen Polymeren!®! untersucht. Kationische Polymere zeichnen sich vor allem durch
gezielte Moglichkeiten zur Funktionalisierung und durch die kontrollierbare und
kosteneffiziente Herstellung aus. Im Vergleich zu viralen Vektoren, zeigen die synthetischen
Polymere eine meist geringere Immunogenitdit und eine unbegrenzte DNA-
Ladekapazitit.[2%?1 Die kationischen Polymere sind in der Lage die negativ geladene
Nukleinsdure durch elektrostatische Wechselwirkungen im Kern zu komplexieren und zu

kondensieren. Dabei bilden sich so genannte Polyplexmizellen (Abbildung 2).

- . g
Plasmid-DNA + \ .
DNA- i
: Kondensation .
+ +
/\p ’\/p ) ;
N> Polyplexmizelle (PM)

Polykation (>40 nm)

Abbildung 2 Schematische Darstellung der DNA-Kondensation durch elektrostatische
Wechselwirkungen mit dem Polykation zur Bildung einer Polyplexmizelle (PM).[2?
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Als Nukleinsauren wird haufig Plasmid-DNA, ein zirkuldr doppelstrangiges DNA-Molekil mit
1-25 kb, verwendet.”??) Um zu verstehen welche Modifikationen an Polykationen
vorgenommen werden missen, muissen die biologischen Hirden (A-E) und
unterschiedlichen Gegebenheiten, wie Redoxpotential- und pH-Wert-Anderungen niher
betrachtet werden. Deswegen werden im folgenden Abschnitt die bereits bekannten
Strategien flir die Entwicklung von nicht-viralen Vektoren anhand der biologischen
Hindernisse, (A) Bildung eines stabilen Komplexes, (B) Hamokompatibilitat, (C)
Zellaufnahme, (D) endosomale Freisetzung und (E) Eintritt in den Zellkern (Abbildung 3),

verdeutlicht.

DNA- \‘

Kondensation . m

Komplexierung\‘ '! .

intravendse

Erythrozyten- Zellkern
Aggregation

~agf——s——Protein

Gabe

:, Zytoplasma
B' Hamolyse -~ D/(
@~ ' "Endosomale
b \ C @ Freisetzung
; ‘@‘ ) ‘,/:ldosom
Blutbahn "~ y + . :
. \_/f @

Eukaryotische Zelle

Endozytose

Abbildung 3 Schematische Darstellung der finf Hauptherausforderungen fir eine erfolgreiche
Gentransfektion: (A) Bildung eines stabilen Komplexes, (B) Himokompatibilitdt, (C)
Zellaufnahme, (D) endosomaler Austritt und (E) Eintritt in den Zellkern.®!

(A) Die Bildung einer stabilen Transportform stellt die erste Hirde (A) fiir eine
erfolgreiche Gentransfektion dar. Ungeschiitzte Nukleinsdauren werden innerhalb
von kirzester Zeit durch unterschiedliche Blutbestandteile abgebaut. Dazu gehéren

unter anderem Enzyme, wie Nukleasen, die die DNA innerhalb von 5-10 Minuten

verdauen.324 Ein weiterer Ausscheidungsprozess korperfremder Nukleinsiuren

-9.



Einleitung

(B)

-10-

verlduft (ber Leber und Nieren.’”®) Nukleinsduren kénnen aufgrund ihres
Molekulargewichts von 1500-20 000 Basenpaaren!?3l, ihrer GréRe und ihrer
anionischen Ladungen, aufgrund elektrostatischer AbstoBung mit anionischen
Proteoglykanen auf der Zelloberfliche, nicht in Zellen eindringen.?®! Deswegen
muss die DNA vorher in eine kompakte Konformation kondensiert (DNA-
Kondensation) und die negative Ladung, welche durch Phosphatgruppen
hervorgerufen wird, maskiert werden. Das geschieht durch Polykationen, welche
meist kationische Ammoniumgruppen tragen, da unter physiologischen
Bedingungen (5<pH<7.4) die entsprechenden Aminfunktionen protoniert vorliegen.
Durch einen Uberschuss an positiver Ladung wird die negative Ladung der DNA
neutralisiert und vollstindig maskiert.3! Hierfiir sollten mindestens 90% der
anionischen Ladungen neutralisiert sein.?”! Die Komplexierungskraft bzw. die DNA-
Bindungsaffinitat der Polykationen spielen eine wichtige Rolle. Es ist bekannt, dass
sowohl das Molekulargewicht sowie die Flexibilitdit, Verzweigungen und
Ladungsverteilung der Polymere einen Einfluss auf die Komplexierungskraft und
somit auf die Stabilitat des Komplexes haben. Im Allgemeinen lasst sich formulieren,
dass je groRer die Molmasse, desto stabiler ist der entstehende Komplex.[?8! Bei

linearen Polykationen liegt die optimale molare Masse (iber 10 kDa.[?*!

Die Hamokompatibilitdt spielt eine entscheidende Rolle im Hinblick auf die
Vertraglichkeit des Gentherapeutikums. Das heiSt der mit dem Gen geladene
Vektor, sowie alle daraus resultierenden Abbauprodukte sollen eine hohe
Vertraglichkeit gegeniiber allen Bestandteilen des Blutplasmas haben. Weiterhin
sollte die Oberfliche des Vektors so beschaffen sein, dass er minimale
Wechselwirkungen mit den Blutkomponenten und Proteinen zeigt. Unspezifische
Wechselwirkungen kdénnen namlich Thrombosen, Embolien, Entziindungen und
Gewebeschidigungen hervorrufen.3%31 zysitzlich kénnen Wechselwirkungen mit
Blutbestandteilen zu einer schnellen Ausscheidung durch Leber und Milz, den

Organen des retikuloendothelialen Systems (RES) fiihren.3234] Es ist bekannt, dass
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eine hohere positive Ladungsdichte am Polykation zwar zu einem stabilen Komplex
flhrt, aber auch zu einer hoheren Tendenz mit anionisch geladenen Bestandteilen
des Blutes und Zellen zu interagieren. Die kationisch geladene Oberflache der
Polyplexmizellen kann die Membran schadigen und den Zellmetabolismus
storen.3>  Weiterhin  kénnen  unspezifische = Wechselwirkungen mit
Blutkomponenten (Opsonierung) zur Aktivierung des Komplementsystems fiihren.
Infolgedessen kann der Komplex durch das retikuloendotheliale System (RES) in
kurzer Zeit komplett aus dem Kérper entfernt werden.[*! Dieser einerseits negative
Effekt der unspezifischen Wechselwirkungen mit Blutbestandteilen und
andererseits wiinschenswerte Wechselwirkung der kationischen Ladung mit der
negativ geladenen DNA wird als Ladungsproblem (engl. charge dilemma)
bezeichnet. Aus diesem Grund wird die liberschiissige positive Ladung mithilfe von
hydrophilen,  nichtionischen  Polymeren  abgeschirmt.  Polymere  wie
Poly(ethylenglycol) (PEG)3®! und Poly(oxazoline) (POx)B37! haben die Fihigkeit das
Transportsystem gegen ladungsinduzierte Wechselwirkungen abzuschirmen,
indem sie die Wechselwirkung mit Blutbestandteilen und Proteinen verhindern.
Dadurch kommt es zu einer reduzierten opsonierungsbedingten Aufnahme durch
das RES und infolgedessen zu einer malRgeblich verlangerten Blutzirkulationsdauer.
Damit einhergehend zeigen PEGylierte Transportsysteme eine niedrigere
Immunogenitat, ein geringeres Risiko fir Himolyse und Embolien. Zusatzlich wird
die Wasserloslichkeit der Transportsysteme erhoht, wahrend die Abschirmung zur
erhéhter Stabilitdt wahrend Lagerung und Anwendung fiihrt.[32 Polymere mit allen
diesen Eigenschaften verfligen tber ein so genanntes Tarnkappen (engl. Stealth)-
Verhalten.3?l Die groRe Anforderung an abgeschirmte Polyplexmizellen ist
allerdings die minimale unspezifische Wechselwirkung mit Blutkomponenten bei
gleichzeitig maximaler Wechselwirkung mit der Zellwand der Zielzelle fiir eine hohe

Zellaufnahme (C) und effiziente endosomale Freisetzung (D).
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(C) Die Zellaufnahme erfolgt Giber Wechselwirkungen des Vektors mit der Zellmembran

-12 -

der Zielzelle. Da die Zellmembran negativ geladen ist, ist es von Vorteil, wenn die
Vektoroberflache positive Ladungen tragt. Die Zellaufnahme verlauft hauptsachlich
Uber die Endozytose, meist liber Clathrin- oder Caveolin-abhdngige Mechanismen,
Phagozytose oder Makropinozytose.!®' Dabei stiilpt sich ein Teil der Zellmembran
Uber den beladenen Vektor, um durch Abschniirung dieses Vesikels in der Zelle, das
sogenannte Endosom zu bilden.® Die genauen endozytotischen Mechanismen
hangen von der jeweiligen Zelle, Art und GréRe des Vektors, der Hydrophobizitat
und weiteren Spezifika ab.[?338 Wie bereits erwihnt, fiihrt der Stealth-Effekt und
die damit einhergehende Abschirmung der kationischen Oberflachenladung zu
einer geringeren Zellaufnahme. Ein moglicher Losungsansatz hierfiir ist die
Einfihrung von biospaltbaren Linkersystemen, wie Disulfid!?3! und Esterbriicken!(3®!
zwischen dem Stealth-Polymer und des kationischen Polymerblockes.
Dementsprechend wiirde die abschirmende Hille als Reaktion auf pH- oder
Redoxpotential-Anderungen abgespalten werden um so eine hohere
Wechselwirkung zu gewahrleisten. Die Einflihrung eines spaltbaren Linkers kann
zusatzlich die Zytotoxizitat absenken, da die kirzeren Polymersegmente besser
ausgeschieden oder gegebenenfalls abgebaut werden konnten. Ein weiterer Vorteil
von spaltbaren Linkern in der Polymerstruktur ist die effizientere Freisetzung der
DNA aus dem Komplex. Dieser Punkt ist wichtig fir eine anschlieBende
Genexpression. Neben Oberflachenladung, gibt es weitere Kriterien fiir eine
beglinstigte Zellaufnahme, wie GréRRe, Form und Oberflachenfunktionalisierung mit
zellenpenetrierenden Proteinen (CCP), hydrophoben Resten und Targeting
Liganden. Zu zellpenetrierenden Peptiden zdhlen unter anderem Oligoarginin, HIV-
TAT, Penetratin und Transportan.!3324% Mithilfe dieser Peptide kann der Komplex
direkt in das Zytoplasma gelangen und entgeht so dem endozytotischen
Mechanismus. Hydrophobe Funktionalisierungen der Komplexhille durch

aromatische Systemel*!! oder hydrophobe Alkylketten*? und Aminosduren(*3!
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verstarken die Wechselwirkungen mit der Zellmembran und beglinstigen damit den
Zelleintritt. Im Zusammenhang mit der zellularen Aufnahme spielen Aspekte der
Selektivitdt sowie Spezifitdt eine wichtige Rolle. Die selektive und spezifische
Zellaufnahme kann durch Funktionalisierungen des Komplexes mit so genannten
Targeting Molekilen, die mit Rezeptoren an der Oberfliche der Zielzellen
interagieren, gewadhrleistet werden. Zu solchen Molekiilen zahlen unter anderem
Wachstumsfaktoren, Antikérper, Zucker, Vitamine und zyklische Peptide.[**4%]
Mithilfe solcher Liganden kann die Zellspezifitat in vitro 100- bis 1000-fach erhoht

werden.B!

(D) Im Endosom selbst herrschen deutlich abweichende Bedingungen vor. Der pH-Wert
betragt innerhalb des Endosoms 5 und ist durch die Aktivitat der ATP-abhangigen
Protonenpumpen in der endosomalen Membran bedingt.['!] Das weitere Absinken
des pH-Wertes bzw. die anschliefende Verschmelzung mit dem Lysosom kdnnen
Verdauungsenzyme, wie Nukleasen im Vesikel aktivieren, die ebenfalls in das
Zytoplasma gelangen kénnen.B1 Aus diesem Grund muss die DNA zum einen
ausreichend durch den Vektor geschiitzt werden und zum anderen rechtzeitig aus
dem Endosom in das Zytoplasma (pH 7.2) freigesetzt werden. Fiir den Mechanismus
des endosomalen Austritts durch nicht-virale Vektoren wurden mehrere
Hypothesen aufgestellt. Der von Behr et al. publizierte Protonenschwamm-Effekt
(engl. proton sponge effect) erlangte die groRte Bedeutung.*®! Abbildung 4 soll das

Prinzip des Protonenschwamme-Effektes anschaulich verdeutlichen.

-13-



Einleitung

Endozytose

pH=7.3 pH =4.5-5.0 Zytoplasma

Abbildung 4 Prinzip des Protonen-Schwamm-Effektes von pH-sensitiven Polymeren im Endosom. 4!

-14 -

Der Protonenschwamme-Effekt ist besonders stark bei dem pH-sensitiven Polymer,
Poly(ethylenimin) (PEl) ausgepragt. Nach Aufnahme der Polyplexmizellen in das
Endosom strémen Protonen durch die ATPase-vermittelte Protonenpumpe in das
Endosom und senken folglich den pH-Wert von 7.3 auf 5.0. Aufgrund der hohen
Anzahl an Aminogruppen im PEl resultiert eine gute Pufferkapazitit indem bei
physiologischen Bedingungen nicht protonierte Amingruppen nun zu
Ammoniumgruppen protoniert werden. Dadurch wird zum einen das pH-Optimum
zur Aktivierung der lysosomalen Nukleasen nicht erreicht und zum anderen fiihrt
die Protonierung zu elektrostatischen Abstoflungen und damit zur Aufweitung des
Polymers. Aufgrund der Elektronenneutralitdt und Osmolaritdat kommt es zu einem
zusatzlichen Einstrom von Chlorid-lonen und Wasser in das Endosom. Die
genannten Effekte und der zuséatzliche osmotische Druck flihren letztendlich zur
Perforation der endosomalen Membran und infolgedessen zur Freisetzung des
Komplexes in das Zytoplasma.[?2%] Der endosomale Austritt stellt neben den
Eintritt in den Nukleus den limitierenden Schritt dar. Die Rate der endosomalen
Freisetzung betrdagt nur 2% und begrindet damit die niedrige

Gentransfektionseffizienz von nicht-viralen Vektoren.



Einleitung

(E) Die letzte Hiirde des Gentransfers ist der Eintritt der Nukleinsdure in den Zellkern
fur eine erfolgreiche Expression des Proteins. Das Zytoplasma hat aufgrund der
hohen Proteinkonzentration eine hohe Viskositdt, weswegen groRe Molekile nur
sehr langsam diffundieren kdnnen.!*’ Deswegen ist der Eintritt der Plasmid-DNA in
den Zellkern aufgrund ihrer GrofR3e stark limitiert und sie ist daher anfalliger fiir den
Abbau durch Endonukleasen im Zytoplasma.!' Sphirische und stark kondensierte
Nukleinsiduren dagegen haben eine hthere Mobilitit im Zytoplasma.?3! Der Eintritt
in den Nukleus sich teilender Zellen ist weniger problematisch, da dieser wahrend
der Mitose (Zellteilung) ablaufen kann. Bei primaren, sich nicht teilenden Zellen,
werden Kernlokalisationssequenzen bendtigt. Diese kdnnen aus basischen
Peptidsequenzen bestehen und erlauben den aktiven Transport in den Zellkern.
Statistisch gesehen, schafft es jedoch nur eine Plasmid-DNA von insgesamt 1 000
Plasmiden in den Zellkern einzudringen.*] Davon ausgenommen sind DNA-
Molekiile mit so genannten nuclear localization sequences (NLS). Diese werden von
bestimmten Proteinen, den so genannten Importinen erkannt und aktiv in den
Zellkern  transportiert.'1  Ein  weiterer Grund fir die geringe
Gentransfektionseffizienz von nicht-viralen Vektoren ist die hohe Komplexstabilitat
und infolgedessen die geringfligige Freilassung der Nukleinsduren zur erfolgreichen
Genexpression. Im extrazellulairen Raum st eine hohe Stabilitdt der
Polyplexmizellen zwar wiinschenswert, jedoch ist eine Dissoziation des Komplexes
im intrazellularen Raum Voraussetzung fir den Eintritt der Nukleinsdure in den
Zellkern.[*8l Es wurden daher verschiedene Konzepte entwickelt um die Stabilitit
des Vektors umzukehren, dazu gehdren insbesondere die hydrolytische*®! oder
reduktivel®®  Spaltung des Polymers. Dabei wird die verminderte
Komplexierungskraft bei  geringerem  Molekulargewicht des  Vektors

ausgenutzt.[47>1]

Abbildung 5 fasst die bekannten Strategien fir die Entwicklung von Polykationen zur

Uberwindung der fiinf Hindernisse (A-E) anschaulich zusammen.32°]

-15-



Einleitung

Hydrophile, nichtionische Polymere (PEG, Disulfid-, Ester-, Amid-Briicken,
PMOx/PEtOx, Poly(aminséduren)) Hydrazon-Linker, Molekulargewicht

Bloabb?u' Fusogene Peptide,
barkeit Lipide (DOPE), pH-
sensitive Polymere

(PEI, P[ASP(DET)])

z.B. Alkylgruppen,
hydrophobe Aminosauren,
steriodale Reste

4R
e  Zelluldre

marker Al.l hme

2.8. Antikrper ) 3rzur Zellen penetrierende Peptide
Wachstumsfaktoren, Vitamine, LOkalisation (CPP)'1I_'a ard ::ii’ ci_zof:é berm,
Lektine, Integrine, Zucker, . & 2
zyklische Peptide z.B. fur MRI, CT

Abbildung 5 Losungsansatze zur Modifikation nicht-viraler kationischer Vektoren fir einen
erfolgreichen Gentransfer.?®!

Abgesehen von den beschriebenen finf Hiirden, missen noch weitere Aspekte wie
Toxizitat, Bioabbaubarkeit, einfache Herstellung der Vektoren beriicksichtigt werden.
Bisher wurde allerdings von keinem Polymer berichtet, der alle Anforderungen fiir einen
effizienten Gentransfer mit minimaler Zytotoxizitat erfillt. Es wurden jedoch eine Reihe

vielversprechender Polymere publiziert, die im Folgenden vorgestellt werden sollen.

2.4.1 Poly(ethylenimin) (PEI)

Das am besten untersuchte Polykation fir die Anwendung als nicht-viraler Vektor ist das
Poly(ethylenimin) (PEIl), wobei der erste Bericht von Behr et al. im Jahr 1995 publiziert

wurde.52l Die meisten in vitro und in vivo Studien!®?! befassen sich mit PElI oder mit PEI-
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Derivaten.?%3! PE| ist nicht nur der ,,Goldstandard” fiir den Gentransfer mit nicht-viralen
Vektoren, sondern auch das beste Beispiel flir das charge dilemma. Es zeichnet sich durch
eine sehr hohe Transfektionseffizienz und eine ebenso hohe Zelltoxizitit aus.>¥ Die hohe
kationische Ladungsdichte fuhrt zur akuten Toxizitdat durch Destabilisierung der
Kernmembran und zur verzégerten Toxizitat durch Schadigung der mitochondrialen
Membran, was in beiden Fillen zu Nekrose und Zelltod fiihrt.[>* Die nicht degradierbare
Polymerstruktur kann sich in der Zellmembran einlagern, was folglich ebenfalls zu Nekrose
fihren kann.PY Es wurde die Effizienz von linearen und verzweigten PEI-Polymeren und
damit einhergehend der Effekt der Molmasse der Polymere studiert.>® Die héchste
Transfektionsrate wurde fir verzweigte PEI (bPEI) mit einer molaren Masse von 25 kDa
beobachtet. Das verzweigte PEI (bPEl) verfiigt tiber unterschiedlich hoch substituierte
Amingruppen (primar, sekundar, tertidar) und ist infolgedessen in der Lage Uber einen
breiten Bereich den pH-Wert zu puffern, was nicht nur zu einem effizienten endosomalen
AustrittP® sondern auch zu einer stabilen Komplexbildung mit Nukleinsduren fiihrt.7”!
Allerding liegt die Zellviabilitit bei 40%.1>°! Das ist eine der Griinde, warum die Anwendung
von PEl in vivo limitiert ist. Die hohe positive Ladungsdichte induziert nicht-spezifische
Wechselwirkungen mit Blutkomponenten und fiihrt durch Aggregation der Erythrozyten zu
Embolien und Thrombose. Eine gute Losung fir das charge dilemma liefert die
Abschirmung mit hydrophilen, nichtionischen Polymeren, was im folgenden Abschnitt

naher betrachtet werden soll.

2.4.2 Losung fiir das charge dilemma - Abschirmung mit Stealth-Polymeren

Um nicht-spezifische Wechselwirkungen mit Biomakromolekiilen zu verhindern und damit
die Entfernung durch das retikuloendotheliale System (RES) zu vermeiden, werden so
genannte Stealth-Polymere genutzt, um die positive Ladungsdichte der Polyplexmizellen
abzuschirmen. Dafiir eignen sich insbesondere Blockcopolymere, bestehend aus einem

kationischen Block fir die Komplexierung der Nukleinsduren und einem hydrophilen,
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nichtionischen und biokompatiblen Block fiir eine effiziente Abschirmung. Die Arbeiten von
Wagner et al.l’®> und Kataoka et al.?2®01 haben hervorragend verdeutlicht, dass
Polyplexmizellen fiir in vivo Anwendungen mit einer biokompatiblen Schale modifiziert
werden missen. Durch diese Hille kénnen unspezifische Wechselwirkungen mit
Serumproteinen vermieden werden, die pDNA wird vor extra- und intrazellularem Abbau
geschitzt und unspezifische Immunreaktionen durch Stimulierung der toll like Rezeptoren
kénnen umgangen werden.[61%3] Spolche Blockkatiomere sind in der Lage mit der negativ
geladenen Plasmid-DNA (pDNA) Komplexe mit einer GréRe unter 100 nm zu bilden(6264-66],
die aufgrund ihrer Schale-Kern-Architektur eine exzellente kolloidale Stabilitat unter
physiologischen Bedingungen zeigen. Durch diese einzigartige Abschirmung findet keine
Einschrinkung der Transfektionsaktivitit in Gegenwart von Serumproteinen statt.[67.68!
Vielmehr zeichnen sich solche Komplexe durch eine hohere Blutzirkulationsdauer und den
verbesserten Transport in Leber und Tumoren aus.®®71 Polymere mit diesen

Eigenschaften sind beispielsweise PEG und PMOXx/PEtOx.[2258-60]

Poly(2-oxazoline) - eine gute Alternative zu PEG

Polymere mit Stealth-Eigenschaften zeichnen sich im Bereich der biomedizinischen
Anwendungen vor allem durch ihre Biokompatibilitdt aus. Das am meisten verwendete
Polymer ist Poly(ethylenglycol) (PEG). In Hinblick auf die Anwendung in der Gentherapie ist
es vorteilhaft, dass PEG sowohl von der US-amerikanischen Food and Drug Administration
(FDA) als auch von der Europdischen Arzneimittelagentur (EMA) zugelassen ist.[32! Aufgrund
seiner Stealth-Eigenschaften zeigt es eine verlangerte Blutzirkulation und eine verminderte
RES-Aufnahme. Weiterhin kann es durch passives Targeting via EPR-Effekt im
Tumorgewebe angereichert werden. Die Herstellung von PEG ist kostenglinstig und
einfach. Seit neuesten Erkenntnissen steht PEG jedoch im Verdacht Hypersensitivitaten
hervorzurufen, vermutlich aufgrund der Akkumulation im Kérper. Das kann unter anderem
die Bildung von Antikdrpern anregen.®! Nachteilig ist auch, dass die Polyetherstruktur leicht

von Sauerstoff angegriffen werden kann, was zu anschlieBendem Peroxidabbau und damit
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verbunden toxischen und oxidativen Nebenprodukten fihrt, die sogar Immunreaktionen
verursachen kénnen.[32721 Weiterhin ist der menschliche Kérper nicht in der Lage PEG
abzubauen.? Ein weiterer Nachteil bei der Verwendung von PEG ist die stark
eingeschrankte chemische Vielseitigkeit. Die Polymerstruktur liefert nur limitierte
Moglichkeiten fir die Einfihrung von Funktionalitaten. Aufgrund der genannten Nachteile
von PEG werden alternative Polymere fiir therapeutische Anwendungen intensiv gesucht.
Diese sollen sowohl die positiven Eigenschaften von PEG aufweisen als auch die Nachteile
ausgleichen. Dabei kommen zwei Klassen von hydrophilen Polymeren mit biokompatiblen
Eigenschaften in Frage; die natlrlichen und synthetischen Polymere. Zu den natiirlichen
Polymeren zihlen unter anderem Heparin3, Dextran’, Chitosan” und
Hyaluronsiure”®771, deren Vorteile vor allem die Bioabbaubarkeit ist. Synthetische
Polymere hingegen kénnen lediglich hydrolytisch oder reduktiv abgebaut werden. Die
Hauptvorteile von synthetischen Polymeren im Gegensatz zu Natirlichen liegt auf der
vielfaltigen chemischen Funktionalisierung, dem kontrollierten Aufbau von
Polymerarchitekturen und der besseren Reproduzierbarkeit.””! Erwdhnenswert sind
hierbei Poly(aminosauren), die synthetisch hergestellt werden und biodegradierbare
Eigenschaften haben. Nicht bioabbaubare synthetische Polymere sind beispielsweise
Poly(glycerol), Poly(acrylamid), Poly(vinylpyrrolidon), Poly(N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamid) und Poly(2-oxazoline).l32l Die Stoffklasse der Poly(2-

oxazoline) wurde in den 1960er Jahren entdeckt (Abbildung 6).[73-80]

o H N
H”{' \/\]\o’
o
PEG

Abbildung 6 Gegeniiberstellung der Strukturformel von Poly(ethylenglycol) (PEG) und Poly(2-
oxazolin) (POx)
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Die lebende kationische Ringdffnungspolymerisation von 2-Oxazolinen ermoglicht es
Polymere mit einem niedrigen PDI-Wert nahe eins, definierten Molmassen und
Blocklangenverhaltnissen  herzustellen.  Aufgrund der einfachen chemischen
Funktionalisierung des Grundbausteins lasst sich ein breites Spektrum an Eigenschaften
abdecken. Endgruppengruppenfunktionalitdten konnen wahrend des Kettenstarts und —
abbruchs eingefiihrt werden, wahrend die Seitenketten des Polymers durch die Wahl der
2-Oxazolin-Monomere variiert werden kénnen.[8-821 Ubersichtsartikel von Kobayashil8¥,
Aoi und Okadal®3 fassen die Synthese- und Polymerisationsmechanismen zahlreicher 2-
Oxazolin-Monomere hervorragend zusammen. An dieser Stelle soll auch auf
Ubersichtsartikel zur Funktionalisierung der Seitenketten und Endgruppen!®* sowie zur
Synthese und Eigenschaften von Block-, Gradienten- und statistischen Copolymeren(®

verwiesen werden.

In den letzten Jahren fand vor allem das hydrophile Poly(2-methyl-2-oxazolin) (PMOx)
sowie das hydrophile Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) groRes Interesse fiir die Anwendung
in der Biomedizin, da es eine vielversprechende Alternative zu PEG ist.[¥) Den ersten
Nachweis fiir die Biovertraglichkeit von PMOXx erbrachte Goddard et al. im Jahr 1989
mithilfe von intravenésen Injektionen in Mause.®”! PMOx wurde, ohne eine nachweisbare
Anreicherung in Organen oder Gewebe, direkt ausgeschieden. Zalipsky et al fihrten
ebenfalls in vivo Studien in Ratten und Mausen durch. Sie injizierten dafiir Liposome mit
einer PMOx- und PEtOx-Hulle und beobachteten eine erhdhte Blutzirkulationsdauer, sowie
eine Anreicherung hauptséichlich in Leber, Niere und Milz.[388% Diese Beobachtung lieferte
den eindeutigen Nachweis fiir die Biovertraglichkeit und die Stealth-Eigenschaften von
PMOx- und PEtOx. Weiterhin berichteten Viegas et al.’% dass eine wiederholte
intravenose Injektion von PEtOx (50 mg/kg Korpergewicht) in Ratten, keinen Einfluss auf
die Funktion von Nieren, Leber und Milz hatte. Zudem zeigten mit PMOx behandelte
Oberflichen &hnlich proteinabweisende Eigenschaften wie PEG.°%%2 Veronese et al.
untersuchten die Himokompatibilitat von PEtOx mit Molmassen von 5, 10 und 20 kDa bei

einer Konzentration von 5 mg/mL. Sie konnten bei der Injektion von 20 kDa PEtOx alle zwei
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Tage liber zwei Wochen keine Toxizitit beobachteten.®3 Zusammenfassend l&sst sich
sagen, dass diese Ergebnisse und andere direkte Vergleichsstudien, von beispielsweise
Textor et al® verdeutlichen, dass die Biovertriglichkeit, Bioverteilung und das Stealth-

Verhalten von PMOx und PEtOx nachgewiesen ist.

Im Gegensatz zu PEG, lassen sich Poly(2-oxazoline) (POx) aufgrund des lebenden
Polymerisationsmechanismus hervorragend copolymerisieren. Damit ist die Synthese von
amphiphilen Polymeren, die in Wasser spontan Aggregate, wie Mizellen ausbilden, leicht
zuganglich. Mizellen und Nanopartikel sind insbesondere als Nanotransportsysteme fir
den Wirkstofftransport interessant. Hsiue et al synthetisierten das Blockcopolymer PEtOx-
b-PLA (Poly(milchsaure)), welches in Wasser Mizellen mit einem Durchmesser von 170 nm
bildete und damit als Nanocontainer fiir den hydrophoben Anti-Krebswirkstoff Doxorubicin
(DOX) diente.[®® Es gibt zahlreiche Beispiele fiir die Anwendung von POx-Polymeren als
Wirkstoffkonjugate oder Wirkstoff-Transportsysteme, aber bisher sind nur wenige
Literaturbeispiele fir die Verwendung von POx-basierenden Polymeren fiir den
Gentransfer bekannt.l”7:%! Vielmehr dient PEtOx fiir die Herstellung des polykationischen
linearen PEl durch kontrollierte Hydrolyse.’”) Hsiue und Mitarbeiter entwickelten den
Ansatz von Park et al. weiter und verwendeten ein Blockcopolymer aus PEtOx und PEI fir
den Gentransfer. Sie starteten mit der Hydrolyse der Seitenketten eines linearen PEtOx-
Homopolymers, was sie via Disulfid-Linker an ein anderes PEtOx-Polymer koppelten. Das
Blockcopolymer kondensierte die pDNA zwar in einem héheren N/P-Verhéltnis als bPEI,
aber es lieferte eine gute Transfektionseffizienz in HelLa-Zellen bei gleichzeitig reduzierter
Toxizitat.!®8! Schubert et al. synthetisierten amphiphile Blockcopolymere auf Basis von POx
fir den Transfer von DNA.’-102 Dabei bilden sich im Gegensatz zu kationischen
Blockcopolymeren so genannte Polyplexe anstelle von Polyplexmizellen aus. Abbildung 7

soll die Unterschiede verdeutlichen.
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.&\?/Zj; o X
& =

pDNA
Mizelle Polyplex

J
PANNNTAANAATN ....'>
Kationisches Blockcopolymer \_)

pDNA

Polyplexmizelle

Abbildung 7 Schematische Darstellung von Polyplex (oben) vs. Polyplexmizelle (unten).??!

Ein Blockcopolymer, welches aus einem hydrophilen und kationischen Segment besteht,
formt mit negativ geladener pDNA durch elektrostatische Wechselwirkungen so genannte
Polyplexmizellen, wobei sich die DNA im Kern befindet und der hydrophile Teil die Schale
bildet. Kataoka et berichteten als erste von diesem Konzept im Jahr 1990 anhand des
Polymers PEG-b-P[Asp(DET)].[1031041 Amphiphile Blockcopolymere, bestehend aus einem
hydrophilen und hydrophoben Segment, sind in der Lage durch spontane
Selbstorganisation in Wasser Mizellen zu bilden. Diese vorgeformten Mizellen eignen sich
ebenfalls fir den Transport von pDNA. Diese Art von Komplexen werden Polyplexe
genannt.?! Beispiele sind das amphiphile Blockcopolymer, bestehend aus dem
hydrophilen P(EtOxiss-b-NonOxys) flr die Stealth-Eigenschaften und dem kationischen
P(NonOxsz-b-AmOxis4) flr die Komplexierung der DNA. Im Vergleich zu PEI konnte die

Zytotoxizitit gesenkt werden bei gleichzeitiger verbesserter Transfektionseffizienz. 100!

Fir eine erfolgreiche in vivo Anwendung stehen allerdings noch zahlreiche Untersuchungen

von PMOx und PEtOX aus, um beispielsweise den Verbleib und mogliche Abbauwege zu
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ermitteln. In diesem Zusammenhang soll erwahnt werden, dass durch den enzymatischen
Abbau der Amidbindungen bzw. bei der Hydrolyse von Poly(2-oxazolinen) das kationische
PEl gebildet werden kann.['%! Wie bereits erwdhnt, kann PEl abhingig von Molmasse,
Verzweigungsgrad und der Zahl der kationischen Ladungen Erythrozytenaggregation und
Hamolyse verursachen.7.1%l Obwohl PMOx und PEtOx ein dhnliches Verhalten wie PEG
aufweisen, missen weitere Untersuchungen zur Immunaktivierung und mechanischen
Stabilitaten vorgenommen werden, um Poly(2-oxazoline) als potentielle Alternative fir
PEG besser einschatzen zu kdnnen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das gleiche
Stealth-Verhalten im Vergleich zu PEG, aber die maRgeblich bessere chemische Stabilitat
von PMOx und PEtOx gute Argumente fiir die Substitution von PEG sind. Das
Hauptargument in Bezug auf die Entwicklung eines multifunktionalen nicht-viralen Vektors,
ist die einfache Variierbarkeit der Monomere sowie die leichte Einfiihrung von chemischen

Funktionalitaten.

Obwohl die Abschirmung der kationischen Ladungen eine Losung fir das charge dilemma
darstellt, fihrt es wiederum zu einer neuen Problemstellung. Es konnten zwar
unspezifische Interaktionen reduziert und damit die Biovertraglichkeit erhoht werden, aber
es wird auch gleichzeitig die Interaktion mit der Zellmembran fiir eine hohe Zellaufnahme
via adsorptionsvermittelter Endozytose maligeblich gehemmt. Die Transfektionseffizienz
leidet durch die Abschirmung der kationischen Ladungen, da dadurch auch zusatzlich der
endosomale Austritt nicht effizient genug ist. Es wurden mehrere Strategien entwickelt um
dieses Dilemma zu Gberwinden. Eine Strategie beruht auf der Ausnutzung der biologischen
Umgebung, indem Saure-labile oder reduktiv-spaltbare Linker in die Polymerstruktur
eingefihrt werden. Diese Polymere werden als stimuliresponsiv bezeichnet. Eine
Alternative liefert die Modifikation der hydrophilen Hille mit Molekiilen fiir eine Rezeptor-

vermittelte Endozytose. Beide Losungsansatze sollen im Folgenden diskutiert werden.
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2.4.3 Stimuliresponsive Polymere mit einem spaltbaren Disulfid-Linker

Wie bereits erwahnt fihrt die Abschirmung der kationischen Ladungen durch Polymere mit
Stealth-Eigenschaften zu verringerter Zellaufnahme und Freisetzung aus dem Endosom als
auch zur reduzierten Freilassung der DNA aus dem Komplex.! Aus diesem Grund ist man
bemiiht die abschirmende Hiille vor oder wahrend des Zelleintritts abzuspalten. Zu diesem
Zweck kann ein reduktiv-spaltbarer Disulfid-Linker in die Polymerstruktur zwischen dem
hydrophilen und kationischen Polymerblock eingefiihrt werden. In diesem Zusammenhang
sollen nur ein paar Literaturbeispiele genannt werden. Zentel et al.'%! entwickelte ein
Blockkatiomer mit einem Disulfid-Linker zwischen dem kationischen Poly(L-lysin) und dem
hydrophilen Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid via RAFT-Polymerisation. Durch die
Einfihrung der Disulfid-Briicke konnte er die Gentransfektionseffizienz um ein Fiinffaches
erhdhen, ohne die Zytotoxizitit zu steigern.['%”l Zhong et al.l'%l verwendete ein
Triblockcopolymer, bestehend aus dem kationischen Poly(2-
dimethylaminoethylmethacrylat), welches durch einen Disulfid-Linker von beiden Seiten an
das hydrophile PEG-Polymer gebunden war. Er erzielte eine 28-fache Steigerung der
Gentransfektionseffizienz im Vergleich zu dem nicht spaltbaren Referenzpolymer.[1%8 Ein
weiteres publiziertes Beispiel, ist das von Kataoka et al. synthetisierte Poly(ethylenglycol)-
SS-Poly{N-[N-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]aspartamid} (PEG-SS-[PAsp(DET)])-
Blockkatiomer. Durch  die  Einfihrung der Disulfid-Bricke  wurde die
Gentransfektionsaktivitdt um das Dreifache gesteigert.[1°11% Um dem Mechanismus der
PEG-Abspaltung wahrend des Gentransfers in vitro aufzukldren, benutzte Kataoka et al.
eine 3?P-radiogelabelte DNA und beobachtete die Zellaufnahme in Hela-Zellen.['%! Dje
Komplexe aus PEG-SS-P[Asp(DET)] und PEG-b-P[Asp(DET)] wurden zu 0.5% in die Zellen
aufgenommen, wdhrend das P[Asp(DET)]-Homopolymer 2-4% Zellaufnahme zeigte.
Vermutlich ist das auf die hohere Zellaufnahme durch die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den positiven Ladungen des Komplexes mit P[PAsp(DET)] und
den negativen Ladungen der Plasmamembran zurlickzufiihren. Da es keinen Unterschied

bei der Zellaufnahme der PEG-b-P[Asp(DET)]- und PEG-SS-P[Asp(DET)]-Mizellen gab, wurde
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davon ausgegangen, dass die PEG-Hille nicht im extrazellularem Raum gespalten wurde.
Mit Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)-Aufnahmen konnte festgestellt werden,
dass der endosomale Austritt der PEG-SS-P[PAsp(DET)]-Mizellen schneller und effizienter
war, als der PEG-b-P[PAsp(DET)]-Mizellen. Dieses Ergebnis machte deutlich, dass die
reduktive Spaltung der Disulfid-Briicke wahrend des endozytotischen Weges, vermutlich
im Endosom, abliuft.1%! Kataoka zeigte die Steigerung der Gentransfektionseffizienz
durch Einfihrung einer Disulfidgruppe nicht nur in vitro, sondern mithilfe eines
peritonealen Krebsmodells auch in vivo. Er stellte fest, dass PEG-SS-P[PAsp(DET)]-Mizellen
eine hohere Genexpression in Tumoren hatten als die PEG-b-P[PAsp(DET)]-Mizellen,
wahrend die Bioverteilung der Komplexe identisch blieb. Bei der Komplexierung der
Plasmid-DNA mit der Codierung fir den menschlichen Tumornekrosefaktor a (hTNF- a)
wurde mit PEG-SS-P[Asp(DET)]-Mizellen eine funffach hoéhere Anti-Tumor-Aktivitat in
Tumoren erreicht als mit den unspaltbaren Polyplexmizellen. Dabei wurde weder
hepatische, noch renale Toxizitit beobachtet.'?% Durch die Einfiihrung eines reduktiv-
spaltbaren Linkers in die Schale-Kern-Architektur der Polyplexmizelle wurde erfolgreich die
Gentransfektionseffizienz in vivo und in vitro gesteigert, ohne dabei die Zytotoxizitat zu
erhohen. Dabei bleibt es zu erwadhnen, dass bioreduktiv-spaltbare Disulfid-Linker
insbesondere fir die Anwendung in der Krebstherapie eine Rolle spielen, da Krebszellen

eine erhéhte intrazelluldre Gluthathion-Konzentration haben als gesunde Zellen.[111]

Die zweite Alternative um das Dilemma der Abschirmung zu entgehen ist die Einfliihrung
eines Liganden, der eine Rezeptor-vermittelte und damit einen sowohl spezifischen als
auch selektiven Gentransport ermoglicht. Diese Strategie soll im folgenden Abschnitt

beschrieben werden.

2.4.4 Zellspezifisches Targeting — aktiver und passiver Gentransport

In diesem Abschnitt der Einleitung sollen die unterschiedlichen Targeting-Formen fiir den

Gentransport in Zellen beschrieben werden. Das bekannteste Prinzip des passiven
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Targetings beruht auf dem so genannten Enhanced Permeability Retention (EPR)-Effekt
(Abbildung 8).1112113]

Lymphatisches System

Blutkreislauf

Kleine Molekiile Makromolekiile E

Abbildung 8 Schematische Darstellung des EPR-Effektes.[*14

Die Anreicherung von Makromolekiilen und der selektive Transport sind aufgrund der
erhohten Durchlassigkeit und einer geringen Lymphdrainage des Tumorgewebes moglich.
Im Gegensatz zu gesundem Gewebe, bendtigt das Tumorgewebe eine erhdohte Versorgung
mit Nahrstoffen, was zu einem raschen Wachstum von Blutgefallen fiihrt, deren
Endothelzellschicht teilweise lickenhaft und pords ist. Das macht die Diffusion sowohl
kleiner als auch groRer Molekile in das Tumorgewebe moglich, wobei Makromolekiile
aufgrund der geringen lymphatischen Ausscheidung zurlickgehalten und somit passiv
angereichert werden. Dabei beeinflussen zahlreiche Parameter, wie Molekulargewicht,
Ladung, Konformation und Hydrophobizitit der Nano- und Makromolekiile die
Bioverteilung und Aufnahme in das Tumorgewebe.[*'* Allgemein gilt, dass Molekiile mit
einem Molekulargewicht von ca. 30 kDA und einer neutralen Ladung eine lange

Plasmahalbwertszeit besitzen.!!*>118 Der Eintritt in die Zelle erfolgt via Endozytose, wobei
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zwischen Rezeptor- oder adsorptiv-vermittelter oder Fliissigphasen-Endozytose
unterschieden wird (Abbildung 9).17]
Adsorptiv-vermittelt

Fliissigphase .
) Rezeptor-vermittelt

Abbildung 9 Endozytotische Wege fiir die zelluldre Aufnahme von Nano- und Makromolekiilen.[*4

Die adsorptiv-vermittelte Endozytose ist eine passive Form der zelluldren Aufnahme, wobei
Eigenschaften wie GroRe, Form und Oberflachenladung der Partikel eine groRe Rolle fir
eine ausreichende Interaktion mit der Zellmembran spielen. Dabei stehen vor allem
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem Partikel und der Zellmembran im
Vordergrund. Da jedoch die meisten Zelltypen lber eine negativ geladene Zelloberflache
verfligen, fehlt bei der Zellaufnahme jegliche Spezifitat. Diese ist insbesondere fiir die in
vivo Anwendung der Gentherapie von grolRer Bedeutung. Bei der intravendsen Gabe
kommen die Vektoren mit vielen unterschiedlichen Zelltypen in Berlhrung. Fiir eine hohe
Wirksamkeit des therapeutischen Gens in der Zielzelle ist eine spezifische Aufnahme
erstrebenswert. Hierfir kann der Vektor mit einem Liganden (Schlissel) modifiziert
werden, der die Interaktion mit einem zellspezifischen Rezeptor (Schloss) auf der
Zelloberflache der Zielzellen vermittelt. Dieses Konzept wird als aktives oder cell surface
Targeting bezeichnet.!!8] Die Liganden kénnen dabei niedermolekulare Substanzen wie
Zucker, Vitamine, Peptide, Antibiotika oder Makromolekiile wie Proteine, Polysaccharide
und Nukleinsdauren, so genannte Aptamere, sein. Tumorzellen haben die Eigenschaft, dass

aufgrund ihrer erhohten metabolischen Aktivitdit bestimmte Rezeptoren auf der
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Zelloberflache (iberexprimiert vorliegen. Deswegen bieten sich vor allem
Wachstumsfaktoren und Vitamine als Liganden fiir das Adressieren von soliden Tumoren
an.[1’81 Ganz gleich ob die Endozytose adsorptiv- oder Rezeptor-vermittelt abliuft, beim
Eintritt in das Endosom fallt der pH-Wert von pH 7.2-7.4 auf pH 6.5-5.0 ab. Deswegen ist
der Gentransport besonders effektiv, wenn ein aktiver Ligand mit einem pH-sensitiven
Polymer kombiniert wird, das eine verbesserte Freisetzung aus dem Endosom
gewahrleistet. Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass Transferrin gekoppeltes PEI
zielgerichtet in Tumoren angereichert wird und in den Zielzellen eine effiziente Expression
des therapeutisch wirksamen Transgenprodukts ausfiihrt.[!1®] Da der endosomale Austritt
die limitierende Grole fir einen effizienten Gentransport darstellt, soll dieser Aspekt im

folgenden Kapitel naher diskutiert werden.

2.4.5 Endosomalen Austritt effizienter gestalten — Poly(aspartat) (PAsp)

Der endosomale Austritt ist der wichtigste Schritt fir eine hohe Gentransfektion. Dabei
muss das Polymersystem der Herausforderung gerecht werden, die endosomale Membran
zu durchbrechen ohne die zytoplasmatische und mitochondriale Membran zu
destabilisieren. Polyplexmizellen aus Poly(ethylenimin) (PEI) sind daflir bekannt effizient
aus dem Endosom freigesetzt zu werden. Verantwortlich dafiir ist die hohe Pufferkapazitat,
die durch die unterschiedlichen pKs-Werte der Amin-Gruppen im Polymer hervorgerufen
werden. Im physiologischen pH-Bereich liegt nur jedes dritte Stickstoff-Atom protoniert
vor. Durch Abfall des pH-Wertes im Endosom werden auch die restlichen Amin-Gruppen
protoniert, sodass eine gute Puffer-Kapazitat vorliegt und es zu dem so genannten
Protonenschwamm-Effekt fihrt. Durch das Abfangen der einstromenden Protonen und
dem anschlieRenden Chloridionen- und Wasser-Einstrom kommt es zum Platzen des
Endosoms und damit zur erfolgreichen Freisetzung des Komplexes in das Zytoplasma. Eine
gute Pufferkapazitdt des Polymers ist sehr wichtig, da ein stetiger Abfall des pH-Wertes
zusatzlich lysosomale Enzyme, wie Nukleasen, Proteasen, Esterasen, Lipasen und

Phophatasen aktivieren wiirde, die zum Abbau des Komplexes fiihren wiirden.[*®! Allerdings
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ist eines der grofSten Nachteile von PEI die akute Zytotoxizitat, bedingt durch die erhéhte
Wechselwirkung zwischen der hohen positiven Ladungsdichte des Polymers und der
Zytoplasma- und mitochondrialen Membran. Daher ist die Entwicklung eines alternativen
Polykations erstrebenswert. Dieses sollte gleichermaRen gute Pufferkapazitaten aufweisen
und gleichzeitig eine reduzierte akute und bestenfalls kumulative Toxizitat gewahrleisten
kénnen. Kataoka et al. konnten ein solches alternatives Polykation darstellen, welches aus
einem bioabbaubaren Poly(aspartat) (PAsp)-Riickgrat und einer kationischen
Diethylentriamin (DET) Seitenkette besteht.[?2120-1221  Apbildung 10 zeigt die

Polymerstrukturen von linearem PEl und P[Asp(DET)] in einer direkten Gegentiberstellung.

o H
/\/\N/ N ~H
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NH LPEI
L H:N
P[Asp(DET)]

Abbildung 10 Polymerstrukturen von P[Asp(DET)] und linearem PEI.

Kataoka et al. fanden in Studien mit PEl heraus, dass die geradzahligen Aminoethylen-
Einheiten wie DET und Triethylenpropanamin (TEP) eine erhdhte Pufferkapazitat bei einem
pH-Wert von 5.5, bedingt durch die unterschiedlichen pKs-Werte der Amin-Gruppen,
aufweisen (Abbildung 11).[22
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Abbildung 11 Protonierte Struktur von Polyplexmizellen aus P[Asp(DET)] in Abhingigkeit der pH-Anderung in
der zelluliren Umgebung./??
Der Wechsel von der einfach positiv geladenen DET-Seitenkette im extrazellularem Milieu
zu der zweifach positiv geladenen in endosomaler Umgebung, sind der Schlissel fiir einen
effizienten endosomalen Austritt. Wahrend die einfache Protonierung im extrazellularem
Milieu und im Zytoplasma keine destabilisierende Wirkung auf die Zellmembran bzw.
Zytoplasmamembran ausiibt, bewirkt die zweifache Protonierung durch destabilisierende
Effekte und den Protonen-Schwamm-Effekt einen effizienten endosomalen Austritt bei
gleichzeitiger niedriger Zytotoxizitat. Weiterhin wird durch die Biodegradierbarkeit des
PAsp-Riickgrats zusatzlich die kumulative Toxizitit herabgesenkt.['?2 Durch eine
zusatzliche PEGylierung wurden biokompatible nicht-virale Vektoren mit Durchmesser von
20-50 nm ausgebildet, die sich fiir den Gentransport bewahrt haben.['23] Andere geeignete
Alternativen fiir PEI sind unter anderem Poly-L-Succinimid(*?*l, Poly-L-Glutaminsiure[1?°]
und Chitosan?%], die hier nur kurz genannt werden sollen. Mit diesen Polymeren wurden
zum 25-K-PEl vergleichbar hohe Transfektionsraten bei deutlich niedrigerer Zelltoxizitat

erreicht.

2.5 Klinische Studien

Im Jahr 1990 wurde die erste Gentherapie an einem Patienten durchgefihrt.

