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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Gentherapie als Behandlungskonzept

Im Jahre 1966 wurde von Lederberg und Tatum der Grundstein fiir die Ent-
wicklung der Gentherapie gelegt (Tatum, 1966). Erste therapeutische Einsét-
ze erfolgten bereits sieben Jahre spiter (Friedmann and Roblin, 1972). Die
Gentherapie birgt vielversprechendes Potential, da es sich um eine Kausalthe-
rapie handelt. Primér standen monogene Erbkrankheiten im Fokus, die auf
den Defekt eines einzigen Gens zuriickzufiihren sind. Hierzu zdhlen die Zys-
tische Fibrose (Mukoviszidose) oder schwere Stérungen des Immunsystems
(SCID, engl. Severe Combined Immundeficiency) . Mittlerweile werden Nu-
kleinsduren als neue Arzneistoffe aber auch in der Onkologie, bei der Therapie
chronischer Erkrankungen oder als gentherapeutische Impfstoffe erforscht.

Seit der ersten klinischen Studie im Jahre 1989 wurden iiber 1400 klinische
Studien in 28 Landern durchgefiihrt (Rosenberg et al., 1990). Der Hauptfokus
lag mit 64,6 % auf dem Therapiegebiet der Onkologie. Ferner wurden Studi-
en bei kardiovaskuldren Krankheiten, Infektionskrankheiten und monogene-
tischen Erbkrankheiten durchgefiihrt. Momentan befinden sich die meisten
gentherapeutischen Ansétze noch im Forschungs- und Entwicklungsstadium,
so dass sich klinische Studien meist auf Vertréiglichkeits- und Dosisfindungs-
studien, sowie erste Wirksamkeitsstudien an kleinen Probandenzahlen kon-
zentrieren (Phase I/II Studien). Nur 3 % der Therapieansétze sind bereits in
der klinischen Phase III, in der fiir die Zulassung entscheidende Daten zum
Wirksamkeitsnachweis ermittelt werden (Edelstein et al., 2007; Gene Thera-
py Clincial Trials Worlwide, 2009). Bis heute gibt es, abgesehen von China
(Gendicine®, Oncorine®), kein zugelassenes gentherapeutisches Arzneimit-
tel. Die Zulassung in China erfolgt im Gegensatz zu Europa oder den USA
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6 Kapitel 1. Einleitung

aufgrund von Sicherheits- und Wirksamkeitsstudien in Phase I/ II und ist
hochst umstritten.

Unter Gentherapie versteht man das Einbringen genetischen Materials
in die Zellen eines Individuums mit dem Ziel der Heilung, Linderung oder
Prophylaxe von Krankheiten. Dariiber hinaus kann der Gentransfer auch fiir
diagnostische Zwecke verwendet werden. Unterschieden wird dabei zwischen
gentherapeutischen Eingriffen in Korperzellen (somatische Gentherapie) und
Verdnderungen in den menschlichen Keimzellen (Keimbahntherapie), die in
Deutschland nach dem Embryonenschutzgesetz verboten sind. Die somati-
sche Gentherapie ldsst sich weiterhin unterteilen in

- Genkorrektur (Reparatur eines defekten Gens)

- Genaddition (Kompensation defekter Gene durch Einbringen einer in-
takten Genkopie)

- Inaktivieren pathologisch verdnderter Gene (Antisense-Therapie, RNA
Interferenz)

Die Applikation des therapeutischen Gens kann dabei aufserhalb des Korpers
in kultivierten Zellen (ez vivo) oder direkt in den Kérper (in vivo) erfolgen.
Bei der ez vivo Behandlung werden dem Patienten Zellen entnommen, diese
wn vitro kultiviert, in vitro gentherapeutisch behandelt und anschliefend wie-
der in den Korper des Patienten zuriickgefiihrt. Ein klassisches Beispiel fiir
die ez vivo Gentherapie ist die Entnahme und gentherapeutische Behandlung
von Knochenmarkstammzellen. Als Vorlduferzellen miissen nur sehr wenige
Zellen korrigiert werden, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen. Im Ge-
gensatz dazu wird bei der in vivo Behandlung das Gen dem Patienten direkt
appliziert.

1.2 Entwicklung neuer Gentherapeutika

Obwohl die Behandlung von Krankheiten durch das Einbringen genetischen
Materials enormes Potential birgt, hat mit Ausnahme der Antisense-Technolo-
gie in {iber 15 Jahren kein Produkt in Europa und den USA die Zulassung
erreicht. Entscheidend fiir die Entwicklung eines neuen Arzneimittels sind
i) Wirksamkeit, ii) Sicherheit und iii) Qualitdt des Arzneimittels (Nutzen-
Risikoabschétzung). Neben der Auswahl geeigneter und potenter Arzneistof-
fe (Nukleinsduren) trégt die Formulierungsentwicklung dabei entscheidend
zum Erfolg des Gentherapeutikums bei.
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Nukleinsduren sind aufgrund ihrer stark negativen Ladung und der ho-
hen Molekiilmasse nicht membrangédngig und kénnen daher nur mit Hilfe
geeigneter Transfersysteme, sogenannter Gentransfervehikel oder Vektoren,
in die Zielzelle gelangen. Neben der Verwendung geeigneter Nukleinsduren
hingt die Effektivitit der Behandlung daher im Wesentlichen vom Erfolg
des Transfersystems ab, welches eine zufriedenstellende Biodistribution der
Nukleinsdure gewahrleisten sollte, um pharmakologische und toxikologische
Nebenwirkungen zu verhindern.

1.2.1 Nukleinsauren als eine neue Generation von Arz-
neistoffen

Das verwendete genetische Material ist sehr vielfdltig und unterscheidet sich
in Struktur und Zielmolekiil. Tabelle 1.1 gibt eine Ubersicht iiber hiufig
eingesetzte Nukleinsduren mit deren Vor- und Nachteilen sortiert nach den
unterschiedlichen Gentherapieansitzen. Heutzutage findet die Plasmid-DNA
(pDNA) am hiufigsten Anwendung, da diese einfach und kostengiinstig pro-
duziert werden kann. Pharmakologisch gesehen ist Plasmid-DNA ein Pro-
drug. Erst nach erfolgreicher Transkription im Zellkern kann diese durch an-
schliefende Translation in ihre Wirkform, das Protein, umgewandelt werden.
Daher kann Plasmid-DNA als eine vielversprechende Alternative zu Prote-
inen angesehen werden, deren Herstellungskosten, geringe biologische Halb-
wertszeit und immunologisches Potential die Entwicklung immer noch auf-
wendig und teuer gestalten. Die Herausforderung bei der Verwendung von
pDNA hingegen liegt vor allem in der Notwendigkeit, diese in den Zellkern
zu transportieren (Munkonge et al., 2003). Da es sich bei Plasmid-DNA um
ein sehr grofes Molekiil (=100 nm) handelt, ist der Transport schwierig und
erfolgt iiber einen aktiven Transportprozess mit Hilfe sogenannter Kernloka-
lisationssequenzen. In Sdugerzellen konnte bereits nachgewiesen werden, dass
weniger als 0,10 % der applizierten Plasmid-DNA tatséchlich im Zellkern an-
kommt. Ein grofer Anteil der pDNA wird bereits im Aktinfilament der Zelle
festgehalten und gelangt erst gar nicht in die Ndhe des Zellkerns (Dauty
and Verkman, 2005; Munkonge et al., 2003). Bei sich teilenden Zellen kann
die pDNA hingegen recht einfach wiahrend der Mitose in den Zellkern gelan-
gen, wobei es wiahrend der Zellteilung gleichzeitig zum Verlust der pDNA
einer bereits transfizierten Zelle kommen kann. Dies fiihrt in der Folge haufig
zu einer zeitlich limitierten Wirkdauer. Mit Hilfe der Phagen-C31-Integrase
(Aneja et al., 2009, 2007; Ehrhardt et al., 2005) oder unter Verwendung
von Transponsons (Ivics and Izsvak, 2006) ist es allerdings gelungen, nicht-
virale Systeme ins Genom zu integrieren und dadurch eine langanhaltende
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Bezeichnung Molekiil Vorteile Nachteile

Genaddition

Plasmid-DNA zirkuldre DNA Herstellung nukleo-cytoplasmatischer Transport
Reinheit

Minicircle zirkuldre DNA Reinheit Herstellung

Minichromosome  artifizielles Chromosome  vererbbar Herstellung
Transport

Tumorvakzinierung

mRNA einzelstréangige Effizienz Herstellung

RNA Segmente Instabilitét

Antisense/Antigen Technologie

Oligonukleotide einzelstrangige Flexibilitat Instabilitdt
DNA Segmente Transport

RNA Interferenz

siRNA doppelstréngige hohe Effizienz  Instabilitét
RNA Segmente Selektivitét Transport

Tabelle 1.1: Verwendete Nukleinsduren in der Gentherapie
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Wirkdauer zu erzielen. Ferner kann es herstellungsbedingt zur Anwesenheit
bakterieller DNA-Sequenzen kommen, was eine Aktivierung des Immunsys-
tems bei in vivo Applikation zur Folge hat und zum Wirkverlust der pDNA
beitragt.

Eine vielversprechende Alternative stellt die Verwendung von Boten-RNA
(mRNA, engl. Messenger RNA) dar, die als eine Art Zwischenstufen-Prodrug
lediglich in das Zytoplasma gelangen muss, um in seine Wirkform, das Pro-
tein, translatiert zu werden. Wesentliche Vorteile der mRNA sind i) eine
gesteigerte Effizienz, ii) keine Integrationsgefahr und infolgedessen iii) ei-
ne Reduktion von Nebenwirkungen. Nachteile sind neben der aufwendigen
Herstellung im Grofimafstab die Instabilitdt des Arzneistoffes, die allerdings
durch Modifikation der Nukleotide verbessert werden kann (Yamamoto et al.,
2009).

Ferner konnen Oligonukleotide und kurzkettige interferierende RNA-Mo-
lekiile (engl. Short Interfering RNA, siRNA) zur Ausschaltung von Genen
genutzt werden. Oligonukleotide wirken dabei sowohl auf Translationsebene
(Antisense-Technologie), als auch auf Transkriptionsebene (Antigen-
Technologie). Im Gegensatz dazu sind siRNAs lediglich auf Translationsebene
durch RNA-Interferenz aktiv. Im Bereich der Antisense-Technologie befinden
sich bereits zwei Oligonukleotide der 1. Generation (Phosphorothioate) auf
dem Markt. Neben Vitravene ® (CibaVision, ISIS Pharmaceuticals), das 1998
von der Food and Drug Administration (FDA) und 1999 von der European
Medicines Agency (EMA) zur topischen Behandlung von Cytomegalievirus
(CMV) bedingter Retinitis bei AIDS Patienten zugelassen wurde, gelangte
Genasense  (Genta Incorporated) als neues Krebspriiparat zur Behandlung
von Patienten mit fortgeschrittenem malignem Melanom in Kombination mit
Dacarbazin 2007 in den USA auf den Markt. Ein grofser Nachteil der 1. und
2. Generation ist neben der akuten Toxizitdt die geringe Halbwertszeit und
Wirkstarke, die im Wesentlichen durch eine geringe Affinitdt zur mRNA be-
dingt ist. Die 3. Generation, die einzelstriangige Oligonukleotide (engl. Lock
Nucleic Acids LNA) und doppelstrangige siRNAs umfasst, weist eine verbes-
serte Affinitdt zur mRNA auf und ist daher vielversprechender als die Vor-
giangergenerationen. Einige Kandidaten befinden sich bereits in klinischen
Studien (McCullagh, 2006).

Die RNA-Interferenz (RNAi) Technologie wurde Ende der 80er Jahre erst-
mals von Craig Mello und Andrew Fire fiir den Fadenwurm C. elegans be-
schrieben (Fire et al., 1998). Allerdings fiihrte die Applikation langer doppel-
strangiger RNA Molekiile in Sdugerzellen zunéchst zu einer unspezifischen
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Interferonantwort. Drei Jahre spiter konnte gezeigt werden, dass sich kurze
(21 Nukleotide), doppelstrangige RNA Molekiile eignen, um in Séugerzellen
spezifisch eine Genexpression zu inhibieren ohne dabei eine Immunantwort
auszulosen (Elbashir et al., 2001; Tuschl, 2001; Tuschl and Borkhardt, 2002).
Der Mechanismus der RNAI ist in Abbildung 1.1 dargestellt. Nur wenige
Jahre nach der Entdeckung wurde RNAI als neue therapeutische Strategie
zur posttranskriptionellen Unterdriickung von Genen (engl. Gene Silencing)
in ersten klinischen Studien untersucht und ist zu einem unverzichtbaren
Werkzeug in der molekularbiologischen Forschung geworden (Kim and Rossi,
2007). Eine der zentralen Herausforderungen fiir die Etablierung der RNAi-
Technologie ist neben der Instabilitat der Molekiile gegeniiber abbauenden
Enzymen (RNasen) und die dadurch bedingte kurze Halbwertszeit der Trans-
fer in die Zielzelle. Chemische Modifikationen der Nukleotide und die Ent-
wicklung geeigneter Transfersysteme sind mogliche Ansatzpunkte. Alternativ
dazu konnen fiir einen langanhaltenden Effekt Plasmide verwendet werden,
von denen kontinuierlich shRNA (engl. Short Hairpin RNA) im Zellkern tran-
skribiert und ins Zytoplasma exportiert werden, um dort zu siRNA prozes-
siert zu werden. Sollte sich das zentrale Problem des Transfers l6sen lassen,
so konnte RNA1i zu einer neuen Klasse spezifischer Arzneistoffe werden.
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NA) miissen in der Zelle zuerst mit Hilfe von Enzymen (Dicern) in kurze Stiicke prozessiert werden. Diese 21-23 Nukleotid
langen RNA Molekiile, die als siRNA bezeichnet werden, sind schlieflich fiir Bindung der Ziel-mRNA verantwortlich.
Alternativ dazu konnen synthetische siRNAs direkt appliziert werden. Uber eine Zwischenstufe, dem RISC Loading Com-
plex (RLC), wird die siRNA in den RISC (engl. RNA Induced Silencing Complex) eingebaut, dessen zentraler Bestandteil
das Argonaut 2-Protein (Ago2) ist. Der sense-Strang wird bei diesem Vorgang verworfen, wiahrend der antisense-Strang
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1.3 Transportvehikel: Virale und Nicht-virale
Gentransfersysteme im Vergleich

Gentransfervehikel konnen in Abhéngigkeit des verwendeten Vehikels in i)
virale und ii) nicht-virale Gentransfersysteme unterteilt werden. Je nach ver-
wendetem System spricht man beim Einbringen des genetischen Materials
von Transduktion (viral) oder Transfektion (nicht-viral).

Virale Systeme nutzen die evolutiondr erworbene Fahigkeit von Viren
aus, ihr Erbgut in Zellen einzuschleusen. Das Transgen wird dabei in re-
plikationsdefiziente Viren verpackt und in die Zelle eingebracht. Ein grofer
Vorteil ist die Effizienz viraler Systeme. So konnte gezeigt werden, dass be-
reits die Bindung eines einzigen Viruspartikels ausreichend ist, die Zielzelle
zu infizieren (Seisenberger et al., 2001). Daher dominierten virale Systeme
lange Zeit in klinischen Studien auf dem Gebiet der Gentherapie, wobei vor
allem retrovirale und adenovirale Gentransfersysteme zum FEinsatz kamen.
Retroviren wurden vorwiegend fiir den ez vivo Gentransfer (Stammzellthera-
pie) verwendet (Gene Therapy Clincial Trials Worlwide, 2009), wohingegen
Adenoviren in vivo zum Einsatz kamen. Schwerwiegende Nebenwirkungen
in klinischen Studien fiihrten allerdings zu einem leichten Riickgang vira-
ler Systeme von 70,0 % im Jahr 2004 auf 67,5% im Jahr 2007 zugunsten
nicht-viraler Gentransfersysteme, deren Einsatz um 3,2 % auf 26,5 % anstieg.
Neben der starken Immunogenitit von Adenoviren, die 1999 zum Tod ei-
nes Patienten fiihrte (Marshall, 1999), kann die genomische Integration des
Transgens bei Retroviren zur Aktivierung von Onkogenen fiihren (insertio-
nelle Mutagenese). Im Rahmen einer Studie, die in den Jahren 2002 und
2003 an 15 Patienten mit einer schweren Stérung des Immunsystems durch-
gefiihrt wurde und zur kompletten Heilung der Patienten fiihrte, erkrankten
vier Patienten an einer Leukdmie-dhnlichen klonalen Lymphozytenprolifera-
tion. Drei der vier erkrankten Patienten konnten mit einer Chemotherapie
behandelt werden, ein Patient verstarb (Check, 2002). In einer weiteren Stu-
die wurden bei einem Patienten Sequenzen des eingesetzten Virus in dessen
Samenfliissigkeit gefunden, der Virus konnte allerdings nicht in den Samen-
zellen per se nachgewiesen werden (Boyce, 2001).