Amerikanische Wissenschaftler verabreichten einem vierjahrigen Madchen, welches mit
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einem Adenosindeaminase (ADA)-Mangel geboren wurde, die erste Infusion autologer T-
Lymphozyten, in die ein funktionsfahiges ADA-Gen eingebracht worden war. Die
angeborene Immunstérung verldauft meist todlich, da das Immunsystem nicht in der Lage
ist selbststandig Krankheitserreger zu bekampfen. Dank der verabreichten Gentherapie ist
Ashanti DeSilva heute 33 Jahre alt und lebt ein fast normales Leben. Seitdem wurden ca.
1 700 klinische Studien durchgefiihrt mit mehr als 10 000 Patienten.! Im Jahr 2011 wurde
von 92 Studien weltweit berichtet. Davon waren 59.6% in der klinischen Phase | und nur
3.6% in der klinischen Phase IIl. Die meisten Studien untersuchten virale Vektoren (67%)
und Krebserkrankungen (65%), wobei vorwiegend Antigene und suizidale Gene verwendet
wurden.3>! Das erste Medikament in der EU, das auf Gentransfer basiert, wurde im Jahr
2012 zugelassen und heildt Glybera. Es ist ein Mittel flr Patienten mit einem Lipoprotein-
Lipase-Mangel. Es wurde ein adeno-assoziierter Virus als Vektor verwendet, um eine
funktionsfiahige Kopie von Lipoprotein-Lipase-Gene in Muskelzellen einzuschleusen.3>!
Glyberia wurde von der Firma GlaxoSmithKline in London entwickelt und fir 1 Million US-
Dollar pro Behandlung zu Verfligung gestellt. Es wurde bisher nur ein einziger Patient damit
behandelt. Die Fettkonzentration in seinem Blut konnte erfolgreich innerhalb von 3-12
Wochen reduziert werden.®! Die Firma Spark Therapeutics entwickelte im Jahr 2013 in
Philadelphia eine Gentherapie namens Luxturna, die ebenfalls auf der Verwendung von
adeno-assoziierten Viren basiert und gegen eine seltene Form von Blindheit wirkt.[!
Luxturna wurde im Jahr 2017 von der FDA (Food and Drug Administration) zugelassen. In
klinischen Phasen konnten mehr als 21 Patienten mit einer einzelnen Behandlung geholfen
werden. Dabei erfolgt die Injektion direkt in das Auge des Patienten. Die Kosten dieser
Therapie betragen 425 000 US-Dollar pro Auge.P! Zusammenfassend l4sst sich sagen, dass
die Gentherapie ein groBes Potential zur Behandlung von Krebskrankheiten und
monogenen Krankheiten hat. Allerdings ist die Verwendung von viralen Vektoren sehr
kostenintensiv, was die Nutzung und Anwendbarkeit stark limitiert. Aus diesem Grund soll
in der vorliegenden Arbeit ein nicht-viraler Vektor auf Basis von kostengiinstigen und gut

reproduzierbaren Polymeren entwickelt werden.
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3 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Das Hauptziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Blockkatiomers, welches als nicht-
viraler Genvektor flr Plasmid-DNA (pDNA) dient und eine minimale Zytotoxizitat neben
maximaler Gentransfektionseffizienz liefert. Biokompatibilitdat und Biodegradierbarkeit des
Polymersystems sind Voraussetzung fiir eine niedrige Zytotoxizitat. Aus diesem Grund
sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit biokompatible Blockkatiomere auf der Basis von
hydrophilen Poly(2-oxazolin)en, welche mit dem bioabbaubaren Poly(aspartamid) (PAsp)-
Block kombiniert werden, synthetisiert und charakterisiert werden. In Hinblick auf eine
hohe Gentransfereffizienz ist ein effektiver endosomaler Austritt entscheidend. Aus diesem
Grund soll der Poly(aspartamid) (PAsp)-Block mit einer pH-sensitiven N-(2-Aminoethyl)-2-
aminoethyl (DET)-Seitenkette, welche Puffereigenschaften in endosomal-saurer
Umgebung hat, modifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollen zunachst anhand
strukturell eindeutig definierter Blockkatiomere mit der Struktur PMOxn-b-P[Asp(DET)]m
Struktur-Eigenschaftsbeziehungen untersucht werden, die im Kapitel 4 ndher beschrieben
werden. Dabei sollen nicht nur die optimalen Polymereigenschaften, wie Molmasse und
Blocklange, sondern auch das optimale N/P-Verhaltnis ermittelt werden. Dabei steht N fir
die Anzahl der kationischen Amine im Blockkatiomer, wahrend P die Anzahl der
Phosphatgruppen der pDNA ist. Darliber hinaus sollen im Kapitel 4 die Zusammenhange
zwischen unterschiedlichen DNA-Sequenzen und Konzentrationen und den Eigenschaften
der Polyplexmizellen untersucht werden. Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist es, die
Gentransfereffizienz signifikant zu steigern ohne die Zytotoxizitdt zu erhéhen. Um dieses

Ziel zu erreichen, werden zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt (Schema 1).
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1. Synthese der funktionalisierten Initiatoren und Kopplungsreagenzien

.. . / } Reduzierung der Toxizitat und
Erhdhung der Gent}ransfer-Effmenz NS Erhéhung der gentransfer-Efﬁzienz
durch rezeptor-vermittelte Endozytose It durch reduktiv-abspaltbare Hiille

2. Synthese und Charakterisierung der Blockkatiomere

Biokompatible

o (o]
H H
Hiille (PEtOx) N/\/N\/\NH Hiille (PEtOx) spaltbarer Linker N/\/N\/\NH
N N N L | el NH 5§ HN o ’
N+H
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t n Et m w

Ligand - Biodegradierbares Polymerriickgrat mit Biodegradierbares Polymerriickgrat mit
pH-sensitiver Seitenkette pH-sensitiver Seitenkette

3. Bildung von Polyplexizellen via
elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen
Amin- und Phosphatgruppen (N/P)

Biokompatible Intrazellular

Biotin-Molekiile erh6hen die
Aufnahme in Krebszellen

\. — 0 H
- ™ H, N-°
h A N ~NH
’ s
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PEtOx-Hiille fiir
/erhéhte Transfektion &
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e | Schale fiir reduzierte
/ - Wechselwirkungen mit
, ! . Biomakromolekiilen
y \ Geschiitzte DNA und pH-sensitive Amine fiir

einen effizienten endosomalen Austritt

Schema 1 Schematische Darstellung der Zielsetzung die Gentransfereffizienz zu verbessern ohne die
Zytotoxizitat zu erhohen.
Der erste Ansatz, welcher in Kapitel 5 detailliert vorgestellt wird, beschaftigt sich mit der
Einflhrung eines biospaltbaren Disulfid-Linkers in die Polymerstruktur. Das Ziel ist es ein
Blockkatiomer mit der Struktur PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m zu synthetisieren, welches mit
pDNA eine Polyplexmizelle mit einer reduktiv abspaltbaren PEtOx-Hiille formt. Dadurch soll
die Zytotoxizitat reduziert werden und vor allem die Gentransfereffizienz durch Abspaltung
der abschirmenden PEtOx-Palisade maRgeblich erh6ht werden. Der zweite Ansatz, welches
das Kapitel 6 umfasst, befasst sich mit der Steigerung der Gentransfereffizienz durch
Einflhrung eines aktiven Targeting-Liganden in die Polymerstruktur, um die Zellaufnahme
der Polyplexmizellen durch Vitamin-spezifische Rezeptoren gewahrleisten zu kénnen. Das
Ziel ist es hierbei ein Biotin-funktionalisiertes Blockkatiomer mit der Struktur Biotin-PEtOxn-
b-P[Asp(DET)]m zu synthetisieren, welches mit pDNA Biotin-funktionalisierte
Polyplexmizellen bilden soll. Dabei soll Biotin als aktiver Ligand zum einen den

Gentransport spezifischer machen und zum anderen die Gentransfereffizienz aufgrund
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Rezeptor-vermittelter Aufnahme erhohen. In allen Teilbereichen dieser Arbeit sollen die
Blockkatiomere aufgrund der protonierbaren Amine in der DET-Seitenkette durch
einfaches Mischen mit der pDNA-Losung, Polyplexmizellen mit verschiedenen N/P-
Verhaltnissen bilden. Die gebildeten Polyplexmizellen sollen eine geeignete Schale-Kern-
Mizellenstruktur aufweisen mit einer hydrophilen Poly(2-oxazolin)-Hille, welche die
kationische Ladungsdichte abschirmen und somit die Wechselwirkung mit
Biomakromolekiilen und Serumproteinen reduzieren soll. Im Kern der Polyplexmizelle soll
die DNA effizient vor Nuklease-Angriffen geschiitzt werden. Als weiteres Ziel dieser Arbeit,
sollen die gebildeten Polyplexmizellen hinsichtlich der bekannten biologischen Barrieren

fur nicht-virale Genvektoren?®! (A-E) charakterisiert werden (Schema 2).

1. DNA-Bindungseffizienz der synthetisierten
Blockkatiomere
Gelelektrophorese
Fluoreszenzspektroskopie

1. Komplexbildung/

2 S%ité/t — —-O& Op

: o v Polymer: pONA 4. Verhalten in endosomal-saurer und
2. Langzelts't‘aplllltat in HEPES:Puffer Polyplex\ G "\ Zellaufnahme reduktiver Umgebung
und Stablllta-t in Koghsalz—Losungen )Absc,w/g/ ( - Dynamische Lichtstreuung (DLS)
Dynamische Lichtstreuung (DLS) D «
Fluoreszenzspektroskopie = /
N\ :
3. Zellulire Endosom @ 5. Zytotoxische Effekte
Wechselwirkuhg * Photometrie
3. Morphologie, Groke & P"‘ sinkt
Oberflachenladung
Transmissions- - - -
elektronenmikroskopie (TEM) Frelsetzung( @ / 6. Austauschreaktionen mit Polyanionen
Dynamische Lichtstreuung (DLS) der PDNA 5. Endosomaler Gelelektrophorese .
Austritt in das * Fluoreszenzspektroskopie
6. Eintritt in(_ Zytoplasma
den Zellkern /\

7. Effizienz der Gentransfektion
Fluoreszenzmikroskopie/
Fluoreszenzspektroskopie
Durchflusszytometrie (FACS)

Schema 2 Schematische Darstellung der einzelnen Untersuchungen der Polyplexmizellen nach den
bekannten biologischen Barrieren (A-E) fir nicht-virale Genvektoren.

In Hinblick auf eine effiziente DNA-Komplexierung (A), sollen die synthetisierten

Blockkatiomere auf ihre Bindungseffizienz und zytotoxischen Effekte charakterisiert

werden. Um Aufschlisse Giber eine optimale Zellaufnahme (C) treffen zu kdnnen, sollen die

Morphologie, GroBe und Oberflichenladung der Polymer/pDNA-Komplexe untersucht

werden. Zusatzlich sollen die Langzeitstabilititen in HEPES-Puffer und gegen Salz-
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induzierte Aggregationen in 50 mM und 150 mM Kochsalz-Lésung studiert werden (B). In
Hinblick auf die unterschiedliche physiologische Mikroumgebung innerhalb des
Gentransports im Korper, soll das Verhalten der Polyplexmizellen in endosomal-saurer und
reduktiver Umgebung untersucht werden. Fiir eine erfolgreiche Genexpression (D-E), soll
die Freisetzung der DNA aus dem Komplex und die Effizienz der Gentransfektion ermittelt

werden.
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4 Biokompatible PMOx-b-P[Asp(DET)] Blockkatiomere fiir den

Gentransport

4.1 Einleitung

Ein groRer Nachteil bei der Verwendung von Viren in der Gentherapie, sind die hohen
Kosten und die aufwendige Herstellung. Daher besteht ein grofRes Interesse daran, die
Entwicklung von nicht-viralen Genvektoren voranzutreiben. So wurden Uber die letzten
Jahre Genvektoren auf Basis von verschiedenen Polymerarchitekturen wie
Homopolymeren!?”], Copolymeren!101:1281291 ynd Blockcopolymeren(07.130-1321 entwickelt
und untersucht. Der ,Goldstandard” ist bisher das Poly(ethylenimin) (PEI). Aufgrund der
hohen kationischen Ladungsdichte ist PEl in der Lage die DNA effektiv zu verpacken und in
hoher Effizienz in Zellen zu transfizieren. Die hohe Ladungsdichte bringt jedoch auch
Nachteile mit sich, wie eine hohe Zytotoxizitat und nicht-spezifische Wechselwirkungen mit
Biomakromolekiilen, welche in vivo zu Aggregatbildungen und somit zu GefaRRverschllssen
und Thrombosebildungen fiihrt.12”] Ein méglicher Ansatz zur Reduzierung der Zytotoxizitit
ist die Abschirmung der kationischen Ladungen durch Einfiihrung eines hydrophilen und

neutral geladenen Polymerblockes, wie Polyethylenglycol (PEG).[*3Y

Hinsichtlich der Entwicklung einer geeigneten Polymerstruktur in dieser
Dissertationsarbeit, besteht der erste Polymerblock aus einem hydrophilen, neutral
geladenen Polymer wie Poly(2-methyl/2-ethyl-2-oxazolin)*321331 ynd einem zweitem
Polymerblock, welcher kationisch geladen ist. Letzterer Polymerblock ist in der Lage die
DNA durch elektrostatische Wechselwirkungen im Kern zu verpacken. Bekannte Polymere
sind Poly(ethylenimin) (PEI)127], Poly-L-Lysin (PLL)[07,130,132] Poly(2-
(Dimethylamino)ethylmethacrylat)!*31] oder Poly[N-(2-Aminoethyl)-2-
aminoethyl]aspartamid (P[Asp(DET)])*34. Die meisten solcher Blockkatiomere erfordern
eine mehrstufige und aufwandige Syntheseplanung und -durchfiihrung. Aus diesem Grund
soll in diesem Abschnitt der Arbeit eine einfache, dreistufige Syntheseroute mit

kommerziell erwerblichen Edukten vorgestellt werden. Des Weiteren soll die Abschirmung
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der kationischen Ladungen durch das ebenfalls hydrophile und neutral geladene Polymer,
Poly(2-methyl-2-oxazolin) (PMOx) erfolgen. Da neueste Studien gezeigt haben, dass PEG
vermehrt allergische Reaktionen hervorrufen kann(37:135138] gibt es groRes Interesse nach
einem angemessenen Ersatzpolymer. Polymere auf Basis von Poly(2-oxazolinen) riicken
deswegen immer mehr in den Vordergrund, vor allem in Hinblick auf biomedizinische
Anwendungen.B7133 Sje verfiigen dhnlich wie das PEG (iber Stealth-Eigenschaften und sind
biokompatibel. Die Eigenschaften der Poly(2-oxazoline) konnen durch den Einsatz der
Monomere, Initiatoren und Terminierungsreagenzien in einer lebenden Polymerisation
beliebig eingestellt werden.[®®! Bisher gibt es in der Literatur jedoch nur wenige Beispiele
fir die Verwendung von Poly(2-oxazolin)-basierten Blockkatiomeren als nicht-virale
Genvektoren.[132-1341 Oft wird dabei nur eine einzige Polymerarchitektur untersucht, sodass
es kaum Daten Uber die Einflliisse verschiedener Polymerzusammensetzungen auf den

Gentransport gibt.

4.2 Zielsetzung

In diesem Abschnitt der Arbeit sollen anhand einer einfachen dreistufigen Synthese, vier
verschiedene Blockkatiomere synthetisiert werden, die sich in den molaren Massen und
Blocklangenverhaltnissen unterscheiden. Die daraus gebildeten Polyplexmizellen sollen im
Anschluss hinsichtlich ihrer DNA-Bindungseffizienz, KomplexgrélRe, Oberflachenladung und
der Gentransfereffizienz untersucht werden. Alle Blockkatiomere sollen aus einem
hydrophilen und neutral geladenen Poly(2-methyl-2-oxazolin) (PMOx) bestehen, das mit
dem biodegradierbaren Poly(aspartat) (PAsp), welches mit der DET-Seitenkette modifiziert

vorliegt, kombiniert werden soll (Abbildung 12).

I H
H I’:l'/\/Nv\NHz
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Abbildung 12 Zielstruktur der biokompatiblen Blockkatiomere.
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Um sich von der bisher verdffentlichten Syntheseroute fiir PMOxn-b-P[Asp(DET)]m[*34
abzuheben, sollen die Blockkatiomere in einer einfachen Synthese mit kommerziell
erhaltlichen Edukten und in guten Gesamtausbeuten hergestellt werden. Dazu sollen
aufwandige und nicht-quantitative polymeranaloge Reaktionen umgangen werden. In
diesem Abschnitt wird vor allem die Polymerarchitektur hervorgehoben. Zwei der
Polymere sollen deshalb unterschiedliche molare Massen besitzen, sodass eines eine
groRere und das andere eine kleinere Molmasse als 10 kDa aufweisen. Die beiden
verbleibenden Polymere sollen sich in den Blocklangenverhaltnissen des hydrophilen
PMOx- und des kationischen P[Asp(DET)]-Polymersegmentes unterscheiden. Alle hier
synthetisierten Blockkatiomere werden mittels *H-NMR- und IR-Spektroskopie, sowie GPC-
Analysen vollstandig charakterisiert. Alle vier Blockkatiomere mit der Struktur PMOxn-b-
P[Asp(DET)]m sollen biokompatibel sein und in der Lage sein die negativ geladene DNA
durch elektrostatische Wechselwirkungen im Kern zu verpacken. Die daraus resultierenden

Polyplexmizellen sollen eine biokompatible Schale-Kern Struktur besitzen (Abbildung 13).

PMOx-Hiille fiir reduzierte
Wechselwirkung mit
Biomakromolekiilen

Polyplex-Kern schiitzt die DNA und
steuert den endosomalen Austritt

. durch pH-sensitive DET-Seitenketten

Abbildung 13 Schematische Darstellung der Polyplexmizelle aus dem Blockkatiomer PMOxn-b-
P[Asp(DET)]m.
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Die hydrophile PMOx-Hyiille soll die kationische Ladungsdichte abschirmen und somit die
Wechselwirkung mit Biomakromolekiilen und Serumproteinen reduzieren. Weiterhin soll
durch eine neutrale PMOx-Schale die Zytotoxizitdit minimiert werden. Im Kern der
Polyplexmizelle, soll die DNA effizient vor Nuklease-Angriffen geschiitzt werden. Die pH-
empfindlichen DET-Seitenketten sollen auRerdem aufgrund ihrer puffernden
Eigenschaften, den endosomalen Austritt induzieren und somit zu einer hohen
Gentransfektionseffizienz beitragen. Anhand der unterschiedlichen Polymerarchitekturen
soll analysiert werden, welche Polymereigenschaften einen Effekt auf die Bildung und
Eigenschaften der daraus gebildeten Polyplexmizellen haben. Die vier Blockkatiomere
sollen dabei auf ihre Bindungseffizienz an die DNA und eine mdgliche Zytotoxizitat
untersucht werden. Die gebildeten Polyplexmizellen sollen weiterhin auf Stabilitat, GroRe,
Oberflachenladung, Morphologie und Gentransfektionseffizienz untersucht werden. Dabei
liegt der Fokus nicht nur auf der Polymerarchitektur, sondern auch auf dem N/P-Verhaltnis
und dessen Einfluss auf die zuvor genannten Eigenschaften der Polyplexmizellen. Die
Ermittlung eines optimalen N/P-Verhaltnisses und einer optimalen Polymerstruktur soll fur
weiterfihrende Arbeiten genutzt werden. Ein weiteres Ziel in diesem Abschnitt, ist die
Untersuchung der Einfliisse unterschiedlicher DNA-Sequenzen und Konzentrationen. Dabei
werden fir die Bildung der Polyplexmizellen jeweils peGFP und pCherry in den

Konzentrationen 100 ng/uL und 200 ng/ulL verwendet.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Synthese und Charakterisierung der Blockkatiomere PMOXx-b-
P[Asp(DET)]

Es wurden vier Blockkatiomere basierend auf dem hydrophilen Poly(2-methyl-2-oxazolin)
(PMOx) und des bioabbaubaren Poly(aspartat)s (PAsp), welches mit der kationischen
Diethylentriamin (DET)-Seitenkette modifiziert vorliegt, synthetisiert. Die erste Stufe der

Synthese ist die Darstellung der PMOx, Homopolymere. Huwyler und Mitarbeiter
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synthetisierten hierfiir ein Phthalimidethyltriflat, um einerseits die Polymerisation von
MOx zu initileren und andererseits durch anschlieBende polymeranaloge Reaktion eine
endstindige primare Amin-Gruppe zu generieren.['3%, Im Gegensatz dazu verwendeten wir
das kommerziell erhéltliche Methyltrifluormethansulfonat (Methyltriflat, MeOTf) als
Initiator und generierten direkt eine primare Amin-Gruppe durch Terminierung mit
Ethylendiamin. Bei Verwendung von MeOTf als Initiator konnten die Polymere schneller in
groReren Mengen reproduzierbar hergestellt werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass wir die
finf-stufige Synthese von Huwyler3¥ um zwei Synthesestufen verkiirzen konnten. Die

Blockkatiomere P1-P4 wurden in einer dreistufigen Synthese nach Schema 3 hergestellt.

—\ H
N
N O Me+tN ~NH,
NH
0 FF (neq.) Me (20 eq) H;N" "2
e
ACN, 4 h, 50 °C,
Me~o~ s‘\0 120 °C iiber Nacht PE1-PE3
o
(0]
(m eq.) H H H
ko o M
DCM/DMF, Me
72h, 40 °C PP1-PP4
N
N/\/ \/\NHZ
(50 eq. bezogen auf H M \/\N
Benzylgruppe in PBLA) HZN/\/ ~" NH, H H
DCM/DMF,
72 h,40 °C P1-P4

Schema 3 Syntheseschema zur Darstellung der Blockkatiomere PMOxn-b-P[Asp(DET)]m (P1-P4).

Unsere Syntheseroute des Blockkatiomers beinhaltet lediglich die Aminolyse des Poly(B-
benzyl-L-aspartat)s (PBLA) mit DET als eine polymeranaloge Reaktion. In vorangegangen
Studien3” wurde jedoch festgestellt, dass diese polymeranaloge Reaktion nach 48 h
guantitativ ist. Da es sich hierbei um lebendige Polymerisationsmechanismen handelte,
wurden die vier Blockkatiomere mit definierten Blocklangen und molaren Massen mit einer
engen Molmassenverteilung (P) synthetisiert. In dem folgenden Abschnitt werden die

einzelnen Syntheseschritte detailliert beschrieben.
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Synthese und Charakterisierung der Amin-endstandigen Makroinitiatoren Poly(2-methyl-
2-oxazolin) PE1-PE3. Die drei PMOx, Homopolymere PE1-PE3 wurden in einer kationisch,
ringoffnenden Polymerisation hergestellt. Bei allen drei Polymerisationen wurde
Methyltriflat als Initiator verwendet. Da es sich um eine lebende Polymersation handelt,
wurden die Wiederholungseinheiten der PMOx, Homopolymere tber das Monomer zu
Initiator Verhaltnis eingestellt. Die Polymerisationen wurden 4 h bei 120 °C in Acetonitril
durchgefliihrt. Ethylendiamin wurde als Terminierungsreagenz in einem 20-fachen
Uberschuss eingesetzt, um eine primare Amin-Gruppe als Endgruppe zu generieren, welche
ohne weitere Modifikation in der darauffolgenden nukleophil ringéffnenden
Polymerisation genutzt werden konnte. Die Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR) ist eine
geeignete Methode, um das zahlenmittlere Molekulargewicht (M,) von Polymeren zu
bestimmen. Aus dem Flachenverhaltnis charakteristischer Signale der Monomereinheiten
in Bezug auf das Referenzsignal des Initiators, wurde auf die Zusammensetzung der
Homopolymere PMOXx, geschlossen. Damit wurde sowohl der Polymerisationsgrad, als
auch die Molmassen der Polymere mithilfe der H-NMR und der Endgruppenanalyse

bestimmt (Abbildung 14A).
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Abbildung 14 (A) 'H-NMR Spektrum von PE1 in CDCls;; (B) GPC-Chromatogramme und
Polydispersitatsindices von PE1-PE3.
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Das Signal im *H-NMR Spektrum von PE1 bei 3.04-2.94 ppm wurde eindeutig der Methyl-
Endgruppe zugeordnet, die von dem Initiator Methyltriflat generiert wurde. Dieses
Referenzsignal I entspricht genau 3 Protonen. Durch das Referenzieren der Integrale der
Signale a und b, wurde auf 77 Repetiereinheiten des 2-Methyl-2-oxazolins im
Homopolymer PE1 geschlossen. Daraus wurde eine zahlengemittelte Molekularmasse von
ca. 6.6 kDa berechnet. Die Polymerisationsgrade und die molaren Massen der drei

Homopolymere PE1-PE3 werden in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2 Analytischen Daten der Homopolymere PMOxn» PE1-PE3.

No. n? M.? [g/mol] M,?) [g/mol] pb) Aus[I;e]ute
(1
PE1 77 (70) 6 628 7 520 1.09 74
PE2 46 (40) 3990 5410 1.15 80
PE3 82 (70) 7 053 9 380 1.18 71

a) Polymerzusammensetzung und Molmassen wurden (iber H-NMR-Spektroskopie in CDCls und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;

b) Molmassen Mn und Polydispersitdtsindex D wurden (iber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF, 5 mg/mL LiBr).

Es wurden Poly(2-methyl-2-oxazoline) mit einer Wiederholungseinheit von 77 (PE1), 46
(PE2) und 82 (PE3) erhalten. Die Polymere PE1 und PE3 hatten dhnliche molare Massen von
ca. 7 kDa, wahrend PE2 mit ca. 4 kDa eine kleinere Molmasse aufwies. Die mittels 1H-NMR-
Spektroskopie ermittelten Molekularmassen und Polymerisationsgrade der Polymere PE1-
PE3 weichen etwas von den theoretischen Werten ab. Die Genauigkeit der ermittelten
Polymerisationsgrade Uber die 'H-NMR-Spektroskopie hangt von der Integration des
Initiatorsignals ab. Das Initiatorsignal liefert jedoch eine deutlich geringere Intensitadt im
Vergleich zu den Polymersignalen. Zusatzlich kommt es zu einem hohen Signal-Rausch-
Verhaltnis durch die Ausbildung von relativ langen Polymerketten. Aus diesem Grund ist es
notwendig, mit hohen Polymerkonzentrationen, langeren Relaxationszeiten und hohen
Magnetfeldstarken (500 MHz) zu messen. Das zahlengemittelte Molekulargewicht der
Homopolymere, welche tber die GPC bestimmt wurde, weicht etwas von den mittels *H-
NMR-Spektrum kalkulierten Molmassen ab. Diese Abweichung ldsst sich darauf

zurlickfiihren, dass die GPC-Analyse eine Relativmethode ist und die Kalibrierung mit
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Polymethylmethacrylat (PMMA) Standard nur eingeschrankt vergleichbar ist in den
Losungseigenschaften von  Poly(2-methyl-2-oxazolin)en. Viel wichtiger als die
zahlengemittelte molare Masse sind die Polydispersitatsindices, die die GPC-Analyse
liefert. Anhand der Werte kann ermittelt werden, ob die Polymerisation nach einem
lebenden Mechanismus abgelaufen ist. Alle drei Polymerisationen liefen erfolgreich nach
einem lebenden Mechanismus ab, da die Polydispersitdtsindices (P) eine enge
Molmassenverteilung von 1.09-1.18 aufzeigten (Abbildung 14B). Die Werte reprasentieren
eine monomodale Verteilung, sodass jegliche Nebenreaktionen ausgeschlossen wurden.
Alle drei Homopolymere wurden durch Fallen aus kaltem Diethylether und anschlieender
Dialyse gegen Wasser gereinigt und nach der Gefriertrocknung in guten Ausbeuten als

farblose Feststoffe erhalten.

Synthese und Charakterisierung der Blockcopolymere PP1-PP4. Die Homopolymere PE1-
PE3 tragen endstandige primare Amine und fungieren in der lebenden, nukleophil
ringéffnenden Polymerisation von B-Benzyl-L-Asparaginsdure-N-Carboxyanhydrid (BLA-
NCA) als Makroinitiatoren. Das Homopolymer PE1 bzw. PE2 wurden als Initiatoren fir die
Synthese des Blockcopolymers PP1 bzw. PP2 verwendet. Der Makroinitiator PE3 wurde
sowohl fiir die Synthese des Blockcopolymers PP3, als auch fiir PP4 eingesetzt. Der Erfolg
der Blockcopolymerisation, d.h. die Molmasse und Polymerzusammensetzung wurden
wieder mittels *H-NMR-Spektroskopie ermittelt. Die neuen Signale mit der chemischen
Verschiebung von 2.60 (b), 2.81 (b), 4.61 (d), 5.00 (e), 7.27 (f) und 8.16 ppm (g) in dem H-
NMR-Spektrum von PMOxs;-b-PBLA,4 (PP4) zeigen die erfolgreiche Blockcopolymerisation
(Abbildung 15).
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Abbildung 15 'H-NMR-Spektrum des Blockcopolymers PMOxs2-b-PBLA24 (PP4) in DMSO-ds.

Der Polymerisationsgrad der Blockcopolymere wurde aus den charakteristischen Signalen
der Monomereinheiten kalkuliert. Das Signal a mit 250 Protonen wurde als Referenzsignal
betrachtet. Somit ergibt sich fir das Integral des charakteristischen Signals d 24
Repetiereinheiten des BLA-NCA. Die molaren Massen wurden basierend auf der Kalkulation
der Wiederholungseinheiten berechnet. Der Erfolg der Blockcopolymerisation wurde

weiterhin mittels GPC- und IR-Analysen belegt (Abbildung 16).
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Abbildung 16 (A) IR-Spektren des Makroinitiators PE3 (blau) und des Blockcopolymers PP3 (rot); (B)
GPC-Chromatogramme des Makroinitiators PE3 (blau) und des Blockcopolymers PP4
(rot).

Es wurden Banden der Ester (1737 cm™)- und der Amidgruppe (1550 cm?) im IR-Spektrum

der Blockcopolymere PP1-PP3 gefunden, was eine erfolgreiche Blockcopolymerisation

zusatzlich belegte (Abbildung 16A). Die Polydispersitatsindices (D) von 1.18-1.33

bestdtigten eine erfolgreiche lebende Polymerisation mit einer engen

Molmassenverteilung (Abbildung 16B). Die analytischen Daten der vier Blockcopolymere

wurden in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3 Analytische Daten der Blockcopolymere PMOxn-b-PBLAm PP1-PP4.

a . Mn?) M) b . Ausbeute
No. n? m? n/m [g/mol]  [g/mol] pb dn [nm] (%]
PP1 77(70) 30(35) 2.6 12845 11769 132 131.8%127 82
PP2 46(40) 14(20) 3.3 685 7092 125 46.7+2.4 96
PP3 82(70) 70(70) 1.2 21 558 13742 1.33 2258+7.4 85
PP4 82 (70) 24 (30) 3.4 12 026 10620 1.18 122.7+115 78

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden Uber H-NMR-Spektroskopie in DMSO-ds und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse Mn und Polydispersitdtsindex ® wurden tber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF, 5 mg/mL LiBr); c) Der hydrodynamische Durchmesser dn wurde Uber DLS Messungen einer 1 mM
Polymerldsung in Wasser bestimmt.

Da fir alle vier Blockcopolymere die kalkulierten Polymerisationsgrade fiir PBLA nur sehr
wenig von den theoretisch eingesetzten Aquivalenten abweichen, wurde davon
ausgegangen, dass die Homopolymere PE1-PE3 die Polymerisation von BLA-NCA gut

initiiert haben. AuBerdem wurden alle vier Blockcopolymere, nach Reinigung durch Fallen
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aus kaltem Ether und anschlieBender Trocknung im Vakuum, in sehr guten Ausbeuten von
78-96% als farblose Feststoffe erhalten. Aufgrund des eingefiihrten hydrophoben PBLA-
Polymerblocks verfligen die synthetisierten Blockcopolymere (ber amphiphile
Eigenschaften und bilden in Wasser oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration
(CMC) mizellare Strukturen aus. Die GroRen der gebildeten Aggregate wurden mittels der
dynamischen Lichtstreuung (DLS) ermittelt. Die gemessenen hydrodynamischen
Durchmesser von 47-226 nm deuten auf die Bildung von gréRBeren Aggregaten anstelle von
Mizellen hin. Anhand der GroRRen ist erkennbar, dass die Lange des hydrophoben Blocks
PBLA einen Einfluss auf die AggregatgroBe hat. So betrug der hydrodynamische
Durchmesser (dn) 46.7£2.4 nm fiir das Polymer PP2 mit dem kiirzesten PBLA-Block von nur
14 Wiederholungseinheiten. Das Polymer PP3 mit 70 Wiederholungseinheiten bildete
dagegen Aggregate mit einem Durchmesser (dn) von 225.8+7.4 nm aus. Zusammenfassend
wurden vier amphiphile Blockcopolymere der Architektur PMOxn-b-PBLAx mit Molmassen

von 7-22 kDa hergestellt. Die Blocklangenverhaltnisse n/m betrugen dabei 1.2, 2.6 und 3.4.

Synthese und Charakterisierung der Blockkatiomere P1-P4. Die amphiphilen
Blockcopolymere PP1-PP4 wurden in einer polymeranalogen Aminolyse mit
Diethylentriamin (DET) zu kationischen Blockcopolymeren funktionalisiert. Dabei wurden
sie mit einem 50-fachen Uberschuss an DET in Bezug auf die Benzylgruppe in PBLA-Segment
umgesetzt. Durch den groRen Uberschuss sollen intermolekulare Aminolyse-Reaktionen
vermieden werden. Die erfolgreiche Umsetzung zu den Blockkatiomeren P1-P4 konnte

mittels *H-NMR in D,0 gezeigt werden (Abbildung 17A).
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Abbildung 17 (A) !H-NMR-Spektrum des Blockkatiomers P4 in D,0O; (B) IR-Spektren des
Blockcopolymers PP2 (blau) und des Blockkatiomers P2 (rot).
Der Erfolg der Reaktion konnte unter anderem anhand der fehlenden Signale im
aromatischen Bereich der Benzylgruppen (PBLA) festgestellt werden. Des Weiteren wurden
die neuen Signale mit der chemischen Verschiebung von 2.86 (b), 3.30 (d) und 3.58 ppm (f)

dem mit DET modifizierten PAsp-Segment zugewiesen. Einen weiteren Beleg fiir die
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erfolgreiche Aminolyse zeigte das IR-Spektrum. Die Abbildung 17B zeigt den Vergleich des
Blockcopolymers PP2 mit dem Blockkatiomer P2. Die Bande bei 1734 cm™, welche
charakteristisch flr die Ester-Funktion des Blockcopolymers ist, konnte im IR-Spektrum des
Blockkatiomers nicht beobachtet werden. Die Bande fiir die C=0-Streckung des PMOx,
sowie die Amid II-Bande waren auch nach der Aminolyse vorhanden. Tabelle 4 fasst die

analytischen Daten der vier Blockkatiomere P1-P4 noch einmal zusammen.

Tabelle 4 Analytischen Daten der Blockkatiomere PMOxn-b-P[Asp(DET)]m P1-P4.

No n m? n/m M, M, pb) Ausbeute [%]
' [g/mol]  [g/mol]

PL  77(70) 30(35) 2.6 12696 849 1.12 80

P2 46(40) 14(20) 33 6 820 4579 1.22 54

P3  82(70) 70(70) 12 17807 9653 1.04 99

P4 82(70) 24(30) 3.4 11907 11397  1.08 60

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden (iber H-NMR-Spektroskopie in D20 und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse Mn und Polydispersitdtsindex D wurden tber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr);

'H-NMR Spektroskopie wurde benutzt um die Polymerzusammensetzung, sowie die molare
Masse zu ermitteln. Die GPC Analyse lieferte monomodale Molmassenverteilungen mit
Polydisperistatsindices (D) im Bereich von 1.04-1.22. Die vier Blockkatiomere wurden
mittels Dialyse gegen 10 mM HCl und anschlieRend gegen VE-Wasser gereinigt und in guten

bis sehr guten Ausbeuten als farblose Feststoffe 54-99% erhalten.

In der Literatur wurde bereits ein &hnliches Polymersystem von Huwyler und
Mitarbeiter’34 veréffentlicht. Hierbei handelte es sich jedoch um eine fiinf-stufige
Synthese mit Verwendung von Hydrazin als Reduktionsmittel. Sie synthetisierten ein
Blockkatiomer bestehend aus 90 PMOx Einheiten und 50 P[Asp(DET)] Einheiten. Das
Polymer hatte eine molare Masse von Uber 18 kDa. Aufgrund der geringen Loslichkeit in
gangigen organischen Lésungsmitteln, wurde das Polymer lediglich mittels *H-NMR und IR,
aber nicht mit GPC-Analysen untersucht. Des Weiteren wurde in Vergleich zu unserer
Arbeit, nur ein einziges Polymer in der Anwendung als nicht-viraler Genvektor untersucht

und charakterisiert. In dieser Arbeit wurden mithilfe der lebenden Polymerisationsart vier
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Blockkatiomere mit definierten Blocklangen, Blocklangenverhaltnissen und molaren
Massen hergestellt. Die Blockkatiomere P1 und P4 wurden als nahezu identisch angesehen.
Sie hatten eine ahnliche molare Masse von ca. 12 kDa und eine dhnliche Zusammensetzung
mit einem Blocklangenverhaltnis hydrophil zu kationisch (n/m) von 2.6 bzw. 3.4. Polymer
P4 diente somit lediglich als Ersatz fiir P1. Polymere P2 und P4 hatten das gleiche
Blocklangenverhaltnis von hydrophil zu kationisch (n/m) von 3.3 bzw. 3.4. Die molare
Masse von P2 betrug jedoch 7 kDa und hatte damit nahezu die halbe molare Masse von P4.
Aus diesem Grund wurden Polymere P2 und P4 speziell hinsichtlich des Einflusses der
molaren Masse auf die Komplexbildung, Stabilitdt und Transfektionseffizienz untersucht
und verglichen. Weiterhin wurden die Blockkatiomere P3 und P4 miteinander verglichen,
um den Einfluss der Blocklangenverhaltnisse von hydrophil zu kationisch zu untersuchen.
P4 verfligte jedoch liber 24 P[Asp(DET)] Einheiten, wahrend P3 70 kationische Segmente
hatte. Beide Polymere hatten eine Molmasse grof3er als 10 kDa. Entsprechend der Literatur
ist bereits bekannt, dass eine optimale Molmasse fiir lineare Polymere, die als nicht-virale

Genvektoren angewendet werden sollen, (iber 10 kDa liegen sollte.[??!

4.3.2 Bildung wund Charakterisierung der Polyplexmizellen aus den

Blockkatiomeren P1-P4

Die synthetisierten Blockkatiomere P1-P4 wurden als nicht-virale Transfektionsreagenzien
bzw. Genvektoren fir den Transport von pDNA untersucht. Durch elektrostatische
Wechselwirkungen der Polymere P1-P4 mit der negativ geladenen DNA ist die Bildung von
Polyplexmizellen moglich, die zundchst untersucht wurde. Die Blockkatiomere PMOx,-b-
P[Asp(DET)]m tragen in der DET Seitenkette protonierbare Amine mit pKs Werten von 9.1
(sekunddres Amin) und 6.3 (primares Amin), welche unter physiologischen Bedingungen
bei einem pH-Wert von 7.4 protoniert vorliegen. Dementsprechend wurden die
Polyplexmizellen durch einfaches Mischen der DNA- und PMOxn-b-P[Asp(DET)]m

Polymerlésungen mit verschiedenen N/P Verhéltnissen gebildet. Dabei steht N fiir die
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Anzahl der kationischen Amine im Blockkatiomer, wahrend P die Anzahl der
Phosphatgruppen der Plasmid-DNA (pDNA) angibt. Alle Untersuchungen richteten sich
nach den bekannten biologischen Barrieren und Hindernissen fir nicht-virale
Genvektoren.?! So stellt die effiziente Verpackung der DNA die erste Hiirde dar. Die
gebildeten Polyplexmizellen sollten stabil gegeniiber Proteinen und Enzymen sein und
aullerdem eine geeignete Abschirmung gegenliber nicht-spezifischen Wechselwirkungen
mit Biomakromolekilen liefern. Aus diesem Grund wurde zunachst die Bindungseffizienz
der Blockkatiomere P1-P4 an die DNA untersucht. Die Polyplexmizellen wurden dabei in
den N/P-Verhdltnissen von 0.2-300 gebildet, um den Einfluss des zunehmenden N/P-
Verhaltnisses zu ermitteln. Im Anschluss wurde die Stabilitat der Polyplexmizellen sowohl
in HEPES-Puffer, als auch in isotonischen Medien (iber eine gewisse Zeitdauer Uberprift.
Des Weiteren wurde die GréRe, Morphologie und die Oberflachenladung der Komplexe
studiert, um einen Hinweis Uber die Zellaufnahme bzw. die zelluldre Wechselwirkung
treffen zu kodnnen. Da neben maximaler Gentransfektionseffizienz eine minimale
Zytotoxizitat gewinscht ist, wurden zytotoxische Effekte der Polymere und
Polyplexmizellen ermittelt. Als letzter Aspekt der Charakterisierung wurde die Effizienz des
Gentransfers analysiert. Die Fahigkeit eine hohe Anzahl an Zellen zu transfizieren, ist eines
der wichtigsten Aspekte bei der Entwicklung von nicht-viralen Genvektoren. Bei den
Charakterisierungen der Polyplexmizellen wurden die Einfllisse der unterschiedlichen
molaren Massen, Blocklangenverhdltnisse und Liange des kationischen Segmentes
untersucht. AulRerdem wurde sowohl das peGFP, als auch pCherry verwendet, um Einfliisse
der unterschiedlichen DNA-Sequenzen zu studieren. Beide Plasmide bestanden aus 4,7
Kilo-Basenpaaren (kb). Die Plasmide wurden in einer Konzentration von 100 ng/uL und

200 ng/ul eingesetzt, um den Effekt der Konzentration zu untersuchen.

Untersuchung der DNA-Bindungseffizienz der synthetisierten Blockkatiomere P1-P4. Die
Bindungseffizienz beschreibt die Fahigkeit der Blockkatiomere die DNA durch
elektrostatische Wechselwirkungen im Kern vollstandig zu verpacken. Eine vollstiandige

Komplexierung der DNA ist der erste Schritt fir eine effiziente Gentransfektion. Die
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Bindungseffizienz der Blockkatiomere P1-P4 wurde in zwei unabhangigen Experimenten
untersucht. Einerseits wurde die Gelelektrophorese verwendet, um die Migration der
freien DNA im Agarosegel zu visualisieren. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes an
das mit den Proben beladene Agarose-Gel, wandern die DNA-Polymer-Komplexe in
Abhingigkeit ihrer GréRe und Ladungsdichte. Mithilfe von MIDORI®™¢" Advance, welcher
in der DNA interkaliert ist, kann die Migration doppelstrangiger DNA sichtbar gemacht
werden, da der Farbstoff nach Anregung mit UV-Licht ein charakteristisches
Fluoreszenzsignal mit einer Wellenlange von ca. 530 nm emittiert. Zusatzlich wurde das
SYBR Green Ausschluss-Assay durchgefiihrt, um den Anteil der freien DNA durch die
Messung der Fluoreszenzintensitat zu bestimmen. Fir die Untersuchung der
Bindungseffizienz anhand der Gelelektrophorese wurde das Polymer P1 sowohl mit
pCherry (4.7 kb), als auch mit peGFP (4.7 kb) jeweils in der Konzentration 200 ng/ul und mit
den N/P-Verhiltnissen von 0.2 bis 300 komplexiert. Dadurch konnte nicht nur der Effekt
der zunehmenden N/P-Verhiltnisse, sondern auch der DNA-Sequenzen untersucht
werden. Die Proben wurden auf einem 1 Gew.%-igen Agarosegel bei einer Spannung von

120 V und fiir eine Dauer von 20 Minuten aufgetrennt (Abbildung 18A).
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Abbildung 18 (A) Gelelektrophorese der Polyplexmizellen aus P1/peGFP (links) und P1/pCherry
(rechts) jeweils in der Konzentration 200 ng/uL; (B) SYBR Green Ausschluss-Assay mit
P1/peGFP-Nanokomplexen in der Konzentration 200 ng/uL.

Als Positivkontrolle wurde jeweils native Plasmid-DNA, peGFP und pCherry, verwendet. Die
pDNA kommt im Wesentlichen in drei verschiedenen Konformationen vor, die in der

Gelelektrophorese unterschieden werden konnen. Es wird zwischen der superspiralisierten
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(engl. supercoiled), der entspannt zirkuldren (engl. nicked circled) und der linearen Form
unterschieden. Die superspiralisierte Form der pDNA ist wesentlich kleiner als die anderen
beiden Konformationen und wandert deshalb am weitesten im Agarosegel. Fir die
Bestimmung der Komplexierungskraft wurde nun die Migration der pDNA in Abhangigkeit
des N/P Verhiltnisses verglichen. Wahrend der Kondensation durch das Blockkatiomer
findet eine Ladungsneutralisierung der DNA statt, sodass nur freie oder nicht vollstandig
komplexierte DNA im elektrischen Feld wandern kénnte. In Abbildung 18A ist deutlich zu
sehen, dass die Migration der DNA mit zunehmenden N/P-Verhiltnis abnimmt. Das
Blockkatiomer P1 zeigte bei einem N/P Verhaltnis von 2-4 geringe bzw. gar keine Migration
der DNA. Das bedeutet, dass bei einem N/P-Verhaltnis von 4 die DNA bereits vollstandig
komplexiert ist, sodass aufgrund der Ladungsneutralisation und der KomplexgréRRe nahezu
keine Migration mehr moglich ist. Anhand dieses Ergebnisses wurde weiterhin
angenommen, dass weder die Konzentration der Plasmide, noch die DNA-Sequenz
signifikante Auswirkungen auf die Bindungseffizienz der DNA darstellen. Da die
Gelelektrophorese fiir alle vier Blockkatiomere P1-P4 mit der Plasmid-DNA peGFP
(200 ng/uL) nahezu identisch war, wurde angenommen, dass weder die molare Masse,
noch das Blocklangenverhaltnis bzw. die Lange des kationischen Segmentes eine grofie
Rolle fiir die Bindungseffizienz spielen. Die Bindungseffizienz des Blockkatiomers P3 wurde
zudem in einem SYBR Green Ausschluss-Assay untersucht. SYBR Green ist ein bekannter
Fluoreszenzfarbstoff, der eine hohe Fluoreszenzintensitat zeigt, solange er in der
Doppelstrang-Helix der DNA interkaliert vorliegt. Durch die Kondensation der DNA mit
einem Transfektionsreagenz, wie die Blockkatiomere P1-P4, wird die Interkalation des
Farbstoffs in der Doppelstrang-Helix verhindert, sodass die Fluoreszenzintensitat
abnimmt.[13813°] \Wegen dieser Eigenschaften wurde SYBR Green verwendet, um die
Komplexierung der DNA in Abhédngigkeit des N/P-Verhiltnisses zu evaluieren. Als
Negativkontrolle wurde die Polymerlosung mit SYBR Green gemischt und untersucht. Als
Positivkontrolle diente die DNA-Losung in Gegenwart des Fluoreszenzfarbstoffs. Die

gemessenen Werte wurden auf die Positivkontrolle referenziert. Wie in Abbildung 18B zu
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sehen ist, nimmt die Fluoreszenzintensitat mit steigendem N/P-Verhaltnis und damit mit
der sukzessiven Komplexierung der DNA ab. Das erste Minimum mit nahezu 16% relativer
Fluoreszenzintensitdt wurde bei einem N/P-Verhaltnis von 4 erreicht. Im Bereich von
N/P =4-100 andert sich die Fluoreszenzintensitat kaum. Aufgrund dieses Ergebnisses,
wurde davon ausgegangen, dass ab einem N/P-Verhaltnis von 4 die DNA vollstiandig
komplexiert vorliegt. Diese Messungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen der
Gelelektrophorese. Hierbei war ebenfalls ab N/P = 4 keine DNA-Bande mehr zu sehen. Bei
sehr hohen N/P-Verhéltnissen von N/P =100-300 wurde ein zweiter Abfall bzw. ein zweites
Minimum beobachtet. Der Grund hierfiir kdnnte an zusatzlichen Quenching-Effekten
liegen, die durch die hohe positive Ladungsdichte zustande kommen. Im Vergleich dazu
kondensiert das gangig verwendete Polymer Poly(ethylenimin) (bPEl, 25 kDA) die DNA
bereits ab einem N/P-Verhiltnis von 1.5-2.0.1134140] Djeser Unterschied lasst sich dadurch
erklaren, dass das Riickgrat des Polymers PEIl ausschlieflich aus kationischen Aminen
besteht. Das Rickgrat des hier verwendeten Polymersystems PMOxn-b-P[Asp(DET)]m
besteht vorwiegend aus Amid-Gruppen, die nicht mit der DNA wechselwirken kdnnen.
Somit ist die relative Anzahl der geladenen Amingruppen kleiner als bei PEI. Im Vergleich
zu einem dhnlichen Polymersystem, welches von Huwyler und Mitarbeiter im Jahr 2015
publiziert wurdel®34, erhalten wir #hnliche Ergebnisse. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass weder die molare Masse noch die Polymerzusammensetzung der
Polymere P1-P4 einen Einfluss auf die Bindungseffizienz haben. Des Weiteren spielt die
Sequenz und Konzentration der verwendeten Plasmide mit einer Grofle von 4.7 Kilo-
Basenpaare keine Rolle. Auf Basis dieser Ergebnisse wurden weiterfliihrende Analysen mit
Polyplexmizellen vorwiegend mit einem N/P-Verhaltnis groRer als 4 und der Plasmid-DNA

peGFP (c = 200 ng/uL) durchgefuhrt.

Untersuchung der Polyplexmizellen hinsichtlich ihrer Langzeitstabilitdt und Stabilitdt in
isotonischen Medien. Die Erhaltung der Bioaktivitdt wahrend der Langzeitlagerung ist eine
weitere wichtige Herausforderung bei der Verwendung von PMOxn-b-P[Asp(DET)]m als

nicht-virale Genvektoren. Aus diesem Grund wurde die Lagerstabilitdt der Polyplexmizellen
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in HEPES-Puffer (10 mM) bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4 in einem Zeitraum
von 3 Wochen untersucht. Dariber hinaus wurde die Stabilitdt der Polyplexmizellen
gegeniber zwei verschieden hoch konzentrierten Kochsalzlésungen untersucht. Diese
Umgebung kommt den in vivo Bedingungen deutlich nadher, als die Untersuchungen in
reinen Puffermedien, da sowohl im Blut (135-145 mM NaCl-Konzentration) als auch im
Zytosol (10-15 mM NaCl-Konzentration) eine Salzkonzentration vorliegt. Dariiber hinaus
werden Therapeutika in der Gentherapie haufig intravends in einer Kochsalzlésung
verabreicht, sodass auch hierbei eine Stabilitat der Komplexe nétig ist. Die Polyplexmizellen
wurden dabei in einer 0.05 M und einer 0.15 M wassrigen Natriumchlorid-Losung gelagert.
Um die Stabilitat der Polyplexmizellen zu ermitteln, wurde die PartikelgroBe analysiert,
welche aus DLS-Messungen bei 25 °C erhalten wurde. Ein Zerfall oder eine Aggregation der
Nanokomplexe wiirde sich in einer Anderung des hydrodynamischen Durchmessers
dullern. Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse, wurden bei diesen Messungen
Polyplexmizellen aus dem Polymer P3 und den N/P-Verhiltnissen 8 und 300 untersucht.
Dabei wurde der hydrodynamische Durchmesser in einem Zeitraum von 21 Tagen verfolgt.
Abbildung 19A zeigt, dass die P3/peGFP-Komplexe sowohl mit einem kleinen N/P-
Verhaltnis von 8, als auch mit dem groRen N/P-Verhaltnis von 300, in einem Zeitraum von

21 Tagen in HEPES-Puffer (pH 7.4) stabil waren.
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Abbildung 19 DLS-Messungen zur Untersuchungen der (A) Langzeitstabilitdt (HEPES-Puffer (pH 7.4)
und (B) Stabilitit der Polyplexmizellen P3/peGFP in Kochsalz-Lésungen (0.05 M und
0.15 M Nacl).
Der hydrodynamische Durchmesser der Nanokomplexe fluktuierte nur leicht um die GroRRe
von 70 nm. Abbildung 19B zeigt die Stabilitdt der P3/peGFP-Komplexe in 0.05 M und
0.15 M wassriger Natriumchlorid-Losung. Innerhalb der 21 Messtage wurde bei der
Lagerung in der niedrig konzentrierten Kochsalzlésung (0.05 M) fiir das N/P-Verhéltnis von
300 keine und fur N/P = 8 nur geringe Abweichungen im hydrodynamischen Durchmesser
beobachtet. Die GroRe nimmt fur N/P =300 von 50 nm bis 70 nm und fiir N/P = 8 bis
100 nm zu. In isotonischer Kochsalzlésung zeigten die Polyplexmizellen mit einem kleinen
N/P-Verhaltnis von 8 ein Aggregationsverhalten, sodass nach einem Tag Komplexe mit
einer GroRe von 230 nm gebildet wurden. Polyplexmizellen mit einem groRerem N/P
Verhaltnis von 300 aggregierten erst ab dem 14. Tag und zeigten moderate Grofien von
120 nm Durchmesser. Die Tendenz der Polyplexmizellen in Kochsalz-Lésungen zu
aggregieren hangt mit der verringerten intramolekularen AbstoBung der DET-Seitenkette
bedingt durch den Ladungsausgleich zusammen. Die elektrostatische AbstoRung der
Polyplexmizellen wird durch die Abschirmung der zugegebenen Salz-lonen reduziert,
sodass der Komplex zu groRen Partikeln aggregiert.[*4! Der Effekt der Abschirmung durch
Natriumchlorid-lonen ist bei einem hohen N/P-Verhiltnis schwéacher, da hier ein héherer

Uberschuss an freien kationischen Amin-Gruppen vorliegt.

-55-



Biokompatible PMOx-b-P[Asp(DET)] Blockkatiomere fiir den Gentransport

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Polyplexmizellen ab einem N/P-Verhaltnis
von 8 bis zu 21 Tagen lagerstabil in HEPES-Puffer bei pH 7.4 sind. Die Stabilitat in Kochsalz-
Lésungen hangt stark von dem N/P-Verhaltnis und der Salzkonzentration ab. Am stabilsten
sind Polyplexmizellen, die bei einem hohen N/P-Verhiltnis gebildet wurden. Es lasst sich
annehmen, dass bei hoheren N/P-Verhaltnissen auch eine hohere Anzahl freier positiv
geladener Amingruppen vorliegt, sodass eine héhere repulsive Wechselwirkung zwischen
den Polyplexmizellen besteht. Dadurch neigen sie weniger zu einem

Aggregationsverhalten.

Studien zur Morphologie, GroRRe und Oberflichenladung der Polyplexmizellen aus den
Blockkatiomeren P1-P4. Die Form und GroéRe der gebildeten Polyplexmizellen wurde
mittels TEM-Analyse bestimmt. Daflir wurden Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer P2
und einem N/P Verhaltnis von 8 gebildet. Abbildung 20 zeigt uniforme und spharische

Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 40 nm.

Abbildung 20 TEM-Aufnahmen der Polyplexmizellen P3/peGFP mit N/P = 8. Die Aufnahmen wurden
von Frau Monika Meuris im Arbeitskreis von Prof. J. Tiller angefertigt.

Es sollte erwahnt werden, dass die TEM-Analyse eine qualitative Methode ist, da sie nur
eine limitierte Anzahl von Polyplexmizellen charakterisieren kann. Um Informationen tber
die GroRenverteilung der Komplexe zu bekommen, wurden DLS-Messungen durchgefiihrt.
Zunachst sollte anhand des Blockkatiomers P2 der Einfluss der Plasmidkonzentration und -
sequenz untersucht werden. Daflir wurden die beiden Plasmide pCherry (4.7 kb) und

peGFP (4.7 kb) jeweils in den Konzentrationen 100 ng/puL und 200 ng/uL mit P2
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komplexiert. Abbildung 21 zeigt den Vergleich der hydrodynamischen Durchmesser mit

steigendem N/P-Verhaltnis.
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Abbildung 21 (A) Hydrodynamischer Durchmesser der P2/pDNA-Komplexe in Abhangigkeit des N/P-
Verhiltnisses; (B) Hydrodynamischer Durchmesser der Polyplexmizellen P2-P4/pDNA
in Abhangigkeit des N/P-Verhaltnisses.

Die DLS Messungen zeigen deutlich, dass ab einem N/P Verhiltnis von 4, wenn das Plasmid

vollstandig vom Blockkatiomer komplexiert vorliegt, die hydrodynamischen Durchmesser

sich nur wenig unterscheiden und um die GroRRe von ca. 70 nm fluktuieren. Bei dem

Vergleich der Kurven konnte kein grof3er Einfluss der Plasmidsequenz oder -konzentration

festgestellt werden (Abbildung 21B). Aus diesem Grund wurde fir die weiteren

Charakterisierungen mit der Plasmid-DNA peGFP in der Konzentration von 200 ng/ulL

gearbeitet. Um den Effekt der Polymerzusammensetzung und der molaren Masse zu

untersuchen, wurden die GroRen der Polyplexmizellen aus den drei unterschiedlichen

Blockkatiomeren P2-P4 miteinander verglichen (Abbildung 21B). Es wurde vorerst

angenommen, dass wie bei den amphiphilen Blockcopolymeren PMOx,-b-PBLA, (PP1-

PP4), die GroRe des zweiten Polymerblockes (PAsp) einen Einfluss auf die PartikelgroRe hat.

Allerdings wurden keine signifikanten Anderungen der gebildeten Komplexe beobachtet.

Unabhangig von der Polymerarchitektur fluktuieren die hydrodynamischen Durchmesser

um den Wert von ca. 70 nm. Deswegen wurden die weiteren Untersuchungen nicht fiir alle

Blockkatiomere P1-P4 diskutiert. Die mit den DLS-Messungen ermittelten Grofden
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stimmten gut mit der GréRenbestimmung mittels der TEM-Analyse (iberein. Hierbei soll
angemerkt sein, dass die ermittelten GroRen mittels DLS die hydrodynamischen GrélRRen in
Lésung darstellen, wahrend die Proben in der TEM-Analyse trocken vorliegen. Die gesamte
GroRenverteilung befindet sich im idealen GroRenbereich, um passiv Gber den EPR-Effekt
in das Tumorgewebe aufgenommen zu werden.!'# Das ist ein groRer Vorteil im Vergleich
zu den von Huwyler und Mitarbeiter publizierten Ergebnissel*3%. Diese erhielten mit einer
dhnlichen Polymerstruktur fir ein N/P-Verhaltnis von 20, Polyplexmizellen mit einem

hydrodynamischen Durchmesser von 200 nm.

Neben der GréRRe, wurde auch die Oberflachenladung der Polyplexmizellen ermittelt. Die
Interaktion zwischen der negativ geladenen Zellmembran und der Polyplexmizellen ist
entscheidend fiir eine gute Zellaufnahme und damit auch fiir eine effiziente
Gentransfektion. Es ist bekannt, dass ein leicht positives Zetapotential die Zellaufnahme
fordert, wihrend eine zu hohe positive Ladungsdichte die Zytotoxizitit erhdht.[?°! Die
Oberflachenladung wurde anhand von DLS-Messungen des Zetapotentials in Abhdngigkeit
des N/P-Verhiltnisses ermittelt. Dabei wurde der Fokus auf den Einfluss der

unterschiedlichen Polymerarchitektur der Blockkatiomere P2-P4 gelegt (Abbildung 22).
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Abbildung 22 Messungen des Zetapotentials der Polyplexe in Abhdngigkeit der N/P-Verhaltnisse.
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Beobachtet man den Verlauf der Graphen, zeigen alle drei Kurven ein dhnliches Verhalten.
Das Zetapotential nimmt mit steigendem N/P Verhaltnis von -14 mV bis zu +18 mV zu. Fur
ein N/P-Verhiltnis kleiner als 1 zeigten alle Polyplexmizellen negative Zetapotentiale. Das
ist auf die Uberschissigen negativen Ladungen der Phosphat-Gruppen der Plasmid-DNA
zurtickzufiihren. Bei einem N/P-Verhaltnis von 1-2 ist das Zetapotential fur alle
untersuchten Polyplexmizellen nahezu null, was auf einen Ladungsausgleich der Phosphat-
Gruppen durch die Kondensation der DNA schliefen lasst. Das Zetapotential erreicht fir
alle drei Polymere ab einem N/P Verhaltnis von 2 eine leicht positive Oberflachenladung
(~2 mV) und fluktuiert in diesem leicht positiven Potential bis zu einem N/P Verhéltnis von
8. Dies deutet auf die Abschirmung durch die neutral geladene PMOx-Schale hin und
bestatigt die gewlinschte Kern-Schale-Architektur der gebildeten Polyplexmizellen. Diese
leicht positive Oberflachenladung im Bereich von N/P = 2-8 ist bevorzugt fiir in vitro und in
vivo Anwendungen. Nanokomplexe mit einem geringen positiven Zetapotential zeigen eine
geringe Zytotoxizitdt und verbleiben ldanger in der Blutlaufbahn. Stark positiv geladene
Nanopartikel hingegen sind toxisch aufgrund ihrer unspezifischen Wechselwirkung mit der
Plasmamembran und werden in Fall von intravendser Gabe schnell in der Lunge
eingelagert.’®l Die Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer P2, welches ein
Blocklangenverhaltnis von 3.3 und eine molare Masse von 7 kDa hat, bleibt auch bei hohen
N/P-Verhaltnissen leicht positiv geladen. Da das Polymer P2 den kiirzesten kationischen
Polymerblock von nur 14 P[Asp(DET)]-Wiederholungseinheiten besitzt, wurde
angenommen, dass dieser Bestandteil einen Einfluss auf das Zetapotential hat. Weiterhin
hat P2 im Gegensatz zu den anderen beiden Polymeren eine molare Masse kleiner als
10 kDa. Das Zetapotential der Nanokomplexe mit P3 und P4 stieg ab N/P = 8 stark an und
erreichte ein positives Zetapotential von ca. 18 mV bei einem N/P-Verhaltnis von 300. Es
wurde angenommen, dass dieser Effekt auf einen groRen Uberschuss an freien kationisch
geladenen Amin-Gruppen der Blockkatiomere P3 und P4 beruht. Beide Polymere hatten

eine Molmasse von tber 10 kDa.
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Untersuchungen zur Zytotoxizitaten des Blockkatiomers P3 in Abwesenheit und als
Komplex mit der DNA. Bei der Entwicklung nicht-viraler Genvektoren ist es wichtig die
Balance zwischen hoher Gentransfektionsrate und minimaler Zytotoxizitat zu wahren. Die
Zytotoxizitat des Blockkatiomers P3 und der Polyplexmizellen aus P3 wurden in einem MTT-

Assay mit HEK293 Zellen untersucht (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Zellviabilitdt der HEK293 Zellen nach Inkubation mit (A) P3 und (B) P3/pDNA-Komplexen
bestimmt mithilfe des MTT-Assays.
Das Blockkatiomer P3 zeigte selbst in hohen Konzentrationen von 1 mg/mL keine
zytotoxischen Effekte bei HEK293 Zellen. Die mit P3 gebildeten Polyplexmizellen zeigten
eine leichte Abnahme der Zellviabilitat mit steigendem N/P Verhaltnis, welche jedoch keine
toxischen Effekte verursachte. Lediglich die Zellviabilitat bei einem N/P Verhaltnis von 600
lag unter der 70%-Grenze und ist somit nach den ,,Priifungen auf In-vitro-Zytotoxizitaten
(1ISO 10993-5:2009)“ als zelltoxisch einzustufen. Dieses Ergebnis kénnte im Zusammenhang
mit dem positiven Zetapotential (~¥18 mV) der Nanokomplexe zusammenhangen. Unsere
erzielten Ergebnisse stimmen gut mit den publizierten Ergebnissen von Huwyler und
Mitarbeiter’3¥ (iberein. Diese verglichen die Zellviabilitit des Blockkatiomers PMOXxgo-b-
P[Asp(DET)]so (M = 18 kDa) mit dem ,,Goldstandard” bPEI (25 kDA). Die Zellviabilitat fir das
Blockkatiomer PMOxgo-b-P[Asp(DET)]so0 (M =18 kDa) betrug Uber 80% bei einer

Konzentration von 163 pg/mL. Die damit gebildeten Polyplexmizellen wiesen ebenfalls eine
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Zellviabilitat von tber 80% fur alle N/P-Verhaltnisse von 10 bis 300 auf. Die untersuchten
bPEI-pDNA-Komplexe hingegen zeigten lediglich eine 10%-ige Zellviabilitat bei einen N/P-
Verhaltnis von 300. Die Zellviabilitdt wurde schon bei einer Konzentration von 11 pg/mL

bPEI stark beeintrichtigt (~20%).134

Untersuchung der qualitativen Gentransfektionseffizienz mittels
Fluoreszenzmikroskopieanalyse. Far die qualitative Untersuchung der
Gentransfektionseffizienz wurden in vitro Transfektionsexperimente mit HEK293 Zellen
durchgeflhrt. Als Modellplasmid wurde peGFP verwendet, welches fiir die Expression des
griin fluoreszierenden Proteins (Abkiirzung GFP; engl. green fluorescent protein) kodiert ist.
Bei einer erfolgreichen Transfektion wird in der Zelle das GFP exprimiert, wodurch die
entsprechenden Zellen griin fluoreszieren. Dadurch lassen sich GFP-positive bzw.
transfizierte Zellen leicht von den anderen Zellen unterscheiden. Anhand der qualitativen
Fluoreszenzmikroskopieanalyse konnen Riickschliisse auf die Effizienz der Blockkatiomeren
P2-P4 als nicht virale Genvektoren gezogen werden. Zunachst wurde der Einfluss des N/P-
Verhaltnisses, sowie der Polymerarchitektur auf die Transfektion der HEK293 Zellen
studiert. Dazu wurden die Zellen mit den Polyplexmizellen, die in unterschiedlichen N/P
Verhaltnissen mit den Blockkatiomeren P2-P4 gebildet wurden, versetzt und anschlieRend
fir 48 Stunden inkubiert. Abbildung 24 zeigt die reprasentativen Mikroskopiebilder der
HEK293 Zellen nach 48 h Inkubationszeit.
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Abbildung 24 Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen der transfizierten HEK293 Zellen mit den
Polyplexmizellen aus den Blockkatiomeren P2-P4 mit den N/P-Verhiltnissen 20-
300 nach 48 h Inkubation.

Allgemein lasst sich sagen, dass die Transfektionsrate in HEK293 Zellen flr alle
Polyplexmizellen mit steigendem N/P Verhéltnis von 20 bis 300 zunimmt. Die hochste
Anzahl an GFP-positiven Zellen wurde bei einem N/P Verhaltnis von 300 fiir das Polymer
P3 beobachtet. Vergleicht man diese Transfektionseffizienz mit der Effizienz des Polymers
P4 hinsichtlich des Blocklangenverhaltnisses zwischen dem hydrophilen und kationischen
Polymerblock, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen. Lediglich bei
einem kleinen N/P Verhéltnis von 20 transfiziert das Polymer P4 bereits, wahrend das
Polymer P3 erst ab N/P = 50 Transfektion zeigte. Es wurde daher angenommen, dass weder
das Blocklangenverhaltnis noch die Lange des kationischen Segments P[Asp(DET)] einen
signifikanten Einfluss auf die Transfektionsrate hat, sondern vielmehr die molare Masse des
Blockkatiomers. Diese Annahme wurde durch den Vergleich von P2 mit P4 unterstrichen.
Es fallt deutlich auf, dass das Polymer P2, welches die kleinste molare Masse von 7 kDA
besitzt, die geringste Transfektionseffizienz aufwies. Eine erhohte Transfektion wurde erst

bei einem N/P-Verhaltnis von 300 beobachtet.

-62-



Biokompatible PMOx-b-P[Asp(DET)] Blockkatiomere fiir den Gentransport

Ein Problem wahrend der Gentransfektion stellt haufig die Gegenwart von Serumproteinen
dar. Diese sind anionisch geladen und kénnen durch unspezifische Wechselwirkungen mit
den Polykatiomeren die Transfektion inhibieren. Solche Wechselwirkungen sind starker mit
hoch kationisch geladenen Komplexen. Sie resultieren in der Adsorption der negativ
geladenen Proteine auf der Oberflaiche der Polyplexmizellen und inhibieren so die
Transfektion. Vor allem bei dem héaufig verwendeten Poly(ethylenimin) (PEIl) ist die
Reduzierung der Gentransfektionseffizienz durch Serumproteine im Zellmedium
bekannt.['28] Aus diesem Grund ist eine Schale-Kern-Struktur, mit einem hydrophilen
Polymer, wie PEG oder PMOx, wiinschenswert. Dadurch kommt es einerseits zu einer
Abschirmung der positiven Ladungen und andererseits zu einer hydrophilen Schale, welche
die unspezifischen Wechselwirkungen mit Serumproteinen und deren Adsorption
verhindert. Um den Einfluss des Zellmediums auf die Effizienz der Gentransfektion zu
bestimmen, wurden die HEK293 Zellen mit den Polyplexmizellen in unterschiedlichen
Medien transfiziert. Dabei wurde als Zellmedium serumfreies Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), DMEM mit 10% Fotales Bovines Serum (FBS) und DMEM mit 10% FBS,
5% L-Glutamin und 5% Penicillin-Streptomycin (DMEM komplett) verwendet. Es wurde die
Fluoreszenzintensitat der GFP-positiven Zellen nach 48 Stunden Inkubationszeit gemessen.
Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse fur P3/pDNA-Komplexe mit den N/P-Verhaltnissen 20-
300 in serumfreien DMEM und in DMEM mit 10% FBS.

-63-



Biokompatible PMOx-b-P[Asp(DET)] Blockkatiomere fiir den Gentransport

N/P20 N/P50 N/P100 N/P300

~ ‘

Abbildung 25 (A) Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen und (B) relative Fluoreszenzintensitdten der
GFP-positiven Zellen transfiziert mit P3/pDNA-Komplexen in serumfreien DMEM und
mit DMEM mit 10% FBS.
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Bei einem N/P-Verhiltnis von 20 findet in allen drei Fallen noch keine Transfektion statt.
Far N/P=50 und N/P =100 wurden GFP-positive Zellen beobachtet, wobei in dem
Zellmedium mit 10% Serum eine hdhere Anzahl an transfizierten Zellen festgestellt wurde.
Dieses Ergebnis wird sowohl durch die Mikroskopiebilder, als auch durch die Messung der
Fluoreszenzintensitat bestatigt (Abbildung 25). Das koénnte daran liegen, dass das
Zellwachstum durch den Serumgehalt angehoben wird und somit die Zelldichte héher ist.
Diese Ergebnisse demonstrieren deutlich die Abschirmung durch die neutral-geladene und
hydrophile PMOx-Schale und bestatigen darliiber hinaus die Kompatibilitdit der
Polyplexmizellen in serumhaltigem Zellmedium. Im Gegensatz dazu zeigen PEI-25/DNA-
Komplexe eine geringere Transfektionseffizienz in Gegenwart von Serumproteinen.[128l
Dieses Verhalten wird auf die hohe kationische Ladung der Komplexe zurilickgefiihrt, die
durch Adsorption der Serumproteine zu einer eingeschrankten Endozytose und somit zur
inhibierten Gentransfektion flihrt. In diesem Zusammenhang soll erwdahnt werden, dass
PEGylierte Blockkatiomere ebenfalls keine Reduktion in der Gentransfektion in
Anwesenheit von Serumproteinen zeigen.['?8! Die PEGylierung der Schale fiihrt jedoch zu
einer verringerten Gentransfektion durch verringerte Wechselwirkungen mit der

Zellmembran. Dieses Verhalten wird auch als PEG-Dilemma bezeichnet.[?2]
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4.4 Zusammenfassung

Es wurden vier Blockkatiomere (P1-P4) in einer einfachen dreistufigen Synthese in guten
Ausbeuten synthetisiert. Die Blockkatiomere wurden mit definierten Molmassen und
Blocklangenverhaltnissen, ausgehend von kommerziell erhdltlichen Edukten, in einer
lebenden Polymerisation dargestellt. Es wurde im Vergleich zu dem bekannten
Literaturbeispiel, welches von Huwyler und Mitarbeiter!*34 publiziert wurde, nur auf eine
polymeranaloge Aminolyse-Reaktion, welche nach 48 h quantitativ verlauft, zurick-
gegriffen (Schema 3). Alle vier Blockkatiomere wurden vollstandig mittels *H-NMR, IR- und
GPC-Analysen charakterisiert. Abbildung 26 zeigt die erfolgreich synthetisierten

Blockkatiomere und ihre analytischen Daten.

o)
H
" N/\/ \/\NHZ ’ H/\/N\/\NHZ

e N~ T Me*iN/\’IN\/\N N<]~H

H H H
30 o} o 14

Me 46
P1 P2

M, =12 696 M, = 6 820

b=112 b=1.22

n/m = 2.6 n/m = 3.3

Q H
H N/\/N\/\NH2 H H/\/N\/\NHZ
Me—N N\/\u— 1» Me—N N\/\H_ NTH
|=0 70 o o 24
Me 82 Me Js2
P3 P4
M, =17 807 M, = 11 907
b=1.04 b =1.08
n/m=1.2 n/m=3.4

Abbildung 26 Zusammenfassende Ubersicht der erfolgreich synthetisierten Blockkatiomere P1-P4
und ihre analytischen Daten.

Sie unterschieden sich in den molaren Massen (My), der Wiederholungseinheiten in den
hydrophilen (n) und kationischen Blocken (m), sowie in den Blocklangenverhiltnissen

(n/m). Alle vier Blockkatiomere waren in der Lage die DNA effizient im Kern zu
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komplexieren und stabile Polyplexmizellen auszubilden. Dabei wurden zwei verschiedene
Plasmid-Sequenzen peGFP und pCherry jeweils mit der GréRe von 4.7 kB verwendet. Die
Konzentration der DNA wurde dabei zwischen 100 und 200 ng/uL variiert. Abbildung 27

zeigt die zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse mit den Polyplexmizellen aus P1-P4.

1. DNA-Bindungseffizienz von P1-P4
DNA lag ab N/P = 4 vollstindig komplexiert vor

4. Zytotoxische Effekte
Hervorragende Zellviabilitat fiir alle
Blockkatiomere und gute Zellviabilitat
fiir Polyplexmizellen bis N/P = 300

2. Langzeitstabilitat in HEPES-Puffer und Stabilitat in
Kochsalz-L8sungen
* Gute kolloidale Stabilitat in HEPES-Puffer
(10 mM, pH 7.4) fiirr mind. 3 Wochen
Polyplexmizellen mit N/P = 300 zeigten gute
Stabilitdt in 50 mM und 150 mM Kochsalz-

Losung filr mind. 2 Wochen 5. Effizienz der Gentransfektion

Gentransfereffizienz stieg mit
zunehmenden N/P-Verhéltnis

Hoéchste Gentransferaktivitat in HEK293
Zellen mit P3/pGFP-Mizellen aufgrund
der groReren Molmasse

3.  Morphologie, GréRe & Oberflichenladung
Bildung von homogenen sphérischen
Partikeln mit einer GréRe von 50-70 nm
und einer leicht positiven
Oberflachenladung von 2-4 mvV

Abbildung 27 Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse mit den Polyplexmizellen aus den
Blockkatiomeren P1-P4.
Bei den Untersuchungen der Bindungseffizienz mittels Gelelektrophorese (Abbildung 18A)
und der GroRBe mittels DLS-Messungen (Abbildung 21A) wurde festgestellt, dass weder die
DNA-Sequenz noch die DNA-Konzentration einen Effekt auf die Bildung der
Polyplexmizellen und deren Eigenschaften hatte. Die synthetisierten Blockkatiomere P1-P4
bildeten mit der Plasmid-DNA uniforme, spharische Nanokomplexe mit einer GréRe von
50-70 nm und einer leicht positiv geladenen Oberflache. Die gebildeten Polyplexmizellen
waren vor allem bei hohen N/P-Verhiltnissen von 100 und 300 bis zu 21 Tagen stabil in
HEPES-Puffer und in isotonischen Kochsalz-Lésungen. Sowohl die Blockkatiomere, als auch
die gebildeten Polyplexmizellen mit der DNA zeigten keine zytotoxischen Effekte in HEK293
Zellen. Betrachtet man die Einflisse durch die unterschiedliche Polymerarchitektur der
Blockkatiomere P1-P4 so stellt man fest, dass die Polymerarchitektur weder auf die
Bindungseffizienz noch auf die Morphologie und Grofle einen Einfluss hatte. Einen

signifikanten Einfluss schien die molare Masse der Blockkatiomere zu spielen. So zeigten
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die Polyplexmizellen aus den Blockkatiomeren P3 und P4, welche eine grolRe molare Masse
Uber 10 kDa besalen, ein positiveres Zetapotential ab N/P = 20, als das Blockkatiomer P2
(M =~ 7 kDa) (Abbildung 22). Die molare Masse und moglicherweise die damit verbundene
positivere Oberflaichenladung der Polyplexmizellen wirkten sich auch auf die
Gentransfektionseffizienz in HEK293 Zellen aus. Dabei zeigte das Polymer P4 (M ~ 12 kDA)
bereits ab einem N/P-Verhaltnis von 20 GFP-positive Zellen. Das Polymer P3 (M ~ 18 kDA)
hatte die hochste Transfektionsrate fir N/P = 50-300, wahrend das Polymer P2 (M ~ 7 kDA)
nur bei einem sehr hohen N/P-Verhaltnis von 300 transfizierte Zellen zeigte (Abbildung 24).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Blockkatiomer mit einer molaren Masse Uber
10 kDa und in einem N/P-Verhéltnis Uber 50 sich besonders vorteilhaft auf die
Eigenschaften der gebildeten Polyplexmizellen mit pDNA auswirken. Die Lange des
hydrophilen und kationischen Polymerblockes und das daraus resultierende

Blocklangenverhaltnis scheinen dabei eine untergeordnete Rolle zu spielen.

4.5 Experimentelles

4.5.1 Synthesevorschriften der Blockkatiomere P1-P4
Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Darstellung der Poly(2-methyl-2-oxazoline) (PE1-

PE3)
M\ H
Ny ° Me1N ~"NH,
F (neq.) L (20 eq.) HZN/\/NHZ ano
e n

O |F
0 X ACN, 4 h, 50 °C,
Me~qg- g 120 °C iiber Nacht PE1-PE3

Zu 2-Methyl-2-oxazolin (70 eq. / 40 eq.) in trockenem Acetonitril (1 ml pro 3 mmol) wurde
bei 0 °C Methyltriflat (1 eq.) hinzugegeben und die Losung in einem zuvor temperierten
Olbad bei 120 °C fiir 4 h unter Ruickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde zur Termination der
Polymerisation Ethylendiamin (20 eq.) zugegeben und bei 50 °C lber Nacht geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Chloroform

aufgenommen und mit K,COs versetzt. Die Suspension wurde 2 h bei Raumtemperatur
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gerihrt und anschlieBend der Feststoff abfiltriert. Das Polymer wurde anschlieRend aus
eiskaltem Diethylether gefdllt und zentrifugiert. Das Losungsmittel wurde anschlieRend
abdekantiert und das Polymer am Hochvakuum getrocknet. Das Rohpolymer wurde mittels
Dialyse (MWCO =1000) gegen VE-Wasser gereinigt. Nach 48 h dialysieren, wurde das
Wasser mittels Gefriertrocknung entfernt. Das Polymer wurde in wenig Chloroform gelost,
aus eiskaltem Diethylether gefdllt und vom Fallungsreagenz abzentrifugiert. Nach
anschlieBender Trocknung unter Hochvakuum, wurde das Polymer als farbloser Feststoff

erhalten.

Synthese von Poly(2-methyl-2-oxazolin);7-NH: (PE1)

" Mn NMR = 6628
Medn N ~NH, Mn,Gpc =7518
|=o b =1.09
Me J77 Ausbeute =74%
Methyltriflat 55.30 uL (0.5 mmol, 1 eq.)
2-Methyl-2-oxazolin 3.00 mL (35.0 mmol, 70 eq.)
Ethylendiamin 0.67 mL (10.0 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 12.00 mL

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 2.06-2.13 (m, 232H, CHs), 2.93-3.03 (m, 3H, CHs),
3.43-3.48 (m, 334H, CH,-CH,). (OCW-IP-17¢)

Synthese von Poly(2-methyl-2-oxazolin)ss-NH2 (PE2)

Monve = 3990

H
Me-tN N—NH, Mn apc = 5410
o b =1.15

Me 46

Ausbeute =80%
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Methyltriflat 193.30 pL (1.8 umol, 1 eq.)
2-Methyl-2-oxazolin 6.00 mL (0.07 mmol, 40 eq.)
Ethylendiamin 2.4 mL (0.036 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 20.00 mL

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 2.08-2.14 (m, 138H, CHs), 2.95-3.06 (m, 3H, CHs),
3.45-3.48 (m, 182H, CH,-CH;). (OCW-IP-30a_Me)

Synthese von Poly(2-methyl-2-oxazolin)s2-NH: (PE3)

H Mn,NMR =7053

MetN N NH, Mn,cpc =9379

o ) =1.18

Me 82 Ausbeute =71%

Methyltriflat 110.48 pL (1.1 umol, 1 eq.)
2-Methyl-2-oxazolin 6.00 mL (0.07 mmol, 70 eq.)
Ethylendiamin 1.30 mL (0.02 mmol, 20 eq.)

Acetonitril 20.00 mL

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 2.08-2.15 (m, 246H, CHs), 2.96-3.07 (m, 3H, CHs),

3.46-3.50 (M, 351H, CH,-CH,). (OCW-IP-30b_Me)

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der Blockcopolymere PMOx-b-PBLA
(PP1-PP4)

0 (0]
om0 0
|=0 (m eq.) H Me+N ~N N+H
Me n |=O H (o] H m
PE1-PE3 7'35:::’”"‘3(:‘"0':’: Me In PP1-PP4

Zunachst wurde der Makroinitiator PMOx-NH; in 5 ml trockenem DCM gel6st und fir 2 h

bei Raumtemperatur mit K,CO3 geriihrt. Parallel wurde das Monomer BLA-NCA in einer
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Mischung aus trockenem DCM (5.0 ml) und trockenem DMF (0.5 ml) gel6st. Nachdem die
Losung des Makroinitiators zur Losung des Monomers hinzugegeben wurde, wurde die
Losung fir 72 h bei 40°C gerihrt. Das Polymer wurde durch direktes Fallen der
Polymerisationsldsung aus eiskaltem Diethylether gereinigt, indem es vom Fallungsreagenz
abzentrifugiert wurde und der Fallungsprozess mehrere Male wiederholt wurde. Nach
anschlieender Trocknung des Polymers unter Hochvakuum, wurde das Produkt als

farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von PMOx77-b-PBLA3o (PP1)

i Mn NMR = 12845
H\/\ O/\© Mn,Gpc =11769
Meh;?JJ N Ht‘; P =132
Me 77 Ausbeute =82%
PE1 188.85 mg (0.03 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 248.85 mg (1.00 mmol, 35 eq.)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 1.96-2.01 (m, 231H, CHs pmox), 2.56-2.63 (m, 31H,
CH2-C=Opp1a), 2.80-2.83 (M, 33H, CHy-C=0pg14), 2.98-3.16 (m, 3H, CHs), 3.37 (bs, 1469H, CH,-
CHa,pm0x), 4.60-4.61 (M, 30H, CHpara), 5.00 (bs, 57H, CHa-CeHs paa), 7.26 (bs, 147H, CeHs paia),
8.18-8.20 (m, 23H, NHpgia). (OCW-IP-28)

Synthese von PMOXxas-b-PBLA14 (PP2)

T Mn,NMR = 6885

H 0/\© Mhn,epc =7092
Me<hl:/o\1' ~ Ht: D =1.25
ye  las Ausbeute =96%
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PE2 412.48 mg (0.10 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 500.44 mg (1.51 mmol, 20 eq.)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) = 1.96-2.01 (m, 138H, CH3pmox), 2.60-2.63 (m, 19H,
CH2-C=0ps1a), 2.80-2.83 (M, 20H, CH2-C=0ps(4), 3.32-3.46 (M, 477H, CH2-CH2,prmox), 4.59-4.62
(m, 14H, CHpgLa), 5.00 (bs, 30H, CH2-CeHs paLa), 7.26 (bs, 65H, CeHs,peLa), 8.18-8.20 (m, 10H,
NHpgLa). (OCW-IP-31)

Synthese von PMOxs;-b-PBLA7o (PP3)

o Mn NMR = 21558
H 0/\© M, cpc = 13742
Me-N NN N}—H P =1.33
[=o "ole Mo Ausbeute =85%
Me Js2 o270
PE3 300.00 mg (0.04 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 742.15 mg (2.98 mmol, 70 eq.)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 1.97-2.01 (m, 246H, CHz pmox), 2.60-2.62 (m, 68H,
CH2-C=Opa1a), 2.81-2.83 (M, 77H, CH-C=0paia), 3.35 (bs, 823H, CHa-CH2,pviox), 4.61-4.62 (m,
70H, CHpsia), 5.00 (bs, 137H, CHa-CeHs pera), 7.26 (bs, 302H, CeHs psia), 8.15-8.17 (m, 60H,
NHpsLa). (OCW-IP-36)
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Synthese von PMOxs,-b-PBLA24 (PP4)

o Mn,NMR =12026

4 Ausbeute =78%

H o/\© Mn,Gpc =10620
NG LN ]LH ) =1.18
o 2
e

PE3 300.00 mg (0.04 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 318.06 mg (1.28 mmol, 30 eq.)

1H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 1.97-2.01 (m, 249H, CHz pmox), 2.57-2.61 (m, 24H,
CH,-C=0ps1a), 2.80-2.83 (M, 30H, CH2-C=0pa1a), 3.35 (bs, 348H, CH2-CHa,pvox), 4.61-4.62 (m,
24H, CHppia), 5.00 (bs, 48H, CH,-CeHs peia), 7.27 (bs, 110H, CeHspaia), 8.16-8.17 (m, 20H,
NHpgia). (OCW-IP-39)

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der Blockkatiomere PMOXx-b-
P[Asp(DET)] (P1-P4)

o o u
N
H 0/\© (50 eq. bezogen auf /\/n\/\ H H/\/ ~"NH,
Benzylgruppe in PBLA) H,;N NH N
Me+N N~y Nt-H e ) Mz z MeN \/\u NFH
}:o H o H, DCM/DMF, |=o 1 i
Me n Me n

72 h, 40 °C
PP1-PP4 P1-P4

Das Blockcopolymer wurde in trockenem DMF (10 ml pro 0.01 mmol Polymer) gel6st und
anschliefend mit Diethylentriamin (DET) (50.00 eq. bezogen auf die Benzylesterfunktionen
des Polymers) versetzt. Dann wurde die Reaktion flir 72 h bei 40 °C gerihrt. AnschlieBend
wurde zu der Losung tropfenweise 15-30 ml 10%ige Essigsaure bei 0 °C zugegeben. Das
Polymer wurde durch 72 h Dialyse gegen 0.01 M HCI-L6sung und VE-Wasser gereinigt und

durch Lyophilisieren getrocknet. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff erhalten.
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Synthese von PMOXx;77-b-P[Asp(DET)]30 (P1)

o)
N/\/n\/\NH Mn NMR = 12696
n\/\ H 2 Mn,Gpc = 8496
Me{”ﬂ NN ) =1.12
Me 77 Ausbeute =80%
PP1 173.1 mg (0.01 mmol, 1 eq.)
DET 2.18 mL (20.21 mmol, 1500 eq.)

1H-NMR (500 MHz, D20): & (ppm) = 2.03-2.09 (m, 231H, CHspmox), 2.87-2.92 (m, 51H, NH-
CHz,DET), 3.31 (bS, 70H, CHz-NHzIDET), 3.47-3.51 (m, 342H, CHz-CHzIPMOX), 3.57-3.63 (m, 122,
CH2-NH-CHa,per), 4.71 (bs, 4H, CHpasp). (OCW-IP-29)

Synthese von PMOxas-b-P[Asp(DET)]14 (P2)

o H Mhn,NVR = 6820
H NSNS, Mh,cpc = 4579
H
Me+N NN N}»H b =122
o H o My, Ausbeute =54%
Me 46
PP2 300.00 mg (0.04 mmol, 1 eq.)

DET 3.30 mL (30.45 mmol, 700 eq.)

1H-NMR (400 MHz, D20): & (ppm) = 2.00-2.06 (m, 132H, CHspmox), 2.87-2.92 (m, 31H, NH-
CH2,peT), 3.29 (bs, 30H, CH2-NH2,pet), 3.47-3.48 (m, 179H, CH2-CHz,pmox), 3.57 (bs, 72, CHa2-
NH-CHzIDET), 4.70 (bS, 10H, CHPAsp)- (OCW-|P-34)
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Synthese von PMOxs2-b-P[Asp(DET)]70 (P3)

Mowvr = 17807
N/\/ ~ONH, Mnerc = 9653
Me \/\H T ) -1.04
70 Ausbeute =99%

PP3 400.00 mg (0.02 mmol, 1 eq.)
DET 7.00 mL (65.10 mmol, 3500 eq.)

1H-NMR (500 MHz, D20): 6 (ppm) = 2.03-2.09 (m, 246H, CHs pmox), 2.87-2.89 (m, 130H, NH-
CH3,peT), 3.30 (bs, 149H, CH2-NH3 pet), 3.45-3.51 (m, 489H, CH2-CH3 pmox), 3.59 (bs, 203, CH»-
NH-CH2,pet). (OCW-IP-37)

Synthese von PMOxs,-b-P[Asp(DET)]24 (P4)

H Mn,nmR =11907

N/\/N\/\NHZ Mneec = 11397
Me V\N T 1) =1.08
H 24 Ausbeute =60%

PP3 250 mg (0.02 mmol, 1 eq.)
DET 2.39 mL (22.08 mmol, 1200 eq.)

1H-NMR (500 MHz, D;0): § (ppm) = 2.01-2.07 (m, 246H, CH3 pmox), 2.84-2.89 (m, 46H, NH-
CHa,pet), 3.30 (bs, 66H, CH2-NH2 per), 3.48-3.49 (m, 320H, CH2-CHa,pmox), 3.58 (bs, 156, CH,-
NH-CHz,DET), 4.39-5.17 (m, 18H, CHPAsp)- (OCW-|P-41)
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5 Reduktiv-spaltbares PEtOx,-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir

den Gentransport

5.1 Einleitung

Bei der Entwicklung von nicht-viralen Genvektoren ist eine hohe Gentransfereffizienz eine
der wichtigsten Ziele. Die Arbeiten von Wagner et al. und Kataoka et al. haben
hervorragend verdeutlicht, dass Polyplexmizellen mit einer biokompatiblen Schale
Voraussetzung fur in vivo Anwendungen ist. Dabei eignen sich insbesondere hydrophile,
neutrale Polymere mit Stealth-Eigenschaften, wie beispielsweise PEG und PEtOx.[2%58-60]
Durch diese Hiille konnen unspezifische Wechselwirkungen mit Serumproteinen
vermieden werden, die pDNA wird vor extra- und intrazelluldirem Abbau geschiitzt und
unspezifische Immunreaktionen durch Stimulierung der toll like Rezeptoren kdnnen
umgangen werden.[?283] Allerdings leiden abgeschirmte Polyplexmizellen unter
verringerter zelluldrer Wechselwirkung, reduzierter Zellaufnahme und ineffizienter
intrazelluldrer Freisetzung der DNA. Die aufgefiihrten Nachteile flihren letztendlich zu einer
geringen Transfektionsaktivitdit und damit zu erheblichen Einschrankungen in ihrer
Anwendung als nicht-virale Genvektoren.[!#3144 Dje Gruppen von Wagner und Kataoka
berichteten, wenn eine Abspaltung der Schale bzw. des abschirmenden Polymers durch
Anderung des pH-Wertes!143:145-147] oder des Redoxpotentials'%! hervorgerufen wird, dass
dadurch die Gentransfektionseffizienz erheblich gesteigert werden kann. Sie fihrten diese
Beobachtung auf eine effizientere intrazellulare Freisetzung der DNA zuriick. Kataoka
stellte fest, dass die Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer PEG-b-P[Asp(DET)], welches
die N-(2-Aminoethyl)-2-Aminoethyl-Gruppe in der Seitenkette tragt, eine hohe
Gentransfereffizienz neben niedriger Zytotoxizitit aufwies.['?!l Im Vergleich zu den
Polyplexmizellen aus dem P[Asp(DET)]-Homopolymer!!® wurde jedoch eine niedrigere
Transfektionsaktivitdat beobachtet, was auf die Behinderung durch die PEG-Palisade (PEG-
Dilemma)l7+148.1491 schlieRen lieR. Um dieses Dilemma zu bewiltigen, synthetisierten
Kataoka et al. PEG-abspaltbare Polyplexmizellen mit einem spaltbaren Disulfid-Linker

zwischen der PEG- und P[PAsp(DET)]-Einheit.[1%! Der Disulfid-Linker kann auf mehreren
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Etappen des endozytotischen Weges gespalten werden.™ Es ist bekannt, dass im
intrazellularem Raum eine 50- bis 1000-fach groRere Gluthathion (GSH)-Konzentration
herrscht als im extrazelluldrem Raum.>171331 Sg |iegt im Zytoplasma und Nukleus ein hohes
reduktives Milieu vor, welches nicht nur durch die hohe Gluthathion (GSH)-Konzentration,
sondern auch durch die Redox-Enzyme aus der Familie der Thioredoxine bedingt wird.[10!
Neben der reduktiven Spaltung im intrazellularem Raum, kann ein Anteil der Disulfid-
Spaltung bereits an der Zellmembran durch Proteine, wie die Protein-Disulfid-lsomerase
(PDI)[150.151,1541 ynd NADH-Oxidase (NOX), gespalten werden. Die vollstindige Umsetzung
der Spaltung wird dann wahrend der Endozytose erreicht. Es soll angemerkt werden, dass
die genannten Enzyme vorwiegend in Krebszellen, wie Hela und Hepatomazellen, aktiv
sind.[>31 Falls die Spaltung der abschirmenden Hiille schon an der Zellmembran stattfindet,
wirden Wechselwirkungen zwischen dem kationischen Polymer und der Zellmembran
zunehmen und folglich die Zellaufnahme begtlinstigen. Im Falle der intrazelluldren Spaltung
im Endosom, wirde die Effizienz des endosomalen Austritts gesteigert werden. Durch die
Abspaltung des hydrophilen Polymers wiirde der osmotische Druck steigen und die freie
kationische Ladung konnte die endosomale Membran starker destabilisieren, was
letztendlich zur Zerstorung der Membran flihren wiirde. Selbst wenn die Disulfid-Spaltung
erst im Zytoplasma bzw. in der Ndhe des Nukleus stattfinden wiirde, konnte dadurch eine
starkere Wechselwirkung mit Polyanionen stattfinden und damit eine effizientere
Freisetzung der DNA aus der Polyplexmizelle begiinstigt werden. Dies wiirde folglich
ebenfalls zu einer héheren Genexpression fihren. Ganz gleich welcher Mechanismus fir
die Spaltung der abschirmenden Hiille verantwortlich ist, im Vergleich zu Blockkatiomeren
ohne biospaltbaren Linker, sollte immer eine hohere Gentransfektionseffizienz erreicht
werden. In diesem Zusammenhang soll das von Kataoka et al. publizierte PEG230-SS-
P[Asp(DET)]100 Blockkatiomer vorgestellt werden. Durch die Einflihrung der Disulfid-Briicke
wurde die Gentransfektionsaktivitit um das Dreifache gesteigert.1°%11° Um den
Mechanismus der PEG-Abspaltung der Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer PEG230-SS-

P[Asp(DET)]i00 aufzukliren, benutzten Kataoka et al. 3?P-radiomarkierte DNA und
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beobachteten die Zellaufnahme in Hela-Zellen.['%! Die Komplexe aus PEG-SS-P[Asp(DET)]
und PEG-b-P[Asp(DET)] wurden zu 0.5% in die Zellen aufgenommen, wéahrend das
P[Asp(DET)]-Homopolymer 2-4% Zellaufnahme zeigte. Vermutlich ist die hohere
Zellaufnahme auf die elektrostatische Wechselwirkung zwischen den positiven Ladungen
des Komplexes aus P[Asp(DET)] und den negativen Ladungen der Plasmamembran
zurtickzufiihren. Da es keinen Unterschied bei der Zellaufnahme der PEG-b-P[Asp(DET)]-
und PEG-SS-P[Asp(DET)]-Mizellen gab, wurde davon ausgegangen, dass die PEG-Hdlle im
extrazellularem Raum nicht gespalten wurde. Mithilfe von Konfokal-Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) Aufnahmen konnte festgestellt werden, dass der endosomale Austritt
der PEG-SS-P[PAsp(DET)]-Mizellen schneller und effizienter war, als der der PEG-b-
P[PAsp(DET)]-Mizellen. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die reduktive Spaltung der
Disulfid-Briicke wahrend des endozytotischen Weges, vermutlich im Endosom, ablaufen
muss.1% Kataoka zeigte die Steigerung der Gentransfektionseffizienz mithilfe eines
peritonealen Krebsmodells nicht nur in vitro, sondern auch in vivo. Er stellte fest, dass PEG-
SS-P[PAsp(DET)]-Mizellen eine hohere Genexpression in Tumoren hatten, als die PEG-b-
P[PAsp(DET)]-Mizellen, wahrend die Bioverteilung der Komplexe identisch blieb. Bei der
Komplexierung der Plasmid-DNA mit der Codierung fir den menschlichen
Tumornekrosefaktor a (hTNF- a) wurde mit PEG-SS-P[Asp(DET)]-Mizellen eine flinffach
hohere Anti-Tumor-Aktivitdat in Tumoren erreicht als mit den nicht-spaltbaren
Polyplexmizellen. Dabei wurde weder hepatische noch renale Toxizitit beobachtet.[110]
Durch die Einflihrung eines reduktiv-spaltbaren Linkers in die Schale-Kern-Architektur der
Polyplexmizelle wurde erfolgreich die Gentransfektionseffizienz in vivo und in vitro
gesteigert, ohne dabei die Zytotoxizitat zu erhéhen. Es bleibt zu erwdhnen, dass
bioreduktiv-spaltbare Disulfid-Linker insbesondere fiir die Anwendung in der Krebstherapie
eine Rolle spielen, da Krebszellen eine hohere intrazellulare Gluthathion-Konzentration

haben als gesunde Zellen.[11]
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5.2 Zielsetzung

Aufbauend auf den Literaturbeispielen zur erfolgreichen Steigerung der
Gentransfektionsaktivitat durch die Einfliihrung eines biospaltbaren Linkers, sollen in einer
einfachen Synthese Blockkatiomere bestehend aus einem reduktiv-spaltbaren Disulfid-
Linker zwischen dem hydrophilen und biokompatiblen Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) und
dem bioabbaubaren Poly(aspartamid) (PAsp), welches eine kationische N-(2-Aminoethyl)-

2-aminoethyl-Seitenkette tragt, dargestellt werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28 Zielstruktur der reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere.

Die synthetisierten Blockkatiomere mit der Polymerstruktur PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m sollen
biokompatibel sein und sich in den molaren Massen und Blockldngenverhaltnissen (n/m)
unterscheiden. Dafiir soll PEtOx als hydrophile Polymer-Einheit verwendet werden, um sich
von den bisher veroffentlichen Blockkatiomeren mit einem Disulfid-Linker zu
unterscheiden.[107-110.155-1591 (it dem Ziel die Gentransfektionseffizienz erfolgreich zu
steigern und eine niedrige Zytotoxizitat beizubehalten, schien es zudem sinnvoll eine PEG-
Alternative zu nutzen. Die Arbeitsgruppe von Textor stellte namlich bei einem direkten
Vergleich von PMOx und PEG fest, dass PMOx deutlich stabiler unter physiologischen
Bedingungen war als PEG.* PEG bildete toxische und oxidative Abbauprodukte und
induzierte sogar Immunreaktionen.[®® \Weiterhin wurde eine deutlich geringere
unspezifische Abscheidung in Organen bei der Verwendung von Poly(2-methyl-2-
oxazolin)en anstelle von PEG festgestellt.['t PEG-Polymere kénnen zudem eine
Vakuolisierung in den Nieren verursachen.[162-1641 Als Vakuole wird ein mit Flissigkeit
gefillter Hohlraum bezeichnet, der Proteine oder organische Verbindungen speichert, die

giftig wirken oder den Stoffwechsel stéren. In der Literatur wurde die Synthese und
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Untersuchung von PEtOx-SS-P[Asp(DET)]-Blockkatiomeren als nicht-virale Genvektoren
noch nicht beschrieben. Neben guten Gesamtausbeuten und vollstandiger
Charakterisierung der Blockkatiomere soll besonders das Ziel erreicht werden, eine
effiziente Komplexierung der Plasmid-DNA in reduktiv-spaltbaren Polyplexmizellen zu

erreichen (Abbildung 29).

PEtOXx-Hiille fiir reduzierte
Wechselwirkung mit
Biomakromolekiilen

Polyplex-Kern schiitzt die DNA
und steuert den endosomalen
Austritt durch pH-sensitive
DET-Seitenketten

Abbildung 29 Schematische Darstellung der Polyplexmizelle mit einer reduktiv-spaltbaren PEtOx-
Hille.
Die Ladungsdichte des Mizellenkerns und die DNA sollen durch die hydrophile PEtOx-Hiille
abgeschirmt werden, so dass die Wechselwirkung mit Serumproteinen und anderen
Biomakromolekiilen reduziert wird. Der Polyplexmizellenkern soll die DNA effizient
verpacken, so dass diese wahrend des Transports vor Nuklease-Angriffen und den Abbau
durch andere Enzyme geschiitzt bleibt. Durch die Abspaltung der abschirmenden PEtOx-
Hille soll die DET-Seitenkette, welche nachweislich aufgrund der unterschiedlichen pKs-
Werte puffernde Eigenschaften in saurer Umgebung (pH 5) hat, den endosomalen Austritt
effizienter auslosen. Die reduktiv-spaltbaren Polyplexmizellen sollen aufgrund der PEtOx-
Palisade eine vergleichbare kolloidale Stabilitat und identische Eigenschaften, wie Grol3e,
Morphologie und Oberflichenladung haben, wie die PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m/pDNA-
Mizellen ohne Disulfid-Linker. Im intrazelluldarem Raum bzw. unter reduktiven Bedingungen

sollen die PEtOx-SS-P[Asp(DET)]-Mizellen aufgrund des effizienteren endosomalen
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Austritts eine hohere Gentransfektionsaktivitat zeigen, bei gleich bleibender niedriger
Zytotoxizitat. Weiterhin soll anhand der unterschiedlichen Polymerarchitekturen analysiert
werden, welche Polymereigenschaften einen Effekt auf die Bildung und Eigenschaften der

Polyplexmizellen haben.

5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 Synthese und Charakterisierung reduktiv-spaltbarer PEtOx-SS-
P[Asp(DET)] Blockkatiomere mit einem Disulfid-Linker

Dieser Abschnitt der Arbeit demonstriert einen einfachen Syntheseweg fiir eine innovative,
reduktiv-spaltbare Polymerpeptid-Struktur basierend auf dem hydrophilen Poly(2-ethyl-2-
oxazolin) (PEtOx) und des bioabbaubaren PolyAspartats (PAsp), welches mit der

kationischen Diethylentriamin (DET)-Seitenkette modifiziert vorlag (Schema 4).
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Schema 4 Synthese der reduktiv-spaltbaren PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomere (P1S, P2S) und
der Referenzpolymere PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m (P1, P2).

Es wurden zwei Blockkatiomere P1S und P2S der Struktur PEtOx,-SS-P[Asp(DET)]m mit

einem spaltbaren Disulfid-Linker zwischen dem hydrophilen PEtOxn- und dem kationischen

P[Asp(DET)]m-Polymerblock synthetisiert. Die beiden Blockkatiomere unterschieden sich

hierbei in der Lange des kationischen  P[Asp(DET)]m-Segmentes, der
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Blocklangenverhaltnisse n/m und der molaren Masse, um mogliche Einfllisse der
Polymerarchitektur zu untersuchen. Neben der Polymerarchitektur lag der Fokus dieses
Abschnittes auf den Vergleich zwischen reduktiv-spaltbaren und nicht-spaltbaren
Blockkatiomeren. Dementsprechend wurden zwei Referenzpolymere P1 und P2 der
Struktur  PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m mit  vergleichbaren molaren Massen und

Polymerzusammensetzungen synthetisiert.

Synthese und Charakterisierung der Makroinitiatoren mit einem Disulfid-Linker Poly(2-
ethyl-2-oxazolin),-SS-NH, (PE1S, PE2S) und der entsprechenden Referenzpolymere
Poly(2-ethyl-2-oxazolin),-NH: (PE1, PE2). Die vier PEtOx Homopolymere PE1S, PE2S, PE1
und PE2 wurden in einer lebenden kationisch, ringéffnenden Polymerisation hergestellt.
Alle vier Polymerisationen wurden in Acetonitril bei 120 °C durchgefiihrt und mit
Methyltriflat als Initiator initiiert. Die Homopolymere PEtOx,-SS-NH, (PE1S, PE2S) mit
einem Disulfid-Linker wurden mit Cystamin als Terminierungsreagenz dargestellt. Die
Referenzpolymere PEtOx,-NH, (PE1, PE2), die zum Vergleich dienen sollten, wurden mit
Ethylendiamin terminiert Die Einflihrung einer endstdandigen, nukleophilen Amin-Gruppe
ist hierbei eine notwendige Voraussetzung fiir die Initiierung der anschlieBenden
Blockcopolymerisation mit BLA-NCA (Schema 4). Der Polymerisationsgrad der Polymere

wurde mithilfe der 'H-NMR und der Endgruppenanalyse bestimmt (Abbildung 30A).
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Abbildung 30 (A) H-NMR Spektrum des Homopolymers PEtOxa1-SS-NH2 (PE2S); (B) GPC-
Chromatogramme der Homopolymere PEtOx-SS-NHz (PE1S (in rot), PE2S (in blau)).
Das Signal bei 3.05-2.96 ppm im *H-NMR Spektrum von PE2S wurde eindeutig der Methyl-
Endgruppe zugeordnet, die vom Initiator Methyltriflat generiert wurde (Abbildung 30A).
Durch das Referenzieren auf dieses Signal wurden die Polymerisationsgrade (n) und die

molaren Massen (M) der vier Homopolymere ermittelt (Tabelle 5).