Nicht-virale Systeme zeichnen sich hingegen durch i) eine grofe Variati-
onsmoglichkeit im Vektordesign, ii) eine geringe Integrationsgefahr ins Ge-
nom (die Nukleinsdure verbleibt iiberwiegend episomal), iii) eine hohe Be-
ladung mit genetischem Material und iv) eine geringe Immunogenitét aus,
die eine wiederholte Applikation ermdglicht. Durch Elimination bakterieller
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CpG-Motive aus der Plasmid DNA konnte die Immunogenitéit weiter gesenkt
und das Sicherheitsprofil verbessert werden. Ein grofer Nachteil nicht-viraler
Systeme bleibt jedoch die geringe Effizienz (1.000-fach bis 50.000-fach gerin-
ger als adenovirale Vektoren) und Spezifitéit im Vergleich zu viralen Systemen
(Diebold et al., 1999). Neueste Bestrebungen verfolgen daher das Ziel, Ele-
mente viraler Systeme zu imitieren, um sie in synthetische, nicht-virale Vek-
toren zu integrieren und sogenannte kiinstliche Viren zu erzeugen (Demeneix
et al., 2004; Navarro et al., 1998; Wagner, 2004). Dabei wird das Verhéltnis
zwischen maximaler Effizienz und Spezifitdt zu minimaler Toxizitat fiir den
Erfolg und den Weg in die Klinik entscheidend sein.

1.4 Formulierung, Biodistribution und Pharma-
kokinetik nicht-viraler Gentransfersysteme

Die Herausforderungen bei der Entwicklung einer erfolgreichen Gentherapie
mit nicht-viralen Gentransfersystemen sind auch im Hinblick auf die Formu-
lierung grofs. Je nach Applikationsroute und Formulierung miissen zahlreiche
extra- und intrazelluldare Barrieren iiberwunden werden, die am Beispiel einer
nanoskaligen Formulierung in Abbildung 1.2 dargestellt sind. Diese lassen
sich in i) Formulierungsentwicklung, ii) Verteilung im Organismus und iii)
Barrieren auf zelluldre Ebene unterteilen.

1.4.1 Formulierungsentwicklung von Transportvehikeln
fiir den nicht-viralen Gentransfer

Fiir die nicht-virale Gentherapie werden unter Verwendung synthetischer und
natiirlicher Polymere neuartige Tragersysteme entwickelt. Je nach Therapie-
gebiet, Zielgewebe und Applikationsroute kommen unterschiedliche Formu-
lierungen in Betracht, die in Tabelle 1.2 zusammengefasst sind.

Die einfachste Formulierung von Nukleinsduren ist deren ,nackte* Appli-
kation. So fiihrte die direkte Applikation sogenannter ,nackter* und somit
ungeschiitzter pDNA ins Muskelgewebe zu einer effizienten Genexpression
(Wolff et al., 1990). Diese Technologie findet aufgrund Ihrer Einfachheit und
Effizienz im Bereich der nicht-viralen Gentransfermethoden am héufigsten
Anwendung in klinischen Studien (Edelstein et al., 2007). Auch die intrave-
nose Applikation grofser Volumina ,nackter pDNA innerhalb kurzer Zeit mit
erhohtem Druck (hydrodynamische Injektion beziehungsweise Hydroporati-
on) fithrte zu einer erfolgreichen Transfektion von Hepatozyten in Mausele-
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Abbildung 1.2: Herausforderungen einer erfolgreichen nicht-viralen Gentherapie: Formu-
lierungsentwicklung , Verteilung im Organismus und auf zellulirer Ebe-

ne. (1) Aufnahme in die Zelle iiber Endozytose, 2) Bildung von Endo-
somen/Lysosomen, 3) Freisetzung aus dem Endosom/Lysosom ins Zyto-
plasma, 4) Dissoziation im Zytoplasma und 5) Transport in den Zellkern

(optional), Abbildung modifiziert nach Putnam et al., 2006.
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Nicht-virale Gentransfersysteme

wnackte“ Applikation  Finschlussverbindungen

Mikroinjektion Microbubbles
Gene Gun Liposomen

Hydroporation Nanopartikel
Elektroporation Mikropartikel
Nukleofektion

Optoporation

Sonoporation

Komplexe Einbettungen

kationische Polymere genaktivierte Biomaterialien

kationische Lipide
Magnetofektion

Tabelle 1.2: Nicht-virale Gentransfervektoren im Uberblick: Die Nukleinséure kann sowohl
ynackt, in Form von Komplexen oder Einschlussverbindungen als nanoskalige
oder mikroskalige Partikel oder eingebettet in eine Matrix appliziert werden.
Die Kombination mit physikalischen Methoden wie die Verwendung von elek-
trischen Feldern (Elektroporation, Nukleofektion), Laserimpulsen (Optopora-
tion), Ultraschall (Sonoporation) oder magnetischen Feldgradienten (Magne-
tofektion) ermdglichen zusétzliche Effizienzsteigerung. Ferner kénnen Nukle-
insduren in Einschlussverbindungen oder Einbettungen formuliert werden.
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bern (Liu et al., 1999) und konnte bereits in der Klinik umgesetzt werden
(Habib, 2007).

Die Kombination mit physikalischen Methoden verbesserte den Transport
der Nukleinsédure zum Zielort und kann zur Steigerung der Gentransfereffizi-
enz beitragen (Mehier-Humbert and Guy, 2005; Villemejane and Mir, 2009).
Anwendung finden elektrische Felder (Elektroporation, Nukleofektion), Lase-
rimpulse (Optoporation) oder Ultraschall (Sonoporation). Daneben kénnen
Hautareale durch den Beschuss mit DNA-beladenen Goldpartikeln (Gene
Gun) behandelt werden. Fraglich bleibt hierbei allerdings die Ubertragbarkeit
in die Klinik. Mittlerweile werden von einigen Firmen Applikationssysteme
fiir dermale oder intramuskuldre Anwendungen entwickelt, die eine einfache
Applikation ,nackter* pDNA kombiniert mit der Elektroporation ermogli-
chen. Ein weiterer Nachteil der Applikation ,nackter pDNA alleine oder in
Kombination mit physikalischen Methoden ist der geringe Schutz gegeniiber
abbauenden Enzymen wie DNasen und RNasen, die in physiologischen Me-
dien, der extrazelluliren Matrix und im Zytoplasma vorkommen und vor
allem nach systemischer Applikation zum rapiden Abbau der Nukleinséduren
fiihren. So konnte gezeigt werden, dass im Muskelgewebe eine relativ gerin-
ge Menge an Nukleasen vorhanden ist und dadurch die gute Wirksamkeit
snackter* pDNA im Muskelgewebe erklirt werden kann (Barry et al., 1999).