Tabelle 5 Analytischen Daten der Homopolymere PEtOxn-SS-NH2 (PE1S, PE2S) und der Referenzpolymere
PEtOxn-NH2 (PE1, PE2).

No. n? M. [g/mol] M,? [g/mol] pb) Ausil;?ute
(]
PE1S 56 (60) 5718 6 840 1.14 38
PE2S 41 (30) 4231 5010 1.11 29
PE1 60 (56) 6023 8020 1.07 26
PE2 44 (56) 4437 5780 1.08 98

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden (iber 'H-NMR-Spektroskopie in CDCl3 und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;

b) Molmasse Mn und Polydispersitdtsindex D wurden Uber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr).

Es wurden Poly(2-ethyl-2-oxazolin)}e mit einem Disulfid-Linker und einer
Wiederholungseinheit von 56 (PE1S) und 41 (PE2S) erhalten. Als Referenzpolymere dazu
wurden Poly(2-ethyl-2-oxazolin)e ohne Disulfid-Funktion und mit 60 (PE1) und 44 (PE2)
Wiederholungseinheiten dargestellt. Die Polymere PE1S und PE1 hatten dhnliche molare

Massen (My) von ca. 6 kDa, wahrend PE2S und PE2 mit ca. 4 kDa kleinere molare Massen
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aufwiesen. Dariiber hinaus wurden die molaren Massen und die Polydispersitatsindices
mittels GPC-Analysen bestimmt, wobei die molaren Massen aus der *H-NMR-Analyse im
Folgenden verwendet wurden, da es im Vergleich zur GPC eine absolute Methode darstellt
Alle vier Polymerisationen zeigten eine enge Molmassenverteilung  mit
Polydispersitatsindices (P) von 1.07-1.14, die wiederum charakteristisch fiir eine
erfolgreiche lebende Polymerisation sind (Abbildung 30B). Alle vier Homopolymere wurden

als Makroinitiatoren in der folgenden Blockcopolymerisation von BLA-NCA eingesetzt.

Synthese und Charakterisierung der Disulfidhaltigen Blockcopolymere PEtOx,-SS-PBLAm
(PP1S, PP2S) und deren Referenzpolymere PEtOx,-b-PBLA, (PP1, PP2). Fiir die Darstellung
der reduktiv-spaltbaren Blockcopolymere mit einem Disulfid-Linker zwischen dem
hydrophilen PEtOx,-Polymers und dem hydrophoben PBLAn-Polymer wurden die
Homopolymere PE1S und PE2S als Makroinitiatoren in einer lebenden, nukleophil
ringoffnenden Polymerisation von B-Benzyl-L-asparaginsdure-N-carboxyanhydrid (BLA-
NCA) verwendet. Fir die Synthese der Referenzpolymere ohne spaltbaren Linker, wurden
die Homopolymere PE1 und PE2 als Makroinitiatoren eingesetzt. Abbildung 31
demonstriert die erfolgreiche Blockcopolymerisation mit PE2S als Makroinitiator anhand

des *H-NMR-Spektrums von PP2S.
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Abbildung 31 *H-NMR-Spektrum des Blockcopolymers PEtOxa41-SS-PBLA3o (PP2S) in dmso-ds.

Die neuen Signale mit der chemischen Verschiebung von 2.61, 2.81, 4.63, 5.01, 7.27 und
8.16 ppm im *H-NMR-Spektrum von PEtOxa1-SS-PBLA3o (PP2S) bestatigten den Erfolg der
Blockcopolymerisation. Durch die erfolgreiche Polymerisation von BLA-NCA wurde eine
erfolgreiche Terminierung mit Cystamin und damit die erfolgreiche Modifizierung mit
einem Disulfid-Linker bestatigt. Der Polymerisationsgrad und die molaren Massen der
Blockcopolymere wurden anhand des Signals e kalkuliert. Der Erfolg der

Blockcopolymerisation wurde weiterhin mittels GPC- und IR-Analysen belegt (Abbildung

32).

-84 -



Reduktiv-spaltbares PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den Gentransport

A i 110
o
" § 0 B —PE1S
8 | MGTN/-\TN\/\SS\/.NH? ME[NWN\/\S,S\/\F’_"/{N\}H 100 4 PP1S
0 (=] ] 3
80
56 PE1S ~ s PP1S
g ey ,fﬁ\\l Ny e N _. 804
7 / VY 3
g |/ My [\ V| s ™1
g —_— — [ \\ “\ rf , \""ql AT A B 604
5g VAL N (VL AWV ATV e
§ v=1737em?_, |/ S J .“, '/ Y |~ [l " v 8 %09
"‘3 (Ester) 1 h 0\/\1 \I v |“f | ’ = 404
2 I _'\ | '\’ sl
'y \ 01 . p=1.14
I | \ 20
- v =1550 cm™
] v=1651 cm? fj"‘ (Amid 1) 10
(C=0 Streckung, \/ o
Oxazolinring) ' 16 18 28 10
T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Abbildung 32 (A) IR-Spektren des Makroinitiators PE1S (blau) und des Blockcopolymers PP1S (rot);
(B) GPC-Chromatogramme des Makroinitiators PE1S (blau) und des Blockcopolymers
PP1S (rot).

Es wurden Banden der Ester (1737 cm™)- und der Amidgruppe (1550 cm?) im IR-Spektrum

der Blockcopolymere gefunden, was auf eine erfolgreiche Blockcopolymerisation schlieRen

lieR (Abbildung 32A). Der Polydispersitatsindex (D) von 1.17 bestatigte eine erfolgreiche

lebende Polymerisation mit einer engen Molmassenverteilung (Abbildung 32B). Die

analytischen Daten der reduktiv-spaltbaren Blockcopolymere (PP1S, PP2S) und der

Referenzpolymere (PP1, PP2) wurden in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6 Analytische Daten der Blockcopolymere PEtOxn-SS-PBLAm (PP1S, PP2S) und der Referenzpolymere
PEtOxn-b-PBLAm (PP1, PP2).

a a M,?) M,?) b . Ausbeute
No. n? m?  n/m [g/mol] [g/mol] ) dn® [nm] (%]
PP1S 56(60) 8(12) 7.0 7375 8190 1.17 81+3 98
PP2S 41(30) 30(32) 1.4 10448 8910 1.26 219+17 91
PP1 60 (56) 7(9) 8.6 7474 7 150 1.08 396 83
PP2 44(56) 31(33) 1.4 10861 7170 1.18 179+ 16 76

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden iber H-NMR-Spektroskopie in dmso-ds und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse Mn und Polydispersitdtsindex D wurden tber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr); c) der hydrodynamische Durchmesser dn wurde liber DLS Messungen einer 1 mM
Polymerldsung in Wasser bestimmt.

Da fur alle vier Blockcopolymere die kalkulierten Polymerisationsgrade fiir PBLA nur sehr
wenig von den theoretisch eingesetzten Aquivalenten abwichen, wurde davon

ausgegangen, dass alle Homopolymere die Polymerisation von BLA-NCA gut initiiert hatten.
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Folglich war die Terminierung mit Cystamin bzw. Ethylendiamin im vorhergegangenen
Abschnitt bei allen vier Polymerisationen erfolgreich. Demnach wurden zwei reduktiv-
spaltbare Blockcopolymere der Zusammensetzung PEtOx,-SS-PBLAm mit molaren Massen
von 7 kDa (PP1S) und 10 kDa (PP2S) erhalten. Die Blockcopolymere unterschieden sich
weiterhin in dem Blocklangenverhaltnis n/m. Das Blockcopolymer PP1S hatte nur 8
hydrophobe PBLA-Blocke mit einem Blocklangenverhéltnis hydrophil zu hydrophob (n/m)
von 7. Das Blockcopolymer PP2S hingegen enthielt 30 hydrophobe PBLA-Einheiten und
somit ein kleineres Blocklangenverhéltnis (n/m) von 1.4. Das Referenzpolymer PP1 war
aufgrund der molaren Masse von 7 kDa und mit 7 PBLA-Einheiten sehr gut vergleichbar mit
dem reduktiv-spaltbaren Polymer PP1S. Das Referenzpolymer PP2 hatte eine gut
vergleichbare molare Masse von 11 kDa und ein identisches Blocklangenverhaltnis von 1.4
mit 31 PBLA-Einheiten. AuRerdem wurden alle vier Blockcopolymere in einer exzellenten
Ausbeute von 76-98% erhalten. Aufgrund des eingefiihrten hydrophoben PBLA-
Polymerblocks verfiigten die synthetisierten Blockcopolymere (ber amphiphile
Eigenschaften und bildeten in Wasser oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration
(CMC) mizellare Strukturen aus. Die GroRen der gebildeten Aggregate wurden mittels
dynamischer Lichtstreuung (DLS) ermittelt. Der gemessene hydrodynamische Durchmesser
von 39-219 nm deutete auf die Bildung von gréReren Aggregaten anstelle von Mizellen hin.
Vergleicht man die Gré6Ren des Polymers PP1S mit PP2S, so ist deutlich erkennbar, dass die
Lange des hydrophoben Blocks PBLA einen Einfluss auf die AggregatgroRe hatte. Polymer
PP1S mit nur 8 PBLA-Einheiten bildete Aggregate in Wasser mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 8143 nm. Polymer PP2S mit 30 Wiederholungseinheiten bildete dagegen
Aggregate mit einem Durchmesser von 219+17 nm. Vergleicht man diese reduktiv-
spaltbaren Polymere mit deren Referenzpolymere, so fillt auf, dass die Referenzpolymere
ohne Disulfid-Linker kleinere Aggregate in Wasser bildeten. Die Aggregate des
Referenzpolymers PP1 mit 7 PBLA-Einheiten waren 3916 nm grof3. Das Referenzpolymer
PP2 mit 31 Wiederholungseinheiten bildete, aufgrund des hoheren hydrophoben Anteils,

groRere Aggregate als PP1, aber kleinere Aggregate als das spaltbare PP2S, mit einem
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Durchmesser von 179116 nm. Die Referenzpolymere formten kleinere Aggregate, da die
Cystamin-Einheit der reduktiv-spaltbaren Blockcopolymere einen zusatzlichen
hydrophoben Effekt hatte. Zusammenfassend wurden zwei reduktiv-spaltbare amphiphile
Blockcopolymere der Architektur PEtOx,-SS-PBLAm mit Molmassen (Mn) von 7 bzw. 10 kDa
und mit Blocklangenverhéltnissen (n/m) von 7 und 1.4 hergestellt. AuRerdem wurden zwei
Referenzpolymere der Architektur PEtOx,-b-PBLAm mit vergleichbaren molaren Massen

und Blocklangenverhaltnissen synthetisiert.

Synthese und Charakterisierung der reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere PEtOxn-SS-
P[Asp(DET)]m (P1S, P2S) und deren Referenzpolymere PEtOx,-b-P[Asp(DET)]m (P1, P2).
Fir die Darstellung von reduktiv-spaltbaren Blockkatiomeren mit einem Disulfid-Linker
zwischen dem hydrophilen und kationischen Polymerblock, wurden die amphiphilen
Blockcopolymere (PP1S, PP2S) in einer polymeranalogen Aminolyse-Reaktion mit
Diethylentriamin (DET) zu kationischen Blockcopolymeren funktionalisiert. Dabei wurden
sie mit einem 50-fachen Uberschuss an DET in Bezug auf die Benzylgruppe im PBLA-
Segment umgesetzt. Der groBe Uberschuss ist notwendig, um mégliche inter- oder
intramolekulare Vernetzung durch DET wihrend der Aminolyse zu vermeiden.[!%l Die
Referenzpolymere ohne einen spaltbaren Linker (P1, P2) wurden ebenfalls durch eine
Aminolyse-Reaktion der amphiphilen Blockcopolymere PP1 und PP2 erhalten. Der Erfolg
der polymeranalogen Reaktion wurde unter anderem mittels *H-NMR in D20 demonstriert

(Abbildung 33A).

-87 -



Reduktiv-spaltbares PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den Gentransport

o
A cd Hdf
C NN,
e ﬂ € g€ H
Me{-N ~ NN N{H
o Hlio &
gls
CH, b
CHsa a
'3
56 P1S 8
T
1) e
Y
< Q
o 5
‘ S
‘\I
<
3
o
H
[o2)
3
O
f
gs | o
oD | =
u\wl | d 1.)
e c |
o o™
& | Tg2855s2 .f
o / o D )
3 AN I
‘ TR s JL
— — e e ”/' r’ -~ — — — —_— ;f —
435 2523218063312 4731 168.02
| | \ \
T T T T T T T T T T T T T T
5.0 45 4.0 3.5 20 1.5 1.0 0.5

3.0 2.
Chemical Shift (ppm)

80

v=1731cm?
(Ester) —

v =696 cm?
(Phenyl)

Transmittance [%]
60

it o % Y r\ ~
’/_/v*« //‘/ \V i S
5 N/
2 \/
v=1634 cm : nf WV
(C=0 Streckung, / N
< 4 Oxazolinring) \ 4 v=1550 cm!
J/ (Amid 1)
o T T T
2000 1500 1000

Abbildung 33

(A) 'H-NMR-Spektrum des Blockkatiomers P1S in D:0; (B) IR-Spektren des

Wavenumber cm-1

Blockcopolymers PP2S (blau) und Blockkatiomers P2S (rot).
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Der Erfolg der Reaktion wurde unter anderem anhand der fehlenden Signale der
Benzylgruppen (PBLA) im Tieffeld festgestellt. Des Weiteren wurden die neuen Signale mit
der chemischen Verschiebung von 2.85, 3.16 und 3.52 ppm dem mit DET modifizierten
PAsp-Segment zugewiesen. Einen weiteren Beleg fir die erfolgreiche Aminolyse-Reaktion
demonstriert der Vergleich der IR-Spektren des Blockcopolymers mit dem anschlieBend
modifizierten Blockkatiomers (Abbildung 33B). Die charakteristische Bande fir die Ester-
Funktion bei 1731 cm™ wurde im IR-Spektrum des Blockkatiomers nicht mehr beobachtet,
was auf eine erfolgreiche Aminolyse-Reaktion mit DET hinweist. Die Bande fir die C=0-
Streckung des PEtOx (v = 1634 cm™), sowie die Amid II-Bande (v = 1550 cm™), waren auch
nach der Aminolyse vorhanden. Tabelle 7 fasst die analytischen Daten der reduktiv-

spaltbaren Blockkatiomere P1S, P2S und deren Referenzpolymere P1, P2 zusammen.

Tabelle 7 Analytische Daten der Blockkatiomere PEtOxa-SS-P[Asp(DET)]m (P1S, P2S) und Referenzpolymere
PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m (P1, P2).

No n m? n/m M,? M, pb) Ausbeute [%]
' [g/mol]  [g/mol] )

PIS 56(60) 8(12) 7.0 7336 9 060 1.04 34

P2S 41 (30) 30(32) 1.4 10 298 9090 1.04 35

PL  60(56) 7(9) 8.6 7439 9320 1.04 28

P2 44 (56) 31 (33) 1.4 10 707 12 490 1.09 46

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden (ber !H-NMR-Spektroskopie in D20 und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse Mn und Polydispersitdtsindex ® wurden tber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr);

Die GPC Analyse lieferte monomodale Molmassenverteilungen nach der polymeranalogen
Reaktion mit Polydispersitatsindices (D) im Bereich von 1.04-1.09. Somit konnten inter-
oder intramolekulare Vernetzungen mit DET wahrend der Aminolyse ausgeschlossen
werden. Die vier Blockkatiomere wurden in moderaten Ausbeuten von 28-46% erhalten.
'H-NMR Spektroskopie wurde genutzt, um Polymerzusammensetzung, sowie die molare
Masse (Mn) zu ermitteln. Es wurden zwei reduktiv-spaltbare Blockkatiomere der
Zusammensetzung PEtOx,-SS-P[Asp(DET)]m mit molaren Massen von 7 kDa (P1S) und
10 kDa (P2S) erhalten. Die Blockkatiomere hatten unterschiedliche

Blocklangenverhaltnisse (n/m) von 7.0 fur P1S und 1.4 fiir P2S. Blockkatiomer P1S bestand
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aus nur 8 kationischen P[Asp(DET)]-Einheiten, wohingegen Blockkatiomer P2S Uber 30
kationische Wiederholungseinheiten verfligte. Die Referenzpolymere ohne einen Disulfid-
Linker hatten vergleichbare molare Massen von 7 kDa fir P1 und 11 kDa fiir P2. Sie
verfligten ebenfalls Uber vergleichbare P[Asp(DET)]-Wiederholungseinheiten und
Blocklangenverhéltnisse (n/m) von 8.6 (P1) und 1.4 (P2). Mithilfe der lebenden
Polymerisation und einer anschlieBenden polymeranalogen Reaktion mit DET wurden
Blockkatiomere mit definierten Blocklangen, Blocklangenverhaltnissen und molaren
Massen basierend auf einem einfachen Syntheseweg und in guten Ausbeuten hergestellt.
Anhand der unterschiedlichen molaren Massen und Polymerzusammensetzungen wurde
der Einfluss der Polymerarchitektur auf die Komplexbildung mit DNA, die kolloidale
Stabilitat und insbesondere die Transfektionseffizienz untersucht. Im Fokus dabei stand die
Bestdtigung der Arbeitshypothese, dass die Gentransfektionsaktivitat einer reduktiv-
spaltbaren Polymerstruktur hoher ist, als bei vergleichbaren Blockkatiomeren ohne

Disulfid-Linker.

5.3.2 Bildung und Charakterisierung der Polyplexmizellen mit einer reduktiv-

spaltbaren PEtOx-Schale

Die synthetisierten Blockkatiomere PEtOx,-SS-P[Asp(DET)]m (P1S, P2S) mit einem reduktiv-
spaltbaren Disulfid-Linker wurden als nicht-virale Genvektoren fiir den Transport von pDNA
untersucht. Durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen P1S, P2S und der negativ
geladenen DNA wurden Polyplexmizellen gebildet und hinsichtlich ihrer Eigenschaften
charakterisiert. Die Bildung der Polyplexmizellen wurde bereits im Abschnitt 4.3.2 dieser
Arbeit detailliert erklart. Alle Untersuchungen richteten sich nach den bekannten
biologischen Barrieren und Hindernissen fiir nicht-virale Genvektoren.?! Die
Polyplexmizellen mit der reduktiv-spaltbaren PEtOx-Schale wurden auf ihre kolloidale
Stabilitat in HEPES-Puffer, isotonischen Kochsalz-Losungen und im saurem Milieu (pH 5)

Uber eine gewisse Zeitspanne untersucht. Es wurde weiterhin die DNA-Bindungseffizienz
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der Blockkatiomere P1S, P2S ermittelt und mit den Referenzpolymeren P1, P2 verglichen.
Die Polyplexmizellen wurden dabei in den N/P-Verhaltnissen von 0.2-300 gebildet, um den
Einfluss des zunehmenden N/P-Verhéltnisses zu ermitteln. Des Weiteren wurden die
GrolRe, Morphologie und die Oberflachenladung der Komplexe studiert, um einen Hinweis
auf die Zellaufnahme bzw. die zellulare Wechselwirkung treffen zu kénnen. In Hinblick auf
die Zellaufnahme ist neben maximaler Gentransfektionseffizienz eine minimale
Zytotoxizitat wiinschenswert. Aus diesem Grund wurden zytotoxische Effekte aller vier
Blockkatiomere und Polyplexmizellen ermittelt. Dabei wurde angenommen, dass die
reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere (P1S, P2S) eine geringere Zytotoxizitdt aufweisen als
die Referenzpolymere (P1, P2), da sie unter reduktiven intrazelluldaren Bedingungen in zwei
kleinere Polymersegmente mit niedrigerer Molmasse zerfallen. In Hinblick auf die
Anforderungen im extrazellularen Raum ist eine stabile mizellare Schale-Kern-Struktur sehr
wichtig. Durch eine hydrophile Schale werden unspezifische Wechselwirkungen mit
Biomakromolekiilen reduziert und die im Kern komplexierte DNA vor Nuklease-Angriffen
geschitzt. Imintrazelluldren Raum hingegen muss der Komplex dissoziieren, damit die DNA
freigelassen wird, um die gewiinschte Genexpression starten zu kénnen. Dieser Vorgang
passiert bevorzugt durch Wechselwirkungen mit polyanionischen Biomolekilen. Aus
diesem Grund wurde das Dissoziationsverhalten der Nanokomplexe in einer Modell-
Austauschreaktion mit Heparin, als Polyanion studiert. Bei den Untersuchungen wurden
die Einflisse der unterschiedlichen molaren Massen (M;), Blocklangenverhaltnisse (n/m)
und Langen des kationischen Segments (m) der Polymere P1S und P2S untersucht. Zudem
wurde die Spaltung der Polyplexmizellen aus P1S und P2S unter reduktiven Bedingungen
studiert. Ein weiterer Aspekt der Charakterisierung war die Effizienz des Gentransfers.
Dabei stand vor allem der Vergleich zwischen den spaltbaren Polyplexmizellen mit den
Polyplexmizellen aus den Referenzpolymeren P1, P2 im Fokus. Es wurde angenommen,
dass die Gentransfektionseffizienz mit den Blockkatiomeren P1S, P2S hoher ist, da durch
die abspaltbare neutrale PEtOx-Hiille eine bessere Wechselwirkung sowohl mit der

Zellmembran, als auch mit der endosomalen Membran stattfinden kann. Die Fahigkeit eine
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hohe Anzahl an Zellen zu transfizieren, ist einer der wichtigsten Ziele bei der Entwicklung

von nicht-viralen Genvektoren.

Untersuchung der DNA-Bindungseffizienz der reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere P1S,
P2S und der Referenzpolymere P1, P2. Die Bindungseffizienz beschreibt, die Kraft der
Blockkatiomere die DNA durch elektrostatische Wechselwirkungen im Kern vollstandig zu
verpacken. Eine vollstandige Komplexierung der DNA ist der erste Schritt flr eine effiziente
Gentransfektion. Die Bindungseffizienz der synthetisierten Blockkatiomere wurde in zwei
unabhangigen Experimenten untersucht. Auf der einen Seite wurde die Gelelektrophorese
verwendet, um die Migration der freien DNA im Agarosegel zu visualisieren. Durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes an das mit Proben beladene Agarose-Gel, wandern die
DNA-Polymer-Komplexe in Abhangigkeit ihrer GrofRe und Ladungsdichte. Durch einen
Fluoreszenzfarbstoff, welcher in der DNA interkaliert ist, kann die Migration sichtbar
gemacht werden. Zusatzlich wurde das SYBR Green Ausschluss-Assay durchgefihrt, um den
Anteil der freien DNA durch die Messung der Fluoreszenzintensitat zu evaluieren.

Zunachst soll auf die Untersuchung der Bindungseffizienz anhand der Gelelektrophorese
eingegangen werden. Es wurden Polyplexmizellen mit den N/P-Verhéltnissen von 0.2 bis
300 gebildet, um festzustellen, ab welchen N/P-Verhiltnis die DNA komplett komplexiert
vorlag. Aufgrund der Ladungsneutralisierung der DNA durch die Blockkatiomere, wiirde nur
freie oder nicht vollstandig komplexierte DNA im elektrischen Feld wandern. Bei der
Untersuchung wurde der Einfluss der unterschiedlichen molaren Massen (Mn) und der
Konstitutionen der Blockkatiomere studiert. Die reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere P1S
und P2S wurden mit der Bindungseffizienz der Referenzpolymere P1 und P2 verglichen.
Abbildung 34 zeigt das 1%-ige Agarosegel, welches mit den Polyplexmizellen beladen

wurde und bei einer Spannung von 120 V fiir 20 Minuten aufgetrennt wurde.
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Abbildung 34 (A) Gelelektrophorese der Polyplexmizellen aus P1S (links oben), P2S (links unten), P1
(rechts oben) und P2/pDNA (rechts unten).

Als Positivkontrolle wurde jeweils native Plasmid-DNA (c=200ng/uL) und als
Negativkontrolle das jeweilige Blockkatiomer verwendet. Es ist deutlich zu erkennen, dass
die Migration der DNA mit zunehmenden N/P-Verhiltnis abnahm. Beide reduktiv-
spaltbaren Blockkatiomere P1S und P2S verfligten (iber eine ahnlich gute
Bindungseffizienz. Bei einem N/P-Verhaltnis von 20 wurde bei den P1S/pDNA-Mizellen nur
noch eine leicht verschmierte DNA-Bande beobachtet, die bei N/P =50 komplett
verschwindet. Auch die P2S/pDNA-Komplexe zeigten ab N/P =50 keine DNA-Migration
mehr. Dieses Ergebnis wurde dadurch erklart, dass das Polymer P2S aufgrund der héheren
molaren Masse von 10 kDa und 30 P[Asp(DET)-Repetiereinheiten anstelle von 8, eine
bessere Bindungseffizienz hatte. Vergleicht man dieses Ergebnis mit der DNA-
Bindungsaffinitait der Referenzpolymere P1 und P2, so wurde deutlich, dass die
Referenzpolymere schon ab einem geringeren N/P-Verhaltnis von 4-8 fur P1 und von 2 fir
P2 die DNA vollstandig komplexierten. Anscheinend wirkt sich die Cystamin-Gruppe
zwischen des hydrophilen (PEtOX) und des kationischen (P[Asp(DET)]) Polymerblocks auf
die Bindungseffizienz aus. In dem von Kataoka et al. publizierten Beispiel wurden keine
Unterschiede in der Bindungseffizienz der Blockkkatiomere PEG230-SS-P[Asp(DET]100 und
PEG-b-P[Asp(DET] beobachtet. Bei beiden Polymeren verschwand die DNA-Bande ab einem
N/P-Verhiltnis von 2.12% Anhand des Vergleichs der Bindungseffizienz von P1 (M, = 7 kDA)
mit nur 7 kationischen Wiederholungseinheiten und P2 (M, = 11 kDA) mit 31 P[Asp(DET)]-
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Einheiten wurde deutlich, dass auch hier die Lange des kationischen Segmentes (m) und
die molare Masse (M») einen Einfluss auf die Komplexierungskraft hatten.

Als nachstes wurde die Bindungseffizienz der vier Blockkatiomere in einem SYBR Green
Ausschluss-Assay untersucht. SYBR Green ist ein bekannter Fluoreszenzfarbstoff, der eine
hohe Fluoreszenzintensitat zeigt, solange er in der Doppelstrang-Helix der DNA interkaliert
vorliegt. Durch die Kondensation der DNA mit einem Transfektionsreagenz wird die
Interkalation des Farbstoffs in der Doppelstrang-Helix verhindert, sodass die
Fluoreszenzintensitat abnimmt. Aufgrund dieses Effektes wurde SYBR Green verwendet,
um die Komplexierung der DNA in Abhéangigkeit des N/P-Verhaltnisses zu evaluieren. Als
Negativkontrolle wurde lediglich die Polymerlésung mit SYBR Green genommen. Als
Positivkontrolle diente die DNA-Losung mit dem Fluoreszenzfarbstoff. Die gemessenen
Werte wurden auf die Positivkontrolle referenziert. Wie in Abbildung 35 zu sehen ist,
nimmt die Fluoreszenzintensitdt mit steigendem N/P-Verhiltnis und damit mit der

sukzessiven Komplexierung der DNA ab.
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Abbildung 35 SYBR Green Ausschluss-Assay mit den Polyplexmizellen aus den reduktiv-spaltbaren

Blockkatiomeren P1S (blau) und P2S (rot) und den Referenzpolymeren P1 (hellblau)
und P2 (magenta).

-94 -



Reduktiv-spaltbares PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den Gentransport

Fir beide reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere P1S und P2S wurde das erste Minimum mit
ca. 20% relativer Fluoreszenzintensitat bei einem N/P-Verhdltnis von 1 erreicht.
Erwahnenswert ist, dass der Abfall der Fluoreszenzintensitaten bei der Komplexierung mit
P2S starker war als mit P1S, welches ein kiirzeres kationisches P[Asp(DET)]-Segment und
eine kleinere molare Masse hatte. Im Bereich von N/P =1-50 &anderten sich die
Fluoreszenzintensitaten kaum. Bei hohen N/P-Verhaltnissen von 50-300 wurde ein zweiter
Abfall beobachtet. Dieser Bereich war bei der Untersuchung mit Gelelektrophorese
ebenfalls charakteristisch, da ab N/P = 50 keine DNA-Migration sichtbar war. Die Detektion
der Fluoreszenz durch die Aufnahme der Gel-Bilder war nicht ausreichend sensitiv, als im
Vergleich zu der Auswertung mittels Fluoreszenzspektrometer. Da die beiden
unabhangigen Methoden unterschiedliche Ergebnisse lieferten, wurde sich im Folgenden
auf die Ergebnisse der sensitiveren Fluoreszenzspektrometer-Analyse verlassen.
Dementsprechend wurde angenommen, dass die Blockkatiomere P1S und P2S die DNA ab
einem N/P-Verhéltnis von 1 vollstiandig komplexierten. Die Polymerarchitektur spielte
hierbei nur eine untergeordnete Rolle. Zhong et al. verglich die Bindungseffizienzen der
Triblockkatiomere PDMAEMA-SS-PEG-SS-PDMAEMA mit 6.6 kDa und 13 kDa. Er konnte
ebenfalls keinen deutlichen Unterschied in der Komplexierungskraft der Blockkatiomere
feststellen.[1%8 Bei dem Vergleich der reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere mit den
Triblockpolymeren PDMAEMA-b-PEG-b-PDAEMA (6.4 und 13 kDA), beobachtete er jedoch
eine etwas bessere DNA-Bindungsfahigkeit der reduzierbaren Polyplexmizellen. Ein Grund
dafir, kénnte die hydrophobe Eigenschaft der Cystamin-Einheit in PDMAEMA-SS-PEG-SS-
PDAEMA sein.l1%l Jigo et al. berichtete namlich, dass hydrophobe Modifikationen in
Polykationen zu einer effektiven Steigerung der DNA-Komplexierungskraft fihren
kénnen.'%1 Wie in Abbildung 35 zu sehen ist, konnten auch wir mit der Einfiihrung eines
Disulfid-Linkers die Komplexierungsfahigkeit der Blockkatiomere erhoéhen. Das
Referenzpolymer P1 erreichte das Minimum, mit ca. 12% relativer Fluoreszenzintensitat,
erst bei einem N/P-Verhiltnis von 4, anstelle von 1 wie mit P1S und P2S. Polymer P2 mit

31 P[Asp(DET)]-Repetiereinheiten hingegen erreichte das erste Minimum mit ca. 4%
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relativer Fluoreszenzintensitat bei N/P =2. Diese Ergebnisse stimmten gut mit den
Ergebnissen der Gelelektrophorese liberein. Hierbei wurde fiir P2 nur eine schwache DNA-
Bande bei N/P = 2 und keine DNA-Migration fiir N/P = 4 beobachtet. Ein weiterer Abfall der
Fluoreszenzintensitaten im Bereich N/P = 100-300 wurde auf Quenching-Effekte durch die
Uberschissige kationische Ladung der Blockkatiomere zurlickgefiihrt.

Die Auswertung der Ergebnisse verdeutlicht, dass sowohl eine hohe Molmasse und ein
langerer kationischer P[Asp(DET)]-Polymerblock, als auch die Einflihrung einer reduktiv-
spaltbaren Disulfid-Bindung sich positiv auf die Komplexierungskraft der Blockkatiomere
auswirkt. Da die Effizienz der Gentransfektion auch von der Stabilitat der Polyplexmizellen
abhangt und die DNA nur effektiv vor Serumproteinen und Nukleasen im komplett
komplexierten Zustand geschiitzt werden kann, wurde fir alle weiteren Untersuchungen

mindestens ein N/P Verhiltnis von vier verwendet.

Untersuchung der Polyplexmizellen hinsichtlich ihrer Langzeitstabilitat und Stabilitdt in
isotonischen Medien. Die Erhaltung der Bioaktivitat wahrend der Langzeitlagerung ist eine
weitere wichtige Herausforderung bei der Verwendung von PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m als
nicht-virale Genvektoren. Aus diesem Grund wurde die Lagerstabilitat der Polyplexmizellen
in HEPES-Puffer (10 mM) bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4 in einem Zeitraum
von 4 Wochen untersucht. Um die Stabilitat der Polyplexmizellen zu ermitteln, wurde zum
einen SYBR Green Ausschluss-Assay durchgefiihrt und zum anderen die Partikelgrof3e

mithilfe von DLS-Messungen bei 25 °C ermittelt.

Zunachst wurden alle Polyplexmizellen mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Ein
Zerfall der Polyplexmizellen wiirde sich durch eine erhohte Fluoreszenzintensitdt duBern,
da der verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green wieder in die freie DNA interkalieren
konnte. Abbildung 36 zeigt die Messung der Fluoreszenzintensitat der Polyplexmizellen aus
allen vier Blockkatiomeren mit N/P-Verhaltnissen von 0.2-300 Uber eine Zeitspanne von 4

Wochen.
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Abbildung 36 Ermittlung der Langzeitstabilitdt mithilfe des SYBR Green Ausschluss-Assays der
Polyplexmizellen aus den reduktiv-spaltbaren Blockkatiomeren P1S (oben links) und
P2S (oben rechts) und deren Referenzpolymeren P1 (unten links) und P2 (unten rechts)
in einem Zeitraum von 28 Tagen.
Der Verlauf der Kurven fiir alle vier Polymere andert sich im untersuchten Zeitraum von 28
Tagen nur sehr gering und verdeutlicht die Langzeitstabilitat unabhanig von der Zeit. Einzig
bei einem N/P Verhaltnis von 100 wurde fur die Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer
P1S eine grolRe Standardabweichung von 26% und eine leichte Erhéhung der
Fluoreszenzintensitat von 7% nach 28 Tagen gemessen. Fiir die Polyplexmizellen aus dem
groBeren Blockkatiomer P2S wurde eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat von 8% fur
N/P = 8 nach 14 Tagen beobachtet. Fiir die anderen N/P-Verhaltnisse fallt die Zunahme der
Fluoreszenzintensitat mit der Zeit geringer aus. Die Kurvenverlaufe der Referenzpolymere

P1 und P2 zeigten stabilere Fluoreszenzintensitdten Gber den gemessenen Zeitraum fiir alle

N/P-Verhaltnisse. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die untersuchten N/P-
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Verhaltnisse 0.2-300 nur einen geringen Einfluss auf die Langzeitstabilitdit der
Polyplexmizellen besitzen. Da beim Vergleich der Kurvenverldaufe der Polyplexmizellen aus
P1S und P2S bzw. P1 und P2 kaum Unterschiede auffallen, wurde davon ausgegangen, dass
auch die molare Masse und das n/m Verhaltnis keine wesentlichen Auswirkungen auf die
Langzeitstabilitdt haben. Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurden die GroRen der
Polyplexmizellen aus allen vier Blockkatiomeren mittels DLS in einem Zeitraum von 28
Tagen untersucht. Wenn es zu einem Zerfall der Polyplexmizellen kommen sollte, wiirde
sich dies in einer Anderung des hydrodynamischen Durchmessers (dn) duern. Abbildung
37 demonstriert, dass die gebildeten Nanokomplexe sowohl mit einem kleinen N/P-
Verhaltnis von 8, als auch mit einem groRen N/P-Verhaltnis von 100, in einem Zeitraum von

28 Tagen keine Aggregatbildung oder Dissoziation zeigten.

120 120 4
B
1104 1104 ——P2S
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Abbildung 37 DLS-Messungen zur Untersuchungen der Langzeitstabilitdt der Polyplexmizellen aus
den reduktiv-spaltbaren Blockkatiomeren P1S (blau) und P2S (rot) und den
Referenzpolymeren P1 (hellblau) und P2 (magenta) in den N/P-Verhéltnissen von 8
(links) und 100 (rechts).

Die DLS-Messungen des hydrodynamischen Durchmessers (dn) geben keine eindeutigen

Hinweise auf den Einfluss der Disulfid-Briicke und der unterschiedlichen Konstitutionen der

eingesetzten Blockkatiomere. Es ist lediglich zu sagen, dass die Groflen der

Polyplexmizellen mit einem kleineren N/P-Verhiltnis von 8 groRere Partikel bildeten, als

die Nanokomplexe mit einem N/P-Verhaltnis von 100. Fiir N/P = 8 schwankten die GroRen
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im Bereich von 65-110 nm, wahrend die GroRen fiir N/P = 100 in dem Bereich von 45-95 nm

fluktuierten.

Als weitere Untersuchung wurde die Stabilitat der Polyplexmizellen gegeniiber zwei
verschieden hoch konzentrierten Kochsalzlésungen untersucht. Diese Umgebung kommt
den in vivo Bedingungen deutlich ndher als die Untersuchungen in reinen Puffermedien, da
sowohl im Blut als auch im Zytosol eine gewisse Salzkonzentration vorliegt. Darlber hinaus
werden Therapeutika in der Gentherapie haufig intravends in einer Kochsalzlosung
verabreicht, so dass auch hier eine Stabilitat der Komplexe nétig ist. Die Polyplexmizellen
wurden in 50 mM und 150 M wassrigen Natriumchlorid-Losung gelagert, wobei Letztere
der isotonischen Salzkonzentration im Kérper am nachsten kommt. Um die kolloidale
Stabilitat der Polyplexmizellen zu ermitteln, wurde die PartikelgroRRe analysiert, welche aus
DLS-Messungen bei 25 °C erhalten wurde. Abbildung 38 zeigt die kolloidale Stabilitat der
Polyplexmizellen in 50 mM und 150 mM wassriger Natriumchlorid-L6sungen in dem

gemessenen Zeitraum von 28 Tagen.

| In 50 MM NaCl-Lésung | | In 150 mM NaCI-Lésung |
——P1S N/P 8 ——P1S N/P 100 ——P2S N/P 8 ——P2S N/P 100 ——P1S N/P 8 ——P1S N/P 100 —— P2S N/P 8 ——P2S N/P 100
-+ -P1NP8-+-P1N/P100-~=-P2N/P8- = -P2N/P 100 -+ =-P1N/P8-+~-P1N/P100- = -P2N/P8&8~- = -P2N/P 100
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Abbildung 38 Langzeitstabilitdt der Polyplexmizellen mit einem N/P-Verhaltnis von 8 und 100 in
50 mM (links) und 150 mM NaCl-Lésung (rechts).

Die Polyplexmizellen wurden jeweils aus den synthetisierten Blockkatiomeren in den N/P-

Verhaltnissen 8 und 100 gebildet. Innerhalb der 28 Messtage wurden bei der Lagerung in

der niedrig konzentrierten Kochsalzlosung (50 mM) fiir das N/P-Verhaltnis von 100 keine

-99 .-



Reduktiv-spaltbares PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den Gentransport

bzw. nur geringe Abweichungen des hydradynamischen Durchmessers (dn) beobachtet.
Dieses Ergebnis traf auf alle vier Blockkatiomere zu. Polyplexmizellen, die mit den reduktiv-
spaltbaren Blockkatiomer P1S und dem groRerem Referenzpolymer P2 zeigten hingegen
groRere Schwankungen bei einem N/P-Verhdltnis von 8. Der hydrodynamische
Durchmesser (dn) der P2/pDNA-Komplexe nahm von 108.6+7.7 nm innerhalb von 14 Tagen
auf 191.9+22.0 nm zu. Die P1S/pDNA-Mizellen zeigten eine GroRenzunahme von
130.9£6.9 nm auf 239.1+11.4 nm innerhalb von 14 Tagen. Die Polyplexmizellen aus den
Blockkatiomeren P2S und P1 zeigten jedoch auch bei N/P = 8 eine gute Stabilitat bei der
Lagerung in der niedrig konzentrierten Kochsalzlosung (50 mM). Der hydrodynamische
Durchmesser (dn) fluktuierte um den Wert von 70 nm innerhalb des gesamten

Messzeitraums.

In isotonischer Kochsalzlosung (150 mM) zeigten die Polyplexmizellen aus den
Blockkatiomeren P2S, P1 und P2 Aggregationsverhalten schon nach 7 Tagen Lagerung.
Dabei bildeten die Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer P1 die kleinsten Aggregate mit
einem hydrodynamischen Durchmesser von 95.9+1.7 nm fiir N/P = 8 und 115.1+3.0 nm fur
N/P = 100. Die reduktiv-spaltbaren Polyplexmizellen aus P1S hingegen dissoziierten bei
einem N/P-Verhaltnis von 8 direkt am ersten Tag und bei einem N/P-Verhiltnis von 100
nach 7 Tagen. Die Polyplexmizellen aus dem gréReren Blockkatiomer P2S zeigten nach
einem Tag ein Aggregationsverhalten mit einer GroRe von 220.0+11.0 nm fiir N/P = 8 und
mit einem kleineren Durchmesser von 174.9+15.1 nm bei N/P = 100. Die Polyplexmizellen
aus dem Referenzpolymer P2 aggregierten direkt bei N/P =8 zu einer GroRe von
211.6%3.7 nm und mit N/P = 100 erst nach 7 Tagen zu einer GroRe von 131.4+6.5 nm. Im
Gegensatz dazu aggregieren Polyplexmizellen aus linearem PEI (22 kDa) schon nach einer
Stunde zu Uber 1000 nm groRen Partikeln.[**®l Die Ergebnisse zeigen, dass die
Blockkatiomere eine gute bis moderate kolloidale Stabilitdt lieferten und die
Polyplexmizellen aus den Referenzpolymeren stabiler in 150 mM waéssriger Kochsalz-
Losung waren. AuBerdem scheinen Polyplexmizellen mit einem kleineren N/P-Verhaltnis

von 8 schneller zu Aggregatbildung zu neigen. Die beobachtete Salz-induzierte Aggregation
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lasst sich damit erklaren, dass die intramolekulare AbstofRung in Salzlésung gering ist und
die repulsiven Wechselwirkungen zwischen den Polyplexmizellen stark reduziert werden.
Aufgrund der Salz-lonen liegt eine nahezu neutrale Oberflachenladung vor, sodass die
Komplexe zu groRen Partikeln aggregieren.!l Dieser Effekt ist besonders stark bei einem
kleinen N/P-Verhaltnis und damit bei einer niedrigeren Anzahl an freien positiven Amin-
Gruppen ausgepragt. Aus diesem Grund waren bei dem Vergleich der beiden reduktiv-
spaltbaren Blockkatiomere, die Polyplexmizellen aus P2S und mit einem N/P-Verhaltnis von
300 stabiler in isotonischer Umgebung. Das Polymer P2S besteht aus einem langeren
kationischen Polymerblock von 30 P[Asp(DET)]-Repetiereinheiten und hat ein kleineres

Blocklangenverhaltnis (n/m) von 1.4.

Studien zur Morphologie, GroRRe und Oberflaichenladung der Polyplexmizellen aus den
reduktiv-spaltbaren Blockkatiomeren P1S und P2S und den Referenzpolymeren P1 und
P2. Die Form und GroRe der gebildeten Polyplexmizellen wurde mittels TEM-Analyse
bestimmt. Daflr wurden Polyplexmizellen mit einem N/P Verhaltnis von 8 und 100
gebildet. Abbildung 39 zeigt uniforme und spharische Strukturen mit Durchmesser von ca.

50 nm fir Polyplexmizellen aus allen vier Blockkatiomeren.
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Abbildung 39 TEM-Aufnahmen der Polyplexmizellen mit N/P =8 und N/P = 100. Die Aufnahmen
wurden angefertigt von Herrn Volker Brandt im Arbeitskreis von Prof. J. Tiller.

Die TEM-Aufnahmen zeigen, dass die Strukturen und GroRen der Polyplexmizellen
unabhdngig vom strukturellen Aufbau der Polymere und vom N/P-Verhiltnis nahezu
identisch waren. Anhand dieser Aufnahmen ist deutlich zu erkennen, dass die
Polyplexmizellen als stabile homogene Nanopartikel ohne Aggregationsverhalten vorlagen.
In diesem Zusammenhang soll erwahnt werden, dass die TEM-Analyse eine qualitative
Methode ist, da sie nur eine limitierte Anzahl von Polyplexmizellen charakterisieren kann.
Um Informationen liber die ganze GroRenverteilung der Komplexe zu bekommen, wurden
DLS-Messungen durchgefiihrt. Abbildung 40 zeigt den Vergleich der hydrodynamischen

Durchmesser (dn) mit steigendem N/P-Verhaltnis.
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Abbildung 40 Hydrodynamischer Durchmesser der Polymer/pDNA-Komplexe in Abhingigkeit des
N/P-Verhéltnisses.
Die Kurven der DLS-Messungen fiir die Blockkatiomere P1S und P1 verlaufen dhnlich. Die
GroRen der Polyplexmizellen aus dem reduktiv-spaltbaren Polymer P1S erreichten ein
Maximum bei N/P=0.5 mit einem hydrodynamischen Durchmesser (dn) von
217.8+67.1 nm und sanken bei N/P = 2 wieder auf 116.9+7.2 nm ab. Der hydrodynamische
Durchmesser der Polyplexmizellen mit dem Referenzpolymer P1 erreichte das Maximum
schon bei N/P = 0.2 mit 99.8+2.6 nm und sank auf 65.1+3.2 nm bei N/P = 2 ab. Anhand der
ermittelten Maxima wurde davon ausgegangen, dass der Ladungsausgleich zwischen
Polymer und DNA, der so genannte isoelektrische Punkt, fir P1S bei einem N/P-Verhaltnis
von 0.5 und fiir P1 bei einem N/P-Verhéltnis von 0.2 stattfand. An diesem Punkt schienen
die Partikel zu aggregieren, da keine repulsiven Wechselwirkungen herrschten. Die
grofleren Polymere P2S und P2 erreichten den isoelektrischen Punkt erst bei einem
groBeren N/P-Verhaltnis. Polyxplexmizellen aus P2S zeigten ein Maximum bei einem N/P-
Verhiltnis von 1 mit einer GréRe von 342.1+23.2 nm, die bei N/P =2 auf 157.0+16.0 nm
herabfiel. Bei den Polyplexmizellen aus dem Referenzpolymer P2 wurden die gréBten
Partikel bei einem N/P-Verhaltnis von 2 mit 126.7+5.1 nm gemessen. Der hydrodynamische

Durchmesser fiel dann auf 61.4+2.1 nm bei N/P =4. In diesem Zusammenhang wurde
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deutlich, dass die PartikelgroBen mit der reduktiv-spaltbaren PEtOx-Hiille generell groRRer
waren fir N/P<4 als die gemessenen Referenzkomplexe. AuRerdem spielte die Konstitution
der Polymere eine Rolle auf den isoelektrischen Punkt der Polyplexmizellen. Die maximale
PartikelgroRe wurde bei den Polymeren mit nur 7 bzw. 8 P[Asp(DET)]-
Wiederholungseinheiten schon bei einem kleineren N/P-Verhaltnis von 0.2 bzw. 0.5
erreicht. Fur ein N/P-Verhaltnis groBer als 20 wurde fiir alle untersuchten Polyplexmizellen,
unabhangig des strukturellen Aufbaus der Blockkatiomere, nur noch ein leichtes
Schwanken im Bereich von 60-80 nm beobachtet. Auch Kataoka et al. erhielten mit den
Blockkatiomeren  PEG-SS-P[Asp(DET)] und PEG-b-P[Asp(DET] 80-90 nm groRe
Polyplexmizellen. Im Vergleich dazu sind Polyplexmizllen aus dem Homopolymer
P[Asp(DET)] bis zu 600 nm groR.[1%! Durch die neutrale PEtOx-Hiille konnte die Bildung
groRerer Aggregate erfolgreich umgangen werden. Interessant ist auch, dass Zhong et al.
ebenfalls keine Unterschiede im hydrodynamischen Durchmesser der Polyplexmizellen aus
PDAEMA-SS-PEG-SS-PDAEMA  und PDAEMA-b-PEG-b-PDAEMA  nach vollstandiger
Komplexierung der DNA feststellen konnte. Weiterhin beobachtete er ebenfalls keine
Unterschiede im Hinblick auf die unterschiedlichen Molmassen der Blockkatiomere.!1%! Die
Uber die DLS ermittelten GroRen stimmten gut mit der GroRenbestimmung aus den TEM-
Analysen Uiberein. Hierbei soll angemerkt sein, dass die ermittelten GroRen mittels DLS die
hydrodynamischen GroBen in Losung darstellten, wahrend die Proben in der TEM-Analyse
trocken vorlagen. Die gesamte GroRenverteilung von 60 bis 80 nm befindet sich in einem
idealen GréRenbereich, um passiv Giber den EPR-Effekt in das Tumorgewebe aufgenommen

zu werden.

Neben der GroBe wurde auch die Oberflachenladung der Polyplexmizellen ermittelt. Die
Interaktion zwischen der negativ geladenen Zellmembran und der Polyplexmizellen ist
entscheidend fiir eine gute Zellaufnahme und fir eine effiziente Gentransfektion. Es ist
bekannt, dass ein leicht positives Zetapotential die Zellaufnahme férdert, wahrend eine zu

hohe positive Ladungsdichte die Zytotoxizitit erhéht.[?®! Die Oberflichenladung wurde
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anhand von DLS-Messungen des Zetapotentials in Abhangigkeit des N/P-Verhaltnisses
ermittelt (Abbildung 41).
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Abbildung 41 Zetapotential der Polyplexmizellen in Abhangigkeit des N/P-Verhdltnisses.

Beobachtet man den Verlauf der Graphen, zeigen alle vier Kurven ein dhnliches Verhalten.
Das Zetapotential nimmt mit steigendem N/P Verhaltnis von -12 mV bis zu +17 mV zu.
Auffallig dabei ist, dass die reduktiv-spaltbaren Polyplexmizellen weniger stark negativ
geladen sind fur N/P<1 als die Referenzpolyplexmizellen. Das spricht fir eine bessere
Abschirmung der negativen Ladung bzw. fiir einen effizienteren Ladungsausgleich.
Wahrend das Zetapotential der Komplexe aus P1 und P2 fiir N/P = 0.2 bei -7.5+1.9 mV bzw.
bei -11.6£2.3 mV lag, war das Zetapotential fur die Nanopartikel aus P1S und P2S
wesentlich héher bei -4.2+0.2 mV und -4.2+0.4 mV. Generell ist das negative Zetapotential
auf die Uberschiissigen negativen Ladungen der Phosphat-Gruppen der Plasmid-DNA
zurick zu fuhren. Mit zunehmender Komplexierung der DNA findet ein Ladungsausgleich
statt, sodass das Zetapotential den Wert Null erreicht. Danach fihrt Uberschissige
kationische Ladung des Blockkatiomers zu positiven Zetapotentialen. Bei einer optimalen
Schale-Kern-Struktur kann die Uberschissige kationische Ladungsdichte mithilfe des
neutralen hydrophilen Polymers abgeschirmt werden. Die Polyplexmizellen aus dem

reduktiv-spaltbaren Blockkatiomer P1S, welches 8 kationische P[Asp(DET)]-Einheiten
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enthielt, erreichte eine neutrale Oberflachenladung bei N/P = 1-2. Der Ladungsausgleich
der negativen DNA-Phosphatgruppen wurde mit dem Blockkatiomer P2S, welches 30
P[Asp(DET)]-Repetiereinheiten enthielt, schon ab einem N/P-Verhaltnis von 0.5-1 erreicht.
Far N/P>1 fluktuierte die Oberflachenladung der Polyplexmizellen aus den beiden
Blockkatiomeren P1S und P2S um 2 mV bis zu einem N/P-Verhéltnis von 8. Dieses Ergebnis
verdeutlicht eine optimale Abschirmung durch die neutral geladene PEtOx-Schale und
bestatigt eine geeignete Kern-Schale-Architektur der gebildeten Polyplexmizellen. Fiir N/P-
Verhaltnisse groBer als 8 stieg das Zetapotential der Komplexe mit allen vier
Blockkatiomeren kontinuierlich an und erreichte eine Oberflachenladung bei N/P = 300 von
+12.741.4 mV fur P1S und +15.5+2.3 mV fir P2S. Lediglich die Polyplexmizellen des
Polymers P1 blieben auch bei einem hohen N/P-Verhaltnis von 300 leicht positiv geladen
mit einem Wert von +6.8£1.6 mV. Bei dem Vergleich mit den Referenzpolymeren fallt auf,
dass die Polyplexmizellen aus P1 und P2 den Ladungsausgleich erst bei einem viel groRerem
N/P-Verhaltnis von 4 erreichten. Dieses Ergebnis hangt womaglich mit der besseren DNA-
Bindungseffizienz der reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere aufgrund der hydrophoben
Cystamin-Einheit zusammen (Abbildung 35). Der Einfluss der unterschiedlichen
Konstitutionen und molaren Massen spielt bei den reduktiv-spaltbaren Blockkatiomeren
P1S und P2S kaum eine Rolle. Hier hdngt die Oberflachenladung stark von dem N/P-
Verhaltnis der Komplexe ab. Bei den Referenzpolymeren P1 und P2 macht sich die
unterschiedliche Polymerarchitektur starker bemerkbar. Polymer P1 mit der kleineren
molaren Masse von 7 kDa und dem groBeren hydrophilen PEtOx-Polymerblock schirmt die
kationische Ladungsdichte starker ab, sodass selbst bei hohen N/P-Verhiltnissen ein

Zetapotential von ca 2 mV gemessen wurde.

Untersuchungen zur reduktiven Spaltung der Polyplexmizellen mit den Blockkatiomeren
P1S und P2S. Eine Besonderheit der synthetisierten Blockkatiomere P1S und P2S ist die
Einflihrung einer reduktiv-spaltbaren Disulfid-Briicke zwischen des hydrophilen PEtOxn-
und des kationischen P[Asp(DET)]m-Blocks. Mithilfe eines spaltbaren Linkers soll das so

genannte PEG-Dilemma umgangen werden. Es ist bekannt, dass durch die PEGylierung von
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Nanopartikel zwar die Zytotoxizitat und die Wechselwirkung mit Biomakromolekilen
reduziert werden konnen, aber die Zellaufnahme und damit die Gentransfektionseffizienz
darunter leiden.?? Aus diesem Grund wurden reduktiv-spaltbare Blockkatiomere
synthetisiert, welche Polyplexmizellen mit einer abspaltbaren PEtOx-Schale ausbilden.
Dadurch sollte eine effizientere Gentransfektion gewahrleistet werden, ohne den Schutz
der DNA und eine niedrige Zytotoxizitat zu vernachlassigen. Als Modellreaktion fir die
reduktive Umgebung des Zytoplasmas wurde eine 10 mM Dithiothreitol (DTT) Losung in
HEPES Puffer (10 mM, pH 7.4) verwendet. Nach der Zugabe der DTT-L6sung zu den
Polyplexmizellen aus den Blockkatiomeren P1S und P2S, wurde der hydrodynamische
Durchmesser (dn) in einem Zeitraum von drei Stunden gemessen. Eine Spaltung der
Disulfid-Bricke wiirde zu einem GroRenanstieg der Polyplexmizellen fiihren, da dadurch
die hydrophile Abschirmung der PEtOx-Hille verloren gehen wirde und
Aggregationsprozesse eintreten wirden. AuRerdem wurde die Umgebung auRerhalb des
Zytoplasmas nachgestellt, indem eine 10 uM DTT-L6sung zu den Polyplexmizellen aus P1S
und P2S zugegeben wurde und ebenfalls der hydrodynamische Durchmesser (dn) Gber den
Zeitraum von drei Stunden verfolgt wurde. Als Negativkontrolle wurde eine 10 mM DTT-
Losung zu den Polyplexmizellen aus P1 und P2 gegeben. Abbildung 42 zeigt die Ergebnisse

der GroBenentwicklung nach Zugabe der DTT Losungen.
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Abbildung 42 Hydrodynamischer Durchmesser der Polyplexmizellen nach Zugabe der DTT-Lésungen
in Abhingigkeit der Inkubationszeit.
Far die Untersuchungen wurden Polyplexmizellen mit einem N/P Verhaltnis von vier
verwendet. Wie erwartet, wurde fir die reduktiv-spaltbaren Polyplexmizellen aus P1S und
P2S in 10 mM DTT-Losung ein GroRenanstieg innerhalb der gemessenen drei Stunden
beobachtet. Die GroRRe der Polyplexmizellen aus P1S nahm von 175.7+21.4 nm innerhalb
des gemessenen Zeitraums auf 499.74+50.2 nm zu. Die Kontrolle der P1S/pDNA-Mizellen in
10 uM DTT-Losung zeigte keinen GrofRenanstieg wahrend der drei Stunden Messzeit. Der
hydrodynamische Durchmesser (dn) schwankte lediglich um den Wert von 120 nm, sodass
von keiner Spaltung der Disulfid-Briicke unter extrazelluldren Bedingungen ausgegangen
wurde. Die GroRen der P2S/pDNA-Komplexe nahmen in 10 mM DTT-LAsung innerhalb von
drei Stunden von 92.84£32.6 nm auf 509.8+40.0 nm zu. Aufgrund der kleineren Steigung der
Kurve wurde von einer langsameren Spaltung als bei den P1S/pDNA-Komplexen
ausgegangen. Aus diesem Ergebnis lasst sich schlussfolgern, dass die Polymerarchitektur
und molare Masse einen Einfluss auf die Spaltung der Disulfid-Briicke hat. Fir
Polyplexmizellen aus dem Polymer P2S mit 30 anstelle von 8 kationischen Einheiten und

einer molaren Masse von 10 kDa war eine langere Inkubationszeit in 10 mM DTT-L6sung
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fur die Spaltung des Disulfid-Linkers erforderlich. Das konnte damit zusammenhangen, dass
das nach der Spaltung vorliegende P[Asp(DET)]-Polymer aufgrund der groReren Molmasse
und der vielen kationischen Amin-Gruppen die DNA effizienter komplexieren kann. Dieser
Unterschied konnte bereits bei der DNA-Bindungseffizienz beobachtet werden. Unser
Ergebnis stimmt gut mit der publizierten Arbeit von Zhong et al. lberein. Hierbei wurde
ebenfalls eine langsamere GroRenzunahme in 10 mM DTT-Losung der Polyplexmizellen aus
PDMAEMA-SS-PEG-SS-PDMAEMA mit 13 kDa als mit 6.6 kDa beobachtet. Das resultierende
PDMAEMA-Homopolymer war aufgrund der geringen Molmasse von 6.6 kDa nicht in der
Lage die DNA effizient zu verpacken.[*%! Aus den Messdaten der Polyplexmizellen in 10 uM
DTT-Losung lie sich aufgrund der nahezu konstanten GrofRen innerhalb des Messzeitraums
eine Spaltung der Disulfid-Briicken ausschlieRen. Kataoka et al. erzielte dhnliche Ergebnisse
bei der Verwendung des reduktiv spaltbaren Polymers PEG-SS-P[Asp(DET]. Er beobachtete
ebenfalls, dass die PEG-Abspaltung von der Konzentration der umgebenden Thiol-Gruppen
abhangt. So nahm die GroRe der Polyplexmizellen aus PEG-SS-P[Asp(DET)] in 10 mM DTT-
Losung nach 30 Minuten einen Durchmesser von ca. 1000 nm an. In 10 uM DTT-LOsung
blieb die GroRe der Polyplexmizellen jedoch konstant bei ca. 90 nm.'% Die
Negativkontrolle mit den Polyplexmizellen aus den Referenzpolymeren P1 und P2 zeigte
unter reduktiven Bedingungen in einer 10 mM DTT-Losung nahezu konstante GroRen. Der
hydrodynamische Durchmesser (dn) der P1/pDNA-Komplexe fluktuierte lediglich um den
Wert von 65 nm, wahrend die GroRen der P2/pDNA-Komplexe um den Wert von 140 nm

schwankten.

Untersuchungen der pH-Sensitivitit der Polyplexmizellen im sauren Medium. Der
endosomale Austritt stellt einen der wichtigsten und limitierenden Schritte fiir eine
effiziente Gentransfektion dar. Durch einen erfolgreichen endosomalen Austritt kann der
Abbau im Lysosom vermieden werden und die Freisetzung ins Zytoplasma gewahrleistet
werden. Hierbei soll die Senkung des pH-Wertes von 7.4 im extrazelluldaren Milieu zu 5.5 im
spaten Endosom ausgenutzt werden.??l Der Prozess des endosomalen Austritts ist noch

nicht vollstandig aufgeklart, aber es ist bekannt, dass eine hohe positive Ladungsdichte der

-109 -



Reduktiv-spaltbares PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den Gentransport

nicht-viralen Genvektoren die Destabilisierung der endosomalen Membran férdert. Diese
Destabilisierung von Zellmembranen ist auBerhalb der Zelle zu vermeiden, aber innerhalb
des Endosoms forderlich fir die Freisetzung der Polyplexmizellen. Dieses Verhalten kann
durch ein geeignetes Polymerdesign mit einer pH-sensitiven Seitenkette, wie DET, und
durch eine Abschirmung der kationischen Ladung durch eine spaltbare Schale-Kern-
Architektur gesteuert werden. Die hydrophile PEtOx-Schale ist dafiir bestens geeignet, da
sie Stealth-Eigenschaften ohne pH-sensitive Gruppen hat. Diethylentriamin hingegen
durchldauft eine klare zwei-Stufen Protonierung unter einer Gauche-Anti-
Konformationsidnderung.[*211221 Aufgrund dessen verfiigt die DET-Seitenkette iiber eine
effektive Puffer-Funktion in saurer, endosomaler Umgebung auf. Kataoka et al. ermittelte
zwei unterschiedliche pKs-Werte fiir die Ethylendiamin-Einheit von 6.0 und 9.5. Bei einem
pH-Wert von 7.4 liegt die Seitenkette in einem einfach protoniertem Zustand, der Gauche-
Form vor. Bei einem saurem pH-Wert von 5.0 verschiebt sich das Gleichgewicht zu dem
zweifach protonierten Zustand, bei dem die Ethylendiamin-Einheit in der Anti-Form
vorliegt."?l Um das Verhalten der Polyplexmizellen aus den hier synthetisierten
Blockkatiomeren unter endosomal-sauren Bedingungen zu uberprifen, wurden die
Polyplexmizellen in einer wassrigen Puffer-Losung mit einem pH-Wert von 5 geldst und die

GroRenanderung wurde mittels DLS ermittelt (Abbildung 43).
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Abbildung 43 Hydrodynamischer Durchmesser der Polyplexmizellen in wassrig saurer Puffer-Losung
mit pH = 5.
Es wurde beobachtet, dass die GroRen der Polyplexmizellen mit P2S sowohl bei kleinem
N/P-Verhaltnis von 8, als auch bei hohem N/P-Verhaltnis von 100 groRe Aggregate von
1103+£82.0 nm bzw. 1035%£47.2 nm bildeten. In HEPES-Puffer mit einem pH-Wert von 7.4
wurden GroRRen von 82.0+9.0 nm fiir N/P = 8 und 61.0+6.0 nm fiir N/P = 100 gemessen. Die
P1S/pDNA-Komplexe zeigten ein d&hnliches Verhalten. Es wurden Aggregate von
772.1+22.3 nm fir N/P = 8 und 758.3+10.3 nm fuir N/P = 100 im saurem Medium ermittelt.
In pH 5 saurer Losung liegt aufgrund der zweifachen Protonierung der Ethylendiamin-
Einheit eine erhohte Ladungsdichte vor. Abbildung 44 stellt schematisch die

GroRenanderung in Losung mit pH =5 dar.

-111-



Reduktiv-spaltbares PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den Gentransport

pH=7.4

Abbildung 44 Schematische Darstellung der GréRendnderung von Polyplexmizellen in pH = 5.[190!

PEtOx-Polymer ist in blau und der kationische P[Asp(DET)]-Block ist in rot dargestellt.
Bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4 herrscht eine niedrige intramolekulare
AbstoBung in der einfach protonierten Ethylendiamin-Einheit, sodass die freien
Seitenketten in einer kompakten Form vorliegen. Die Senkung des pH-Wertes auf pH =5
hat aufgrund der zweifachen Protonierung der Ethylendiamin-Einheit groBe repulsive
Wechselwirkungen innerhalb der Seitenkette zur Folge, sodass es zur Aufweitung der
Polymerketten und Quellung der Polyplexmizelle kommt.[1% |nfolgedessen nimmt die
gemessene PartikelgrofRe zu. Harkay et al. beobachteten bei der Untersuchung von PEI-
pDNA-Komplexen ebenfalls eine Anderung der PartikelgréRe mit dem Absenken des pH-
Wertes.[141 Sje schlussfolgerten, dass die GroRenidnderung mit der Polymerladung
einhergeht und diese wiederum einen Effekt auf die DNA-Komplexierung hat. Des Weiteren
berichteten Schubert et al. bei der Untersuchung von Polyplexen basierend auf
amphiphilen Poly(2-oxazolinen) eine GroRenzunahme in pH 5 saurer Losung. Hierbei wurde
die GroBendanderung ebenfalls mit der zunehmenden Ladungsdichte und der damit
einhergehenden Ausdehnung der Polymerketten erklart.[1°? Die Schwellung und
Aufweitung der Komplexe in saurer Losung deutete auf eine gute Puffer-Kapazitat der

reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere (P1S, P2S) hin und kann damit die Freisetzung aus dem
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Endosom begiinstigen. Die Referenzpolymere P1 und P2 hingegen, zeigten ein anderes
Verhalten. P1/pDNA-Komplexe bildeten unter sauren Bedingungen mit einem N/P-
Verhaltnis von 8 kleinere Aggregate von 200.5%5.5 nm und mit N/P = 100 Aggregate von
484.0+£37.1 nm. In HEPES-Puffer mit einem pH-Wert von 7.4 wurden GréRen von
67.5+2.8 nm fir das kleinere N/P-Verhaltnis und 64.4%+3.0 nm fur N/P = 100 ermittelt. Das
Referenzpolymer P2 zeigte bei einem N/P-Verhaltnis von 8 eine Aggregatbildung mit einem
hydrodynamischen Durchmesser von 534.5+15.4 nm. Die Polyplexmizellen mit einem N/P-
Verhaltnis von 100 zerfielen unter sauren Bedingungen. Zusammenfassend ldsst sich sagen,
dass fiir die Stabilitdt und die Ausdehnung der Polyplexmizellen im sauren Milieu bei pH =5

die EinfUhrung einer Disulfid-Briicke in die Schale-Kern-Architektur sinnvoll ist.

Untersuchungen der Polyplexdissoziation in einer Austauschreaktion mit Heparin als
Modellanion. Die geformten Polyplexmizellen aus den hier synthetisierten
Blockkatiomeren sollen als Transfektionsvektoren charakterisiert werden. Dazu gehort die
Untersuchung des Dissoziationsverhaltens der Polyplexmizellen in einer Austauschreaktion
mit polyanionischen Biomakromolekiilen. Es soll sichergestellt werden, dass die Komplexe
in der Lage sind im Zytoplasma zu zerfallen, damit die freigesetzte DNA in den Nukleus
eintreten kann. Die Dissoziation der Polyplexmizellen ist folglich Voraussetzung fiir die
Transkription der DNA und damit fir die Genexpression. Als Modellanion wurde Heparin in
unterschiedlichen Konzentration zu den Polyplexmizellen gegeben. Die Dissoziation wurde
mithilfe eines Heparin-Assays durchgefiihrt und mittels zwei unabhangigen Methoden
verfolgt. Zum einen wurde die Freisetzung der DNA durch die Migration der freien DNA-
Bande im Agarosegel visualisiert. Zum anderen wurde die verwendete DNA, wie im SYBR
Green Ausschluss-Assay zuvor, angefarbt und die Freisetzung der DNA mittels Messung der
Fluoreszenzintensitat verfolgt. Daflir wurden Polyplexmizellen jeweils in den N/P-
Verhaltnissen von 8 und 100 gebildet. Abbildung 45 zeigt die Ergebnisse des Heparin-Assays

fur die Polyplexmizellen mit dem N/P-Verhiltnis von 8.
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Abbildung 45 Heparin-Assay der Polyplexmizellen mit N/P = 8 detektiert mit Gelelektrophorese
(links) und Fluoreszenzintensitat (rechts).

Die Untersuchung mittels Gelelektrophorese zeigte, dass die Polyplexmizellen aus allen vier
Blockkatiomeren schon bei einer geringen Konzentration von 10 U mL* dissoziierten. Die
DNA wurde durch die Austauschreaktion mit dem Polyanion freigesetzt, sodass die
Migration der freien DNA im Gel sichtbar war. Die Messung der Fluoreszenzintensitaten
bestatigte die Ergebnisse der Gelelektrophorese. Ab einer Heparin-Konzentration von
10 U mL ! nahm die Fluoreszenzintensitit zu. Die DNA wurde aus dem Komplex freigesetzt
und der DNA-Farbstoff SYBR Green interkalierte in die Doppel-Helix, was in einem Anstieg
der Fluoreszenzintensitdaten resultierte. Abbildung 46 zeigt die Ergebnisse des Heparin-

Dissoziations-Assays fiir die Polyplexmizellen mit N/P = 100.
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Abbildung 46 Heparin-Assay der Polyplexmizellen mit N/P = 100 detektiert mit Gelelektrophorese
(links) und Fluoreszenzintensitat (rechts).

Die Polyplexmizellen mit dem hoheren N/P-Verhaltnis schienen stabiler in der
Austauschreaktion mit Polyanionen zu sein. Fir die Polyplexmizellen aus dem reduktiv-
spaltbaren Blockkatiomer P1S wurde eine Freisetzung der DNA erst ab einer Heparin-
Konzentration von 60U mL? beobachtet. Das gleiche Ergebnis galt auch fur das
Referenzpolymer P1. Die Migration der DNA im Gel fir die Polyplexmizellen aus P1S und
P1, wurde durch die Messung einer erhdhten Fluoreszenzintensitat bei 60 U mL™* Heparin
bestatigt (Abbildung 46 rechts). Die Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer P2S und P2
zeigten ahnliche Stabilitdten. Hierbei wurde eine verschmierte DNA-Bande bei einer
Konzentration von 60 U mL! beobachtet und eine klare DNA-Bande fiir 100 U mL* Heparin.
Die Ergebnisse konnten durch die Messung der Fluoreszenzintensitdaten bestatigt werden.
Hierbei wurde eine maximale Intensitit bei einer Heparin-Konzentration von 100 U mL?
beobachtet. Zusammenfassend wurden Polyplexmizellen aus reduktiv-spaltbaren
Blockkatiomeren gebildet, die kolloidale Stabilitdt besaBen und in der Lage waren in einer
Austauschreaktion mit Polyanionen zu dissoziieren. Dabei spielte sowohl das N/P-

Verhaltnis, als auch die Konzentration des Polyanions eine Rolle.
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Zytotoxizitdten der Blockkatiomere in Abwesenheit und als Komplex mit der DNA. Bei der
Entwicklung nicht-viraler Genvektoren ist es wichtig die Balance zwischen hoher
Gentransfektionsrate neben minimaler Zytotoxizitat zu wahren. Die Zytokompatibilitat der
synthetisierten Blockkatiomere und der Polyplexmizellen wurden in einem gangigen

Zytotoxizitats-Assay mit HEK293 Zellen untersucht (Abbildung 47).
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Abbildung 47 Zellviabilitat der HEK293 Zellen nach Inkubation mit den Blockkatiomeren (links) und

Polymer/pDNA-Komplexen (rechts) bestimmt mithilfe eines CCK-Zellviabilitdt-Assays.
Die reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere P1S und P2S zeigten selbst in hohen
Konzentrationen von 1 mg/mL exzellente Zellkompatibilitdt mit Gber 70% Zellviabilitat.
Lediglich das Referenzpolymer P1 verursachte ab einer Konzentration von 300 pug/mL eine
geringere Zellviabilitat als 70%. Anhand dieses Ergebnisses wurde die Arbeitshypothese
bestatigt, dass die Einflihrung eines spaltbaren Disulfid-Linkers in die Polymerstruktur eine
Reduzierung der Zytotoxizitat zur Folge hat. Bei der Betrachtung der Zellviabilitat der
HEK293 Zellen mit den Polyplexmizellen mit unterschiedlichen N/P-Verhaltnissen fallt auf,
dass die Viabilitat der Zellen mit steigendem N/P-Verhaltnis sank. Die reduktiv-spaltbaren
Polyplexmizellen mit einem N/P-Verhaltnis groRer als 50 verursachten eine Zellviabilitat
unter 70%. Diese Grenze wurde von den Polyplexmizellen aus den Referenzpolymeren ab
einem N/P-Verhaltnis groBer als 100 unterschritten. Die héchste Zellviabilitat zeigten die
Polyplexmizellen mit dem Referenzpolymer P2. Zhong et al. machten andere

Beobachtungen bei dem Vergleich der Zytotoxizitdit von reduktiv-spaltbaren
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Triblockcopolymeren und ihren unterschiedlichen Molmassen in CQOS-7-Zellen.
Polyplexmizellen aus PDMAEMA-SS-PEG-SS-PDMAEMA in den N/P-Verhaltnissen 6, 12 und
18 zeigten vergleichbar gute Zellviabilitaten von tiber 80% wie die Referenz-Komplexe ohne
Disulfid-Linker. Interessant war auch, dass die Molmasse der Triblockcopolymere keinen
Einfluss auf die Zytotoxizitit der Polyplexmizellen ausiibte.l'®! Im Vergleich dazu,
verursachen Polyplexmizellen aus bPEl und einem N/P-Verhéltnis von 64 eine niedrige

Zellviabilitdt von 40% in HelLa-Zellen.[109]

Untersuchung der in vitro Gentransfektionseffizienz in HEK293 Zellen. Fiir die qualitative
Untersuchung der Gentransfektionseffizienz, wurden in vitro Transfektionsexperimente in
HEK293 Zellen durchgefiihrt. Als Modellplasmid wurde peGFP verwendet, welches fir die
Expression des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) kodiert ist. Bei einer erfolgreichen
Transfektion wird in der Zelle das GFP exprimiert, wodurch die entsprechenden Zellen griin
fluoreszieren. Dadurch lassen sich GFP-positive bzw. transfizierte Zellen leicht von den
anderen Zellen unterscheiden. Anhand der qualitativen Fluoreszenzmikroskopieanalyse
konnen Rickschlisse auf die Effizienz der Blockkatiomere als nicht-virale Genvektoren
gezogen werden. Die Polyplexmizellen wurden in den N/P-Verhaltnissen von 20-300
gebildet und die transfizierten Zellen wurden nach 48 h Inkubationszeit untersucht.

Abbildung 48 zeigt die reprasentativen Mikroskopiebilder der HEK293 Zellen.
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Abbildung 48 Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen der transfizierten HEK293 Zellen mit
Polyplexmizellen in den N/P-Verhiltnissen 20-300 nach 48 h Inkubationszeit.

pDNA/P1S

pDNA/P2 pDNA/P2S pDNA/P1

Die Transfektionsrate in HEK293 Zellen nimmt fiir alle Polyplexmizellen mit steigendem
N/P-Verhaltnis zu. Vergleicht man die Mikroskopiebilder der Polyplexmizellen aus den
reduktiv-spaltbaren Blockkatiomeren P1S und P2S, so fallt auf, dass fiir das Blockkatiomer
P2S, welches eine hohere molare Masse von 10 kDa und 30 P[Asp(DET)]-Einheiten
verfugte, bereits ab einem N/P-Verhaltnis von 20 GFP-positive Zellen zu beobachten waren.
Bei dem Blockkatiomer P1S, welches eine molare Masse von 7 kDa und nur 7 P[Asp(DET)]-
Wiederholungseinheiten hatte, wurden erst ab einem N/P-Verhaltnis von 300 transfizierte
Zellen beobachtet. In Vergleich dazu waren die Referenzpolymere P1 und P2 ab einem N/P-

Verhaltnis von 100 in der Lage in Zellen zu transfizieren.

Quantitative Aussagen lassen sich mithilfe der Durchflusszytometrie treffen (Abbildung 49).
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Abbildung 49 Transfektionseffizienz der Polyplexmizellen analysiert via Durchflusszytometrie.

Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass eine maximale Transfektionsrate mit
Polyplexmizellen aus P2S und P2 erreicht wurde und diese mit steigendem N/P-Verhaltnis
zunahm. Die Anzahl der GFP-positiven Zellen war nahezu identisch fur P2S/peGFP- und
P2/peGFP-Komplexe und erreichte einen Wert von 36% fir N/P =50 und 76% fir
N/P = 100. Die Polyplexmizellen mit N/P = 300 transfizierten die Zellen zu 87% mit dem
Referenzpolymer P2 und zu 76% fiir P2S. Die Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer P1S
mit einer kleineren Molmasse, erreichte eine maximale Transfektionsrate von 46% bei
einem N/P-Verhdltnis von 300. Das Referenzpolymer P1 zeigte die geringste
Transfektionseffizienz von 23% bei N/P =300. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
angenommen, dass vor allem die molare Masse der Blockkatiomere eine wichtige Rolle in
Hinblick auf die Transfektionseffizienz einnimmt. Einen weiteren Einfluss kbnnte die Lange
der kationischen Repetiereinheit spielen. So zeigten Polymere mit 30 P[Asp(DET)]-
Einheiten hohere Transfektionseffizienzen als Polymere mit 7 kationischen

Wiederholungseinheiten. Im Fall der Blockkatiomere mit einer niedrigen molaren Masse
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von 7kDa und 7 kationischen Repetiereinheiten, wurde eine Steigerung der
Transfektionseffizienz um tiber 20 % durch die Einfiihrung einer spaltbaren Disulfid-Briicke
erreicht. Diese Beobachtung publizierte Zhong et al. ebenfalls, bei dem Vergleich der
Transfektionseffizienzen der Polyplexmizellen aus PDMEMA-SS-PEG-SS-PDMAEMA mit
6.6 kDA und 13 kDa Molekulargewicht und deren Referenzpolymere ohne Disulfid-Linker.
Er bemerkte eine 28-fache Steigerung der Gentransfektionsaktivitdt der Polyplexmizellen
aus PDMEMA-SS-PEG-SS-PDMAEMA (6.6 kDa) im Vergleich zu Polyplexmizellen aus
PDMEMA-b-PEG-b-PDMAEMA (6.4 kDa). Im Falle der Polyplexmizellen aus den
Triblockpolymeren mit 13 kDa Molmasse beobachtete er eine nur etwas hoéhere

Gentransfektionseffizienz im Vergleich zum nicht-spaltbaren Referenzpolymer.[108!

54 Zusammenfassung

In einer einfachen dreistufigen Synthese wurden zwei Blockkatiomere mit einem, unter
reduktiven Bedingungen abspaltbaren, PEtOx-Polymerblocks als nicht-virale Genvektoren
dargestellt. Das Blockkatiomer mit der Struktur PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m wurde mit einem
Disulfid-Linker zwischen der hydrophilen PEtOx-Einheit und der kationischen P[Asp(DET)]
mit definierten Blocklangen (n, m) und Molmassen synthetisiert und mittels *H-NMR-
Spektroskopie, IR- und GPC-Analysen vollstandig charakterisiert. Abbildung 50 zeigt die
Polymerstruktur und die Eigenschaften der erfolgreich synthetisierten Blockkatiomere mit

einem reduktiv-spaltbaren Disulfid-Linker.

CH, CH,
1
CHs Ise CH; a1
P1S P2S
M, =7 336 g/mol M, = 10 298 g/mol
b=1.04 b=1.04
n/m=7.0 n/m=14

Abbildung 50 Synthetisierte, reduktiv-spaltbare Blockkatiomere P1S und P2S und ihre analytischen
Daten.
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Die synthetisierten Blockkatiomere bildeten mit Plasmid-DNA Polyplexmizellen in einer
Schale-Kern-Architektur aus, wobei die abschirmende PEtOx-Schale unter reduktiven
Bedingungen abspaltbar war und der Poly(aspartamid)-Kern eine N-(2-Aminoethyl)-2-
aminoethyl-Gruppe als puffernde Einheit enthdlt, die den endosomalen Austritt mit
minimaler Zytotoxizitat induziert. Abbildung 51 stellt die Ergebnisse, die mit den reduktiv

spaltbaren Polyplexmizellen erzielt wurden, zusammenfassend dar.

1. DNA-Bindungseffizienz von P1S und P2S
DNA wurde ab N/P = 1 vollstandig komplexiert
DNA-Bindungsaffinitat von P2S war starker aufgrund gréRerer Molmasse
Cystamin wirkte sich aufgrund von hydrophoben Effekten positiv auf die Komplexierungskraft aus

4. Verhalten in endosomal-saurer und reduktiver
Umgebung
Schnelle reduktive Spaltung des Disulfid-Linkers in
10 mM DTT-Losung unter Bildung von 500 nm
grofRen Aggregaten
Gute Stabilitat in pH 5 saurem Medium der
Polyplexmizellen mit N/P 8 und 100.

2. Langzeitstabilitat in HEPES-Puffer und Stabilitat
in Kochsalz-Lésungen
* Gute kolloidale Stabilitat in HEPES-Puffer
(10 mM, pH 7.4) fir mind. 4 Wochen
Polyplexmizellen aus P2S und N/P = 100
zeigten gute Stabilitat in 50 mM und 150 mM
Kochsalz-Lésung fir mind. 3 Wochen *

7 A

5. Austauschreaktionen mit Polyanionen
Erfolgreiche Freisetzung der DNA aus

3. Morphologie, Grofe & Oberflachenladung den Polyplexmizellenmit N/P-8 und 100

Bildung von homogenen spharischen

Partikeln mit einer Gréfe von 70-90 nm und 6. Zytotoxische Effekte

einer leicht positiven Oberflachenladung von Erhdhung der Zellviabilitat von Blockkatiomeren

1-4 mV durch Einfiihrung eines reduktiv-spaltbaren Linkers
in die Polymerstruktur

7. Effizienz der Gentransfektion
+ Hohere Gentransferaktivitat in HEK293 Zellen mit P2S/pGFP-Mizellen aufgrund der
groReren Molmasse
Steigerung der Gentransfereffizienz um das Dreifache durch Einfiihrung einer
abspaltbaren PEtOx-Hille

Abbildung 51 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse mit P1S/pDNA- und P2S/pDNA-
Komplexen.
Die Blockkatiomere P1S und P2S komplexierten die DNA in stabile, homogene spharische
Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 70-90 nm und einem
Zetapotential von 2-12 mV. Die hydrophile PEtOx-Palisade wurde erfolgreich unter
Aggregatbildung zu 500 nm grofRen Partikeln in 10 mM DTT-L&sung abgespalten. Es wurde
festgestellt, dass die molare Masse der reduktiv-spaltbaren Blockkatiomere sowohl bei der
Komplexierungskraft, als auch bei der Disulfid-Spaltung und Dissoziation des Komplexes in
einer Austauschreaktion mit Polyanionen eine groRe Rolle spielt. Das Blockkatiomer P2S
mit einer groReren molaren Masse von 10 kDa zeigte eine starkere DNA-Bindungseffizienz,
sodass die Spaltung des Disulfid-Linkers langsamer durchgefiihrt wurde und fir die

Freisetzung der DNA eine hohere Heparin-Konzentration notwendig war. Im Vergleich zu
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den Polyplexmizellen aus den Referenzpolymeren P1 und P2, konnte durch die Disulfid-
Funktion sowohl die DNA-Bindungseffizienz, als auch die Quellung der Partikel in
endosomal-saurer Umgebung erhoht werden. Die GroRe der reduktiv-spaltbaren
Polyplexmizellen nahm aufgrund der zweifachen Protonierung der Ethylendiamin-
Seitenkette und der damit verbunden hdheren repulsiven Wechselwirkungen einen
hydrodynamischen Durchmesser (dn) von tGber 1000 nm an. Durch die Einfiihrung eines
Disulfid-Linkers konnte weiterhin die Zellviabilitdit und Gentransfektionseffizienz
malgeblich gesteigert werden. Die Gentransfektionsaktivitit konnte bei den
Blockkatiomeren mit einer niedrigeren molaren Masse von 7 kDa um das Doppelte erhoht
werden. Die Verwendung des reduktiv-spaltbaren Blockkatiomers P2S mit einer grofReren
molaren Masse von 10 kDa steigerte die Effizienz der Genexpression um das Dreifache. Als
Fazit wurde festgehalten, dass das reduktiv-spaltbare Blockkatiomer P2S die bevorzugten

Eigenschaften als nicht-viraler Genvektor hatte.

5.5 Experimentelles

5.5.1 Synthesevorschriften der Blockkatiomere

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Darstellung der Poly(2-ethyl-2-Oxazoline) mit einer
Disulfid-Funktion (PE1S, PE2S) und der Referenzpolymere (PE1, PE2)

\

F neq. Ny ©

F
>k 2 Et 20eq. T n
F© 5o Me - Me+N
0 ACN, 4 h, 50 °C, o
120 °C liber Nacht .

S NH
HZN/\/ \S/\/ 2

NH,

HZN/\/NHZ

Zu 2-Ethyl-2-oxazolin (n eq.) in trockenem Acetonitril (1 ml pro 3 mmol) wurde bei 0 °C
Methyltriflat (1 eq.) hinzugegeben und die Lésung in einem zuvor temperierten Olbad bei
120°C fur 4 h unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend wurde zur Termination der

Polymerisation das Terminierungsreagenz T (20 eq.) zugegeben und bei 50 °C {iber Nacht
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gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
in Chloroform aufgenommen und mit K,COs versetzt. Die Suspension wurde 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt und anschliefend der Feststoff abfiltriert. Das Polymer wurde
anschlieRend aus eiskaltem Diethylether gefallt und zentrifugiert. Das Losungsmittel wurde
anschlieend abdekantiert und das Polymer am Hochvakuum getrocknet. Das Rohpolymer
wurde mittels Dialyse (MWCO = 1000) gegen VE-Wasser gereinigt. Nach 48 h dialysieren,
wurde das Wasser mittels Gefriertrocknung entfernt. Das Polymer wurde in wenig
Chloroform gelost, aus eiskaltem Diethylether gefdllt und vom Fallungsreagenz
abzentrifugiert. Nach anschlieRender Trocknung unter Hochvakuum, wurde das Polymer

als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)s¢-SS-NH. (PE1S)

H Mhn,NVR =5718
M = 6842
MedN N\/\S’S\/\NHZ 5 n,GPC T

o

Ausbeute =38%
Et 56

Methyltriflat 93.42 uL (0.8 mmol, 1 eq.)
2-Ethyl-2-oxazolin 2.50 mL (24.8 mmol, 30 eq.)
Cystamin 2.72 g (17.9 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 8.00 mL

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.11 (s, 173H, CHs), 2.28-2.40 (m, 114H, CH.), 2.95-
3.05 (m, 3H, CHs), 3.45-3.49 (m, 237H, CH2-CH,). (OCW-YO-24Q1)
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Synthese von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)41-SS-NH: (PE2S)

H Mn,NmR =4231
o 15 IR S
Et a1 Ausbeute =29%
Methyltriflat 93.42 pL (0.83 mmol, 1 eq.)
2-Ethyl-2-oxazolin 2.50 mL (24.76 mmol, 30 eq.)
Cystamin 2.72 g (17.90 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 8.00 mL

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.12 (s, 121H, CHs), 2.28-2.41 (m, 81H, CH.), 2.96-3.06
(m, 3H, CHs), 3.45-3.50 (m, 164H, CH,-CH,). (OCW-YO-34A)

Synthese von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)eo-NH> (PE1)

n Mn NMR =6023
Me+N ~" NH, Mn Gpc = 8016

'=o > =1.07

Et 60 Ausbeute =26%

Methyltriflat 40.69 pL (0.36 mmol, 1 eq.)
2-Ethyl-2-oxazolin 2.00 mL (19.81 mmol, 56 eq.)
Ethylendiamin 481.0 uL (7.19 mmol, 20 eq.)

Acetonitril 7.00 mL

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.10 (s, 181H, CHs), 2.29-2.39 (m, 120H, CH.), 2.96-
3.01 (m, 3H, CH3s), 3.45 (s, 234H, CH»-CH3). (OCW-IP-DB-PPE4_60 nach Dialyse)
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Synthese von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)as-NH> (PE2)
=4437

H Mn,NMR
Me—+N \/\NHZ Mhn, cpc =5782
|=o D =1.08
Et 44

Ausbeute =98%

Methyltriflat 40.69 pL (0.36 mmol, 1 eq.)
2-Ethyl-2-oxazolin 2.00 mL (19.81 mmol, 56 eq.)
Ethylendiamin 481.0 pL (7.19 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 7.00 mL

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.12 (s, 135H, CHs), 2.30-2.40 (m, 88H, CH.), 2.96-3.02
(m, 3H, CHs), 3.46-3.50 (m, 177H, CH2-CH,). (OCW-IP-DB-PPE1_44Blécke)

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der reduktiv-spaltbaren
Blockcopolymere PEtOx-SS-PBLA (PP1S, PP2S) und der Referenz-Blockcopolymere (PP1,

PP2)
0
0=y 0/\© (o)
H H H H
Me N> NN o~ Me N >N TN I
DCM/DMF, o m
):0 72 h, 40 °C ):0
Et |, Et |,

Zunachst wurde der Makroinitiator PEtOx-SS-NH; (1 eq.) bzw. PEtOx-NH2 (1 eq.) in 5 mL
trockenem DCM gel6st und fir 2 h bei Raumtemperatur mit K;CO3 geriihrt. Parallel wurde
das Monomer BLA-NCA (m eq.) in einer Mischung aus trockenem DCM (5.0 mL) und
trockenem DMF (0.5 mL) gelost. Nachdem die Losung des Makroinitiators zur Losung des
Monomers hinzugegeben wurde, wurde die Losung fir 72 h bei 40 °C gertihrt. Das Polymer
wurde durch direktes Fallen der Polymerisationslosung aus eiskaltem Diethylether

gereinigt, indem es vom Fallungsreagenz abzentrifugiert wurde und der Fallungsprozess
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mehrere Male wiederholt wurde. Nach anschlielender Trocknung des Polymers unter

Hochvakuum, wurde das Produkt als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von PEtOxse-SS-PBLAs (PP1S)

Mn NMR =7375
y °/\© Mnere = 7152
CH:) © 8 Ausbeute =98%
CHy g
PE1S 243.75 mg (0.04 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 124.20 mg (0.50 mmol, 12 eq.)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 0.95 (s, 171H, CHsperox), 2.27-2.32 (m, 113H,
CHa,pet0x), 2.60-2.61 (M, 10H, CH,-C=Oppra), 2.77-2.81 (m, 12H, CH,-C=OppLa), 2.92-2.97 (m,
3H, CHs), 3.36-3.38 (m, 399H, CH2-CHa ptox), 4.61-4.62 (m, 8H, CHpaia), 5.00-5.06 (m, 17H,
CH2-CeHs paia), 7.27-7.31 (m, 42H, CeHs paia), 8.19-8.23 (m, 5H, NHpera). (OCW-YO-31)

Synthese von PEtOxa1-SS-PBLA3o (PP2S)

(e]

o Mn,NMR =10448
H =
Me+N N\/\s/s\/\N N H/\© Mn’GPC 7165
o HL H % b =1.26
CH, Ausbeute =91%
CH; g4
PE2S 211.88 mg (0.05 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 397.45 mg (1.60 mmol, 32 eq.)

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) =0.97 (s, 126H, CHspetox), 2.29-2.33 (m, 82H,
CH3,petox), 2.61-2.67 (m, 35H, CH2-C=0pgia), 2.81-2.85 (m, 36H, CH2-C=0pg14), 2.93-2.97 (m,
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3H, CH3s), 3.36-3.45 (m, 164H, CH»-CH> petox), 4.62-4.63 (m, 30H, CHpgra), 5.01 (bs, 58H, CH»-
CeHs,peia), 7.23-7.28 (m, 151H, CeHs paia), 8.18 (bs, 26H, NHpgia). (OCW-YO-34B2)

Synthese von PEtOxgo-b-PBLA; (PP1)

i Mo = 7474
H\/\ 0/\© Mhn,cpc = 8192
MetN N N+-H -
T ausboute - 83%
e, usbeute =83%
CH; Jeo
PE1 400.00 mg (0.07 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 148.96 mg (0.6 mmol, 9 eq.)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 0.95-0.97 (m, 182H, CHs petox), 2.28-2.33 (m, 120H,
CHa,petox), 2.58-2.63 (m, 9H, CH,-C=0pgia), 2.78-2.83 (m, 11H, CH>-C=0pgia), 3.36-3.44 (m,
254H, CH2-CH2,petox), 4.61-4.62 (m, 7H, CHpgia), 5.00-5.06 (m, 16H, CH2-CsHs paia), 7.27-7.34
(m, 36H, CgHspaia), 8.17 (bs, 5H, NHpgia). (OCW-IP-99)

Synthese von PEtOxas-b-PBLA3; (PP2)

i Mn,nmR =10861
H °/\© Mncec = 8914
MetN N\/\H HTH b =1.18
o (o) 31 — [¢)
|= Ausbeute =76%
4

CH,

]
CH, J4
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PE2 400.00 mg (0.09 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 741.43 mg (2.98 mmol, 33 eq.)

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 (ppm) = 0.96-0.97 (m, 134H, CH3petox), 2.28-2.33 (m, 88H,
CHa,petox), 2.58-2.62 (M, 32H, CH2-C=Oppia), 2.80-2.84 (m, 37H, CH2-C=Opaia), 3.36-3.45 (m,
187H, CH2-CH2 ptox), 4.61-4.63 (M, 31H, CHpaLa), 5.00-5.04 (m, 67H, CHa-CeHs peLa), 7.27-7.30
(m, 140H, CeHs psLa), 8.17 (bs, 25H, NHpsLa). (OCW-IP-DB-PE1)

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der reduktiv-spaltbaren
Blockkatiomere PEtOx-SS-P[Asp(DET)] (P1S, P2S) und der Referenz-Blockkatiomere (P1,

P2)
o o H
N
o H N TN NH,
H H H,NT " NH, H H H
N N NI-H N N N{-H
Me+N J H DMF, 72 h MeTN o N
Fo m 40°C Fo m
Bt |, Bt

Das Blockcopolymer wurde in trockenem DMF (10 mL pro 0.01 mmol Polymer) gel6st und

anschlieend mit Diethylentriamin (DET) (50.00 eq. bezogen auf die Benzylesterfunktionen
des Polymers) versetzt. Dann wurde die Reaktion fir 72 h bei 40 °C gertihrt. AnschlieBend
wurde die Losung tropfenweise in 15-30 mL 10%ige Essigsaure bei 0 °C zugegeben. Das
Polymer wurde durch 72 h Dialyse gegen 0.01 M HCI-L6sung und VE-Wasser gereinigt und

durch Lyophilisieren getrocknet. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von PEtOxse-SS-P[Asp(DET)]s (P1S)

g - Monvr = 7336

N s H ’ Mn,Gpc = 9059

Mot TSN H}“ o) =1.04

CH, ¥ Ausbeute =34%
CH,
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PP1S 250.00 mg (0.03 mmol, 1 eq.)
DET 1.44 mL (13.33 mmol, 400 eq.)

1H-NMR (500 MHz, D20): 6 (ppm) =0.94-0.99 (m, 168H, CHspetox), 2.21-2.32 (m, 112H,
CHa,petox), 2.74-3.02 (m, 48H, NH-CHy,0e1), 3.16 (bs, 33H, CH2-NH;,pet), 3.43-3.52 (m, 215H,
CH2-CHz,petox), 3.53-3.63 (m, 24H, CH2-NH-CHy,pet), 4.62 (bs, 4H, CHpasp). (OCW-YO-31A)

Synthese von PEtOxa1-SS-P[Asp(DET)]s0 (P2S)

o)
H
H H/\/N\/\NHZ Mn,NvR =10298
Me{-N N\/\s’s\/\n H}H Mh,Gpc = 9092
o o 30 b = 104
E:z Ausbeute =35%
3
41
PP2S 300.00 mg (0.03 mmol, 1 eq.)
DET 4.68 mL (43.27 mmol, 1500 eq.)

1H-NMR (600 MHz, D;0): & (ppm) = 0.94-0.97 (m, 126H, CHspetox), 2.20-2.31 (m, 82H,
CHa,pEton), 2.74-2.84 (m, 42H, NH-CHa, 1), 3.08 (bs, 50H, NH-CH,,0er) 3.25 (bs, 120H, CH,-
NHz,0e7), 3.42-3.49 (m, 173H, CHa-CHa,petox), 3.51-3.53 (m, 69H, CH2-NH-CHa,per). (OCW-YO-
34C2)

Synthese von PEtOxgo-b-P[Asp(DET)]; (P1)

H =
) H/\/N\/\NHz mn,NMR - ;gi?,
e TN T i o =104
o 0 '
9|=|.|2 ! Ausbeute =28%
CH; Jeo
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PP1 300.00 mg (0.04 mmol, 1 eq.)
DET 1.51 mL (14.00 mmol, 350 eq.)

IH-NMR (600 MHz, D20): 6 (ppm) =0.99-1.04 (m, 177H, CHspetox), 2.26-2.38 (m, 120H,
CH2,petox), 2.88-3.00 (m, 14H, NH-CHa,per), 3.10-3.26 (m, 26H, NH-CH>,pe1) 3.47 (bs, 181H,
CH2-CH2,petox), 3.58 (m, 69H, CH2-NH-CHy,per), 4.75 (bs, 5H, CHpasp). (OCW-IP-107)

Synthese von PEtOxas-b-P[Asp(DET)]z1 (P2)

o
N/\/H\/\NHZ Mowwr = 10707
H H =

Me+N Ny NT-H Mh,gec 12492

|=o Ho 1§ Hy, b =1.09

CH, Ausbeute =46%

CH, Ja4

PP2 300.00 mg (0.03 mmol, 1 eq.)

DET 4.62 mL (42.81 mmol, 1550 eq.)

1H-NMR (600 MHz, D;0): & (ppm)=0.98-1.04 (m, 133H, CHspeiox), 2.26-2.38 (m, 88H,
CHapetox), 2.78-2.90 (m, 60H, NH-CHa,07), 2.98-3.04 (m, 44H, NH-CHa,0e1) 3.46 (bs, 188H,
CHa-CHa,petox), 3.56-3.58 (m, 56H, CHo-NH-CHa,per), 4.67 (bs, 20H, CHpasp). (OCW-IP-DB-P1-
1)
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6 Biotin-modifiziertes PEtOx,-b-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir

den aktiven Gentransport

6.1 Einleitung

Kationisch geladene Polyplexmizellen binden liber Ladungsinteraktionen an die negativ
geladene Zelloberflache und gelangen so liber adsorptive Endozytose in die Zelle. Bei dieser
Art der Zellaufnahme fehlt es an Selektivitat und Spezifitat, da die meisten Zellen negativ
geladene Oberflachen haben. Durch Funktionalisierung der Schale von Polyplexmizellen
mit Liganden kann sowohl die Spezifitat als auch die Effizienz des Gentransfers verbessert
werden. Der Ligand bindet an die spezifischen Rezeptoren der adressierten Zielzellen und
ermoglicht somit das so genannte aktive Targeting. Je nach Zielgewebe gibt es zahlreiche
niedermolekulare und makromolekulare Substanzen, die als Liganden Verwendung finden.
Beispielsweise konnen Leberzellen mit Laktose, Galaktose und anderen Zuckerderivaten
gezielt adressiert werden. Funktionalisierte Polyplexmizellen mit Transferrin (Tf) und
Folsdure (wasserlosliche Form von Vitamin Bg) kdnnen selektiv in Krebszellen
aufgenommen werden. Das Konzept des aktiven Targeting mit Liganden-funktionalisierten
Polyplexmizellen hat sich bereits sowohl in vitro als auch in vivo bewahrt, da dadurch
insbesondere die Gentransfereffizienz aufgrund Rezeptor-vermittelter zellularer Aufnahme
erhéht wird.?? Vor allem in Zusammenhang mit abgeschirmten Polyplexmizellen durch
nichtionische Polymere wie PEG, konnte durch Kopplung von aktiven Liganden an das
abschirmende Polymer die zelluldare Aufnahme signifikant verbessert werden. Kataoka et
al. berichteten, dass die Funktionalisierung von PEGylierten Polyplexmizellen mit einem
cyclischen Peptid-Liganden, welches aus insgesamt fiinf Aminosduren einschlief3lich
Arginin, Glycin und Asparaginsaure (cRGD) besteht, zu einer hheren Transfektionseffizienz
flhrte. Diese ist zum einem auf der Rezeptor-vermittelten Zellaufnahme und zum anderen
auf der erleichterten Akkumulation in der Zellkernumgebung (perinukleare Region)
begriindet. Weiterhin wird angenommen, dass RGD-Liganden die Endozytose und den
endosomalen Austritt von PEGylierten Polyplexmizellen beschleunigen und beglinstigen

konnen.[167.168]  RGD-funktionalisierte Partikel binden insbesondere an aktivierte
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Endothelzellen, Tumorendothelien und einigen Tumorzelltypen, da die entsprechenden
Rezeptoren, die so genannten aJBs Integrine hochreguliert auf den jeweiligen

Zelloberflichen vorliegen.[169

Neben der Verwendung von Zuckern und Peptiden, hat sich ein neues Konzept, das so
genannte Vitamin-vermittelte Targeting, fiir das Adressieren von Tumoren bewéhrt. [170-
1731 Menschliche Zellen bendétigen namlich fiir ihren Lebenszyklus eine ausreichende
Versorgung mit Vitaminen. Das trifft insbesondere auf Zellen zu, welche sich sehr schnell
teilen und dementsprechend ein schnelles Wachstum haben, wie Haare, Nagel, Plazenta,
aber auch Tumoren.[*”" Um eine gute Aufnahme von Vitaminen zu gewihrleisten, werden
Vitamin-spezifische Rezeptoren an der Oberflache solcher Zellen tGiberexprimiert. Das heil3t,
dass Konjugationen von zytotoxischen Verbindungen mit ausgewahlten Vitaminen die
Aufnahme in Zellen verbessern wiirden, weil der Transport spezifischer und effizienter
wire. Damit kénnte eine héhere Wirkstoff-Dosis in den Krebszellen erreicht werden. 174
Weiterhin kdnnte durch Oberflachen-Funktionalisierung mit ausgewahlten Vitaminen der
Transport von mit Wirkstoff beladenen, polymeren Mizellen und Nanopartikeln
spezifischer und mit héherer Akkumulation des Wirkstoffes in den Krebszellen ermdoglicht
werden.['7>7181 Um das vielversprechendste Vitamin, mit einer duBerst effizienten und
spezifischen Transportaktivitdt ausfindig zu machen, wurden Vergleichsstudien mit
Folsdure-, Vitamin B12-, Riboflavin- und Biotin-funktionalisierten, polymeren Wirkstoff-
Transport-Systemen gemacht. Die erste Arbeit zu diesem Thema wurde von Russel-Jones
et al. im Jahr 2004 veroffentlicht. Biotin erwies sich in dieser Arbeit als das
vielversprechendste Targeting-Molekiil, welches den Anti-Tumor-Wirkstoff in hohen Dosen
spezifisch in Krebszellen transportierte.[!”3] Die Verwendung von Biotin als Ligand fiir
aktives Targeting hat also ein grofRes Potential vor allem Krebszellen im menschlichen
Korper zu adressieren. Die Aufnahme von Biotin-funktionalisierten Wirkstoff-Konjugaten
oder Nanopartikeln in Krebszellen |duft via Rezeptor-vermittelter Endozytose ab, die
hauptsachlich von einem Natrium-abhangigen Multivitamin-Transporter (SMVT) gesteuert

wird, die insbesondere in aggressiven Krebszelllinien wie Leukdamie (L1210FR),
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Eierstoffkrebs (OV 2008, ID8), Dickdarmkrebs (Colo-26), Mastozytom (P815), Lungenkrebs
(M109), Nierenkrebs (RENCA, RD0995) und Brustkrebs (4T1, JC, MMT06056)
iberexprimiert vorliegen.[82183] |nteressant dabei ist, dass die Uberexpression der Biotin-
spezifischen Rezeptoren sogar héher ist, als die der Folsdure.l'72l Das ist nicht
verwunderlich, denn Biotin ist eine der wichtigsten exogenen Mikronahrstoffe, welche fir
zelluldre Funktionen und Wachstum notwendig sind.[!8%185] |n der Literatur findet man
unterschiedliche Ansatze Biotin als Targeting-Molekil in der Krebstherapie einzusetzen. In
diesem Zusammenhang sollen Biotin-Wirkstoff-Konjugate mit Taxoiden, Doxorubicin (DOX)
und Gemcitabin erwahnt werden. Es wurde berichtet, dass durch die Biotin-Konjugation
Wirkstoffe spezifisch in Krebszellen transportiert wurden, sodass die Zytotoxizitat in
gesunden Zellen reduziert und die Dosis in Krebszellen erhéht wurde.[?7#! In der Literatur
sind mehrere Beispiele zu finden, wo Biotin-funktionalisierte Nanopartikel bzw. Mizellen
fir den Transport von wasserunloslichen Krebs-Therapeutika, wie Kurkumin und DOX,
eingesetzt wurden.!'8-181 Dabej wurden die Anti-Tumor-Wirkstoffe im hydrophoben Kern
der Mizellen verkapselt, wahrend Biotin als Targeting-Ligand kovalent am hydrophilen PEG-
Polymer gebunden vorlag. Durch die Rezeptor-vermittelte Endozytose wurde die
Zellaufnahme der Biotin-funktionalisierten Wirkstoff-Transport-Systeme erhoht, sodass die
Anti-Tumor-Wirkung in den Krebszellen deutlich gesteigert werden konnte. Die
Zytotoxizitdt der Polymere war dabei vergleichsweise niedrig wie die der nicht
funktionalisierten Polymersysteme. Die Zytotoxizitat der Wirkstoff-beladenen, Biotin-
funktionalisierten Transportsysteme war dagegen signifikant héher als die der nicht
funktionalisierten Partikel, aufgrund der erhéhten Akkumulation des Wirkstoffes.[186-188]
Aus der Literatur ist also bereits bekannt, dass Biotin sich als ein vielversprechendes
Targeting-Molekiil bew3hrt hat und aufgrund der Uberexprimierung von Biotin-Rezeptoren
in Krebszellen, insbesondere Anwendung fiir Anti-Tumor-Wirkstoffe findet.[189-194] |n
Hinblick auf die Gentherapie, ist nach unserer heutigen Recherche (09.05.2019) kein
Literaturbeispiel bekannt, indem Biotin als Targeting-Ligand fir Polymer/pDNA-Komplexe

Verwendung findet. Es sind lediglich Beispiele zu DNA-Transport mittels polymerer
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Vektoren basierend auf Biotin-Avidin-Komplexen zwischen dem abschirmenden PEG- und
den kationischen PEI-Polymer publiziert. Durch die Einfihrung des Biotin-Avidin-Komplexes
in die Polymerstruktur, sollte das bekannte PEG-Dilemma durch nicht-kovalente Bindungen
zwischen PEG und PEl umgangen werden.!'®>1%! An diese Liicke in der Literatur soll in

diesem Abschnitt der Arbeit angeknilipft werden.