Die Formulierung partikuldrer (Komplexe, Einschlussverbindungen) oder
3-dimensionaler (Einbettungen) Trigersysteme bietet im Vergleich zu der Ap-
plikation ,nackter pDNA wirkungsvollen Schutz vor enzymatischem Abbau
(Adami et al., 1998; Godbey et al., 2000). Infolgedessen kénnen Pharmako-
kinetik und Biodistribution der Nukleinsdure verbessert werden. Die meisten
bisher beschriebenen nicht-viralen gentherapeutischen Ansétze beruhen auf
der Verwendung von nanoskaligen Komplexen mit synthetischen Trigersys-
temen wie kationischen Polymeren (Polyplexe) (Godbey and Mikos, 2001;
Luo and Saltzman, 2000) oder kationischen Liposomen (Lipoplexe)(Lee and
Huang, 1997; Simoes et al., 2005). Dieser Technologie liegt zu Grunde, dass
sich unter physiologischen Bedingungen die positiv geladene Nukleinsdure
und das negativ geladene Tragermaterial spontan zu nanoskaligen Partikeln
zusammen lagern (,self-assembly*). Alternativ dazu konnen Nukleinsduren in
i) Nanopartikeln, ii) Mikropartikeln oder iii) 3-dimensionalen Geriiststruktu-
ren (genaktivierte Biomaterialien) direkt verkapselt, eingebettet oder auf der
Oberflache absorbiert werden (Elfinger et al., 2008). Nanopartikuldre Sys-
teme sind feste, kolloidale Teilchen mit einem Durchmesser zwischen 10 bis
1000 nm, die als Triagersysteme fiir Arzneistoffe eingesetzt werden und sich
aufgrund Ihrer Grofe fiir den intrazelluldren Transport von neuen Arznei-
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stoffen wie Nukleinsiuren eignen (Kreuter, 1983a,b, 1994), wohingegen Mi-
kropartikel mit einer Partikelgrofe von 1 pum und grofer kaum intrazellular
von Zellen aufgenommen und stattdessen vorwiegend von antigenprasentie-
renden Zellen phagozytiert werden. Daher werden Mikropartikel besonders
im Bereich der Vakzinierung eingesetzt. Genaktivierte Biomaterialien wer-
den als 3-dimensionale Implantate vorwiegend lokal zur Geweberegeneration
(engl. Tissue Engineering) eingesetzt, wobei die Nukleinsdure in ,nackter*
Form oder als Komplex in das Triagersystem eingebettet werden kann.

Trotz der Vielfalt an verschiedenen Systemen in den letzten 15 Jahren
konnte bis heute kein Vehikel gefunden werden, das allen Anforderungen
entspricht. Bei der Entwicklung neuer Transfervehikel, sogenannter Genvek-
toren, spielen neben der Formulierbarkeit auch pharmazeutische und wirt-
schaftliche Aspekte eine wesentliche Rolle fiir den Erfolg des Gentransfersys-
tems (Elfinger et al., 2008; Gardlik et al., 2005). Ein ideales Trigersystem
sollte folgende Parameter erfiillen:

(1) einfache und kostengiinstige Herstellung in GMP- Qualitét
(2) biokompatibel, bioabbaubar und pharmakologisch inert

(3) ausreichender Schutz der Nukleinsiure gegeniiber enzymatischem Ab-
bau

(4) effizienter Transport des genetischen Materials zum Zielort
(5) kontrollierte Genexpression am Zielort (Dauer und Ausmal)

(6) ausreichende Stabilitit des Triagersystems bei Applikation und wéhrend
der Lagerung

Komplexbildung mit Nukleinsduren

Die Komplexbildung erfolgt durch spontane Aneinanderlagerung der nega-
tiv geladenen Nukleinsaure mit positiv geladenen kationischen Lipiden oder
Polymeren zu Partikeln im Nanometerbereich (,self-assembly"), idealerweise
bis zu 200 nm grof. Entscheidend fiir die Formulierbarkeit von Komplexen,
das heift die Fahigkeit des Tragersystems mit der Nukleinsdure kompakte,
globulédre Partikel zu bilden, sind die physikochemischen Eigenschaften des
Polykations. Als wichtige Parameter fiir die Komplexbildung sind die Zu-
sammensetzung, die Wasserloslichkeit, die Kettenlange (Molekiilmasse, Mo-
lekiilmassenverteilung) beziehungsweise der Verzweigungsgrad und die katio-
nische Ladungsdichte des Polykations zu nennen. So konnte gezeigt werden,
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dass niedermolekulare (2kDa) Polymere nicht in der Lage sind, pDNA zu
Nanopartikeln zu kompaktieren und infolgedessen eine wesentlich geringere
Transfektionseffizienz gegeniiber hohermolekularen Polymeren (25 kDa) auf-
weisen (Petersen et al., 2002b; Thomas and Klibanov, 2002, 2003). Ferner
sind eine moglichst enge Molekiilmassenverteilung und hydrophobe Antei-
le im Polymer fiir einen effizienten Gentransfer vorteilhaft (Putnam, 2006).
Durch Variation des molaren Verhaltnisses zwischen den positiv geladenen
Aminogruppen im Triagersystem (N) und den negativ geladenen Phosphat-
gruppen der Nukleinsiure (P), kurz N/P-Verhéltnis, konnen dariiber hinaus
Bindungsstirke, Nettoladung und Groéfke der Komplexe beeinflusst werden.

Fiir die Stabilitdt monodisperser nanoskaliger Trigersysteme spielen For-
mulierungsparameter wie der pH-Wert und die Salzkonzentration der Losung
eine wesentliche Rolle (Godbey et al., 1999a; Ogris et al., 1998; Wightman
et al., 2001). Besonders fiir in vivo Anwendungen werden hohe Nukleinsiure-
Konzentrationen in physiologisch akzeptablen Medien notwendig. Gleichzei-
tig steigt die Menge an notwendigem Tragermaterial. Um den Organismus
nicht unnoétig zu belasten, sollten bioabbaubare Materialien mit einem gu-
ten Sicherheitsprofil verwendet und eine Akkumulation des Trigersystems
im Zielgewebe verhindert werden. Groftes Problem der effizientesten Tré-
germaterialien ist die hohe akute Toxizitat, die in Zusammenhang mit der
kationischen Ladungsdichte und dem Grad der Verzweigung des Molekiils
steht (Zhang et al., 2004). Wihrend eine hohe positive Ladungsdichte eine
gute Komplexierung der Nukleinsiure und eine gute Aufnahme in die Zelle
gewihrleistet (siche Kapitel 1.4.3), korreliert diese andererseits mit der To-
xizitdt des Trégersystems (Verbaan et al., 2005).

Wihrend die Herstellung viraler Systeme recht aufwendig ist, konnen syn-
thetische Tragersysteme preiswert in grofem Makstab und hoher Qualitét
reproduzierbar hergestellt werden, um den GMP-Anforderungen zu genii-
gen. Dariiber hinaus lassen sich derartige Tragersysteme steril herstellen. In
Abbildung 1.3 sind die derzeit wichtigsten Vertreter auf (a) Lipid- und (b)
Polymer-Basis dargestellt.

Lipide, die zur Herstellung kationischer Liposomen (Lipoplexe) verwen-
det werden, weisen eine gemeinsame amphiphile Grundstruktur bestehend
aus einer hydrophilen Kopf-Gruppe (Monokation, Polykation), einem Lin-
ker und einer lipophilen Schwanz-Gruppe auf. Die kationische Kopf-Gruppe
interagiert mit der Zellmembran und ist fiir die Komplexierung der Nu-
kleinsédure verantwortlich, wohingegen der hydrophobe Rest die Ausbildung
einer vesikelihnlichen Struktur im wissrigen System garantiert. Uber die
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Abbildung 1.3: Hilfsstoffe fiir die Herstellung von Komplexen mit Nukleinsduren. Allen

gemein ist die Anwesenheit protonierbarer kationischer Strukturen, vor-
wiegend sekundére oder tertidre Polyamine.
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Linkerfunktion lésst sich ferner die Bioabbaubarkeit steuern. Bekannteste
Vertreter dieser Klasse sind DOTMA (N-[-1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammoniumchlorid) (Felgner et al., 1987) und DOTAP (1,2-Diacyl-
3-trimethylammoniumpropan) (Liu et al., 2003a; Montier et al., 2008).