6.2 Zielsetzung

Das Vitamin-vermittelte Targeting-Konzept hat sich in vielen Studien als sehr
vielversprechend etabliert. Dabei zeigte sich vor allem, dass Biotin ein Erfolg
versprechendes Molekiil fiir das Adressieren von Tumorgewebe darstellt.['74 Daher ist das
Ziel dieses Abschnittes die Entwicklung eines Biotin-funktionalisierten nicht-viralen
Genvektors fiir die Steigerung der Gentransfektionseffizienz. Durch die Einfihrung des
Biotins als aktiver Ligand in das bereits bewdhrte Blockkatiomer PEtOx,-b-P[Asp(DET)]m,
soll die Zellaufnahme der Polyplexmizellen durch rezeptorvermittelte Endozytose
gesteigert und die Transfektionsaktivitat verbessert werden. Abbildung 52 zeigt die
Zielstruktur des Biotin-funktionalisierten Blockkatiomers als nicht-viraler Genvektor flr den

pDNA-Transport.
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Abbildung 52 Zielstruktur des mit Biotin-funktionalisierten Blockkatiomers.

In diesem Abschnitt soll ein innovatives Blockkatiomer bestehend aus dem hydrophilen und
biokompatiblen Poly(2-ethyl-2-oxazolin)-Polymers (PEtOx) und des bioabbaubaren

Poly(aspartamid)s (PAsp) synthetisiert werden. Der hydrophile Polymerblock soll mit der
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Biotin-Einheit funktionalisiert werden, wahrend das Poly(aspartamid) (PAsp) mit einer
kationischen N-(2-Aminoethyl)-2-aminoethyl-(DET)-Seitenkette modifiziert werden soll.
Die Synthese des Zielpolymers soll in wenigen Schritten erfolgen, wobei jedes Zwischen-
bzw. Kopplungsprodukt vollstandig bezlglich der Zusammensetzung und Molmasse
charakterisiert werden soll. AuRerdem sollen die Polymere mit definierten molaren Massen
und Blocklangen (n, m) in lebenden Polymerisationsmechanismen erhalten werden. Das
finale Blockkatiomer soll in der Lage sein, Plasmid-DNA effizient zu Polyplexmizellen mit

einer biokompatiblen Schale-Kern-Mizellenstruktur zu komplexieren (Abbildung 53).

Hydrophile, neutrale PEtOx-Schale fiir

reduzierte Wechselwirkungen mit
Biomakromolekiilen Biotin-Molekiile erhéhen die

Aufnahme in Krebszellen durch
rezeptorvermittelte Endozytose

\, - o H
; > H, N
4 |\ ,
L.\ o H N
\ S/ %
\

&Y . Abgeschirmte DNA

M
= } M und pH-sensitive
- / Amine fiir einen
/ 7 effizienten
f \ endosomalen
' AU \) Austritt

Abbildung 53 Schematische Darstellung der Polyplexmizelle mit Biotin-Einheiten auf der PEtOx-
Schale fiir den aktiven Transport.
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Die Funktionen und Eigenschaften der Polyplexmizelle sollen aufgrund des bereits in dieser
Arbeit als nicht-viraler Genvektor bewdhrten Blockkatiomers PEtOx,-b-P[Asp(DET]m
beibehalten werden. Allerdings sollen die zelluldre Aufnahme und die Gentransfereffizienz
der Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen aufgrund der Rezeptor-vermittelten,
anstelle der nicht-spezifischen absorptions-vermittelten Endozytose, signifikant verbessert

werden.
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

6.3.1 Synthese und Charakterisierung Biotin-modifizierter = PEtOx-b-

P[Asp(DET)] Blockkatiomere fiir den aktiven Gentransport

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde auf einem einfachen Syntheseweg ein innovatives,
biokompatibles Blockkatiomer mit einem aktiven Liganden fiir rezeptorvermittelte
Zellaufnahme synthetisiert. Biotin wurde dabei als Targeting-Molekiil an die hydrophile
Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOX)-Einheit kovalent gebunden. Der Biotin-funktionalisierte
Polymerblock wurde mit dem bioabbaubaren Poly(aspartat) (PAsp)-Polymer kombiniert,
welches mit Diethylentriamin (DET) modifiziert wurde. Schema 5 zeigt die Synthese der
Biotin-modifizierten Blockkatiomere mit der Struktur Biotin-PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m (P1A,
P1B).
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Schema 5 Schematische Darstellung der Biotin-modifizierten Blockkatiomere P1A, P1B.

Der Alkin-funktionalisierte Triflat-Initiator wurde in einer Synthese aus 4-Pent-1-ol und
Trifluormethansulfonsdureanhydrid hergestellt und in der lebenden Polymerisation des
kommerziell erhaltlichen 2-Ethyl-2-oxazolins eingesetzt (Schema 5A). Mit Ethylendiamin als

Terminierungsreagenz wurde eine nukleophile endstandige Amin-Gruppe in der
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Polymerstruktur PEtOxn,-NH, (PE1, PE1B) generiert, womit die anschlieRende lebende
Polymerisation von BLA-NCA initiiert wurde. Fir die nachste polymeranaloge
Kopplungsreaktion wurde zunachst das Biotin-Azid-Derivat durch die Reaktion von 3-
Azidopropylamin mit dem Biotin-NHS-Derivats hergestellt (Schema 5B). Anschliefend
wurden die Blockkatiomere PP1A und PP1B in einer Kupfer-katalysierten Click-Reaktion mit
Biotin-Azid-Derivat umgesetzt, um eine Biotin-Einheit in das Polymer einzufiihren (Schema
5C). Der letzte Syntheseschritt war eine quantitativ ablaufende Aminolyse mit DET fir die
Einfihrung der DNA-komplexierenden und pH-empfindlichen Seitenkette. In dieser 4-
stufigen Synthese wurden zwei biokompatible Blockkatiomere P1A und P1B der
Polymerstruktur Biotin-PEtOx,-b-P[Asp(DET)]m erhalten. Da beide synthetisierten
Blockkatiomere (P1A, P1B) nahezu identische Eigenschaften, wie Molmasse und
Blocklangen hatten, wurden sie in weiteren Untersuchungen als identisch behandelt. Alle
hier synthetisierten Polymere und niedrigmolekulare Verbindungen wurden mithilfe von
NMR-Spektroskopie, IR- und GPC-Analysen vollstandig charakterisiert. Um einen Vergleich
zwischen Biotin-funktionalisierten und nicht funktionalisierten Blockkatiomeren zu ziehen,
wurden die Blockkatiomere P1A und P1B mit dem Referenzpolymer PEtOxas-b-
P[Asp(DET)]30 verglichen, welches im vorherigen Abschnitt als P2 vollstiandig beschrieben
wurde. In diesem Abschnitt soll das nicht funktionalisierte Polymer ebenfalls die

Bezeichnung P2 tragen.

Synthese und Charakterisierung des Alkin-funktionalisierten Triflatinitiators. Fiir die
Polymerisation von 2-Ethyl-2-oxazolin sollte ein Alkin-funktionalisierter Triflatinitiator
verwendet werden, um eine endstandige Alkin-Funktion im hydrophilen PEtOx-
Polymerblock zu generieren. Diese endstandige Alkin-Funktion war Voraussetzung fir die
polymeranaloge Kupfer-katalysierte Click-Reaktion mit einem Biotin-Azid-Derivat, um das
Polymer mit einem aktiven Liganden zu funktionalisieren. Der Alkin-funktionalisierte
Initiator wurde in Anlehnung an die von Severa et al. publizierte Prozedur zur Darstellung

von Triflaten synthetisiert.[?*”] Die Reaktion zwischen Trifluormethansulfonylsdureanhydrid
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und des Alkohols 4-Pentyn-1-ol wurde unter Verwendung von Pyridin als Base in

Dichlormethan bei 0 °C durchgefiihrt (Abbildung 54).
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Abbildung 54 Synthese des Triflatinitiators Pent-4-ynyltrifluormethansulfonsaure.

Nach erfolgreicher Destillation wurde das Produkt als farblose Fliissigkeit in einer Ausbeute
von 80% erhalten und im Tiefklhlschrank aufbewahrt. Severa et al. publizierten eine
Lagerstabilitat von mehreren Monaten bei einer Temperatur von —20 °C. Das Produkt
wurde mithilfe von *H-, °F- und 3C-NMR charakterisiert und die NMR-Spektroskopie-
Daten stimmten gut mit der Literatur tiberein.[**’! Die synthetisierte Verbindung wurde im

nachsten Abschnitt als Initiator eingesetzt.

Synthese und Charakterisierung des Biotin-Azid-Derivats fiir die polymeranaloge Click-
Chemie. Die Synthese des Biotin-Azid-Derivats ist literaturbekannt und lasst sich
ausgehend von reinem Biotin und 3-Azidopropylamin darstellen (Abbildung 55).[198-201]
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Abbildung 55 Synthese des Biotin-Azid-Derivats aus 3-Azidopropylamin und Biotin.

3-Azidopropylamin wurde hierbei aus Natriumazid und 1-Bromo-3-Aminopropan mit einer
Ausbeute von 68% hergestellt. Das Biotin wurde mit einem NHS-Ester unter Steglich
Bedingungen mit DCC aktiviert und in einer Ausbeute von 94% als farbloser Feststoff
erhalten. AnschlieRend wurde in einer Aminolyse mit 3-Azidopropylamin das Biotin-Azid-
Derivat mit einer Ausbeute von 67% dargestellt. Das Produkt wurde nach

saulenchromatographischer Reinigung als wachsartiger Feststoff erhalten. Das Biotin-Azid-

-139-



Biotin-modifiziertes PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m Blockkatiomer fiir den aktiven Gentransport

Derivat konnte mit einer Gesamtausbeute von 63% synthetisiert und als reines Produkt

charakterisiert werden.

Zunachst soll auf die Charakterisierung der Zwischenprodukte eingegangen werden.

Abbildung 56 zeigt die Untersuchung des 3-Azidopropylamins mittels NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 56 (A)H- und (B)3C-NMR-Spektren von 3-Azidopropylamin in CDCls.
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Die NMR-Spektren des synthetisierten 3-Azidopropylamins stimmten gut mit der Literatur
Uberein1%819] ynd bestitigten den Erfolg der Synthese eines reinen Zwischenprodukts.
Zusatzlich wurde das Produkt mittels ESI-MS charakterisiert. Da die Verbindung
schlagempfindlich ist und zur spontanen Explosion neigt, wurde das Produkt lediglich
eingeengt und das Losungsmittel nicht vollstandig entfernt. Im nachsten Schritt wurde
Biotin mit NHS unter Steglich-Bedingungen mit DCC in DMF bei Raumtemperatur aktiviert.
Der Aktivester wurde dann mit 3-Azidopropylamin unter basischen Bedingungen bei
Raumtemperatur in DMF umgesetzt. Abbildung 57 zeigt die *H-NMR-Spektren der beiden

Biotin-Derivate.
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Abbildung 57 'H-NMR Spektren des Biotin-NHS- (blau) und Biotin-Azid-Derivats (griin) in DMSO-ds.

Die mit x markierten Signale gehdren nicht zu den Verbindungen und konnten den
Losungsmitteln Essigsdure, DMSO-ds, DMF und Wasser zugeordnet werden. Die
nummerierten Signale in blau stehen charakteristisch fur die Biotin-NHS-Verbindung und

die Signale in griin wurden dem Biotin-Azid-Derivat zugeordnet. Die Signale 1 und 3 wurden
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den CH;-Gruppen des 3-Azidopropylamin-Restes am Biotin-Azid-Derivat zugeordnet,
welche die erfolgreiche Aminolyse bestatigen. Das Signal der CH,-Gruppen des NHS-Esters
(3) wurde im *H-NMR des Biotin-Azid-Derivats (griin) nicht beobachtet, was ebenfalls den
Erfolg der Reaktion belegt. Insbesondere die Tieffeld-Verschiebung des Signals 2, welches
in blau charakteristisch flr die CH,-Gruppe im NHS-Ester und in griin fiir die Amid-Gruppe
benachbarte CH,-Gruppe ist, ist ein deutlicher Hinweis fiir die erfolgreiche Umsetzung zum
Biotin-Azid-Derivat. Die Signale 4, 5 und 6 wurden der Biotin-Einheit zugeordnet. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die Biotin-Funktionalitat auch nach der Umsetzung mit 3-
Azidopropylamin unverdndert geblieben war. Der Vergleich der FT-IR-Spektren der beiden

Biotin-Derivate geben zusatzlichen Aufschluss Gber den Erfolg der Synthese (Abbildung 58).
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Abbildung 58 FT-IR-Spektren des Biotin-NHS-(blau) und Biotin-Azids-Derivats (rot).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die charakteristische Bande fiir die Ester-Gruppe bei
1698 cm™ nach der Aminolyse mit 3-Azidopropylamin verschwunden ist und stattdessen
eine Bande bei 1627 cm™ beobachtet wurde, welche charakteristisch fiir die Amid-Gruppe

ist. Insbesondere die Bande bei 2100 cm™, welche durch die Azid-Gruppe resultiert,
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verdeutlicht die erfolgreiche Umsetzung der Biotin-NHS-Verbindung zum gewdinschten

Biotin-Azid-Derivat.

Synthese und Charakterisierung der Makroinitiatoren Poly(2-ethyl-2-oxazolin),-NH:
(PE1A, PE1B). Poly(2-ethyl-2-oxazolin) wurde durch eine lebende, kationische ringéffnende
Polymerisation von 2-Ethyl-2-oxazolin, initiiert durch Pent-4-ynyl-

Trifluormethansulfonsdure dargestellt (Abbildung 59).
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Abbildung 59 Synthese der PEtOxa,-Homopolymere (PE1, PE1B) mit endsténdiger Alkin-Funktion und
primarer Amin-Gruppe.
Die Polymerisation fand in Acetonitril bei 120 °C statt. Die Terminierung wurde mit
Ethylendiamin durchgefiihrt, um eine endstandige primdre Amin-Gruppe zu generieren.
Diese Amin-Gruppe sollte in der anschlieenden nukleophil ringéffnenden Polymerisation
von BLA-NCA als Initiator fungieren. Ein groRer Uberschuss an Ethylendiamin ist notwendig,
um mogliche intermolekulare Reaktionen wahrend der Terminierung zu vermeiden. Der
mittels GPC-Analyse ermittelte Polydispersitatsindex (D) von 1.08 lasst auf eine enge
Molmassenverteilung und eine erfolgreiche lebende Polymerisation schlieRen, sodass

intermolekulare Reaktionen mit Ethylendiamin ausgeschlossen wurden (Abbildung 60B).
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Abbildung 60 (A) 'H-NMR-Spektrum (in CDCls) und (B) GPC-Chromatogramm des Alkin-
funktionalisierten Homopolymers PEtOxss-NH2 (PE1A).
Der Polymerisationsgrad und die molaren Massen der Alkin-funktionalisierten
Homopolymere wurden mithilfe der *H-NMR-Spektroskopie und Endgruppenanalyse
ermittelt (Abbildung 60A). Das Signal 2 mit der chemischen Verschiebung von 1.79 ppm
konnte eindeutig der endstandigen Alkin-Funktion des Homopolymers PE1A zugeordnet
werden. Fir die Kalkulation des Polymerisationsgrades und folglich der molaren Massen
wurde auf dieses Signal (2) referenziert. Die Signale bei 1.14, 2.32 und 3.49 ppm wurden
der Ethyl- und CH>-Gruppe des Poly(2-ethyl-2-oxazolins) zugeordnet. Tabelle 8 fasst die

analytischen Daten der synthetisierten Homopolymere zusammen.

Tabelle 8 Analytische Daten der Alkin-funktionalisierten Homopolymere PEtOx,-NH2 (PE1A , PE1B).

No. n? M.? [g/mol] M,?) [g/mol] pb) Aus[I;e]ute
(1]
PE1A 35 (40) 359 5770 1.08 51
PE1B 40 (40) 4093 6 170 1.07 40

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden mittels H-NMR-Spektroskopie in CDCl3 und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse M und Polydispersitatsindex D wurden tiber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr).
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Es wurden zwei nahezu identische Alkin-funktionalisierte PEtOx,-NH2, Homopolymere mit
einer Wiederholungseinheit von 35 (PE1A) und 40 (PE1B) dargestellt. Beide Polymere
hatten eine molare Masse von ca. 3.5 bis 4 kDa. Die niedrigen Polydispersitatsindices von
1.08 (PE1A) und 1.07 (PE1B) bestdtigten die erfolgreiche lebende Polymerisation. Die
Polymere wurden nach der Dialyse gegen VE-Wasser und Fallung aus kaltem Diethylether
als farblose Feststoffe in moderaten Ausbeuten von 40-51% erhalten. Die beiden
Homopolymere wurden als Makroinitiatoren in der folgenden Blockcopolymerisation von

BLA-NCA eingesetzt.

Synthese und Charakterisierung der Blockcopolymere PEtOx,-b-PBLA, (PP1A, PP1B). Fir
die Darstellung der Blockcopolymere mit einer endstandigen Alkin-Funktion am
hydrophilen PEtOx,-Polymer wurden die Homopolymere PE1A und PE1B als
Makroinitiatoren in der lebenden, nukleophil ringéffnenden Polymerisation von B-Benzyl-

L-asparaginsdure-N-carboxyanhydrid (BLA-NCA) verwendet (Abbildung 61).
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Abbildung 61 Synthese der Blockcopolymere PEtOxn-b-PBLAm (PP1A, PP1B) mit einer endstandigen
Alkin-Funktion und PE1A bzw. PE1B als Makroinitiatoren.

Die synthetisierten Blockcopolymere wurden mittels 'H-NMR-Spektroskopie, IR- und GPC-
Analysen charakterisiert. Abbildung 62 zeigt die erfolgreiche Umsetzung anhand des H-
NMR-Spektrums und GCP-Chromatogramms von PP1A.
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Abbildung 62 (A) 'H-NMR-Spektrum und (B) GPC-Chromatogramm des Blockcopolymers PP1A.

Die neuen Signale (c, e-h) mit der chemischen Verschiebung bei 2.62, 2.83, 4.63, 5.02, 7.28
und 8.18 ppm demonstrieren die erfolgreiche Blockcopolymerisation von BLA-NCA zu
PEtOxss-b-PBLAo (PP1A). Die molare Masse des Blockcopolymers und der
Polymerisationsgrad der hydrophoben PBLA-Einheit wurden anhand des Signals e mit der
chemischen Verschiebung von 4.63 ppm berechnet. Die GPC-Analyse ergab einen
Polydispersitatsindex (D) von 1.14, was fir eine enge Molmassenverteilung und damit fir
eine erfolgreiche lebende Blockcopolymerisation steht. Tabelle 9 fasst die analytischen

Daten der synthetisierten Blockcopolymere PP1A und PP1B zusammen.

Tabelle 9 Analytische Daten der Alkin-funktionalisierten Blockcopolymere PEtOxn-b-PBLAm (PP1A, PP1B).

M2 M,P) Ausbeute
No. n? m?  n/m " " dr® [nm
[g/mol] _[g/mol] ml - 1)
PP1A 35(40) 20(25) 1.8 7741 7 900 1.14 204 +9 92
PP1B 40(40) 22(25) 1.8 8 652 9 290 1.18 228 +12 77

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden mittels *H-NMR-Spektroskopie in DMSO-ds und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse Mn und Polydispersitdtsindex D wurden Uber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr); c) Der hydrodynamische Durchmesser dn wurde tber DLS Messungen einer 1 mM
Polymerlésung in Wasser bestimmt.
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Beide Blockcopolymere wurden nach Reinigung durch Fallung aus kaltem Diethylether als
farblose Feststoffe in exzellenten Ausbeuten 77-92% erhalten. Da die kalkulierten
Polymerisationsgrade fiir die PBLA-Einheit nur sehr gering von den theoretisch
eingesetzten Aquivalenten abwichen, wurde davon ausgegangen, dass die Homopolymere
PE1A und PE1B die Blockcopolymerisation von BLA-NCA gut initiiert hatten. Demnach
wurden zwei nahezu identische Alkin-funktionalisierte Blockcopolymere der
Zusammensetzung PEtOx,-b-PBLA, mit molaren Massen von 8 kDa (PP1A) und 9 kDa
(PP1B) erhalten. Die Blockcopolymere hatten ein Blocklangenverhaltnis (n/m) von 1.8 mit
20 PBLA-Einheiten fir PP1A und 22 PBLA-Repetiereinheiten fiur PP1B. Aufgrund des
eingefihrten hydrophoben PBLA-Polymerblocks, verfligten die synthetisierten
Blockcopolymere liber amphiphile Eigenschaften und bildeten in Wasser oberhalb der
kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) mizellare Strukturen mit Durchmesser von
204-228 nm aus. Der gemessene hydrodynamische Durchmesser deutete jedoch auf die
Bildung von groReren Aggregaten anstelle von Mizellen hin. Die amphiphilen
Blockcopolymere wurden in der folgenden polymeranalogen Reaktion mit dem Biotin-

Liganden modifiziert.

Polymeranaloge Click-Reaktion fiir die Einfiihrung des aktiven Biotin-Liganden. Die Biotin-
Einheit als Ligand fiir aktives Targeting wurde in einer Kupfer-katalysierten Click-Reaktion

polymeranalog in die Blockcopolymerstruktur eingefiihrt (Abbildung 63).
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Abbildung 63 Kupfer-katalysierte Click-Reaktion am Blockcopolymer PP1A und PP1B zur
polymeranalogen Einflihrung der Biotin-Einheit.
Die Reaktion zwischen der endstandigen Alkin-Gruppe am Blockcopolymer und des Biotin-
Azid-Derivats wurde in Wasser mit Kupfersulfat als Katalysator durchgefiihrt. Abbildung 64

zeigt das 'H-NMR-Spektrum des Biotin-funktionalisierten Blockcopolymers PP1.1A.
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Abbildung 64 H-NMR-Spektrum des Biotin-modifizierten Blockcopolymers PEtOxss-b-PBLA2o
(PP1.1A) in DMSO-ds.

Die Signale a-h konnten erfolgreich den PEtOx- und PBLA-Polymerblécken zugeordnet
werden. Die Signale 1-4 wurden als die neu eingefiihrte Biotin-Einheit identifiziert.
Insbesondere anhand des Signals 4 mit der chemischen Verschiebung von 7.88 ppm,
welches dem Wasserstoffatom in 5-Position des Triazolringes zuzuordnen ist, ist deutlich
zu erkennen, dass die polymeranaloge Click-Reaktion erfolgreich war. Das Integral von 0.91
belegt eine nahezu quantitative Umsetzung. Die Biotin-modifizierten Blockcopolymere
PP1.1.A und PP1.1B wurden auRerdem mittels IR- und GPC-Analysen charakterisiert
(Abbildung 65).
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Abbildung 65 (A) IR-Spektren des Biotin-Azid-Derivats (blau) und des Biotin-modifizierten
Blockcopolymers PP1.1.A (rot); (B) GPC-Chromatogramme des Blockcopolymers
PP1A (schwarz) und des Biotin-modifizierten Blockcopolymers PP1.1A (rot).

Im IR-Spektrum des Biotin-modifizierten  Blockcopolymers PP1.1A  wurden

charakteristische Banden fiir die Ester-Gruppe bei 1734 cm™* und fiir den Oxazolin-Ring bei

1665 cm™ gefunden. Die GCP-Analyse lieferte einen Polydispersitatsindex (D) von 1.20, was

auf eine erfolgreiche polymeranaloge Click-Reaktion hinweist. Tabelle 10 fasst die

analytischen Daten fiir die Biotin-modifizierten Blockcopolymere PP1.1.A und PP1.1B

Zusammen.

Tabelle 10 Analytische Daten der Biotin-modifizierten Blockcopolymere PP1.1A und PP1.1B.

M,2) M, Ausbeute
No. na ma n/m " " pP)
/ [g/mol]  [g/mol] [%]
PP1.1A  35(40) 20(25) 1.8 8067 8490  1.20 74
PP1.1B  40(40) 22(25) 1.8 8978 9170  1.24 15

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden Uber H-NMR-Spektroskopie in DMSO-ds und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse Mn und Polydispersitatsindex ® wurden (iber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr).

Es wurde eine molare Masse von ca. 8 kDa fiir das Blockcopolymer PP1.1A und ca. 9 kDa
fur PP1.1B mithilfe der H-NMR-Spektroskopie berechnet. Die Biotin-modifizierten
Blockcopolymere wurden in der folgenden Reaktion mit DET zu Blockkatiomeren

umgesetzt.
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Synthese und Charakterisierung der Biotin-modifizierten Blockkatiomere PEtOxn-b-
P[Asp(DET)]m (P1A, P1B). Der letzte Schritt der Synthese war eine polymeranaloge
Aminolyse der Blockcopolymere (PP1.1A, PP1.1B) mit DET zu Biotin-modifizierten
Blockkatiomeren P1A und P1B. Um mogliche inter- oder intramolekulare Reaktionen zu
vermeiden, wurde DET im 50-fachen Uberschuss in Bezug auf die Benzyl-Gruppe in der
PBLA-Einheit des Polymers eingesetzt. Abbildung 66 zeigt das *H-NMR-Spektrum des
Blockkatiomers P1A.
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Abbildung 66 *H-NMR-Spektrum des Biotin-modifizierten Blockkatiomers P1A in D20.

Es wurden keine aromatischen Signale im Tieffeld beobachtet, was die Aminolyse der
Seitenkette mit DET belegte. Die neuen Signale d und f mit der chemischen Verschiebung
von 3.30 und 3.58 ppm sind auf die Einflihrung der DET-Seitenkette zurickzufihren und

bestadtigten somit den Erfolg der polymeranalogen Reaktion zur Zielverbindung. Zusatzlich
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wurden die IR-Spektren des Blockcopolymers PP1.1A mit dem finalen Blockkatiomer P1A

verglichen (Abbildung 67).
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Abbildung 67 Vergleich der IR-Spektren des Biotin-modifizierten Blockcopolymers P1.1A (blau) und
des Biotin-modifizierten Blockkatiomers P1A (rot).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Bande fiir die Ester-Gruppe bei 1734 cm™ im roten
Spektrum des finalen Blockkatiomers P1A und die Bande fiir die Phenyl-Gruppe bei
697 cm ! im blauen IR-Spektrum (P1.1A) nicht vorhanden waren. Dieses Ergebnis lieferte
ein weiteres Indiz fiir eine erfolgreiche Umsetzung mit DET. Im Folgenden wurden die
analytischen Daten der Biotin-modifizierten Blockkatiomere P1A und P1B und des
Referenzpolymers PEtOxas-b-P[Asp(DET)]z1 (P2) Biotin-Einheit

ohne tabellarisch

zusammengefasst (Tabelle 11).

Tabelle 11 Analytische Daten der Biotin-modifizierten Blockkatiomere PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m (P1A, P1B) und
des Referenzpolymers P2.

No n m? n/m M, M, pb) Ausbeute [%]

. (]
[g/mol]  [g/mol]

P1A 35 (40) 20 (25) 1.8 7 968 14 000 1.10 41

P1B 40 (40) 22 (25) 1.8 8 869 14 020 1.12 40

P2 44 (40) 31 (25) 1.4 10 707 12 490 1.09 46

a) Polymerzusammensetzung und Molmasse wurden mittels 'H-NMR-Spektroskopie in D20 und
Endgruppenanalyse bestimmt, die theoretisch eingesetzten Aquivalente sind in Klammern angegeben;
b) Molmasse M und Polydispersitatsindex D wurden tiber die GPC-Analyse bestimmt (PMMA Standards in
DMF/5 mg/mL LiBr);
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Die finalen Blockkatiomere P1A und P1B wurden mittels Dialyse gereinigt und als farblose
Feststoffe in moderaten Ausbeuten 40-41% erhalten. Die Polydispersitatsindices (D) von
1.10 und 1.12 deuteten auf eine erfolgreiche polymeranaloge Aminolyse ohne inter- oder
intramolekulare Reaktionen hin. Es wurde ein Blocklangenverhaltnis von 1.8 fiir beide
Blockkatiomere berechnet und die Molmassen betrugen 8 kDa fiir P1A und 9 kDa fiir P1B.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Blockkatiomere P1A und P1B in den folgenden
Abschnitten als identische Polymere mit der Bezeichnung P1 betrachtet. Kupfersulfat
diente als Katalysator in der vorangegangen Click-Reaktion zwischen der endstandigen
Alkin-Gruppe des Blockcopolymers und des Biotin-Azid-Derivats. Obwohl eine Dosis von
Kupfersulfat von 13 pg/kg/Tag fur einen erwachsenen Menschen unbedenklich ist, kbnnen
groBere Mengen von Kupfer zytotoxisch sein. Eine Menge von 220.5+23.8 ug/mL an
Kupfersulfat verursacht eine 50%ige Reduktion der Zellviabilitdt in HepGz-Zellen und stellt
damit die letale Dosis (LDso) dar.[2°2 Aus diesem Grund wurden ICP-Messungen und
Elementaranalysen gemacht, um den Kupfergehalt in den Blockkatiomeren festzustellen.
Die ICP-Messungen ergaben einen Kupfergehalt von 40ppm, wahrend die
Elementaranalyse einen ahnlichen Wert von 60 ppm Kupfer-Gehalt in dem Blockkatiomer
P1A lieferte. Da es sich lediglich um geringe Spuren von Kupfer handelte, die keine
toxischen Auswirkungen haben sollten, wurden die Blockkatiomere P1A und P1B im
Weiteren als nicht-virale Genvektoren fir den pDNA-Transport eingesetzt. Zusatzlich
wurden die Blockkatiomere in dem folgenden Abschnitt in einem CCK-Assay auf
Zytotoxizitat in HEK293 Zellen untersucht. Um einen Vergleich zwischen den Biotin-
modifizierten Polyplexmizellen und den Polyplexmizellen mit nicht-funktionalisierter
Schale machen zu konnen, wurden die Blockkatiomere P1A und P1B mit dem
Referenzpolymer P2 verglichen. P2 hat mit 40 PEtOx-Wiederholungseinheiten und 31
P[Asp(DET)]-Repetiereinheiten ein Blocklangenverhaltnis (n/m) von 1.4 und eine molare
Masse von 11 kDa. Daher ist es gut als Referenzpolymer geeignet. Zusammenfassend
wurden zwei Biotin-funktionalisierte Blockkatiomere PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m erfolgreich in

guten Ausbeuten in einer einfachen 4-stufigen Synthese dargestellt. Die lebende
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Polymerisation ermoglichte definierte Molmassen und Blocklangen. Im folgenden
Abschnitt wurden das Biotin-modifizierte Blockkatiomer P1 und das Referenzpolymer P2
als nicht-virale Genvektoren fiir die Komplexierung von Plasmid-DNA eingesetzt, um den
Effekt einer Biotin-vermittelten Gentransfereffizienz im Vergleich zu einer passiven

Anreicherung der Polyplexmizellen zu untersuchen.

6.3.2 Bildung und Charakterisierung von Polyplexmizellen mit einer Biotin-

modifizierten PEtOx-Schale fiir eine rezeptorvermittelte Zellaufnahme

Das synthetisierte Blockkatiomer PEtOxn-b-P[Asp(DET)]m (P1) mit einer Biotin-Einheit am
hydrophilen Polymerblock wurde als nicht-viraler Genvektor fiir den Transport von pDNA
untersucht. Durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem Blockkatiomer und
der negativ geladenen DNA wurden Polyplexmizellen gebildet und hinsichtlich ihrer
Eigenschaften charakterisiert. Die Bildung der Polyplexmizellen wurde bereits im Abschnitt
4.3.2 dieser Arbeit detailliert erklart. Alle Untersuchungen richteten sich nach den
bekannten biologischen Barrieren und Hindernissen fiir nicht-virale Genvektoren.?! Die
Polyplexmizellen hatten eine Biotin-funktionalisierte = PEtOx-Schale, die eine
rezeptorvermittelte Zellaufnahme ermoglichen sollte. Diese funktionalisierten
Polyplexmizellen wurden auf ihre kolloidale Stabilitat in HEPES-Puffer, in isotonischen
Kochsalz-Lésungen und in wassrigen sauren Losungen (pH 5) Gber eine gewisse Zeitdauer
untersucht. Weiterhin war es interessant, die DNA-Bindungseffizienz des Biotin-
modifizierten Blockkatiomers P1 mit dem Referenzpolymer P2 zu vergleichen. Bei den
Untersuchungen wurden Polyplexmizellen in den N/P-Verhéltnissen von 0.2-300 gebildet,
um den Einfluss des zunehmenden N/P-Verhaltnisses zu ermitteln. Des Weiteren wurden
die GrolRe, Morphologie und die Oberflachenladung der Komplexe mit Biotin-Einheit und
ohne Modifizierung untersucht. In Hinblick auf die Kupfer-katalysierte Click-Reaktion zur
Einflihrung der Biotin-Gruppe, wurden zytotoxische Effekte des Blockkatiomers P1 und der

P1/pDNA-Polyplexmizellen ermittelt und mit dem Referenzpolymer P2 verglichen. Neben
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minimaler Zytotoxizitat, ist die Freisetzung der DNA in das Zytoplasma ein wichtiger Aspekt
fur eine erfolgreiche Gentransfektion bzw. Genexpression. Aus diesem Grund wurde das
Dissoziationsverhalten der Nanokomplexe in einer Modell-Austauschreaktion mit Heparin,
als Polyanion mittels Gelelektrophorese und Fluoreszenzintensitatsmessungen untersucht.
Bei den Untersuchungen wurde der Einfluss des Targeting-Liganden, Biotin studiert. Der
Vergleich der beiden Komplexe war insbesondere bei der in vitro Untersuchung der
Gentransfektionseffizienz interessant. Hierfir wurde angenommen, dass durch die
rezeptorvermittelte Endozytose eine hohere Genexpression erreicht werden kénnte, als
durch die adsorptionsvermittelte Zellaufnahme der nicht funktionalisierten Komplexe. Die
Fahigkeit eine hohe Anzahl an Zellen zu transfizieren, ist eines der wichtigsten Aspekte bei

der Entwicklung von nicht-viralen Genvektoren.

Untersuchung der DNA-Bindungseffizienz des Biotin-modifizierten Blockkatiomers P1
und des Referenzpolymers P2. Eine effiziente Verpackung der DNA im Kern der
Polyplexmizelle ist ein wichtiges Kriterium fiir eine erfolgreiche Genexpression. Damit stellt
eine komplette Komplexierung der DNA durch elektrostatische Wechselwirkungen mit dem
Blockkatiomer P1 den ersten Schritt zur erfolgreichen Gentransfektion dar. Die
Komplexierungskraft des Biotin-modifizierten Blockkatiomers P1 wurde in zwei
unabhdngigen Methoden, mittels Gelelektrophorese und einem SYBR-Green Ausschluss-
Assay evaluiert. Zunachst soll auf die Ergebnisse der Gelelektrophorese eingegangen
werden. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes an das Agarose-Gel, konnte die
Migration der freien DNA visualisiert werden. Die Polymer/pDNA-Komplexe wandern
abhangig von ihrer GrofRe und Ladungsdichte im Agarose-Gel. Die beiden Faktoren GroRe
und Ladungsdichte werden durch den Komplexierungsprozess verandert, sodass nur freie
oder nicht vollstandig verpackte DNA im elektrischen Feld wandern wiirde. Abbildung 68A

zeigt das Agarose-Gel nach der Gelelektrophorese.
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Abbildung 68 (A) Gelelektrophorese und (B) Fluoreszenzspektroskopie des SYBR-Green Ausschluss-
Assays der nativen und komplexierten pDNA aus Biotin-PEtOxss-b-PAsp(DET)20 (P1)
und PEtOxas-b-PAsp(DET)s1 (P2) mit steigendem N/P-Verhiltnis.

Die Polyplexmizellen aus dem Biotin-modifizierten Blockkatiomer P1 und dem
Referenzpolymer P2 wurden in den N/P-Verhaltnissen 0.2 bis 300 gebildet, um das N/P-
Verhaltnis zu ermitteln, bei der die DNA vollstandig komplexiert vorlag. Bei einem N/P-
Verhaltnis von 4 wurde bei den Polyplexmizellen aus dem Biotin-modifizierten
Blockkatiomer P1 nur noch eine verschmierte DNA-Bande beobachtet, die bei N/P = 8 fast
vollstandig verschwand. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass die DNA bei einem
N/P-Verhaltnis von 4-8 vollstandig komplexiert vorlag. Im Gegensatz dazu, komplexierte
das Referenzpolymer P2 die DNA schon ab einem N/P-Verhiltnis von 2, wo ebenfalls nur
noch eine leichte DNA-Bande zu sehen war. Die DNA-Bande verschwindet ab N/P =4
vollstandig. Die die Molmassen und die Polymerblocklangen der beiden Blockkatiomere
nahezu identisch waren, wurde angenommen, dass die Biotin-Einheit des Polymers P1 die
Komplexierungskraft etwas herabsetzte. Dieser Effekt konnte auf mogliche
elektrostatische Wechselwirkungen oder Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen der
Biotin-Einheit und der DNA zurlickgefiihrt werden. Erwdahnenswert dabei ist die Arbeit von
Kataoka et al. vom Jahr 2007, in der unter anderem die Komplexierungskraft von ¢(RGDfK)-
PEG-b-PLys mit der des nicht funktionalisierten Blockkatiomers PEG-b-PLys verglichen
wurde.[?%3] Beide Polymere komplexierten die pDNA vollstindig ab einem N/P-Verhiltnis

von 1.25, sodass kein Einfluss der RGD-Funktionalisierung festgestellt werden konnte.[203!
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Des Weiteren konnten die Ergebnisse der Gelelektrophorese anhand des SYBR Green
Ausschluss-Assays bestatigt werden. Der Anteil der freien DNA wurde hierbei durch
Messung der Fluoreszenzintensitat evaluiert (Abbildung 68B). Als Negativkontrolle wurde
die Polymerlésung mit SYBR Green gemischt und untersucht. Als Positivkontrolle diente die
DNA-L6sung in Gegenwart des Fluoreszenzfarbstoffs. Die gemessenen Werte wurden auf
die Positivkontrolle referenziert. Wie in Abbildung 68B zu sehen ist, nahm die
Fluoreszenzintensitat mit steigendem N/P-Verhiltnis und damit mit der sukzessiven
Komplexierung der DNA ab. Das Minimum der Fluoreszenzintensitat wurde bei N/P = 4 fir
die Polyplexmizellen aus P1 und bei N/P =2 fur die Komplexe aus P2 erreicht. In guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Gelelektrophorese, wo die DNA-Migration
jeweils bei den genannten N/P-Verhiltnissen nur als verschmierte Bande visualisiert
wurde, bestatigte das SYBR-Green Ausschluss-Assay die komplette Komplexierung der DNA
ab N/P =4 fiur das Biotin-modifizierte Blockkatiomer P1 und ab N/P=2 fur das
Referenzpolymer P2. Hiermit wurde die hohere DNA-Bindungseffizienz des
Referenzpolymers P2 zusatzlich bestétigt. Die Fluoreszenzintensitdt sank in dem Bereich
von N/P =100-300 auf ein zweites Minimum bei einem N/P-Verhéltnis von 300. Diese
Beobachtung kénnte mit dem Uberschuss an positiver Ladung durch die héhere
Polymerkonzentration erklart werden. Da die Effizienz der Gentransfektion auch von der
Stabilitat der Polyplexmizellen abhangt und die DNA nur effektiv vor Serumproteinen und
Nukleasen im komplett komplexierten Zustand geschiitzt werden kann, wurde fir alle

weiteren Untersuchungen mindestens ein N/P Verhaltnis von 8 verwendet.

Untersuchung der Polyplexmizellen hinsichtlich ihrer Langzeitstabilitdt und Stabilitdt in
isotonischen Medien. Die Erhaltung der Bioaktivitat wahrend einer langeren Lagerzeit und
in isotonischen Medien, ist eine weitere wichtige Herausforderung fiir die Entwicklung
nicht-viraler Genvektoren. In diesem Abschnitt soll die Langzeitstabilitat in HEPES-Puffer
(10 mM, pH 7.4) und die kolloidale Stabilitdt in 50 mM und 150 mM Kochsalz-Losung
demonstriert werden. Dafir wurden Polyplexmizellen aus P1 und P2 in den N/P-

Verhaltnissen von 8 und 100 gebildet, um sowohl den Einfluss der Biotin-Einheit, als auch
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des N/P-Verhiltnisses zu ermitteln. Die Polyplexmizellen wurden in regelmaRigen
Abstanden innerhalb einer Messzeit von 4 Wochen mittels DLS-Messungen auf die
PartikelgroRe und mittels Fluoreszenzmessungen auf ihre Langzeitstabilitdat untersucht

(Abbildung 69).
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Abbildung 69 (A) Fluoreszenzspektroskopie des SYBR-Green Ausschluss-Assays und (B) DLS-
Messungen der Polyplexmizellen aus P1 und P2 zur Ermittlung der Langzeitstabilitat
in HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4)

Ein Zerfall der Polyplexmizellen wiirde sich durch eine erhéhte Fluoreszenzintensitat

duBern, da der verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green wieder in die freie DNA

interkalieren konnte. In den DLS-Messungen wiirde sich ein Zerfall oder Aggregation der

Polyplexmizellen in einer drastischen Anderung der PartikelgroRe bemerkbar machen.

Abbildung 69A zeigt nahezu konstante Fluoreszenzintensitaten fir alle N/P-Verhéltnisse
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0.2-300 in einem Zeitraum von 28 Tagen, was die Langzeitstabilitat der Polyplexmizellen
demonstrierte. Der Verlauf der Kurven fir die Polyplexmizellen aus P1 und P2
unterschieden sich nur gering. Lediglich bei einem N/P Verhéltnis von 100 wurde fir die
Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitdat von
9.76+£1.06% auf 22.19+10.36% nach 21 Tagen in HEPES-Puffer festgestellt. Die DLS-
Messungen der Polyplexmizellen aus P1 zeigten jedoch einen konstanten
hydrodynamischen Durchmesser (dn) fir beide N/P-Verhaltnisse von 8 und 100 in dem
gemessenen Zeitraum von 28 Tagen (Abbildung 68B). Die PartikelgroRe der
Polyplexmizellen mit dem N/P-Verhaltnis 100 betrug am Anfang der Lagerung
73.47+4.34 nm. Nach 21 Tagen wurde ein hydrodynamischer Durchmesser von
77.3211.71 nm gemessen, was auf eine kolloidale Langzeitstabilitdit ohne Zerfall und
Aggregation der Biotin-modifizierten Polyplexmizellen hinwies. Die Polyplexmizellen aus
dem Referenzpolymer P2 zeigten ein leichtes Aggregationsverhalten fiir ein N/P-Verhaltnis
von 8. Der hydrodynamische Durchmesser nahm von 70.1318.23 nm auf 93.01+4.00 nm
nach 14 Tagen und auf 110.68+4.55 nm nach 28 Tagen zu. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die Biotin-modifizierten Polyplexmizellen mit den N/P-Verhaltnissen 0.2-300
exzellente kolloidale Stabilitat in HEPES-Puffer fir mindestens 28 Tage zeigten. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde von einer guten Abschirmung der kationischen Ladungsdichte
durch die neutrale PEtOx-Schale und damit einer geeigneten Schale-Kern-Mizellenstruktur
ausgegangen. Die Biotin-Funktionalisierung schien dabei keinen Einfluss zu haben. In
Hinblick auf die intravendse Gabe der Gentherapie und die Salzkonzentration im Blut des
Patienten, ist die Stabilitdt in Kochsalz-Losungen ein wichtiges Kriterium, welches im
Folgenden diskutiert werden soll. Eine mogliche Salz-induzierte Aggregation wurde anhand
der PartikelgrofRen der Polyplexmizellen in 50 mM und 150 mM wassriger Natriumchlorid-
Losung untersucht. Dafir wurden die Polyplexmizellen aus P1 und P2 mit den N/P-
Verhaltnissen von 8 und 100 gebildet. Abbildung 70 zeigt die DLS-Messungen des
hydrodynamischen Durchmessers in regelmaBigen Abstdnden innerhalb der 28 Tagen

Messzeit.
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Abbildung 70 DLS-Messungen des hydrodynamischen Durchmessers der Polyplexmizellen in 50 mM
(links) und 150 mM wassriger NaCl-Lésungen zur Untersuchung der Stabilitat gegen
Salz-induzierte Aggregation.

Die Polyplexmizellen aus P1 und P2 mit dem N/P-Verhiltnis 100 waren in 50 mM

Kochsalzlésung stabil innerhalb der Messzeit von 28 Tagen. Die Komplexe mit dem

kleineren N/P-Verhiltnis von 8 zeigten jedoch Aggregationsverhalten. Die PartikelgroRe

der Biotin-modifizierten Polyplexmizellen nahm von 91.28+2.04 nm auf 291.40+26.94 nm
innerhalb von 28 Tagen zu. Der hydrodynamische Durchmesser der nicht funktionalisierten

Polyplexmizellen verhielt sich dhnlich und nahm von 92.64+£5.07 nm auf 214.10+7.40 nm

zu. In 150 mM Kochsalz-Losung waren lediglich die Polyplexmizellen aus dem Biotin-

haltigen Blockkatiomer P1 und dem N/P-Verhaltnis von 100 stabil. Die PartikelgroRe blieb
innerhalb der 28 Tage nahezu konstant, wahrend die nicht funktionalisierten

Polyplexmizellen PartikelgroRen von bis zu 2 um fir N/P =8 und 260.78+29.27 nm fur

N/P =100 nach 28 Tagen zeigten. Die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen mit dem

kleineren N/P-Verhiltnis von 8 aggregierten direkt zu 314.30+2.34 nm groBen Partikeln

und zerfielen schlieBlich nach nur 14 Tagen in 150 mM Kochsalz-Losung. Die kolloidale

Stabilitat war also abhangig von der Salzkonzentration, des N/P-Verhiltnisses und der

Funktionalisierung der Oberflache der Polyplexmizellen. Der Effekt der Salz-induzierten

Aggregation wurde bereits auf Seite - 100 - erklart. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass

durch die Funktionalisierung mit Biotin die Polyplexmizellen, insbesondere mit einem N/P-

Verhaltnis von 100, eine gréBere kolloidale Stabilitdat auswiesen. Eine mogliche Erklarung
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dafiir ist, dass die PEtOx-Schale der Polyplexmizellen eine groRere Hydrathille aufgrund
der Biotin-Einheiten hat und somit die Wechselwirkung bzw. der Ladungsausgleich mit den

Natriumchlorid-lonen verlangsamt stattfindet.[18’]

Studien zur Morphologie, GroRRe und Oberflaichenladung der Polyplexmizellen aus den
Biotin-modifizierten Blockkatiomer P1 und den Referenzpolymer P2. Fir die
Zellaufnahme spielen Form, GroRe und Oberflachenladung der Polyplexmizellen eine
wichtige Rolle. Die Form und GrofRe der Komplexe wurden mittels TEM-Analysen
untersucht. Der hydrodynamische Durchmesser und die Oberflachenladung wurden
mithilfe von DLS- und Zetapotential-Messungen ermittelt. Abbildung 71 zeigt homogen
verteilte und spharische Polyplexmizellen, sowohl aus dem Biotin-modifizierten

Blockkatiomer P1 als auch aus dem Referenzpolymer P2.

P1/pDNA N/P 100 P2/pDNA N/P 100
€ o

50 nm 50 nm

Abbildung 71 TEM-Analyse der Polyplexmizellen aus P1 und P2 mit einem N/P-Verhiltnis von 100.
Die Aufnahmen wurden angefertigt von Herrn Volker Brandt im Arbeitskreis von Prof.
J. Tiller.

Die Polyplexmizellen mit dem N/P-Verhaltnis von 100 hatten einen Durchmesser von ca.