Zur Steigerung der Gentransfereffizienz werden neutrale Lipide wie bei-
spielsweise Cholesterol oder DOPE (Dioleylphosphatidylethanolamin) zuge-
mischt, die die zellulare Aufnahme der Lipoplexe verbessern sollen. Eine 1:2
Mischung aus DOTMA und DOPE ist unter dem Namen Lipofectin® kom-
merziell erhéltlich. Kationische Lipide konnten bereits erfolgreich in die Kli-
nik transferiert werden (Laitinen et al., 2000). Ein grofer Nachteil dieser
Systeme ist die aufwendige und komplexe Herstellung der Lipoplexe, wobei
sich Grofle, Form und Stabilitdt der wissrigen Dispersion, sowie die Inter-
aktionen mit der Nukleinsdure und der Zellmembran schwer steuern lassen
(Simberg et al., 2001). Ferner spielt deren Zytotoxizitit fiir die in vivo An-
wendung eine wesentliche Rolle (Aberle et al., 1998; Dokka et al., 2000), so
dass in vivo geringere Transfektionseffizienzen als in in vitro beobachtet wur-
den.

Nanoskalige Trégersysteme auf Polymer-Basis (Polyplexe) hingegen zei-
gen im Vergleich zu Lipoplexen eine hohere Effektivitit in vivo bei geringerer
Interaktion mit Serumbestandteilen (Adami et al., 1998; Gebhart and Kaba-
nov, 2001). Dariiber hinaus lassen sich Polyplexe in ihren physikochemischen
Eigenschaften gut steuern und leicht chemisch modifizieren (siehe 1.4.4). Als
kationische Polymere finden neben natiirlichen Verbindungen wie Proteinen
(Histone, Protamin) oder Aminopolysacchariden (Chitosane) auch synthe-
tische Peptide (Poly-L-lysin, Poly-L-arginin) und Polyamine (Polyethyleni-
min, Poly(beta-amino ester) und Poly(dimethyl-aminoethylmethacrylate))
Verwendung (De Smedt et al., 2000; Park et al., 2006). Bekanntester Vertre-
ter der Polyamine und derzeit effizientestes Tragermaterial des nicht-viralen
Gentransfers ist Polyethylenimin (PEI) (Demeneix and Behr, 2005).

PEI wurde 1995 erstmals in vitro und in vivo verwendet (Boussif et al.,
1995). Es handelt sich um ein organisches Makromolekiil, das sich durch eine
hohe Dichte protonierbarer Aminogruppen auszeichnet. Es wird als Gen-
transfervehikel sowohl in der linearen (engl. Linear Polyethylenimine, 1-PEI),
als auch in der verzweigten (engl. Branched Polyethylenimine, br-PEI) Form
verwendet, wobei sich beide hinsichtlich Effizienz und Toxizitdt unterschei-
den. Wiahrend br-PEI in der lokalen Applikation via Aerosol gute Ergebnisse
liefert (Dames et al., 2007), ist die lineare Form besser fiir die systemische
Applikation geeignet (Li et al., 2000). Auch das Toxizitétsprofil der Polymere
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nach systemischer Applikation spricht fiir die lineare Form. Interessanterwei-
se konnte gezeigt werden, dass lineares PEI als Gentransfervehikel weniger
abhingig vom Zellzyklus ist als br-PEI (Brunner et al., 2002). Erste klini-
sche Erfolge fiir die Anwendung von 1-PEI gab es fiir die lokale Applikation
bei Patienten mit Blasentumoren (Sidi et al., 2008). Grofer Nachteil der auf
PEI basierenden Transfersysteme ist die Toxizitdt des Tragersystems und die
fehlende Bioabbaubarkeit (Chollet et al., 2002; Hunter, 2006). Bis heute ist
es nicht gelungen, die Biodistribution des Trigersystems nach in vivo Appli-
kation komplett aufzudecken. Der Verbleib im Organismus bleibt weiterhin
unklar.

Vorteile beziiglich der Toxizitat bieten bioabbaubare Tragermaterialien.
Bekanntester Vertreter ist das Poly-L-lysin (PLL) . PLL ist durch seine Bio-
abbaubarkeit gut fiir die in vivo Anwendung geeignet, weist allerdings eine
im Vergleich zu PEI erheblich niedrigere Genexpression auf. Ein Grund hier-
fiir ist die gegeniiber PEI geringere Pufferkapazitit des Polymers, die zu einer
reduzierten Freisetzung aus dem Endosom und einer Zerstorung der Nukle-
insdure bereits im Endosom/Lysosom fiihrt (siche 1.4.3). Trotz vielfiltiger
Modifikationen bleibt der Einsatz von PLL in klinischen Studien daher der-
zeit eher fraglich (Midoux and Monsigny, 1999).

Vielversprechender ist ein weiteres bioabbaubares Molekiil auf
Polyacrylat-Basis. Poly(2-N-(dimethylaminoethyl)methacrylat P(DMAEMA)
ist der bekannteste Vertreter dieser Strukturklasse und weist eine dhnliche
Gentransferrate wie PEI bei geringerer Toxizitdt auf. Das Molekiil wurde
1996 erstmals von Cherng und Kollegen beschrieben (Cherng et al., 1996),
wobei seither zahlreiche Modifikation untersucht wurden (Dubruel and Schacht,
2006). Der grofe Spielraum an Modifikationen und die bereits langjahrige
Anwendung in der pharmazeutischen Industrie in Form von Uberzugsmate-
rialien (Eudragite®, Evonic Deutschland) fiir perorale Arzneiformen machen
Polyacrylate zu beliebten Gentransfervehikeln. Ferner werden Implantate auf
Methacrylat-Basis in der Kranioplastik, der Rekonstruktion ausgedehnter
Schideldefekte, eingesetzt und sind fiir diese Anwendung von der FDA zu-
gelassen.

Genaktivierte Biomaterialien (Gene Activated Matrices GAM)

Nicht-virale Genvektoren sowie nanoskalige Trégersysteme konnen in natiir-
liche oder synthetische Biomaterialien eingebettet werden und lokal als De-
potarzneiform appliziert werden. Depotarzneiformen sind Arzneiformen, die
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durch eine retardierte Freisetzung des Wirkstoffes charakterisiert sind und
vorwiegend subkutan oder intramuskuldr angewendet werden. Man unter-
scheidet je nach verwendetem Material zwischen bioabbaubaren und nicht
bioabbaubaren Depotarzneiformen, wobei bei letzteren der Depotkoérper am
Ende der Therapie wieder entfernt werden muss. Der klinische Erfolg nicht-
viraler Gentransfersysteme ist bis heute durch die geringe Effizienz der nicht-
viralen Systeme ausgeblieben. Dies spiegelt sich sowohl in einer geringeren
Genexpressionsrate, als auch einer geringen Dauer der Genexpression wieder
(Nishikawa et al., 2005; Pack et al., 2005). Immer mehr Erkrankungen erfor-
dern allerdings eine transiente und kontrollierte Expression des applizierten
Gens, um klinisch relevante Wirkspiegel zu erzielen.

Neben einer wiederholten Applikation von Polyplexen und den damit ver-
bundenen Risiken wie unphysiologischen Proteinspiegeln und die Belastung
des Patienten mit Nukleinsdure und Tragermaterial gibt es unterschiedli-
che Forschungsansitze, eine langanhaltende Genexpression zu erzielen. Eine
Moglichkeit besteht in der Entwicklung integrierbarer Vektoren, wobei die
grofe Herausforderung darin besteht, eine insertionelle Mutagenese, wie es
fiir virale Systeme beschrieben wurde (siehe Kapitel 1.2.1), zu verhindern.
Alternativ dazu ist die Entwicklung genaktivierter Depotsysteme vielver-
sprechend, deren lokale Applikation zu einem konstanten Nukleinsdurespiegel
iber einen definierten Zeitraum im Applikationsgebiet fiihrt. Dosierhdufigkeit
und Dosismenge konnten dadurch verringert, unerwiinschte Nebenwirkungen
wie die Transfektion anderer Gewebe, sogenannte ,Off-Target-Effekte”, ver-
hindert und die Patientenakzeptanz verbessert werden (Pannier and Shea,
2004).

Injizierbare in situ geformte Implantate stellen eine Spezialform der De-
potarzneiformen dar. Im Gegensatz zu den konventionellen Implantaten han-
delt es sich um fliissige injizierbare Formulierungen, die durch Verfestigung
des polymeren Tragersystems im Korper ein halbfestes bis festes Depot bil-
den und den Arzneistoff mit einer definierten Kinetik freisetzen (Hatefi and
Amsden, 2002; Packhaeuser et al., 2004). Je nach Trigermaterial und Gro-
fse der eingebetteten Komponente erfolgt die Freisetzung aus der Depotarz-
neiform durch Diffusion der Komponente aus der gebildeten Matrix, durch
Erosion der Polymermatrix oder durch Kombination beider. Die Bildung
des Implantats in situ kann dabei mittels Temperaturdnderung (thermo-
plastische Pasten oder thermogelierende Systeme), durch pH-Verschiebung
(pH-induzierte in situ Implantate), mittels Polymerisation (radikalisch- oder
ionogen-induzierte in situ Implantate) oder in Abhéngigkeit vom Losungs-
mittel (in situ Prézipitate) erfolgen. Allen gemein ist, dass es wihrend der Im-
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plantatbildung zur Einbettung des Wirkstoffes in die Polymermatrix kommt.
Groftes Problem stellt dabei eine unerwiinschte, rasche Wirkstoftfreigabe bis
zur Verfestigung der Matrix dar. Ferner ist eine Kontrolle der Morphologie
des Implantats nach erfolgter Injektion nicht moglich, was die Reproduzier-
barkeit des Systems erschwert und groften Einfluss auf die Freisetzungskine-
tik haben kann. Der grofste Vorteil der in situ Systeme liegt in der Tatsache,
dass es sich um eine nicht-invasive Technologie handelt. Im Gegensatz zu
herkémmlichen Implantaten erfolgt die Applikation iiber eine einfache lokale
Injektion am Wirkort ohne operative Eingriffe.

Die 16sungsmittelabhéngige in situ Implantatbildung ist die wohl erfolg-
reichste Strategie, da hohe Temperaturen, reaktive Bestandteile oder extreme
pH-Werte vermieden werden kénnen (Keck and Miiller, 2009). Die Verfesti-
gung des Implantats erfolgt bei dieser Technologie durch Kontakt eines was-
serunloslichen Polymers gelost in einer organischen Losung mit der Gewebe-
fliissigkeit. Je nach Triagersystem und verwendetem organischem Losungsmit-
tel kommt es lediglich zu einer Viskosititserhhung (SABER®-Technologie,
engl. Saccharose-acetate-iso-butyrat Extended Release) oder zur Prazipitation
des Trigersystems (Atrigel®-bzw. Alzamer®-Technologie). Letztere setzten
Milchséure (Poly-1-lactat, PLA) oder ein Copolymer aus Milch- und Glykol-
saure (Poly-l-lactat-co-glykolid, PLGA) als Matrixbildner ein, deren Préizipi-
tation sich tiber die Wahl des Losungsmittels (Wassermischbarkeit) und des
Polymers (Molekiilmasse, Zusammensetzung, Konzentration) steuern ldsst.
Infolgedessen kann die Morphologie der gebildeten Matrix und die Freiset-
zungskinetik der eingebetteten Komponenten nach Bedarf angepasst werden.

Wiihrend die Atrigel®-Technologie mit N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) ein
biokompatibles, gut wassermischbares Losungsmittel verwendet (Rathbone
et al., 2003a), ist die Alzamer® Technologie auf schlecht wassermischbare Lo-
sungsmittel fokussiert (Rathbone et al., 2003b). Dabei zeigt sich bei besserer
Wassermischbarkeit des organischen Losungsmittels eine schnellere Implan-
tatbildung und eine gesteigerte Porositat der Matrix, die zu einer beschleu-
nigten Freisetzung der eingebetteten Komponenten fiihrt, jedoch eine erhohte
initiale Freisetzung des Wirkstoffes wihrend der Implantatbildung bewirken
kann. Im Gegensatz dazu wird mit dem Einsatz schlecht wassermischbarer
Losungsmittel sowie konzentrierter hochmolekularer Polymerlésungen eine
langanhaltende Freisetzung von Makromolekiilen ohne initiale Freisetzung
erzielt (Brodbeck et al., 1999; Graham et al., 1999; Lambert and Peck, 1995).

Eligard®, das auf der Atrigel® Technologie beruht, ist das momentan ein-
zigste Marktprodukt der in situ geformten Implantatsysteme. Es handelt sich
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dabei um ein subkutan applizierbares Hormonpraparat zur Behandlung von
fortgeschrittenem, hormonabhingigem Prostatakrebs. Erste Anwendungen
dieser Technologie im Bereich der genaktivierten Biomaterialien gibt es be-
reits (Elfinger et al., 2008). Interessantester Ansatz ist die Einbettung na-
noskaliger Polyplexe in eine in situ geformte Matrix auf PLGA-Basis zur
lokalen Therapie von soliden Tumoren (Fried et al., 2005). Eine der groften
Herausforderung dieser Technologie bleibt allerdings das Auffinden geeig-
neter Losungsmittel, um ein vertriagliches, in situ geformtes Implantat mit
reproduzierbarer Freisetzungskinetik zu erzielen.

1.4.2 Verteilung im Organismus

Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Therapie ist der effektive und ziel-
gerichtete Transport des Gentherapeutikums zu den entsprechenden Zielzel-
len. Ein ideales Tragersystem sollte im Zielgewebe akkumulieren, um die
zellulédre Aufnahme der Nukleinsdure zu ermdglichen. Dabei spielen Pharma-
kokinetik und Biodistribution des Tragersystems eine entscheidende Rolle.
Komplexe wie Poly- und Lipoplexe sind nach peroraler Gabe praktisch nicht
bioverfiigbar, da die elektrostatisch gebundene Nukleinsdure wihrend der
Magen-Darmpassage aus dem Vehikel abgetrennt und enzymatisch gespalten
wird. Daher miissen diese Trigersysteme

(1) lokal (intratumoral, subkutan, topisch) oder
(2) systemisch (intravends, intraperitoneal)

appliziert werden. Durch die direkte Applikation in das Zielgewebe konnen
storende extrazelluldre Barrieren groftenteils umgangen und die Gefahr sys-
temischer Nebenwirkungen (,,Off-Target-Effekte) reduziert werden. Das Tré-
gersystem ist dann direkt im Zielgewebe verfiigbar.

Die systemische Applikation ist bis heute eine der grofsten Herausforde-
rungen fiir den nicht-viralen Gentransfer. Die Transportvehikel miissen zu-
sitzlich zu den Hiirden, die diese bei der lokalen Applikation zu iiberwinden
haben, Kapillarwdnde passieren, um aus der Blutbahn ins Zielgewebe zu
gelangen. Die Anreicherung im Zielgewebe kann dabei durch passives Targe-
ting tiber eine erhohte Permeabilitit im Zielgewebe (Maeda et al., 2000), wie
es beispielsweise fiir Tumore beschrieben ist, oder durch spezifische Ligand-
Rezeptor-Interaktionen (Elfinger et al., 2008) erméoglicht werden (siehe 1.4.4).