50 nm. Fur ein N/P-Verhiltnis von 8 wurden ebenfalls homogene spharische Partikel mit

einem Durchmesser von 50 nm beobachtet. Es wurde daher angenommen, dass die Form

der Partikel unabhidngig von der Oberflachen-Funktionalisierung mit Biotin und des N/P-

Verhiltnisses war. Da die TEM-Analytik eine qualitative Methode ist, wurden DLS-

Messungen fir die Ermittlung der GroRenverteilung durchgefiihrt (Abbildung 72A).
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Abbildung 72 DLS-Messungen des (A) hydrodynamischen Durchmessers (dn) und des (B)
Zetapotentials der Polyplexmizellen aus P1 und P2 mit zunehmenden N/P-
Verhéltnisses.
Auf Grundlage der Untersuchungen zur Komplexierungskraft der Polymere mittels
Gelelektrophorese und SYBR-Green Ausschluss-Assays war bekannt, dass die DNA ab einem
N/P-Verhaltnis von 4 fiir das Biotin-modifizierte Blockkatiomer (P1) und von 2 fiur das
Referenzpolymer (P2) vollstandig verpackt vorlag. Wie in Abbildung 72A zu sehen ist, wurde
bei den genannten N/P-Verhiltnissen von 4 und 2 jeweils der isoelektrische Punkt fiir die
Komplexe aus P1 und P2 erreicht. Dieser Punkt der Ladungsneutralisierung durch die
Komplexierung der pDNA mit den Blockkatiomeren, ist als ein Maximum in den DLS-Kurven
sichtbar. Die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen aus P1 erreichten dabei einen
hydrodynamischen Durchmesser von 352.20£18.98 nm, gefolgt von einem Abfall der
GroRen auf 65.27+7.07 nm. Fir ein N/P-Verhaltnis groRer als 8 fluktuierten die
PartikelgroRen um diesen Wert. Die Polyplexmizellen aus P2 erreichten am isoelektrischen
Punkt eine PartikelgroRe von 126.70+5.11 nm, die ebenfalls auf 61.41+2.05 nm absanken
und fir ein N/P-Verhaltnis groRer als 4 um diesen Wert schwankten. Die GréRen der
Polyplexmizellen unterschieden sich kaum fur N/P > 8, sodass von keinem Einfluss der
Biotin-Einheit auf die PartikelgroBe nach vollstandiger Komplexierung der DNA
ausgegangen wurde. Verglichen mit dem publizierten polymeren Wirkstoff-Transport-

System von Kim et al. wurden ebenfalls keine signifikanten GrofRenunterschiede der
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Oberflachen-funktionalisierten Systeme gefunden. Fir den Biotin-funktionalisierten
Wirkstoffvektor aus Graftcopolymeren basierend auf Polysuccinimid (PSl) wurde ein
Durchmesser von 310 nm berichtet, wahrend der nicht funktionalisierte Vektor eine GréRRe
von 290 nm aufwies.[18] Weiterhin soll erwdhnt werden, dass die mit den DLS-Messungen
ermittelten Grolen gut mit der GrofRenbestimmung mittels der TEM-Analyse
Ubereinstimmten. Die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen mit einem Durchmesser
von ca. 65nm befinden sich in einem optimalen GroéRenbereich fiir Gen- und
Wirkstofftransport, da sie gut Uber die Endozytose aufgenommen werden kénnen. Fir die
Zellaufnahme spielt auch die Oberflachenladung eine wichtige Rolle. Aufgrund der negativ
geladenen Zellmembran, werden leicht positiv geladene Komplexe besser aufgenommen.
Komplexe mit einer hohen positiven Ladungsdichte fiihren allerdings zur Destabilisierung
der Zellmembran und somit zu zytotoxischen Effekten.[?®! Die DLS-Messungen zeigten fiir
die Komplexe aus P1 und P2 eine stetige Zunahme des Zetapotentials von negativen zu
positiven Werten mit steigendem N/P-Verhdltnis (Abbildung 72B). Entsprechend der
maximalen PartikelgroRe bei N/P = 4 fiir P1/pDNA- und N/P = 2 fur P2/pDNA-Komplexe,
wurden bei diesen N/P-Verhéltnissen nahezu neutrale Partikel gemessen, was die Tendenz
zur Aggregatbildung erklart. Im Bereich von N/P = 8-20 fluktuierte die Oberflachenladung
der Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen um +4 mV. Diese leicht positive
Oberflachenladung bestdtigte eine hervorragende Abschirmung der kationischen Ladung
durch die neutrale PEtOx-Hulle. Fir das hohe N/P-Verhiltnis von 300, stieg das
Zetapotential auf einen Wert von 21.80£1.08 mV. Die nicht funktionalisierten
Polyplexmizellen hatten eine weniger positive Oberflachenladung von 14.43+0.99 mV bei
dem hohen N/P-Verhaltnis von 300. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, dass
die Oberflachenfunktionalisierung mit Biotin die Abschirmung der kationischen
Ladungsdichte bei einem N/P-Verhaltnis von 300 negativ beeinflusst. In diesem
Zusammenhang soll erwdhnt werden, dass Kataoka et al. keinen Einfluss der
Oberflachenfunktionalisierung mit cyclischen RGD-Peptiden weder auf die GréRe noch auf

das Zetapotential der Polyplexmizellen beobachten konnten.[2%3! Ungeachtet dessen
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zeigten die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen mit N/P-Verhaltnissen zwischen 8
und 100 gute Voraussetzungen fiir eine effiziente Zellaufnahme mit 65 nm grofRen Partikel
und einer leicht positiven Oberflachenladung von 4 mV. Darliber hinaus verfligten die
Polyplexmizellen (iber eine Schale-Kern-Mizellenstruktur mit einer neutralen PEtOx-

Palisade zur effektiven Abschirmung der kationischen Ladung im Bereich N/P = 8-100.

Untersuchungen der pH-Sensitivitait der Polyplexmizellen im sauren Medium. Der
Gentransport wird vermutlich auf endosomalen Weg realisiert. Hierbei beglnstigt die
Abnahme des pH-Wertes von 7.4 auf 5.5 den endosomalen Austritt der pH-sensitiven
Polyplexmizellen. Dabei spielen sowohl der osmotische Druck als auch die Destabilisierung
der endosomalen Membran durch kationische Ladungen eine wichtige Rolle. Bei der
Entwicklung der nicht-viralen Genvektoren ist es notwendig zu beachten, dass die
Membran-destabilisierende Wirkung durch kationische Ladungen auerhalb des Endosoms
reduziert wird. Dieses Verhalten kann durch die Verwendung von pH-empfindlichen
Seitenketten, wie DET und einer guten Abschirmung der kationischen Ladung durch eine
neutrale Hille, wie PEtOx, erreicht werden. Die Ethylendiamin-Einheit im P[Asp(DET)]-
Polymerblock ist dafiir bekannt, eine zwei-stufige Protonierung unter einer gewissen
Gauche-Anti-Konformationsanderung einzugehen. Damit verbunden wird eine effektive
Puffer-Funktion in saurer endosomaler Umgebung bei pH 5.1121221 Um das Verhalten der
Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen zu untersuchen, wurden DLS-Messungen des
hydrodynamischen Durchmessers der Komplexe mit N/P = 8 und N/P =100 in einem pH 5
sauren Puffer durchgefiihrt (Abbildung 73).
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Abbildung 73 DLS-Messungen zur Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers (dn) der
Polyplexmizellen aus P1 und P2 in Puffer-Losungen mit pH 5 und pH 7.4.
Die Polyplexmizellen aus P1 und P2 hatten sowohl mit dem N/P-Verhaltnis von 8 als auch
von 100 in pH-neutraler Puffer-Lésung PartikelgroRen zwischen 60 und 77 nm. In
endosomal-saurem Medium (pH 5) nahmen die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen
eine GroRe von Uber 1 um an. Diese Tendenz zur Bildung von groRRen Partikeln wurde fir
beide N/P-Verhiltnisse gleichermalRen beobachtet. Die P2/pDNA-Komplexe mit N/P =8
bildeten in pH5 saurer Puffer-Losung Komplexe mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 534.50+15.42 nm. Fir N/P =100 konnten keine Partikel gemessen
werden, sodass eine Dissoziation der Polyplexmizellen vermutet wurde. Auf Grundlage
dieser Ergebnisse, ist zu erkennen, dass durch die Einfihrung der Biotin-Einheit deutlich
grofRere Partikel in endosomal-saurer Umgebung erhalten wurden, die in Gegensatz zu
nicht-funktionalisierten Partikel keinen Zerfall zeigten. Die Gr6Renzunahme kann auf die
Zweifach-Protonierung der DET-Seitenkette und der damit verbundenen erhdhten
Ladungsdichte zurlickgefihrt werden. Durch die Zweifach-Protonierung wird die
intramolekulare Repulsion innerhalb der Ethylendiamin-Einheit erh6ht, sodass es zur
Ausweitung der Polymerketten und zur Quellung der Polyplexmizellen kommt (Abbildung

44).11900 Djese GroRenzunahme und die ermittelte Stabilitit in endosomal-saurer
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Umgebung der Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen ist forderlich fir einen effizienten

endosomalen Austritt.

Untersuchungen der Polyplexdissoziation in einer Austauschreaktion mit Heparin als
Modellanion. Fir den Einsatz des Biotin-modifizierten Blockkatiomers (P1) als nicht-viraler
Genvektor, wurde die Freisetzung der DNA aus der Polyplexmizelle untersucht. Dafir
wurden Polyplexmizellen in den N/P-Verhéltnissen von 8 und 100 gebildet und einer
Austauschreaktion mit Heparin, als Modellanion fiir anionische Biomakromolekiile,
ausgesetzt. Die Freilassung der DNA aus dem Komplex wurde mittels Gelelektrophorese
visualisiert und mithilfe von Fluoreszenzintensitdtsmessungen des SYBR Green
Fluoreszenzfarbstoffs detektiert. Zunachst soll auf die Ergebnisse der Gelelektrophorese

eingegangen werden (Abbildung 74).
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Abbildung 74 Untersuchung der Freisetzung der DNA aus den Polyplexmizellen mit N/P =8 und
N/P = 100 in einer Austauschreaktion mit Heparin mittels Gelelektrophorese.
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Bei beiden Polyplexmizellen mit dem N/P-Verhéltnis von 8 wurde bei einer Heparin-
Konzentration von 10 U mL? eine verschmierte DNA-Bande beobachtet, die auf eine noch
intakte Wechselwirkung mit der DNA hinweist. Erst ab einer Konzentration von 20 U mL?,
wurde die DNA aus den Polyplexmizellen gleichermaRen aus P1 und P2 vollstandig
freigesetzt, sodass die Migration der nativen DNA im Agarose-Gel sichtbar war. Bei den
Biotin-modifizierten Polyplexmizellen mit einem N/P-Verhéltnis von 100 wurde selbst bei
einer Konzentration von 100 U mL? Heparin keine DNA-Bande im Agarosegel beobachtet.
Im Gegensatz dazu, wurde bei den P2/pDNA-Komplexen eine verschmierte DNA-Bande bei
einer Heparin-Konzentration von 60 U mL! ermittelt. Diese Ergebnisse konnten erfolgreich
mittels Fluoreszenzspektroskopie belegt werden (Abbildung 75).
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Abbildung 75 Untersuchung der Freisetzung der DNA aus den Polyplexmizellen mit N/P =8 und
N/P =100 in einer Austauschreaktion mit Heparin mittels
Fluoreszenzintensitatsmessungen.

Hierflir wurde die DNA, genau wie bei dem SYBR Green Ausschluss-Assay, mit dem

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green angefarbt. Nach Inkubation mit Heparin in den jeweiligen

Konzentrationen, wurde die Fluoreszenzintensitat gemessen. Die Freisetzung der DNA

wirde die Interkalation des Farbstoffs in die Doppelhelix ermdglichen, was eine Erhéhung

der Fluoreszenzintensitat zur Folge hitte. In guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
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aus der Gelelektrophorese wurde eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat flr die
Polyplexmizellen mit einem N/P-Verhéltnis von 8 ab einer Heparin-Konzentration von
10 U mL* fir P1 und 20 U mL™? fir P2 beobachtet. Ebenso wurde fiir P2/pDNA-Komplexe
mit einem N/P-Verhiltnis von 100 ab einer Heparin-Konzentration von 60 U mL? ein
leichter Anstieg der Fluoreszenzintensitat detektiert. Aufgrund dieses Ergebnisses und der
leicht verschmierten DNA-Bande im Agarosegel wurde von keiner vollstandigen DNA-
Freisetzung ausgegangen. Dennoch schienen die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen
mit dem N/P-Verhaltnis von 100 stabiler gegenliber dem Polyanion Heparin zu sein, was
auf eine starkere Komplexierungskraft des Biotin-modifizierten Blockkatiomers (P1) bei

N/P = 100 hindeutete.

Zytotoxizitaten der Blockkatiomere in Abwesenheit und als Komplex mit DNA. Eine hohe
Zytokompatibilitat ist ein wichtiges Kriterium fir in vitro und in vivo Anwendungen von
Blockkatiomeren als nicht-virale Genvektoren. Aus diesem Grund wurde das Biotin-
funktionalisierte Blockkatiomer P1 und die P1/pDNA-Polyplexmizellen in einem gangigen

CCK-Zellviabilitat-Assay auf ihre Zytotoxizitat untersucht (Abbildung 76).
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Abbildung 76 Zellviabilitdt-Assay in HEK293 Zellen mit (A) dem Biotin-funktionalisierten

Blockkatiomer P1 und dem Referenzpolymer P2 und (B) den Polyplexmizellen aus
P1 und P2.

Die Auswertung des Zellviabilitdt-Assay demonstrieren, dass die beiden Blockkatiomere P1

und P2 in allen untersuchten Konzentrationen eine relative Zellviabilitdt von tUber 70%
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hatten und damit selbst in hohen Konzentrationen von 1 mg mL? nicht zelltoxisch waren.
Dieses Ergebnis belegt zusatzlich, dass die gemessene Menge an Kupfersulfat im
zytokompatiblen Spurenbereich lag. Die Polyplexmizellen aus dem Referenzpolymer P2
zeigten keine toxischen Effekte in HEK293 Zellen, selbst bei einem hohen N/P-Verhiltnis
von 300. Die Polyplexmizellen mit der Biotin-funktionalisierten PEtOx-Schale verursachten
eine Abnahme der Zellviabilitat mit steigendem N/P-Verhaltnis. Diese betrug bei N/P = 300
nur 29+18%. Dieses Ergebnis kann vermutlich mit der relativ hohen positiven
Oberflachenladung von 21.80+1.08 mV bei N/P =300 der funktionalisierten P1/pDNA-
Komplexe zusammenhangen. In diesem Fall konnte bereits beobachtet werden, dass die
Abschirmung der kationischen Ladungen durch die Oberflachenmodifikation mit Biotin-
Molekilen reduziert wird. So kdnnen zytotoxische Effekte durch Destabilisierung der
Zellmembran wegen der erhdhten positiven Ladungsdichte hervorgerufen werden. Studien
mit Biotin-funktionalisierten polymeren Wirkstoff-Transport-Systemen von Doxorubicin
oder Paclitaxel-Kurkumin erzielten dhnliche Ergebnisse.[18%188] Bej der Untersuchung der
polymeren Transportsysteme ohne Wirkstoff, hatten Biotin-funktionalisierte Polymere
eine adhnlich gute Zellviabilitat wie die nicht funktionalisierten Referenzpolymere. Die
Wirkstoff-beladenen Systeme unterschieden sich dagegen signifikant. Die Biotin-
modifizierten Transportsysteme zeigten eine deutlich niedrigere Zellviabilitat aufgrund der
héheren Zellaufnahme und damit verbunden der hdheren Wirkstoffdosis in den
Zellen.!185188] Dieser Zusammenhang kénnte auch auf die hier beobachtenden Ergebnisse
zutreffen. Moglicherweise flhrte die Oberflachen-Funktionalisierung mit Biotin zu einer
hoheren Zellaufnahme und damit zu einer héheren Akkumulation von pDNA, was folglich

in reduzierter Zellviabilitat resultierte.

Untersuchung der in vitro Gentransfektionseffizienz in HEK293 Zellen. Neben minimaler
Zytotoxizitat, ist eine hohe Gentransfektionseffizienz ein entscheidendes Kriterium fir
erfolgreiche Proteinexpression. Fiir die Untersuchung der in vitro Gentransfektionsaktivitat
wurde das eGFP exprimierende Plasmid (peGFP) mit P1 und P2 in den N/P-Verhiltnissen

20-300 komplexiert. Die Transfektion in HEK293 Zellen wurde qualitativ mit dem
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Fluoreszenzmikroskop und quantitativ mithilfe von Durchflusszytometrie untersucht.
Abbildung 77 zeigt die Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen der mit P1/peGFP- und

P2/peGFP-Komplexen transfizierten Zellen.
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Abbildung 77 Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen der mit P1/peGFP- und P2/peGFP-Komplexen
transfizierten HEK293 Zellen nach 48 h Inkubationszeit.

Die Anzahl der eGFP-positiven Zellen stieg mit steigendem N/P-Verhaltnis. Die
Mikroskopieaufnahmen zeigen deutlich, dass die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen
bereits ab einem N/P-Verhaltnis von 20 eine moderate Anzahl an Zellen transfizierten. Im
Gegensatz dazu, waren die Polyplexmizellen aus dem Referenzpolymer P2 erst ab einem
N/P-Verhaltnis von 100 in der Lage Zellen zu transfizieren. Um die erfolgreiche Steigerung
der Transfektionseffizienz durch die Einfihrung eines aktiven Liganden zusatzlich zu

demonstrieren, wurden Durchflusszytometrie-Messungen durchgefiihrt (Abbildung 78).
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Abbildung 78 Durchflusszytometrie-Messungen der transfizierten HEK293 Zellen mit P1/peGFP- und
P2/peGFP-Komplexen nach 48 h Inkubationszeit.

Die quantitative Analyse der Gentransfektionseffizienz mithilfe des Durchflusszytometers
stimmte gut mit den qualitativen Ergebnissen mittels Fluoreszenzmikroskopieanalysen
Uberein. Wahrend die Polyplexmizellen mit der Biotin-Einheit bei einem N/P-Verhaltnis von
20 24.40+2.41% der HEK293 Zellen transfizierten, wurden nur 0.67+0.15% transfizierte
Zellen mit P2/peGFP-Komplexen gefunden. Auch bei einem N/P-Verhéltnis von 50 zeigten
die Oberflachen-funktionalisierten Polyplexmizellen eine héhere Gentransfektionsaktivitat
von 69.45+0.43%. Im Gegensatz dazu waren mit P2/peGFP-Mizellen nur 35.68+3.66% GFP-
positive Zellen. Bei den hoheren N/P-Verhaltnissen nahm die Gentransfektionseffizienz von
P1/peGFP- und P2/peGFP-Komplexen nahezu gleiche Werte von 72% fiir N/P = 100 und
86% fur N/P =300 an.

In diesem Zusammenhang soll erwdahnt werden, dass serumhaltige Zellmedien oft einen
negativen Effekt auf die Transfektionsaktivitat ausiiben. Das hangt damit zusammen, dass
das Serum aus anionischen Proteinen besteht, welche mit dem Blockkatiomer

wechselwirken und sich auf den Polyplexmizellen abscheiden konnen. Solche
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Wechselwirkungen sind insbesondere mit stark positiv geladenen Polyplexmizellen
ausgepragt und fiihren zu reduzierter Endozytose und Gentransfektionseffizienz. Aus
diesem Grund wurde die Gentransfektionsaktivitat der Polyplexmizellen aus P1 und P2 in
serumhaltigen und serumfreien DMEM-Zellmedium verglichen (Abbildung 79).
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Abbildung 79 Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen der transfizierten HEK293 Zellen mit
Polyplexmizellen aus P1 und P2 in serumfreien und serumhaltigen DMEM-
Zellmedium nach 48 h Inkubationszeit.
Die Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen zeigen deutlich, dass die Gentransfektionseffizienz
der Polyplexmizellen aus P1 und P2 in Gegenwart von Serumproteinen nicht inhibiert oder
eingeschrankt wurde. Insbesondere bei den transfizierten HEK293 Zellen mit P1/pDNA-
Komplexen konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der GFP-positiven Zellen in
DMEM und DMEM+10% FBS beobachtet werden. Bei den transfizierten Zellen mit
P2/pDNA-Komplexen wurde sogar ein gegenteiliger Effekt beobachtet. Die Anzahl der GFP-

positiven Zellen war in serumhaltigen DMEM-Medium qualitativ hoher, als in serumfreien.
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Im serumhaltigen Zellmedium wurden sogar transfizierte HEK293 Zellen ab einem N/P-
Verhaltnis von 20 anstelle von 100 beobachtet. Diese Ergebnisse wurden zusatzlich mit der
Messung der Fluoreszenzintensitdten der GFP-positiven Zellen in den unterschiedlichen

Medien bestatigt (Abbildung 80).

120
—— P1/pDNA in DMEM Serumfrei

|- ~--P1/pDNA in DMEM + 10% FBS
|—=—P2/pDNA in DMEM Serumfrei
1- — - P2/pDNA in DMEM + 10% FBS

-
o
o

[e]
o
1

[+2]
o
1

B
o
1

Relative Fluoreszenzintensitat [%]
8
|

o
1

yi
I’ |

48 20 50 'lCI)O 300
N/P-Verhaltnis

Abbildung 80 Relative Fluoreszenzintensitdten der GFP-positiven Zellen mit P1/pDNA und P2/pDNA-
Komplexen nach 48 h Inkubation in serumfreien und serumhaltigen DMEM-Medium.
Die Fluoreszenzintensitaten der HEK293 Zellen mit den Biotin-modifizierten
Polyplexmizellen stieg ab einem N/P-Verhaltnis von 20 nahezu identisch in serumfreien und
serumhaltigen DMEM-Medium. Der Anstieg der Intensitaten verdeutlicht die Zunahme der
Anzahl der transfizierten Zellen mit steigendem N/P-Verhiltnis. Die Zellen der nicht
modifizierten Polyplexmizellen zeigten erst ab einem N/P-Verhiltnis von 20 eine Zunahme
der Fluoreszenzintensitdten in serumhaltigen und ab N/P = 50 in serumfreien Zellmedium.
Diese Ergebnisse stimmten sehr gut mit den Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen Gberein
und verdeutlichten den schiitzenden Effekt der hydrophilen und neutralen PEtOx-Schale.
Sowohl die Biotin-modifizierten, als auch nicht modifizierten Polyplexmizellen zeigten eine
hervorragende Serumkompatibilitdt. Auch PEGylierte Blockkatiomere zeigen keine

Reduktion der Gentransfektion in serumhaltigen Zellmedien, jedoch eine verringerte
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Zellaufnahme aufgrund der abschirmenden Wirkung.[?2128 |m Vergleich dazu konnten wir
in diesem Abschnitt die Steigerung der Zellaufnahme bzw. Gentransfektionseffizienz durch

die Modifizierung mit dem aktiven Liganden Biotin demonstrieren und das ,,PEG-Dilemma

erfolgreich umgehen.

6.4 Zusammenfassung

In einer neuen und einfachen vier-stufigen Synthese konnten zwei Blockkatiomere mit
einer Biotin-Einheit als Ligand fiir aktives Targeting in Krebszellen hergestellt werden. Das
in drei Stufen synthetisierte Biotin-Azid-Derivat wurde in einer Kupfer-katalysierten Click-
Reaktion polymeranalog in das Blockkatiomer mit der Struktur Biotin-PEtOx,-b-
P[Asp(DET)]m eingefiihrt. Die hydrophile PEtOx-Einheit und das kationische P[Asp(DET)]-
Segment wurden mit definierten Blocklangen (n, m) und kontrollierten Molmassen
dargestellt und mittels H-NMR-Spektroskopie, IR- und GPC-Analysen vollstindig
charakterisiert. Abbildung 81 =zeigt die Polymerstrukturen und Eigenschaften der

erfolgreich synthetisierten Blockkatiomere mit Biotin als Targeting-Molekdil.
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Abbildung 81 Synthetisierten Biotin-funktionalisierten Blockkatiomere P1A und P1B und ihre
analytischen Daten.
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Die synthetisierten Blockkatiomere bildeten mit Plasmid-DNA Polyplexmizellen in einer
Schale-Kern-Architektur, wobei die Oberflache mit Biotin-Einheiten funktionalisiert vorlag.

Abbildung 82 fasst die Ergebnisse mit den Biotin-modifizierten Polyplexmizellen dar.

1. DNA-Bindungseffizienz der Biotin-funktionalisierten Blockkatiomere
DNA wurde ab N/P = 4 vollstandig komplexiert
Biotin-Einheiten wirkten sich negativ auf die Komplexierungskraft
aus

2. Langzeitstabilitat in HEPES-Puffer und 4. Verhalten in endosomal-saurer
Stabilitat in Kochsalz-Lésungen Umgebung
* Gute kolloidale Stabilitat in * Kein Zerfall der Komplexe in
HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4) pH 5 saurer Puffer-Lésung
fur mind. 4 Wochen \ & i o durch Biotin-Modifikation
Einfiihrung von Biotin-Liganden ._,.N)KA/\%‘(W
fuihrte zur hoheren kolloidalen A [l S/ 5. Austauschreaktionen mit
Stabilitat in 50 mM und 150 mM \h = A Polyanionen
Kochsalz-Lésung ] M « Erfolgreiche Freisetzung der
= DNA aus den Polyplexmizellen
3. Morphologie, GroRe & \J/ g g : mit N/P 8
Oberflachenladung , .
+ Bildung von homogenen \ \) 6. Zytotoxische Effekte
spharischen Partikeln mit einer « Biotin-funktionalisierte Blockkatiomere
GroRe von ~65 nm und einer zeigten gute Zytokompatibilitat
leicht positiven « Biotin-funktionalisierte Polyplexmizellen
Oberflachenladung von ~4 mV reduzierten die Zellviabilitat

7. Effizienz der Gentransfektion
Bis zu 36-fache Steigerung der Gentransfereffizienz durch
Einflihrung der Biotin-Einheit als Targeting-Ligand
Erhdhung der Zellaufnahme durch rezeptor-vermittelte Endozytose

Abbildung 82 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse mit Biotin-funktionalisierten
Polyplexmizellen.
Die Biotin-modifizierten Polyplexmizellen bildeten homogene, spharische Partikel mit
einem Durchmesser von ca. 65 nm und einer Oberflachenladung von +4 mV. Obwohl die
Biotin-funktionalisierten Blockkatiomere die pDNA erst ab einem N/P-Verhaltnis von 4
anstelle von 2 vollstandig komplexierten, fihrte die Biotin-Modifikation zu zahlreichen und
in Hinblick auf erfolgreichen Gentransfer wichtigen Vorteilen. Durch die Einflihrung der
Biotin-Einheit auf die Oberflache der Polyplexmizellen konnte die kolloidale Stabilitat in
HEPES-Puffer beibehalten werden und die Stabilitat in Kochsalz-Lésungen sogar signifikant
gesteigert werden. In Hinblick auf extrazellularen Transport ist die Stabilitdt des Komplexes
und damit der Schutz der DNA entscheidend. Intrazellular ist jedoch die Dissoziation des
Komplexes fir die Freisetzung der DNA fiir eine erfolgreiche Proteinexpression gewiinscht.
Die Freisetzung der DNA aus den Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen mit N/P =8

wurde mit einer Heparinkonzentration von 20 U mL? erfolgreich erreicht. Die DNA-
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Freisetzung aus dem Komplex mit N/P =100 war aufgrund der hoheren
Komplexierungskraft leider nicht moglich. In Hinblick auf die Anwendung der Gentherapie
gegen Krebserkrankungen ist die Balance zwischen minimaler Zytotoxizitat und maximaler
Gentransfereffizienz ein  wichtiges Kriterium. Das hier synthetisierte Biotin-
funktionalisierte Blockkatiomer zeigte trotz der Kupfer-katalysierten polymeranalogen
Reaktion eine hervorragende Zytokompatibilitdt sogar in hohen Konzentrationen von
1 mgmLL Im Gegensatz dazu wurde die Zellviabilitit durch die Biotin-modifizierten
Polyplexmizellen reduziert. Eine mogliche Erklarung dafiir ist die positive
Oberflachenladung der Komplexe ab N/P =50. Eine weitere Annahme ist die hohere
Akkumulation des Plasmids durch die rezeptorvermittelte Aufnahme mittels der Biotin-
Einheit als  aktiver Ligand. Die hohere  Zellaufnahme  wurde  durch
Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen und Durchflusszytometrie bestatigt. Die
Gentransfereffizienz wurde durch die Einfiihrung eines Biotin-Liganden und damit durch
eine Rezeptor-vermittelte Endozytose um bis zu 36-Fache gesteigert. Durch die Schale-
Kern-Mizellenstruktur und die hydrophile PEtOx-Palisade wurde die Gentransferaktivitat
der Biotin-funktionalisierten Komplexe durch serumhaltiges Zellmedium nicht reduziert.
Als Fazit wurde festgehalten, dass die Einfiihrung des Biotin-Liganden fiir aktives Targeting
mittels Rezeptor-vermittelten Endozytose die Gentransfereffizienz maligeblich erhoht,

wahrend die Eigenschaften der Polyplexmizelle beibehalten wurden.
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6.5 Experimentelles

6.5.1 Synthesevorschrift des Biotin-Azid-Derivats

Synthesevorschrift fiir die Darstellung von 3-Azidopropylamin

NaN3
H,0, 100 °C,
tiber Nacht
H,N N.
> AN \N(?Ne

o (©)
Br * HsN Br
N 68%

Die Darstellung von 3-Azidopropylamin ist literaturbekannt.?%4 1-Bromo-3-aminopropan
Hydrobromid (3.20 g, 14.62 mmol, 1.0 Aq.) wurde in 10 mL demineralisiertem Wasser
geldst. Natriumazid (3.14 g, 48.24 mmol, 3.3.0 Aq.) wurde in 15 mL VE-Wasser gelést und
vorsichtig zu dem Gemisch hinzugegeben und unter Reflux Uber Nacht gerihrt.
AnschlieBend wurden ca. 2/3 des Wassers unter Vakuum entfernt und der Riickstand auf
0 °C gekihlt. AnschlieRend erfolgte eine Zugabe von 50 mL Diethylether und 4g
Kaliumhydroxid. Das Kaliumhydroxid wurde portionsweise zugegeben, sodass die
Temperatur 10 °C nicht Uberstieg. Der pH-Wer sollte dabei im alkalischen Bereich von 12-
14 liegen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Diethylether extrahiert und nach Trocknen
Uber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Produkt

wurde als farbloses Ol (1.00 g, 9.99 mmol, 68%) in Diethylether erhalten.

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.73-1.76 (m, 2H, CH,), 1.79 (bs, 2H, NH.), 2.82 (t,
J=6.6 Hz, 2H, CH2NH.), 3.38 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH2N3). (OCW-IP-86_2018_05_02)

13C.NMR (151 MHz, CDCls): & (ppm) = 32.1 (CHz), 39.2 (CHaNH,), 49.1 (CH2N3).
ESI'MS: Mberechnet = 100.13 [M = C3H8N4]; Mgemessen = 101.23[M+H]+.

Die spektroskopischen Daten stimmten gut mit den Literaturwerten {iberein.[204
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Synthesevorschrift fiir die Darstellung von N-Hydroxysuccinimidobiotin

DCC, DMF

T e

0,
OH 94%

Zu einem Gemisch aus Biotin (1.00 g, 4.09 mmol, 1.0 Aqg.) und N-Hydroxysuccinimid (0.71 g,
6.14 mmol, 1.5 Ag.) in 40 mL DMF wurde Dicyclohexylcabodiimid (1.10 g, 5.32 mmol,
1.3 Aq.) zugegeben und bei Raumtemperatur (ber Nacht geriihrt. Der gebildete
Niederschlag wurde abfiltriert und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der farblose
Rickstand wurde mehrfach mit Methanol und kaltem Diethylether gewaschen und
anschliefend unter Vakuum getrocknet. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (1.31 g,

3.84 mmol, 94%) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 1.41-1.15 (m, 3H, CHCH,), 1.61-1.67 (m, 3H,
CHCHy), 2.58 (d, J = 12.7 Hz, 1H, SCH,), 2.67 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CO), 2.46-2.51 (m, 5H,
CH,CH; (succinyl), SCHa), 3.08-3.12 (m, 1H, SCH), 4.13-4.16 (m, 1H, CH (Biotin)), 4.29-4.32
(m, 1H, CH (Biotin)), 6.36 (s, 1H, NH), 6.42 (s, 1H, NH). (OCW-IP-64_biotin-NHS rein)

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 24.3 (CHa), 25.4 (CH2CH, (succinyl)), 27.6 (CH2),
27.8 (CH2), 30.0 (CH2C0), 33.3 (CH.S), 55.2 (CHS), 59.2 (CH (Biotin)), 61.0 (CH (Biotin)), 162.7
((HN)2C0), 168.9 (COO), 170.3 (N(CO) (succinyl)).

ESI MS Mberechnet 341 10 [M C14H19N3OSS] Mgemessen = 342 10[M+H]+

Die spektroskopischen Daten stimmten gut mit den Literaturwerten tiberein.[20%
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Synthesevorschrift fiir die Darstellung von N-(3-Azidopropyl)-5-((3aS, 4S, 6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentamid

o TEA, DMF o o
RT, 24 h NH H
\/\)l\ 67% > Hi;é\\\\\/\)j\N/\/\Ns
H
H (o) H S

3-Azidopropylamin (281.58 mg, 2.81 mmol, 2.0 Aq.) wurde langsam zu einem Gemisch aus
N-Hydroxysuccinimidobiotin (400.00 mg, 1.17 mmol, 1.0 Aq.) und Triethylamin (0.34 ml,
2.46 mmol, 2.1Aq.) in 30 mL trockenem DMF gegeben. Die Reaktion wurde bei
Raumtemperatur fir 24 h gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt und
das Rohprodukt saulenchromatographisch (SiO;, MeOH/CHCl3/CH3COOH, 8:1:0.05)
aufgereinigt. Das Biotin-Azid-Derivat wurde als farbloser, wachsartiger Feststoff (0.50 mg,

1.53 mmol, 67%) erhalten.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 1.42-1.67 (8H, CH,), 2.05 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CO),
2.56 (s, 1H, CH2S), 2.80-2.83 (m, 1H, SCH,), 3.06-3.11 (m, 3H, CHS, CHy), 3.32-3.35 (m, 2H,
CH,), 4.11-4.13 (m, 1H, CH (Biotin)), 4.29-4.31 (1H, CH, Biotin)), 6.37 (s, 1H, NH (Biotin)),
6.44 (s, 1H, NH (Biotin)), 7.85 (m, 1H, NH).

13C.NMR (101 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 25.1 (CH.), 27.9 (CH,), 28.1 (CH2), 28.3 (CH,CO),
33.2 (CH2NH), 35.1 (CH3), 35.6 (CH,S), 48.3 (CH2N3), 55.3 (CHS), 59.0 (CH (Biotin)), 60.9 (CH
(Biotin)), 162.6 ((HN)2CO).

ESI-MS: IVlberechnet 326.15 [M C14H20N6025] IVlgemessen =327. 16[M"'NH]+

Die spektroskopischen Daten stimmten gut mit den Literaturwerten iiberein.[2%%!
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6.5.2 Synthesevorschriften der Blockkatiomere

Synthesevorschrift fiir die Darstellung des Initiators Pent-4-ynyl-
trifluoromethansulfonsaure

Z "N
- |
F F DCM F
F] O .0 |F 0 °C, 30 min (o} F
z > ToH + F>|\'s"°‘§)<F ng
| 1l o, /\/\ -9,
JIY 80% & 0" %o

Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an die Literatur.!1%7]
Trifluormethansulfonsdureanhydrid (4.40 mL, 26.15 mmol, 1.1Aq.) wurde in 12 mL
trockenem DCM geldst und auf 0 °C gekihlt. Ein Gemisch von Pent-4-yn-1-ol (2.21 mL,
23.78 mmol, 1 Aqg.) und Pyridin (1.89 mL, 23.06 mmol, 0.97 Ag.) in 8 mL DCM wurde
langsam Uber eine Spritze dazugegeben. Nach vollstandiger Zugabe wurde die
Reaktionslésung fiir weitere 30 min bei 0 °C geriihrt. Anschlieffend wurde 20 mL VE-Wasser
zugegeben und die organische Phase dreimal mit je 15 mL VE-Wasser gewaschen.
Nachdem die organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet wurde, wurde das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde destillativ (Sp. 55 °C, 2 mbar)
aufgereinigt und konnte als farblose Flissigkeit (4.10g, 19.02 mmol, 80%) erhalten

werden.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 2.02-2.09 (m, 3H, CH, CH>), 2.38-2.42 (m, 2H, CH>),
4.69 (t, ) = 6.0 Hz, 2H, CH,0).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & (ppm) = 14.5 (CH), 28.0 (CH2), 70.3 (CH,0), 75.5 (CH), 81.1
(C), 117.0 (CFs).

19F.NMR (378 MHz, CDCl3): & (ppm) = -74.7.

Die spektroskopischen Daten stimmten gut mit den Literaturwerten iiberein.[2?]
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Darstellung der Poly(2-ethyl-2-oxazoline) mit einer
endstandigen Alkin-Funktion (PE1A, PE1B)

ot H
(o] £ F Nﬁ/o N\/\
g/I<F (40eq.) g4 (20 eq.) HZN/\/NHZ & T= NH,
A9, O
///\/\o o ACN, 4 h, 50 °C, Et n

120 °C tiber Nacht PE1A-PE1B

Zu 2-Ethyl-2-oxazolin (40 eq.) in trockenem Acetonitril (1 ml pro 3 mmol) wurde bei 0 °C
Pent-4-ynyl-triflat (1 eq.) hinzugegeben und die Lésung wurde in einem zuvor temperierten
Olbad bei 120 °C fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde zur Termination der
Polymerisation Ethylendiamin (20 eq.) zugegeben und bei 50 °C lber Nacht geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Chloroform
aufgenommen und mit K,COs versetzt. Die Suspension wurde 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt und anschliefend der Feststoff abfiltriert. Das Polymer wurde anschlieBend aus
eiskaltem Diethylether gefallt und zentrifugiert. Das Losungsmittel wurde anschlieRend
abdekantiert und das Polymer am Hochvakuum getrocknet. Das Rohpolymer wurde mittels
Dialyse (MWCO =1000) gegen VE-Wasser gereinigt. Nach 48 h dialysieren, wurde das
Wasser mittels Gefriertrocknung entfernt. Das Polymer wurde in wenig Chloroform gelost,
aus eiskaltem Diethylether gefdllt und vom Fallungsreagenz abzentrifugiert. Nach
anschlielender Trocknung unter Hochvakuum, wurde das Polymer als farbloser Feststoff

erhalten.

Synthese von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)ss (PE1A)

Mhn,nmR = 3596

H
> NSNS SN, Mn,Gpc =5770
o 1) =1.08

Et 35

Ausbeute =51%
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Pent-4-ynyl-triflat 133.10 pL (0.80 mmol, 1 eq.)
2-Ethyl-2-oxazolin 3.00 mL (30.30 mmol, 40 eq.)
Ethylendiamin 1.00 mL (15.10 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 11.00 mL

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 (ppm) = 1.14 (s, 100H, CHs), 1.79-1.80 (m, 2H, 1), 2.32-2.45 (m,
70H, CH,), 3.47-3.51 (m, 140H, CH,-CH,).

Synthese von Poly(2-ethyl-2-oxazolin)so (PE1B)

Mn,NMR =4093

H
&= N N NH, Mh,apc = 6165
l:o P =1.07

Et Jao

Ausbeute =40%

Pent-4-ynyl-triflat 133.10 pL (0.80 mmol, 1 eq.)
2-Ethyl-2-oxazolin 3.00 mL (30.30 mmol, 40 eq.)
Ethylendiamin 1.00 mL (15.10 mmol, 20 eq.)
Acetonitril 11.00 mL

1H-NMR (400 MHz, CDCl): & (ppm) = 1.08 (s, 133H, CHs), 1.73 (s, 2H, 1), 2.26-2.36 (m, 81H,
CH,), 3.41 (m, 161H, CH2-CHa).
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der Blockcopolymere PEtOxn-b-PBLAm
(PP1A, PP1B)

/\/Tlgiw (ZSEq?a\H‘f\)LA@ %/T': Nw"ﬂﬂ/ﬁ}

DCM/DMF,
PE1A-PE1B 72h,40°C PP1A-PP1B

Zunachst wurde der Makroinitiator PEtOx, (PE1A bzw. PE1B) (1 eq.) in 5 mL trockenem
DCM gelost und fir 2 h bei Raumtemperatur mit K,COs geriihrt. Parallel wurde das
Monomer BLA-NCA (megq.) in einer Mischung aus trockenem DCM (18.0 mL) und
trockenem DMF (1.8 mL) geldst. Nachdem die Losung des Makroinitiators zur Lésung des
Monomers hinzugegeben wurde, wurde die Losung fir 72 h bei 40 °C gertihrt. Das Polymer
wurde durch direktes Fallen der Polymerisationslosung aus eiskaltem Diethylether
gereinigt, indem es vom Fallungsreagenz abzentrifugiert wurde und der Fallungsprozess
mehrere Male wiederholt wurde. Nach anschliefender Trocknung des Polymers unter

Hochvakuum, wurde das Produkt als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von PEtOxss-b-PBLAo (PP1A)

Mn,NMR =7741

! 4’{6‘\ /\© Mogrc  =7900
\/\u f 2 =1.14
20 Ausbeute =92%

PE1A 500.00 mg (0.14 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 866.31 mg (3.48 mmol, 25 eq.)

// Et

1H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 0.96-0.98 (m, 106H, CH3 petox), 1.64-1.68 (m, 2H,
1), 2.29-2.33 (m, 70H, CHa,ptox), 2.53-2.63 (m, 21H, CH2-C=0OppLa), 2.81-2.88 (m, 26H, CHa-
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C=0ps1a), 3.35-3.46 (m, 177H, CH2-CH2 petox), 4.63-4.64 (m, 20H, CHpgia), 4.49-5.11 (m, 39H,
CH2-CeHs,pia), 7.24-7.32 (m, 102H, CeHs paia), 8.17-8.18 (m, 17H, NHpga).

Synthese von PEtOxao-b-PBLA2; (PP1B)

0 M NMR = 8652
H 0/\© Mh,Gpc =9290
N N\/\N NTH D = 118
':o H o M), Ausbeute =77%
Vi Et  Jao
PE1B 600.00 mg (0.15 mmol, 1 eq.)
BLA-NCA 913.34 mg (3.66 mmol, 25 eq.)

H-NMR (600 MHz, DMSO-de): & (ppm) =0.98 (m, 122H, CHspetox), 2.31-2.35 (m, 80H,
CHapetox), 2.64-2.66 (M, 24H, CH,-C=Opsia), 2.83-2.88 (m, 28H, CH2-C=OppLa), 3.36-3.40 (m,
165H, CH2-CH petox), 4.65 (m, 22H, CHpaia), 5.03-5.06 (m, 46H, CHy-CeHs peia), 7.29-7.31 (m,
115H, CeHs para), 8.21 (bs, 18H, NHpsia).

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der Biotin-modifizierten
Blockcopolymere PEtOx-b-P[Asp(DET)] (PP1.1A, PP1.1B) via Kupfer-katalysierter Click-
Reaktion

o
o 0
‘ o/\@ @eq) HT)&]“‘\\/\/U\N/\/\N.% S I~y nhu
& N \/\u NTH H s H o /*F‘N=N }:o Ho| g Hm
'=° o m 0.1 eq. CuSO, 5 H,0, " \ﬁ)‘NH Et n
Et n 0.2 eq. Na-Ascorbat, 0N H &
PP1A-PP1B H,0, RT, 721 m_,t\s PP1.1A-PP1.1B

H

Das Blockcopolymer PP1A bzw. PP1B (1.0 eq.) wurde in 20 mL VE-Wasser, welches vorher
im Argon-Gegenstrom entgast wurde, suspendiert und anschlielend wurde das Biotin-
Azid-Derivat (2.0-2.5 eq.) dazugegeben. Dann wurden Natriumascorbat (0.2 eq.) und
CuSOs-5H,0 (0.1 eq.) zugegeben und bei Raumtemperatur fir 48 h geriihrt. Das Wasser
wurde unter Vakuum entfernt und der Riickstand in gesattigter EDTA-LOsung gel6st und

dialysiert. Nach anschlieBender Gefriertrocknung wurde das Rohprodukt in einem Gemisch
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aus CHCl3/MeOH (1:1) gelést und zentrifugiert. Der Uberstand wurde aus eiskaltem
Diethylether gefallt und durch Zentrifugation vom Fallungsreagenz getrennt. Das Produkt
wurde nach mehrmaligem Fallungsprozess und anschlieBender Trocknung unter

Hochvakuum als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von Biotin-PEtOxzs-b-PBLA2 (PP1.1A)

H 4

H

o)
Mn,NMR = 8067
o ’
ST wﬁm Mnerc  =8490
I‘}LNFF L ° o P =1.20

35
Ausbeute =74%

PP1A 367.00 mg (0.050 mmol, 1.00 eq.)
Azid-Biotin 42.00 mg (0.130 mmol, 2.50 eq.)
Natriumascorbat 2.00 mg (0.010 mmol, 0.20 eq.)
CuSO4-5H,0 1.30 mg (0.005 mmol, 0.10 eq.)

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 0.96-0.97 (m, 109H, CHs petox), 1.91-2.06 (m, 2H,
1), 2.28-2.33 (m, 70H, CHy,petox), 2.61-2.63 (m, 22H, CH,-C=Opp1a), 2.81-2.83 (m, 22H, CHy-
C=Oppia), 3.30-3.45 (m, 148H, CH,-CHy petox), 4.29-4.31 (m, 2H, CH(Biotin)), 4.60-4.63 (m,
19H, CHpala), 4.48-5.03 (m, 35H, CHa-CeHs paia), 7.24-7.35 (m, 100H, CeHs pea), 7.88-7.91 (m,
1H, CH(Triazol)), 8.17-8.18 (m, 14H, NHesLa).
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Synthese von Biotin-PEtOx40-b-PBLA, (PP1.1B)

H H

H

o

o Mn,NMR = 8978

o /\/_N S N/\Tn\/\u«r—(ﬁ;\]»;\@ Mn,Gpc =9170
\/‘}N” N ||ETO 40 ° 2 b =1.24

Ausbeute =16%

PP1B 600.00 mg (0.069 mmol, 1.00 eq.)
Azid-Biotin 45.00 mg (0.138 mmol, 2.00 eq.)
Natriumascorbat 2.73 mg (0.014 mmol, 0.20 eq.)
CuS04'5H,0 1.70 mg (0.007 mmol, 0.10 eq.)

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 0.96-0.97 (m, 121H, CHs petoy), 2.04-2.09 (m, 2H,
1), 2.29-2.34 (m, 80H, CHa,petox), 2.59-2.61 (m, 23H, CH,-C=Opsia), 2.81-2.84 (m, 27H, CH,-
C=Opaia), 3.36-3.45 (m, 168H, CH-CHy petox), 4.30-4.35 (m, 2H, CH(Biotin)), 4.62-4.63 (m,
22H, CHesLa), 4.99-5.07 (M, 49H, CHa-CsHs peLa), 7.28-7.36 (m, 124H, CoHs peLa), 7.89-7.92 (m,
1H, CH(Triazol)), 8.18-8.19 (m, 18H, NHesLa).

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung der Biotin-modifizierten
Blockkatiomere PEtOx-b-P[Asp(DET)] (P1A, P1B) via Aminolyse

DCM/DMF, H
72h,40°C N H

o o H
" 0/\@ " n/\/"‘\/\NH2
N\/\ H N\/\
S N N NHH N N N N N}HH
N H H 1100 eq.) H,N” " " NH N, H H
‘/}NH mq ) Tm (1100 eq.) Hy 2 ‘/}NH N=N Eo o M.
Et n Et n
H
S $

0.

O. R
HN«,t\s PP1.1A-PP1.1B HN-A_S P1A-P1B
H H

Das Blockcopolymer PP1.1A bzw PP1.1B (1 eq.) wurde in trockenem DMF (10 mL pro
0.01 mmol Polymer) gelost und anschlieBend mit Diethylentriamin (DET) (50.00 eq.
bezogen auf die Benzylesterfunktionen des Polymers) versetzt. Dann wurde die Reaktion
flir 72 h bei 40 °C gerihrt. AnschlieRend wurde zu der Losung tropfenweise 15-30 mL

10%ige Essigsdure bei 0 °C zugegeben. Das Polymer wurde durch 72 h Dialyse gegen 0.01 M
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HCI-Lésung und VE-Wasser gereinigt und durch Lyophilisieren getrocknet. Das Produkt

wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese von Biotin-PEtOx3s-b-P[Asp(DET)]20 (P1A)

[o]
N/\/n\/\NHZ Mn,NMR =7968

S N nv\N NHH =
I}JV\TF«T vy ]L +|\)/|n,GPc =1410000

Ausbeute =41%

H

H

PP1.1A 220.00 mg (0.03 mmol, 1 eq.)
DET 3.72 mL (33.75 mmol, 1250 eq.)

1H-NMR (600 MHz, D;0): & (ppm)=0.99-1.04 (m, 105H, CHspetox), 2.26-2.36 (m, 69H,
CHa,petox), 2.71-2.93 (m, 42H, NH-CHa,0e7), 3.25-3.38 (m, 49H, CHa-NHy per), 3.47-3.48 (m,
191H, CH2-CHa,petox), 3.58-3.67 (m, 79H, CHy-NH-CHy,0er), 4.56 (bs, 15H, CHpasp). (OCW._IP-
85)

Synthese von Biotin-PEtOxao-b-P[Asp(DET)]22 (P1B)

[o}

N/\/n\/\NH Mn,nwe = 8869
NS N n\/\HT(ﬁ;fH Mngre = 14020
I)LJ A/\/T': i LRI D -1.12

Ausbeute =40%

H H

H

PP1.1B 250.00 mg (0.03 mmol, 1 eq.)
DET 3.31 mL (30.64 mmol, 1100 eq.)

1H-NMR (600 MHz, D;0): & (ppm) =0.98-1.03 (m, 120H, CHspetox), 2.25-2.37 (m, 78H,
CHa,petox), 2.72-2.93 (m, 53H, NH-CHa,0er), 3.19-3.25 (m, 73H, CHa-NHa,per), 3.40-3.47 (m,
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196H, CH-CHapetox), 3.56-3.58 (m, 82H, CH-NH-CHjper), 4.40-4.55 (m, 8H, CHpasp).
(OCW_1P-92)

ICP-OES-Messungen

Die ICP-OES-Messungen wurden von Frau Iris Henkel in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Behr mit dem Duo-Gerat Iris Intrepid der Firma THERMO ELEMENTAL durchgefiihrt. Hierzu
wurden 10 mL einer wassrigen Losung (pH = 6) des Blockkatiomers angesetzt und durch

einen PTFE-Spritzenvorsatz filtriert.

Elementaranalysen

Die Elementaranalysen wurden von der Firma Mikroanalytisches Laboratorium Kolbe in

Milheim an der Rihr durchgefiihrt.

-188 -



Zusammenfassung und Ausblick

7 Zusammenfassung und Ausblick

Die Wahl der Vektoren ist maRRgebend fiir den Erfolg des Gentransfers. Die Verwendung
von viralen Vektoren resultiert in vielen nachgewiesenen Fallen in einer hohen
Gentransfereffizienz, wird aber hinsichtlich ethischer und gesundheitlicher Sicherheit
immer wieder kontrovers diskutiert. Aufgrund der zahlreichen Nachteile von viralen
Vektoren, wie die hohen Kosten und strengen Sicherheitsaspekte bei der Herstellung, die
eingeschrankte Modifizierung und geringe DNA-Ladekapazitdt, wachst das Interesse an
nicht-viralen Transportsystemen. Die Suche nach alternativen Systemen filihrte zu einer
groBen Anzahl an unterschiedlichen nicht-viralen Vektoren auf Basis von Lipiden,
Polymeren und anorganischen Verbindungen. Im Gegensatz zu viralen Vektoren ist der
groBte Vorteil von nicht-viralen Vektoren die Moglichkeit der zielgerichteten
Funktionalisierung. Dabei ist ebenso eine hohe Gentransfereffizienz bei gleichzeitiger

minimaler Zytotoxizitat entscheidend.