Dartiber hinaus kann es zu Wechselwirkungen mit den Bestandteilen der
Korperfliissigkeiten und der extrazelluliren Matrix sowie zu unspezifischen
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Interaktionen mit Nicht-Zielzellen kommen (Koshkina et al., 2003). So werden
positiv geladene Komplexe nach systemischer Gabe schnell durch unspezifi-
sche Absorption negativ geladener Plasmaproteine neutralisiert. Infolgedes-
sen kommt es zur Aggregatbildung mit Akkumulation in First-Pass-Organen
wie der Lunge, der Leber oder der Milz (Kircheis et al., 2001) und zu einer
schnellen Elimination aus dem Plasma durch phagozytierende Zellen des re-
tikuloendothelialen Systems (RES). Zum grofsten Teil geschieht dies durch
in der Milz lokalisierten Makrophagen und Makrophagen der Leber, die so-
genannten Kupfferschen Zellen. So wurde beobachtet, dass positiv geladene
Partikel innerhalb weniger Minuten aus der Blutbahn verschwinden und in
den Kupfferschen Zellen der Leber wiedergefunden werden (de Wolf et al.,
2005; Lungwitz et al., 2005). Neben der Nettoladung der Komplexe spielt da-
bei deren Grofe und Beschaffenheit eine wichtige Rolle. Mikroskalige Partikel
werden im Gegensatz zu nanoskaligen direkt vom RES phagozytiert. Partikel
mit einer hydrophoben Oberfliche werden ebenfalls schneller als Fremdkorper
erkannt, vom Komplementsystem opsonisiert und iiber die Zellen des RES
eliminiert (MacRitchie, 1972; Stolnik et al., 1995). Um eine ausreichende
Plasmahalbwertszeit zu garantieren sollten Poly- und Lipoplexe daher mog-
lichst fiir diese Zellen unsichtbar erscheinen. Dies kann zum Beispiel durch
die Einfiihrung einer , Tarnkappe“ aus Polyethylenglykol (PEG) erfolgen (sie-
he 1.4.4).

Die Lunge stellt ein interessantes und zugleich wichtiges Zielorgan fiir
die Gentherapie dar. Durch einen erfolgreichen Gentransfer zur Lunge kann
die Behandlung vieler akuter oder chronischer Erkrankungen mit genetischer
Ursache ermoglicht werden, wobei es sich um eine nicht-invasive schonen-
de Alternative zur systemischen Applikation handelt. Hierfiir stehen bereits
gut entwickelte Methoden zur Verfiigung wie beispielsweise die Applikati-
on als Aerosol (Rudolph et al., 2005) oder die lokale Applikation mittels
MicroSpray® Aerosolizer (Bivas-Benita et al., 2005). In beiden Fillen wer-
den die Gentransferkomplexe mittels Druck beziehungsweise Ultraschall zu
kleinen Aerosoltropfchen mit einem Durchmesser von circa 0,5-8,0 ym verne-
belt oder verspriiht. Die Vernebelung von PEI/pDNA Polyplexen fiihrte in
vivo bereits zur erfolgreichen Transfektion von Atemwegsepithelzellen. Die
Effizienz des Gentransfers ist jedoch durch die Anwesenheit von Makropha-
gen, die eine schnelle alveolaren Elimination der Partikel bewirken, limitiert
(Dames et al., 2007; Lombry et al., 2004). Nach intravenoser Gabe von Po-
lyplexen konnte hingegen gezeigt werden, dass die Interaktion mit Blutbe-
standteilen zur Deposition der Partikel in den Lungenkapillaren und damit
zu einer physikalisch bedingten Anreicherung im Lungengewebe fiihrte, dem
sogenannten ,physical trapping” (Dash et al., 1999; Ogris et al., 1999; Ver-
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baan et al., 2003). Obwohl ein effizienter Gentransfer zur Lunge bereits mit
PEI/pDNA-Polyplexen gezeigt werden konnte (Dames et al., 2007; Zou et al.,
2000), bleibt es fraglich, wie viele der Partikel letztendlich von der Zelle auf-
genommen werden.

1.4.3 Zellaufnahme und intrazellulare Prozesse

Das Einbringungen genetischen Materials in die Zelle mittels nicht-viraler
Methoden wird als , Transfektion” bezeichnet. Gelangt das Tragersystem zur
Zielzelle, miissen weitere Barrieren iiberwunden werden, die eine vitale Zelle
besitzt, um sich und das Genom vor Fremdpartikeln zu schiitzen und eine er-
folgreiche Transfektion mit nicht-viralen Genvektoren zu verhindern. Der auf
zelluldrer Ebene ablaufende Transfektionsprozess kann in folgende Schritte
unterteilt werden (Abbildung 1.3) (Medina-Kauwe et al., 2005; Thomas and
Klibanov, 2003):

(1) Zellbindung

(2) Aufnahme in die Zelle (Internalisierung)

(3) Freisetzung aus dem endosomalen/ lysosomalen Kompartimenten
(4) zytosolischer Transport

(5) Transport in den Zellkern (optional)

Der Aufnahmemechanismus in die Zelle und die intrazellulére Prozessierung
eines nanoskaligen Tragersystems sind bis heute noch nicht vollstandig auf-
geklart. Ein besseres Verstiandnis der ablaufenden Prozesse wird langfristig
zum Erfolg dieser Technologie beitragen. Die Bindung des Komplexes an
die Zelloberfliche kann unspezifisch oder spezifisch iiber Ligand-Rezeptor-
Bindung vermittelt werden. Wiahrend die Einfiihrung eines Liganden in das
Triagersystem die Effektivitdt und Spezifitdt der Aufnahme erhoht (Elfin-
ger et al., 2008), findet die unspezifische Bindung auf Basis elektrostatischer
Wechselwirkungen zwischen Partikeln und Zelloberflache statt. Partikel mit
einer positiven Nettoladung interagieren dabei mit negativ geladenen Glyko-
proteinen der Zellmembran, die aus einem Kernprotein mit einer oder meh-
reren kovalent gebundenen Glykosaminoglykan-Seitenketten aufgebaut sind
(Proteoglykane, Syndekane) und deren Vorkommen und Dichte vom Zelltyp
abhéngig ist (Erbacher et al., 1999; Kopatz et al., 2004; Mislick and Balde-
schwieler, 1996).
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Die Aufnahme der Komplexe erfolgt nach zelluldrer Bindung iiber das
Abschniiren kleiner Vesikel von der Zellmembran, die sogenannte Endozyto-
se. In Abhéngigkeit der Zielzelle, der Art der Bindung an die Zelloberflache
und der Gréfsenordnung des Trégersystems werden unterschiedliche Aufnah-
memechanismen angenommen (Mellman, 1996; Mislick and Baldeschwieler,
1996; Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001):

(1) Phagozytose (mikroskalige Triigersysteme, Antigen-représentierende Zel-
len)

(2) Makropinozytose (,nackte“ pDNA, mikroskalige Trégersysteme)

(3) Clathrin-abhingige Endozytose (Rezeptor-vermittelte Aufnahme nano-
skaliger Trégersysteme)

(4) Caveolae-abhingige Endozytose (nanoskalige Trégersysteme iiber un-
spezifische Zellbindung)

Diese Mechanismen unterscheiden sich dabei hinsichtlich der Aufnahme
in die Zelle und der anschlieffenden intrazelluldren Prozessierung. Es ist al-
lerdings davon auszugehen, dass bestimmte Partikel {iber verschiedene Wege
internalisiert werden koénnen. So wird die Clathrin-vermittelte Endozytose
vor allem fiir die rezeptorvermittelte Aufnahme nanoskaliger Tragersysteme
beschrieben, kann aber auch fiir unspezifische Zellbindungen relevant sein
wie beispielsweise die Aufnahme von Lipoplexen (Rejman et al., 2005). Aus-
gel6st durch die Rezeptorbindung kommt es zu einer lokalen Ansammlung
von Clathrinstrukturen auf der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran,
die zum Einschluss des Tragersystems in Clathrin-bedeckte Vesikel und einer
intrazelluldren Prozessierung iiber Endosomen und Lysosomen fiihrt (Ben-
nett et al., 2001; Mellman, 1996).

Die Caveolae-abhingige Endozytose wird hingegen vor allem fiir den so-
matischen Gentransfer und im Falle von einzelstriangigen Oligonukleotiden
diskutiert (Gumbleton et al., 2000). Bei den Caveolaen handelt es sich um
omegaformige, cholesterol- und sphingolipidreiche Einstiilpungen der Zell-
membran, die mit dem Membranprotein Caveolin markiert sind (Rothberg
et al., 1992) und iiber einen Cholesterol-abhéngigen Weg internalisiert wer-
den. Dieser Endozytoseweg konnte anderen Mechanismen iiberlegen sein,
weil hier die Umgehung des lysosomalen Abbaus moglich ist. Fiir nanoska-
lige Polyplexe werden sowohl die Caveolae-abhingige als auch die Clathrin-
vermittelte Endozytose beschrieben (Rejman et al., 2005). Mikroskalige Tré-
gersysteme und ,nackte* pDNA hingegen werden vorwiegend durch Makro-
pinozytose internalisiert. Hierbei werden die Partikel an der Zelloberflidche in
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inhomogen geformten Makropinosomen eingelagert, die sich aus einer Aktin-
gesteuerten Einschniirung der Plasmamembran bilden und ins Zytoplasma
ablésen. Makropinosomen kénnen innerhalb der Zelle angesiduert werden, ver-
einen sich aber nicht mit Lysosomen.