In der vorliegenden Arbeit wurden neue nicht-virale Vektoren auf Basis von
biokompatiblen und funktionalisierten Polymeren entwickelt und hinsichtlich ihrer
Anwendung fiir den Transport von Plasmid-DNA (pDNA) charakterisiert. Aus den erzielten
Ergebnissen konnten Struktur- und Eigenschaftsbeziehungen hergeleitet werden, die eine
Aussage dariber zulassen, welche Strukturmerkmale einen Einfluss auf biologische und
toxikologische Eigenschaften der gebildeten Polyplexmizellen und auf den Gentransfer
haben. Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden Blockkatiomere auf Basis von
hydrophilen Poly(2-oxazolinen) (POx), welche mit dem bioabbaubaren Poly(aspartamid)
(PAsp) kombiniert wurden, synthetisiert. Der PAsp-Polymerblock lag dabei mit einer pH-
sensitiven N-(2-Aminoethyl)-2-aminoethyl (DET)-Seitenkette, welche Puffereigenschaften
in endosomal-saurer Umgebung hat, modifiziert vor. Aufgrund der Basizitdt der Amine in
der DET-Seitenkette wurden unter physiologischen Bedingungen Blockkatiomere erzeugt,
die durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der DNA bei verschiedenen N/P-

Verhaltnissen Polyplexmizellen bildeten. Dabei bezeichnet N die Anzahl der kationischen
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Amine im Blockkatiomer, wahrend P die Anzahl der Phosphatgruppen der pDNA

reprasentiert.

Zunachst wurden im Kapitel 4 vier Blockkatiomere der Struktur PMOxn-b-P[Asp(DET)]m
hergestellt, die sich in der Molmasse und dem Verhaltnis der beiden Polymerblocke
unterscheiden. Ziel war es Struktur-Eigenschaftsbeziehungen zu untersuchen und daraus
sowohl die optimalen Polymereigenschaften wie Molmasse, Blocklangen und

Blocklangenverhéltnisse, als auch das optimale N/P-Verhaltnis zu ermitteln (Abbildung 83).

N/\/N\/\NHz H N/\/N\/\NHZ
Me \/\N /\TN\/\N
H H
Me

P1
M, = 12 696 Mn—6820
b=112 b=122
n/m = 2.6 n/m = 3.3

P3 P4
M, = 17 807 M, = 11 907
b=1.04 b=1.08
n/m=1.2 n/m= 3.4

Abbildung 83 Zusammenfassende Ubersicht der im Kapitel 4 erfolgreich synthetisierten
Blockkatiomere P1-P4 und ihre analytischen Daten.

Die Blockkatiomere wurden in einer einfachen dreistufigen Synthese ausgehend von

kommerziell erhaltlichen Edukten in gréBeren Mengen von bis 350 mg reproduzierbar

hergestellt. Alle vier Blockkatiomere waren in der Lage pDNA effizient zu kondensieren und

stabile Polyplexmizellen zu bilden. Dabei wurden neben Strukturmerkmalen der Polymere,

auch Einflisse unterschiedlicher DNA-Sequenzen und Konzentrationen studiert, indem

sowohl peGFP als auch pCherry in den Konzentrationen 100 ng/ul und 200 ng/ul fir die
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Bildung von Polyplexmizellen verwendet wurden. Bei der Charakterisierung der
Polyplexmizellen konnte festgestellt werden, dass weder die DNA-Sequenz noch die
Konzentration bei gleichbleibender Anzahl an Basenpaaren einen Einfluss auf die Bildung
und Stabilitdt der Komplexe und Effizienz des Gentransfers hatten. Lediglich das N/P-
Verhaltnis spielte eine Rolle bei den Eigenschaften der Polyplexmizellen. Hohe N/P-
Verhaltnisse begunstigten die Stabilitat, sodass bei N/P-Verhaltnissen von 100 und 300 50-
70 nm groRe Polyplexmizellen gebildet wurden, die bis zu 21 Tage stabil in HEPES-Puffer
und isotonischen Medien waren. Auch die Transfektionsrate stieg mit zunehmenden N/P-
Verhaltnis stark an. Bei der Gentransfektion konnte ein Zusammenhang zwischen molarer
Masse des Blockkatiomers und der Gentransfereffizienz beobachtet werden.
Zusammenfassend konnte in Kapitel 4 erfolgreich anhand von vier Blockkatiomeren mit
unterschiedlichen molaren Massen und Blocklangenverhaltnissen (n/m) festgestellt
werden, dass eine molare Masse Uber 10 kDa und ein N/P-Verhaltnis Gber 50 besonders
vorteilhaft fir die Eigenschaften der gebildeten Polyplexmizellen mit pDNA sind.

Hinsichtlich der Transfektionsrate spielte vor allem die molare Masse eine wichtige Rolle.

Das bekannte Ladungsproblem (engl. charge dilemma), im Sinne hoéherer Toxizitat bei
hoherer Gentransfereffizienz, sollte in den Kapiteln 5 und 6 einerseits durch die Einflhrung
eines reduktiv spaltbaren Linkers und anderseits durch die Einflihrung eines Targeting-
Liganden in die Polymerstruktur, umgangen werden. Hierflir wurden, auf Basis von 2-Ethyl-
2-oxazolin, Blockkatiomere mit der Struktur PEtOxn-SS-P[Asp(DET)]m und Biotin-PEtOxn-b-
P[Asp(DET)]m synthetisiert (Abbildung 84).
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[\

Erhéhung der Gentransfer-Effizienz N O Erhdhung der Gentransfer-Effizienz
durch rezeptor-vermittelte Endozytose Y durch reduktiv-abspaltbare Hille
Et

Synthese und Charakterisierung der Blockkatiomere

o

NN, N NNH,
S N ~ N NIH NP S N+H
o /_/“N\ _ H H HsC—N s N H
N=N ):o o 20 |=o 0 8
NH Et I35

CH,

°\V\N7t\ P1A s Jos
BN S M, = 7 968 g/mol P18
D=110 M, =7 336 g/mol
=18 D=104
n/m=7.0

o H
" ﬂ/\/N\/\NHZ o
N~ H
N N N N AN
o~ Ty Fo Holo M, u N NH
NH Et Jao N
)

" \/} H,C—N Ng-Sy
o N J ¢ |=0 H
=~ P1B CH
HN s 02
M, = 8 869 g/mol CHy gy

PD=112 P2S

n/m=1.8 M, = 10 298 g/mol
b=1.04
n/m=1.4

Abbildung 84 Schematische Darstellung der synthetisierten Blockkatiomere mit einer Biotin-Einheit
(links) und einem reduktiv spaltbaren Disulfid-Linker (rechts) zur Steigerung der
Gentransfereffizienz.

Die reduktiv spaltbaren Blockkatiomere P1S und P2S wurden in einer dreistufigen Synthese

mit Methyltriflat als Initiator und Cystamin als Terminierungsreagenz synthetisiert. Die

Biotin-funktionalisierten Blockkatiomere wurden mit Pent-4-ynyl-triflat als Initiator in einer

vierstufigen Synthese, welche eine Kupfer-katalysierte Click-Reaktion beinhaltete,

hergestellt. Der lebende Polymerisationsmechanismus von 2-Ethyl-2-oxazolin und pB-

Benzyl-L-asparaginsdure-N-carboxyanhydrid (BLA-NCA) ermdglichte die Darstellung der

Blockkatiomere mit definierten Blocklangen (n, m) und kontrollierten Molmassen (Mn).

Die synthetisierten Blockkatiomere waren in der Lage mit pDNA Polyplexmizellen mit einer

geeigneten Schale-Kern-Architektur zu bilden (Abbildung 85).
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Biotin-Molekiile erhéhen die
Aufnahme in Krebszellen
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Abbildung 85 Schematische Darstellung der Strukturen der gebildeten Polyplexmizellen.

Hierbei sollte gezeigt werden, dass das charge dilemma durch die Bildung einer
Polyplexmizelle einerseits mit einer reduktiv abspaltbaren PEtOx-Hille und andererseits
mit der Biotin-funktionalisierten PEtOx-Hille umgangen werden kann. Zum einen soll die
Gentransfereffizienz durch erhéhte Wechselwirkung zwischen der Zellmembran bzw.
endosomalen Membran und des Komplexes bei gleichbleibender Zytokompatibilitat
gesteigert werden. Zum anderen soll die Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels Biotin-
Liganden die Gentransferaktivitat steigern ohne dabei die Zytokompatibilitdt negativ zu

beeinflussen.

Die Bildung einer stabilen Transportform (A) durch die Kondensation der DNA in eine
kompakte Konformation und damit einhergehend die Maskierung der negativen Ladung
durch das Blockkatiomer, wurde mithilfe von Gelelektrophorese und SYBR Green
Ausschluss-Assay untersucht. Der Anteil nicht kondensierter DNA wurde im Ausschluss-
Assay mittels der Fluoreszenzintensitdt des DNA-Interkalationsfarbstoffs SYBR Green nach
Bildung der Komplexe im Verhaltnis zur nativer DNA als Referenz berechnet und in [%]

angegeben (Abbildung 86).
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Abbildung 86 Vergleich der Komplexierungskraft von Biotin-PEtOxas-b-P[Asp(DET)]22 (P1), PEtOxai-SS-
P[Asp(DET)]30 (P2S) und PEtOxaa-b-P[Asp(DET)]31 (P2).
Um ein abschlieBendes Fazit Gber den Einfluss eines spaltbaren Disulfid-Linkers und einer
Biotin-Einheit in der Polymerstruktur ziehen zu kénnen, wurden in diesem Kapitel die
Polymere PEtOx41-SS-P[Asp(DET)]30 (P2S) und Biotin-PEtOxss-b-P[Asp(DET)]22 (P1) mit dem
Referenzpolymer PEtOxas-b-P[Asp(DET)]s1 (P2) verglichen. Dabei konnte erfolgreich
gezeigt werden, dass die Einflihrung einer reduktiv spaltbaren Disulfid-Briicke mittels einer
Cystamin-Einheit die Komplexierungskraft positiv beeinflusste, wahrend die
Funktionalisierung mit Biotin einen negativen Effekt auf die DNA-Bindungsaffinitat hatte.
So wurde die DNA mit dem Blockkatiomer P2S bereits ab einem niedrigem N/P-Verhéltnis
von 1 vollstandig im Kern komplexiert, wahrend das Biotin-funktionalisierte Blockkatiomer
P1 die DNA erst ab einem N/P-Verhaltnis von 4 komplett verpackte. Es wurde davon
ausgegangen, dass das Biotin-Molekil ebenfalls elektrostatisch oder iber Wasserstoff-
Bricken-Bindungen mit den Phosphat-Gruppen der DNA wechselwirken kann, was die
Komplexierung im  Mizellenkern behindern kénnte. Weiterhin beglinstigten
Strukturmerkmale der Blockkatiomere, wie eine Molmasse (iber 10 kDa und ein langerer

kationischer P[Asp(DET)]-Polymerblock die Komplexierungskraft der Blockkatiomere.
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Mit dem Ziel eine Aussage Uber die Himokompatibilitdt (B) und Zellaufnahme (C) der
Polyplexmizellen treffen zu kénnen, wurden die GrofRe, Morphologie, Oberflachenladung
und Stabilitat der Polyplexmizellen untersucht. Abbildung 87 zeigt die GroRen und
Morphologien der Biotin-funktionalisierten (blau), reduktiv-spaltbaren (rot) und nicht

funktionalisierten (schwarz) Polyplexmizellen.
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Abbildung 87 DLS-Messungen des hydrodynamischen Durchmessers (oben) und TEM-Analysen
(unten) der Polyplexmizellen aus Biotin-PEtOxss-b-P[Asp(DET)]22 (P1), PEtOx41-SS-
P[Asp(DET)]z0 (P2S) und PEtOxas-b-P[Asp(DET)]31 (P2).

Die untersuchten Polyplexmizellen hatten unabhangig von der Funktionalisierung der

Polyplexmizellen ab einem N/P-Verhiltnis von 8 einen hydrodynamischen Durchmesser

von ca. 60-80 nm. Damit hatten sie eine vergleichbare GroRe mit Viren, Lipoproteinen und

anderen natirlichen Transportsystemen!’?3! und sind somit fiir die endozytotische

Aufnahme in Zellen geeignet. Des Weiteren sind sie auch fir die Aufnahme in
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Tumorgewebe Uber den EPR-Effekt geeignet, da hierbei die Partikel idealerweise eine

GréRenverteilung von 50-150 nm haben sollten.!142]

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass weder die molare Masse noch die Blocklangen
der Blockkatiomere einen Einfluss auf die GréRe der gebildeten Polyplexmizellen hatten.
Die TEM-Analysen bestdtigten die GroRen der DLS-Messungen und zeigten fir alle

untersuchten Polyplexmizellen spharische und homogene Strukturen.

In Hinblick auf die extrazellularen Barrieren (B) ist eine hohe Komplexstabilitdt unter
physiologischen Bedingungen Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Gentransport. Hierfiir
zeigten die Untersuchungen der Langzeitstabilitdt aller Polyplexmizellen in HEPES-Puffer
unabhéngig vom N/P-Verhéltnis und der Polymerarchitektur weder Zerfall noch
Aggregatbildung innerhalb des gemessenen Zeitraums von 28 Tagen. Folglich trug die
Schale-Kern-Mizellenstruktur mit der neutralen PEtOx-Palisade erfolgreich zur Stabilitat

der Komplexe bei.

Mit dem Ziel das Verhalten der Polyplexmizellen in Gegenwart physiologisch relevanter
Salzkonzentrationen des menschlichen Bluts (B) und im Endosom (C) bei einem pH-Wert
von 5 zu untersuchen, wurden die GroRenanderungen der Polyplexmizellen sowohl in
150 mM wassriger Natriumchlorid-Losung als auch in saurer Puffer-Losung untersucht

(Abbildung 88).
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Abbildung 88 DLS-Messungen des hydrodynamischen Durchmessers der Polyplexmizellen aus Biotin-
PEtOxss-b-P[Asp(DET)]22  (P1), PEtOx4:1-SS-P[Asp(DET)]so (P2S) und PEtOxas-b-
P[Asp(DET)]s31 (P2) in 150 mM wassriger NaCl-Lésung (links) und in Puffer-L6sung mit
pH 5 und pH 7.4 (rechts).
Eine Anderung des hydrodynamischen Durchmessers wiirde auf einen Zerfall oder
Aggregation der Polyplexmizellen hindeuten. Anhand der DLS-Messungen konnte
erfolgreich festgestellt werden, dass die Salz-induzierte Aggregation sowohl vom N/P-
Verhéltnis als auch von der Salzkonzentration abhangig war. Mit hoherem N/P-Verhiltnis
stieg die kolloidale Stabilitdt. Ein enormer Vorteil bei der Funktionalisierung der
Polyplexmizellen lag darin, dass bei einem N/P-Verhaltnis von 8 die reduktiv spaltbaren
Polyplexmizellen aus PEtOx41-SS-P[Asp(DET)]30 (P2S) und bei einem N/P-Verhaltnis von 100
die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen aus PEtOxss-b-P[Asp(DET)].2 (P1) die héchste
Stabilitdt innerhalb von 28 Tagen zeigten. Bemerkenswert dabei war, dass die Biotin-
funktionalisierten Polyplexmizellen aus P1 mit N/P =100 kein Salz-induziertes
Aggregationsverhalten zeigten, was auf eine sehr gute Abschirmung durch die hydrophile
Hulle hindeutet. Im Gegensatz dazu aggregierten die Polyplexmizellen mit N/P = 100 aus
PEtOx41-SS-P[Asp(DET)]30 (P2S) und PEtOxaa-b-P[Asp(DET)]31 (P2) nach nur einem Tag in
150 mM wassriger Natriumchlorid-Losung zu 100-200 nm grof3en Partikeln. Abbildung 89

veranschaulicht schematisch die beobachtenden GrofBendnderungen in Abbildung 88
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sowohl durch die Salz-induzierte Aggregation in 150 mM Natriumchlorid-Lésung, als auch

durch die Ausdehnung der Polyplexmizellen in Puffer-Losung mit einem pH-Wert von 5.

150 mM NaCl-Lésung HEPES-Puffer —pH 7.4 HEPES-Puffer —pH 5

TSaIz l, pH Hohe AbstoRung innerhalb
der DET-Seitenkette

Geringe AbstofRung innerhalb der
DET-Seitenkette

Aufweitung des
Polymers

Bildung von Aggregaten

Abbildung 89 Verhalten der DET-Seitenkette in 150 mM wassriger NaCl-Losung (links) und in Puffer-
Lésung mit pH = 5 (rechts).*44
Die beobachtete Aggregation konnte mit dem Effekt der Salz-lonen, die zu reduzierten
repulsiven Wechselwirkungen fiihrte und folglich zu Komplexen, die sich wie neutral
geladene Partikel in Losung verhielten, erklart werden. Es konnte erfolgreich festgestellt
werden, dass die kolloidale Stabilitdt in Salz-Losung neben der Funktionalisierung der
PEtOx-Hille, auch von der Anzahl der kationischen Amin-Gruppen beeinflusst wird. Diese
ist sowohl von den Repetiereinheiten des P[Asp(DET)]-Blocks als auch von dem N/P-

Verhaltnis abhangig.

Mit dem Ziel den endosomalen Austritt, als den limitierenden Schritt des Gentransports,
effizient zu gestalten, war eine maligebliche Ausdehnung des Polymers bzw. der
Polyplexmizellen in pH 5 saurer Losung wiinschenswert. Hierfliir wurden erfolgreich
Polyplexmizellen im GréRenbereich von 500-1600 nm gemessen (Abbildung 88). Es zeigte
sich ein enormer Vorteil der Funktionalisierung sowohl durch die Einfiihrung einer reduktiv
spaltbaren Disulfid-Briicke als auch einer Biotin-Einheit, da dadurch signifikant héhere
Ausdehnungen der Komplexe zu 1-1.6 um grofRen Partikeln erreicht wurden. Als
Begriindung fiir die Groflenzunahme wurde die doppelte Protonierung der Ethylendiamin-
Einheit bei einem pH-Wert von 5 betrachtet. Dadurch werden die repulsiven
Wechselwirkungen innerhalb der DET-Seitenkette erhoht, was folglich zur Aufweitung des
Polymers und Quellung der Polyplexmizellen fiihrt (Abbildung 89). Diese starke

GroRRenzunahme der Polyplexmizellen aus den Blockkatiomeren P1 und P2S in endosomal-
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saurer Umgebung sind vorteilhaft fir einen effizienten endosomalen Austritt und damit fur

eine erfolgreiche Gentransfektion.

In Hinblick auf das charge dilemma sollen im Folgenden die Oberflachenladungen, die
Zytotoxizitatsmessungen und die ermittelten Transfektionseffizienz der Polyplexmizellen

gegenibergestellt werden (Abbildung 90).
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Abbildung 90 Bestimmung des (A) Zetapotentials, der (B) Zellviabilitdit und der (C)
Transfektionseffizienz der Polyplexmizellen.
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Da das charge dilemma den Zusammenhang zwischen einer hohen Transfektionseffizienz
und einer gleichzeitig hohen Zytotoxizitdit beschreibt, welche gleichermallen auf
erwinschte und unerwiinschte elektrostatische Wechselwirkungen mit der Zellmembran
und anderen Blutbestandteilen beruhen, ist eine leicht kationisch geladene Oberflache
wiinschenswert.3%2%1 Hierfiir lag das Zetapotential fiir alle Polyplexmizellen mit N/P = 4-
100 in einem leicht positiven Bereich von ca. +4 mV. Folglich konnten die kationischen
Ladungen, welche potentielle zytotoxische Eigenschaften haben kénnen,3%2%! erfolgreich
durch die hydrophile Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx)-Hille abgeschirmt werden. Lediglich
die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen zeigten eine hohere positive Ladungsdichte
bei einem hohen N/P-Verhaltnis von 300, was auf eine reduzierte Abschirmung verursacht
durch die Biotin-Einheiten hinwies. Eine hohe kationische Ladungsdichte kann die
Zellmembran destabilisieren und zerstéren, was folglich zur Zytotoxizitat fihren wirde.
Diese driickt sich in der Zellviabilitat aus, die als prozentueller Anteil an lebenden Zellen
nach 48 h Behandlung mit dem Polymer bzw. den Polyplexmizellen ermittelt wurde. Die

Zytotoxizitat wurde in Anlehnung an die DIN ISO 10993-5:2009 beurteilt (Tabelle 12).

Tabelle 12 Zytotoxizitatsskala fiir in vitro Zytotoxizitatspriifung in Anlehnung an die DIN EN 1SO 10993-5.[207)
Zellviabilitat [%] (bzgl.

Gradeinteilung Interpretation

Kontrolle)
0 100-81 Nicht zytotoxisch
1 80-71 Schwach zytotoxisch
2 70-61 MaRig zytotoxisch
3 60-0 Stark zytotoxisch

Zellen, welche mit nicht zytotoxischen Substanzen behandelt wurden, zeigen keine
morphologischen Auffilligkeiten, wahrend schwach zytotoxische Substanzen epidermale
Zellschichten ablosen konnen. In Falle einer starken Zytotoxizitdt liegt fast die ganze
epidermale Zellschicht zerstort vor. Dieser stark zytotoxische Zustand wurde bei der
Behandlung mit Biotin-funktionalisierten und reduktiv spaltbaren Polyplexmizellen mit
einem N/P-Verhiltnis von 300 ermittelt und ist auf das Zetapotential Uber +15 mV
zurtickzufiihren. Dem charge dilemma entsprechend wurde bei einem N/P-Verhiltnis von

300 neben hochster Zytotoxizitat auch die hochste Transfektionsrate in HEK 293 Zellen
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beobachtet. Die Transfektionseffizienz wurde hierbei mit Durchflusszytometrie, eine
Fluoreszenz-basierte Methode zum Zdhlen und Analysieren von Zellen im
Flussigkeitsstrom, ermittelt. Hierfliir wurden HEK293 Zellen mit den Polyplexmizellen,
welche das Reportergen trugen, das von der Zielzelle in GFP (green fluorescent protein)

Ubersetzt wird, transfiziert.

Es konnte erfolgreich festgestellt werden, dass die Funktionalisierung der Polyplexmizellen,
insbesondere mit N/P-Verhaltnissen unter 300, einen signifikanten Einfluss auf Zellviabilitat
und Transfektionseffizienz hatte. Alle Polyplexmizellen mit dem N/P-Verhaltnis von 20
zeigten innerhalb der Fehlergrenzen eine Zellviabilitdt Gber 80%, allerdings transfizierten
nur die Biotin-funktionalisierten Polyplexmizellen bei diesem niedrigem N/P-Verhaltnis. Im
Falle der Polyplexmizellen mit N/P =50 lag die Zellviabilitdt bei den funktionalisierten
Komplexen aus P1 und P2S im schwach zytotoxischen Bereich, wahrend die nicht
funktionalisierten Partikel keine Toxizitat zeigten. Hierbei bewiesen ebenfalls die Biotin-
funktionalisierten Polyplexmizellen die hochste Transfektionseffizienz von ca. 70%. Die
reduktiv spaltbaren Polyplexmizellen und nicht funktionalisierten Partikeln erreichten
lediglich eine Transfektionsrate von ca. 36%. Mit einem N/P-Verhaltnis von 100 hatten alle
untersuchten Polyplexmizellen nahezu die gleiche Transfektionsaktivitdt von ca. 76%.
Jedoch zeigten nur die nicht funktionalisierten Polyplexmizellen aus P2 keine zytotoxischen
Effekte. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der zielfliihrende Ansatz die Einflihrung
einer Biotin-Einheit als aktiver Ligand flir eine Rezeptor-vermittelte Zellaufnahme vor allem
bei den N/P-Verhaltnissen von 20 und 50 sehr erfolgreich und vielversprechend ist.
Dadurch konnte die Transfektionseffizienz erfolgreich gesteigert werden bei gleichzeitiger

minimaler Zytotoxizitat.

Fir weiterfilhrende Arbeiten ware es interessant, die Biotin-funktionalisierten
Polyplexmizellen aus dem Blockkatiomer P1 in Krebszelllinien zu testen, um die Rezeptor-
vermittelte Zellaufnahme spezifisch in Krebszellen gegeniiber gesunden Zellen zu

untersuchen. In diesem Zusammenhang ware es von hohem Interesse zusatzlich ein
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suizidales Gen zu verwenden. Aullerdem stehen weitere in vitro Untersuchungen, wie
beispielsweise die Charakterisierung zur Himokompatibilitat und DNAse-Test, sowie in vivo

Studien aus.
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8 Allgemeiner experimenteller Teil

8.1 Vorschriften zur Charakterisierung der Polyplexmizellen

Bildung der Polyplexmizellen mit den synthetisierten Blockkatiomeren durch
Komplexierung der DNA

Fir die Bildung der Polyplexmizellen wurden die Blockkatiomere und die Plasmid-DNA in
definierten Stickstoff zu Phosphor Verhaltnissen (N/P) gemischt. Zur Bestimmung der N/P
Verhaltnisse wurde angenommen, dass die pDNA pro 330 g/mol eine Phosphatgruppe
enthalt. Bei einer Molmasse von 1 461 928.77 g/mol fir die pDNA ergibt sich, dass 1 ug
pDNA 3.238 x 10°° mol Phosphatgruppen enthélt. Mithilfe der *H NMR-Spektroskopie und
der Endgruppenanalyse war die Anzahl der Amin-Gruppen der Blockkatiomere bekannt,
sodass die Polymermenge fir die gewinschten N/P-Verhiltnisse kalkuliert werden
konnten. Fiur die einfachere Handhabung wurde eine Stammldsung der DNA mit den
Konzentrationen von ¢ = 100 ng/uL und 200 ng/uL hergestellt. Es wurden Stammldsungen
der Blockkatiomere fir jedes N/P-Verhaltnis so eingestellt, dass fir die Komplexierung der
DNA jeweils 10puL der jeweiligen Stammlésung entnommen wurde. Als
Komplexierungsmedium wurde spritzenfiltrierter HEPES-Puffer der Konzentration 10 mM
mit dem pH-Wert von 7.4 verwendet. Fir die Komplexierung wurden jeweils 10 uL der
DNA-Stammloésung mit 10 ul der jeweiligen Blockkatiomer-Stammlésung durch
mehrmaliges Pipettieren der Losungen gemischt. Die Proben wurden kurz gevortext und

anschlieRend fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Gelelektrophorese

Die frisch hergestellten Polyplexmizellen mit den N/P Verhéltnissen von 0.2-300 wurden
zusammen mit einer Negativkontrolle (Polymer) und einer Positivkontrolle (DNA) mittels
Gelelektrophorese auf einem 1%igen Agarosegel analysiert. Dazu wurde das Agarosegel
mit 5 uL ,Midori Green Advance” als DNA Farbstoff versetzt. Als Elektrophorese-Puffer

TAE-Puffer verwendet. Fiir die Beladung des Gels wurden jeweils 3 pL der Proben mit 1 pL
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»Quick-load purple DNA Dye“ vermischt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 20 min bei
120V aufgetrennt. Ein ,,Gel Documentation System“ (GelDoc) wurde verwendet, um die

DNA-Migration sichtbar zu machen.

SYBR Green Ausschluss-Assay

Fiir die Bildung der Polyplexmizellen wurde die DNA-Stammlésung vorher mit 1 pL SYBR
Green pro 100 pL DNA-Stammldsung angefarbt. Die Polyplexmizellen wurden unter
Lichtausschuss wie beschrieben gebildet. Fiir die Messung der Fluoreszenzintensitat mit
dem TECAN Microplate Reader, wurden die Proben in einem 96er Well-Plate mit 100 plL
HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4) aufgefillt. Neben den Polyplexmizellen mit den
verschiedenen N/P-Verhaltnissen, wurden negative und positive Proben zusatzlich
vermessen. Als Positivkontrolle wurde mit SYBR Green gefarbte DNA-L&sung in 100 plL
HEPES-Puffer vermessen. Als Negativkontrollen wurden eine mit SYBR Green versetzte
Polymerlosung in 100 uL HEPES-Puffer, sowie nur SYBR Green Farbstoff in 100 uL HEPES-

Puffer eingesetzt.

Untersuchung der Morphologie mittels TEM-Analyse

Zur Aufnahme der TEM-Bilder wurde das Gerdat CM200 der Firma Philips mit der Kamera
Orius SC200 der Firma Gatan verwendet. Die Polyplexmizellen wurden wie oben
beschrieben mit dem bestimmten N/P-Verhaltnis gebildet. Fiir die Analyse wurde die Probe
in einem Verhaltnis von 1:10 mit Wasser verdiinnt. Zur Kontrastierung wurde Uranylacetat
verwendet. Bei der Probenpraparation wurden 20 uL Probe auf ein Kupfergrid gegeben.
Nach einer Minute wurde der Tropfen mit einem Filterpapier getrocknet. Die Aufnahmen
wurden im Arbeitskreis von Herrn Prof. J. Tiller von Frau Monika Meuris und Herrn Volker

Brandt aufgenommen.

-204-



Allgemeiner experimenteller Teil

Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der Polyplexmizellen mittels DLS-
Messungen

Die Polyplexmizellen wurden wie oben beschrieben gebildet und mit 100 uL HEPES-Puffer
(10 mM, pH 7.4) aufgefiillt. Nachdem die Proben fiir je 1 min equilibriert wurden, wurden
fiunf Messungen mit je acht Einzelmessungen durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der

Durchschnittswert dieser Messungen fiir die weitere Analyse verwendet.

Bestimmung des Zetapotentials der Polyplexmizellen mittels DLS-Messungen

Das Zetapotential wurde unmittelbar nach der Messung der PartikelgréBe durchgefiihrt.
Dazu wurden die zuvor eingesetzten 100 plL der Polyplexmizellen-Proben mit 700 pL einer
10 mM KCl-Lésung verdiinnt. Es wurden je finf Messungen pro Probe bei Raumtemperatur
durchgefihrt. Mit der aus den Messungen erhaltenen elektrischen Mobilitaten, wurde

mithilfe der Smoluchowski Gleichung das Zetapotential bestimmt.

Bestimmung der Langzeitstabilitat mittels DLS-Messungen

Fir die Bestimmung der Langzeitstabilitdit wurden die Polyplexmizellen wie oben
beschrieben hergestellt. Es wurde jedoch anstelle von 10 puL der Stammlésungen mit
jeweils 30puL der DNA- und Polymerstammlésungen komplexiert. Fiur die
Messung des hydrodynamischen Durchmessers wurden an den gewissen Zeitpunkten in
einem Zeitraum von 21 Tagen jeweils 10 uL der Polyplexmizellen-L6sungen enthommen
und mit 100 uL HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4) verdinnt. Die Durchfihrung der DLS-

Messungen verlief dabei genau wie oben beschrieben.

Bestimmung der Langzeitstabilitdt in Kochsalz-Losungen mittels DLS-Messungen

Fiir die Charakterisierung der Langzeitstabilitat in isotonischer Umgebung, wurden zwei

verschieden konzentrierte Kochsalz-Losungen hergestellt. Die Polyplexmizellen wurden
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wie oben beschrieben, allerding mit jeweils 30 uL der DNA- und Polymerstamml&sungen,
hergestellt. Den Proben wurden jeweils 20 pL einer 50 mM bzw. 150 mM NaCl-Losung
zugegeben. Nachdem die Ldsungen inkubiert wurden, wurde an den bestimmten
Zeitpunkten in einem Zeitraum von 21 Tagen je 10 pL entnommen und mit 100 uL HEPES-
Puffer (10 mM, pH 7.4) verdiinnt. Die Durchfliihrung der DLS-Messungen verlief dabei

genau wie oben beschrieben.

Bestimmung der reduktiven Spaltung des Disulfid-Linkers mittels DLS-Messungen

Es wurden Polyplexmizellen mit dem N/P-Verhaltnis von 4 wie oben beschrieben gebildet.
Nach 30 min. Inkubationszeit wurden 2 mL der DTT-Losung (10 mM bzw. 10 uM), die zuvor
im Argon-Gegenstrom entgast und in HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4) angesetzt wurde, zu
20 uL der Polyplexmizellen-Losung gegeben. Die Spaltung der Disulfid-Briicke wurde
mithilfe von DLS-Messungen in einem Zeitraum von 5 h verfolgt. Dabei wurden alle 3 min.

Messungen des hydrodynamischen Durchmessers durchgefiihrt.

Bestimmung der PartikelgrofRe im saurem Milieu (pH 5) mittels DLS-Messungen

Es wurden Polyplexmizellen mit den N/P-Verhaltnissen von 8 und 100 wie oben
beschrieben gebildet. Nach 30 min Inkubationszeit wurden jeweils 200 pL der sauren
Pufferlosung mit einem pH-Wert von 5 dazugegeben. Der hydrodynamische Durchmesser

der Polyplexmizellen wurde mittels DLS-Messungen ermittelt.

Untersuchung der Stabilitiat gegen Anionen mittels Fluoreszenzspektroskopie

Die Polyplexmizellen wurden wie oben beschrieben in den N/P-Verhiltnissen 8 und 100
gebildet. Die DNA-Stammldsung wurde zuvor mit 1% des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green
angefarbt. Um die gewlinschte Konzentration der Heparin-Losungen einzustellen, wurde

eine 100 U/mL Heparin-L6sung mit HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4) verdunnt. Fur die

- 206 -



Allgemeiner experimenteller Teil

Heparin-Losung mit ¢ = 0 U/mL, wurde nur HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4) verwendet. Fir
die Bestimmung der Stabilitdt der Polyplexmizellen gegen Anionen, wurden die Proben mit
100 pL der jeweiligen Heparin-Losung (c = 0, 10, 20, 60, 100 U/mL) versetzt und fiir 10 min
bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Es wurden auBerdem noch zwei
Kontrollen angefertigt. Zum einen eine Positivkontrolle aus 5 uL der gefarbten DNA-
Stammlosung pDNA und 100 pL HEPES-Puffer (10 mM, pH 7.4). Zum anderen eine
Negativkontrolle aus 1 pL SYBR Green und 100 pL HEPES-Puffer. Samtliche Proben wurden
unter  Lichtausschluss in ein  96-Well-Plate  Uberfiihrt. Die  gemessenen
Fluoreszenzintensitdten wurde gegen den Wert der positiven Kontrolle (DNA + SYBR Green)

normiert.

Untersuchung der Stabilitdt gegen Anionen mittels Gelelektrophorese

Die, im oben beschriebenen Abschnitt, hergestellten Proben wurden zusammen mit der
Positivkontrolle (pDNA + SYBR Green) auf ein 1%-iges Agarosegel geladen. Als
Elektrophorese-Puffer wurde TEA-Puffer verwendet. Als DNA-Farbstoff wurde das Agarose-
Gel mit 5 pL ,,Midori Green Advance” angefarbt. Fir die Beladung des Gels wurden jeweils
2 pL der Proben mit 1 uL ,,Quick-load purple DNA Dye” vermischt. AnschlieRend wurden
die Proben fur 20 min bei 120 V aufgetrennt. Ein , Gel Documentation System“ (GelDoc)

wurde verwendet, um die DNA-Migration sichtbar zu machen.

Zellkultivierung

Die HEK293 Zellen wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) mit 10% FBS,
1% L-Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin bei 37 °C in einem Inkubator mit 5% CO;

kultiviert.
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Untersuchung der in vitro Zytotoxizitat

Die in vitro Zytotoxizitat der synthetisierten Polymere und gebildeten Polyplexmizellen in
HEK293 Zellen wurde mithilfe eines gangigen WST (water soluble tetrazolium)-Assays
ermittelt. Daflir wurden die Zellen in einem 96-Well-Plate mit einer Zelldichte von 5 000
Zellen pro Well in 100 uL DMEM full fir 24 h kultiviert. Danach wurde das Zellmedium
gegen 100 uL DMEM serumfrei ausgewechselt. Die Zellen wurden mit 10 uL der
verschiedenen Polymerkonzentrationen (0-1000 pug mlI') oder mit 10puL der
Polyplexmizellen mit unterschiedlichen N/P-Verhaltnissen versetzt. Die HEK293 Zellen
wurden 24 h bei 37 °C in einem Inkubator mit 5% CO>-Atmosphare inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit 10 pL des CCK-8-Reagenzes versetzt und flir weitere 3 h im Inkubator
bei 37 °C und 5%-CO,-Atmosphare inkubiert. SchlieBlich wurde die optische Dichte bei
einer Wellenlange von 450 nm mithilfe eines Microplate Readers gemessen. Die relative

Zellviabilitat wurde anhand folgender Gleichung ermittelt (Gl. 1).

0D450 — 0D450
Relative Zellviabilitat (%] = < sample blank) x 100

0D450ontror — OD450p 140k

Dabei wurden die optischen Dichten OD4500control Und OD450sample 0hne bzw. mit Probe

ermittelt.

Qualitative Evaluation der in vitro Gentransfektion mithilfe von
Fluoreszenzmikroskopieanalyse

Es wurde die in vitro Transfektion des griin fluoreszierenden Proteinplasmids (pEGFP-C1)
der Polyplexmizellen, gebildet aus den Blockkatiomeren, in HEK293 Zellen untersucht. Die
Zellen wurden mit einer Zelldichte von 10 000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Plate in
100 pL frischem DMEM full Zellmedium fir 24 h bei 37 °C und 5%-CO,-Atmosphare
kultiviert. Die Polyplexmizellen wurden wie beschrieben gebildet. Das Zellmedium wurde
durch 100 plL frisches Zellmedium mit oder ohne FBS erneuert und die Zellen mit 2 plL der

jeweiligen Probe versetzt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit 2 uL peGFP ohne
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Transfektionsreagenz versetzt. AnschlieBRend wurden die Zellen fiir weitere 48 h bei 37 °C
und 5%-CO,-Atmosphare im Inkubator inkubiert. Die Zellen wurden schliefSlich mit einem
DMI 4000B Mikroskop der Firma Leica mit einem 4x und 10x Zoom-Objektive fotografiert.

Die Bilder wurden mit der Software ImageJ 1.51k visualisiert.

Quantitative Evaluation der in vitro Gentransfektion mithilfe von Durchflusszytometrie-
Analyse

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 50 000 Zellen pro Well in einer 24-Well-Plate in
500 pL frischem DMEM full Zellmedium fiir 24 h bei 37 °C und 5%-CO2-Atmosphare
kultiviert. Die Polyplexmizellen wurden wie oben beschrieben gebildet. Das Zellmedium
wurde durch 500 puL frisches Zellmedium mit 10% FBS erneuert und die Zellen jeweils mit
40 uL der jeweiligen Probe versetzt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit 40 uL peGFP ohne
Transfektionsreagenz versetzt. Nach 24 h Inkubationszeit wurde das Medium erneut durch
frisches DMEM+10%FBS ausgewechselt und die Zellen fiir weitere 24 h bei 37 °C und 5%-
CO2-Atmosphare im Inkubator inkubiert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen mit
100 pL Trypsin versetzt. Nach 3 min Inkubationszeit wurde mit 500 pL kaltem Zellmedium
DMEM+10%FBS homogenisiert und in ein Zentrifugenréhrchen mit 5 mL PBS-LOsung
gegeben. Nach 4 min Zentrifugationszeit, wurde das feste Pellet in 100 uL FACS-Puffer
(PBS+2 mM EDTA+2% FCS) gelost und schlieflich mithilfe des Durchflusszytometers

untersucht.
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8.2 Allgemeine Arbeitstechniken und verwendete Gerite

Lésemittel und Chemikalien

Die fur die Synthesen verwendeten Losungsmittel CH,Cl,, MeCN, Et,O, CHCl3 und DMF
wurden, falls nicht anders angemerkt, zuvor lber ein L6sungsmitteltrocknungssystem des
Typs MB SPS 800 der Firma M. Braun GmbH Uber aktivierte Aluminiumoxidsdulen
getrocknet. Die Entnahme erfolgte hierbei im Stickstoffstrom nach dreimaliger Evakuierung
und Spilung der Vorlage mit Stickstoff. Alle weiteren trockenen Losemittel wurden mittels
Calciumchlorid, Kaliumcarbonat oder Calciumhydrid getrocknet, Uber 3 A Molsieb
destilliert und unter Argon-Schutzgas-Atmosphare gelagert. Losungsmittel technischer
Qualitat wurden zuvor am Rotationsverdampfer des Typs Rotavapor 210 der Firma Blichi
destilliert. Restliche Losemittel wurden falls nétig unter Hochvakuum durch eine
Vakuumpumpe des Typs DUO10 der Firma Pfeiffer Vacuum entfernt. Alle verwendeten
Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Aldrich, TCl Europe, Alfa Aesar, Acros Organics,
ABCR oder Carl Roth erworben und, sofern nicht explizit angegeben, ohne weitere

Aufreinigung verwendet.

Verwendete Plasmid-DNA (pDNA)

Die Plasmid-DNA pEGFP-C1 wurde von der Firma Tebu-Bio in einer Giga-Praparationaus 1 L
LB-Kultur mit 50 ug/mL Kanamycin (Km) in einem Endotoxin-freien Prozess préapariert.

Dabei handelte es sich um insgesamt 1 mL des Plasmids pEGFP-C1 mit 4731 Basenpaaren
(bp).

Arbeitstechniken

Alle Hydrolyse-empfindlichen Reaktionen wurden unter Argon-Schutzgas-Atmosphare in
zuvor bei 600 °C ausgeheizten Reaktionskolben unter Verwendung der Schlenk-Technik

durchgefiihrt. Dabei wurden diese nach Abkihlen auf Raumtemperatur mit
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entsprechenden Septen verschlossen. Die Zugabe der flissigen Reaktanten erfolgte unter
Verwendung von Einmalspritzen und Feststoffe wurden im Argongegenstrom
hinzugegeben. Bei den verwendeten Dialysemembranen handelte es sich um regenerierte
Zellulose des Typs ZelluTrans/Roth V-Series der Firma Carl Roth. Diese wiesen eine

Wandstarke von 20— 30 um, eine Breite von 45 mm und einen MWCO = 1000 auf.

NMR-Spektroskopie

Die H-,23C- und *F-NMR-Spektren wurden mit dem FT-NMR-Geraten der Firma Bruker des
Typs AVANCE HD-Ill Nanobay (400 MHz), AVANCE HD-IIl (600 MHz) und mit den FT-NMR-
Geraten der Firma Agilent des Typs DD2 (500 MHz) aufgenommen. Die chemische
Verschiebung 6 wurde in parts per million (ppm) und die Kopplungskonstanten J in Hz
angegeben. Des Weiteren wurde zu jedem Kernresonanzsignal in Klammern die
Signalmultiplizitat (s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quin = Quintett, m =
Multiplett), sowie die durch Integration bestimmte Anzahl an Kernen angegeben. Die

Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm ACDLabs 12.1.

Gelpermeationschromatographie

Die GPC-Messungen wurden mit dem Gerat L-5000 LC Controller, 655A-11 Liquid
Chromatograph der Firma Merck Hitachi durchgefiihrt. Das Eluent war DMF (HPLC-Grade +
5 g/L LiBr). Es wurde Uber eine Vorsaule (PSS GRAM) und zwei Sdulen (PSS GRAM analytical
1000 A und PSS GRAM analytical 30 A) bei einer Durchflussrate von 1 mL/min und einer
Temperatur von 60 °C gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit einem PMMA-Kalibrierkit
der Firma PSS verwendet. Die Detektierung erfolgte mit dem Rl Detector Smartline 2300
der Firma Knauer. Fiir die Messungen wurden Proben mit einer Konzentration von 3 mg/mL
hergestellt. Vor der Messung wurden die Proben mit einem 0.2 um PTFE-
Spritzenvorsatzfilter filtriert. Die H,O-GPC-Messungen wurden mit dem GPC-Automaten

SECcurity GPC System der Firma PSS in Milli-Q Wasser mit 0.1 M NaNOsz und 0.01% TFA bei

-211-



Allgemeiner experimenteller Teil

einer Flussrate von 0.5 mL/min durchgefiihrt. Es wurden je 100 uL Probe bei
Raumtemperatur vermessen. Die eingesetzten Sdulen stammen von der Firma PSS
(Vorsaule + 3 Trenns&ulen (1x 100 A und 2x 3000 A) des Typs PSS NOVEMA Max). Kalibriert
wurde die Anlage mit einem Polyacrylamid-Standardsatz von der Firma PSS. Die Proben
wurden mit einer Konzentration von 3 mg/mL angesetzt und zuvor durch einen 0.2 um

PTFE-Spritzenvorsatzfilter filtriert.

Massenspektrometrie

Die ESI-MS-Messungen wurden an einem Gerat der Firma Waters Alliance bei 160 °C und
einer Spannung von 70eV durchgefiihrt. Als Referenzsubstanz diente hierbei
Perfluorokerosen. Den m/z-Werten der Molekilionen bzw. der angegebenen
ausgewahlten Fragmente liegen jeweils die Massenzahlen der Isotope mit der groRten

natlirlichen Haufigkeit zugrunde.

ATR-FT-IR-Spektroskopie

Durchgefiihrt wurden die Messungen an einem ATR-FT-IR-Spektrometer des Typs Tensor
27 der Firma Bruker. Der Messbereich reichte hierbei von 4000 cm™ bis 250 cm™, wobei die
Banden in reziproken Wellenldngen in cm™ angegeben wurden. Die Spektren wurden mit
der Software Opus ausgewertet. Die FT-IR Spektren wurden mit einem Gerat der Firma

Bruker des Typs Tensor 27 aufgenommen und mit dem Programm Opus ausgewertet.

Transmissionselektronenmikroskopie

Die TEM-Messungen wurden von Frau Monika Meuris und Herrn Volker Brandt in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tiller an dem Gerat CM200 der Firma Philips ausgestattet mit
der Kamera Orius SC200 der Firma Gatan durchgefiihrt. Es wurden Polyplexmizellen mit

einem N/P-Verhaltnis von 8 und 100 vermessen. Diese wurden in einem Verhaltnis von 1:10
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mit Wasser verdiinnt. 20 uL einer Probe wurden als Losung auf einen Kupfergrid
aufgetragen und die L6sung wurde mit einem Filterpapier nach kurzer Zeit getrocknet. Als

Kontrastierung wurde Uranylacetat verwendet.

Dynamische Lichtstreuung

Die DLS- sowie Zetapotential-Messungen erfolgten mit dem Gerat Zetasizer Nano-ZS der
Firma Malvern im Arbeitskreis von Herrn Prof. Rehage oder mit dem Gerat Zetasizer Nano-
S der Firma Malvern im Arbeitskreis von Herrn Prof. Tiller. Durchgefiihrt wurden die
Messungen mit einem HeNe-Laser (A=632nm). Die Auswertung erfolgte mit dem

Programm Zetasizer 6.32 von Malvern.

Fluoreszenzspektroskopie und Photometrie

Photometrie- und Fluoreszenzintensitatsmessungen wurden an einem infinite M1000 der
Firma Tecan im Arbeitskreis von Herrn Prof. Rauh durchgefiihrt und mit der Software Tecan

i control ausgewertet.

Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopieanalysen wurde mit dem Gerat EVOS FL cell imaging System
(life technologies) mit einem 4x und 10x Objektiv im Arbeitskreis von Herrn Dr. Dehmelt
durchgefihrt. Die Bilder wurden mit der Software Image) 1.51k ausgewertet und

bearbeitet.

Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der prozentualen Expression des fluoreszierenden eGFP in Zellen erfolgte

mit der Durchflusszytometrie, die eine quantitative Analyse von Partikeln (Dichte,
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Fluoreszenz, GroRRe) im Flissigkeitsstrom ermoglicht. Die Messungen wurden mit dem
Gerat Cell Sorter SH800S der Firma Sony im Arbeitskreis von Herrn Prof. Summerer

durchgefiihrt. Es wurde hierbei ein Laser mit der Wellenlange von 488 nm verwendet.
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10 Anhang

10.1 Abkiirzungs- und Symbolverzeichnis

Erlduterungen

Im Text bezeichnen hochgestellte arabische Ziffern in eckigen Klammern
Literaturhinweise. Folgende Abkirzungen wurden im Text und in den

Formelzeichnungen verwendet:

Abkiirzungsverzeichnis

abs. absolutiert, fur trockene Losungsmittel

ACN Acetonitril

b Block

BLA-NCA B-Benzyl-L-asparaginsdure-N-carboxyanhydrid

cmc engl.: critical micelle concentration

(Mizellbildungskonzentration)

CROP engl.: cationic ring opening polymerization
(kationisch ringoffnende Polymerisation)

Cu Kupfer

DCC N,N-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DET Diethylentriamin

DIPEA N,N-Diisopropylethylendiamin

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMEM Dulbeccos’s Modified Eagle Medium

DMF N,N-Dimethylformamid



Anhang

DMSO
DNA
DOX
DTT
EDA
EDTA
eGFP
EMA

EPR

et al.
FBS

FDA

FT-IR
GFP
GPC
GSH
HEK

HEPES

ICP
MeCN

MS

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Doxorubicin

Dithiothreitol

Ethylendiamin
Ethylendiamintetraessigsaure

engl.: enhanced green fluorescence protein
Europdische Arneimittelagentur

engl.: enhanced permeability and retention (erhdhte
Permeabilitdt und Retention)

et altera
fetal bovine serum

engl.: food and drug administration (Behorde der
Vereinigten Staaten fir Lebens- und Arzneimittel)

Fouriertransformation-Infrarot
engl.: green fluorescence protein
Gelpermeationschromatographie
Glutathion

engl.: human embryonic kidney

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

Induziert gekoppeltes Plasma
Acetonitril

Massenspektroskopie



MwWCO

NCA

NMR

No.
N/P
OES
OoTf

P
PAsp
PBLA
pDNA
PEI
PEG
pen-strep
PEtOx
pKs
POx
Ppm
RNA
RT

si-RNA

engl.: molecular weight cut off
Verhaltnis Masse zu Ladung

o-Aminosaure-N-carboxyanhydrid

engl.: nuclear magnetic
(Kernmagnetresonanz)
Nummer

Stickstoff zu Phosphor Verhaltnis
Optische Emissionsspektroskopie
Triflat

Poly

Poly(asparaginsaure)
Poly(B-Benzyl-L-asparaginsaure)
Plasmid-Desoxyribonukleinsaure
Poly(ethylenimin)
Poly(ethylenglycol)
Penicilin-Streptavidin

Poly(-2-ethyl-2-oxazolin)

Dekadisch-logarithmische Sdurekonstante

Poly(-2-oxazolin)
engl.: parts per million
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

small interfering Ribonukleinsaure

resonance

Anhang
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TEA

TEM

theor.

Wdh.

Triethylenamin

Transmissionselektronenmikroskopie

theoretisch

Wiederholungseinheiten

Symbolverzeichnis

°C

dn

eq.

Hz

min

mM

Konzentration

Grad Celsius

chemische Verschiebung
hydrodynamischer Durchmesser
Polydispersitatsindex
Aquivalent

Gramm

Stunde

Wellenlange

Hertz

Molar

Minute

Mili-Molar
zahlengemittelte Molmasse
Nanometer

Zeit

Temperatur
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wt% Gewichtsprozent

11 micro
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10.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Prinzip der Gentherapie gegliedert in in vivo Methode (A) und ex vivo
L oY L= (=) LT -4 -

Abbildung 2 Schematische Darstellung der DNA-Kondensation durch elektrostatische

Wechselwirkungen mit dem Polykation zur Bildung einer Polyplexmizelle (PM).[22 ...- 8 -

Abbildung 3 Schematische Darstellung der finf Hauptherausforderungen fiir eine
erfolgreiche  Gentransfektion: (A) Bildung eines stabilen Komplexes, (B)
Hamokompatibilitat, (C) Zellaufnahme, (D) endosomaler Austritt und (E) Eintritt in den

ZElIKEIN. Bl et — e e — e e —— e e e a e e . -9-

Abbildung 4 Prinzip des Protonen-Schwamme-Effektes von pH-sensitiven Polymeren im

Y aYo [oXTe 103 TLiac HUU OSSP URRPR -14 -

Abbildung 5 Losungsansatze zur Modifikation nicht-viraler kationischer Vektoren fir
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