Innerhalb des endozytotischen Pfades sind die Gentransfersysteme nach
der Aufnahme in intrazelluldren Vesikeln, sogenannten Endosomen, wieder-
zufinden. Je nach Aufnahmemechanismus kommt es zu einer anschliefenden
Prozessierung iiber spiate Endosome bis hin zu Lysosomen. Im spéaten Endo-
som sinkt der pH-Wert des vesikuldren Lumens vermittelt durch eine ATP-
abhéngige Protonenpumpe auf Werte unter pH 6. Anschlieffend verschmilzt
das Endosom mit dem Lysosom, dessen pH-Wert noch stérker Richtung pH
5 verschoben ist, dem Wirkoptimum der im Lysosom enthaltenen Enzyme
(Luzio et al., 2001). Hauptaufgabe des Lysosoms ist der enzymatische Abbau
seines Inhaltes, so dass Gentransfervehikel daher friihzeitig aus dem endoso-
malen Kompartiment ins Zytoplasma freigesetzt werden sollten, um einen
lysosomalen Abbau der Nukleinsdure zu vermeiden.

Obwohl Polyplexe aus kationischen Polymeren der ersten Generation (PLL-
basierte Polyplexe) #hnlich effizient wie diejenigen der zweiten Generation
(PEI-basierte Polyplexe) in die Zelle aufgenommen werden, zeigen sie ei-
ne erheblich niedrigere Genexpression (Sonawane et al., 2003; Tiera et al.,
2006). Die hohe Gentransferrate von PEI ist im Wesentlichen auf eine gute
Pufferkapazitit des Polymers iiber einen weiten pH-Bereich zuriickzufiihren,
wobei die hohe Dichte an protonierbaren Amin-Funktionen (pKa-Werten: 5-
7) als eine Art Protonenschwamm fungiert (Boussif et al., 1995). So verfiigt
das verzweigte PEI iiber primére, sekundire und tertiire Amine in einem
Verhiltnis von 1:2:1, wohingegen lineares PEI zum grofiten Teil aus sekun-
didren Aminen besteht. Von den Atomen des Grundgeriists stellt somit jedes
dritte einen protonierbaren Stickstoff dar, von denen unter physiologischen
Bedingungen (pH 7,4) lediglich jedes fiinfte oder sechste protoniert vorliegt
(Kircheis et al., 2001). Die daraus resultierende gute Pufferkapazitit verhin-
dert das Absinken des pH-Wertes innerhalb spéter Endosomen /Lysosomen
und reduziert somit die Effektivitdt der dort vorhandenen Nukleasen. Die
Zelle versucht der Abpufferung durch Steigerung des Protonentransports aus
dem Zytoplasma ins Lumen des Endosoms entgegenzuwirken, wobei passiv
zusitzlich Chlorid-Tonen zum Ladungsausgleich ins Lumen gelangen und den
osmotischen Druck im Endosom/Lysosom derartig erhéhen, dass vermehrt
Wasser ins Endosom nach stromt. Dies fiihrt in der Folge zum Platzen des
Endosoms/Lysosoms und zur Freisetzung des Vesikelinhalts ins Zytoplasma
(Merdan et al., 2002b; Thomas and Klibanov, 2002). Strittig bleibt in die-
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sem Zusammenhang allerdings, ob die vorzeitige Freisetzung der Polyplexe
aus dem Endosom eine Bildung von spéateren Lysomen verhindert oder ob
ein Abbau der Polyplexe im Lysosom durch die Pufferkapazitit des Polymers
verhindert wird.

Nach erfolgreicher Freisetzung ins Zytoplasma muss die Nukleinsidure aus
dem Polyplex freigesetzt und zu ihrem Wirkort, im Falle der Plasmid-DNA in
den Zellkern, transportiert werden. Uber den Transport und die Dissoziation
der Nukleinsdure aus dem Komplex ist bis heute wenig bekannt. Kontro-
vers diskutiert wird, ob die Plasmid-DNA im Zytoplasma vor der Aufnahme
aus dem Komplex freigesetzt wird oder ob die Partikel als intakte Poly-
plexe in den Zellkern gelangen und dort dissoziieren. Fiir Letzteres spricht
die Tatsache, dass bereits intakte PEI/pDNA Polyplexe im Zellkern detek-
tiert werden konnten (Bieber et al., 2002; Godbey et al., 2000, 1999¢) und
die Plasmid-DNA dadurch effektiv im Zytoplasma vor Nukleasen geschiitzt
bleibt. Im Normalfall wiirde freie Plasmid-DNA mit einer Halbwertszeit von
90 min im Zytoplasma abgebaut werden (Lechardeur et al., 1999). Allerdings
wurde ein Grofteil der Polyplexe im perinuklearen granuldren Bereich beob-
achtet (Bieber et al., 2002). Durch direkte Injektion von Polyplexen in den
Zellkern konnte ferner bestitigt werden, dass eine Dissoziation im Zellkern
moglich und mit hoher Wahrscheinlichkeit wahrend der Transkription durch
die DNA-Polymerase vermittelt wird (Pollard et al., 1998). Alternativ wur-
de beobachtet, dass Nukleinsdure durch intrazelluldre Polyanionen wie bei-
spielsweise mRNA oder l6sliche Proteine aus dem Komplex verdrangt und so
bereits im Zytoplasma aus dem Komplex freigesetzt werden kann (Bertschin-
ger et al., 2006; Huth et al., 2006; Okuda et al., 2004). In Féllen, in denen
das Target im Zytoplasma liegt, wie beispielsweise bei der Verwendung von
mRNA oder siRNA, ist die Freisetzung aus dem Komplex im Zytoplasma
hingegen eine Voraussetzung fiir die Wirksamkeit.

In Kapitel 1.2.1 wurde bereits darauf hingewiesen, dass Plasmide auf-
grund ihrer Grofe nur durch aktiven Transport in den Zellkern gelangen
konnen, da eine passive Diffusion durch den Zellkernporenkomplex lediglich
bis zu einer Groéfsenordnung von circa 10 nm moglich ist (Liu et al., 2003b).
Unkomplexierte sowie komplexierte Plasmid-DNA ist ungefihr 5 bis 10-fach
grofker. Ferner ist der Zellkern wiahrend der Mitose beziehungsweise in Pha-
sen, die der Zellteilung vorausgehen und in denen die Kernmembran noch
nicht vollstindig ausgebildet ist (S- oder Go-Phase), fiir die Plasmid-DNA
frei zugénglich. Findet die Transfektion daher wiahrend der Zellteilung statt,
so kommt es zu einer 500-fach hoheren Genexpression verglichen mit einer
Transfektion wihrend Phasen ohne Zellteilung (Brunner et al., 2000).
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1.4.4 Modifikation von Polyplexen zur Steigerung der
Gentransfereffizienz

Es gibt vielfiltige Bestrebungen, den nicht-viralen Gentransfer mit Hilfe von
Modifikationen des Trégersystems oder der Nukleinsdure selbst effizienter zu
gestalten. In diesem Kapitel soll lediglich auf die pharmazeutisch-technolo-
gischen Herausforderungen zur Verbesserung des Trigersystems eingegangen
werden, wihrend die Wahl der geeigneten Nukleinsdure und deren Modifika-
tion bereits in Kapitel 1.2.1 betrachtet wurden.

Im Bereich der nicht-viralen Tragersysteme verlduft die Entwicklung hin
zu neuartigen biokompatiblen Materialien mit dem Anspruch, diese vor allem
effizienter als die derzeit verwendeten Trigersysteme zu gestalten und soge-
nannte kiinstliche Viren zu modellieren. Bereits durch die Kopplung funktio-
neller Peptide an kationische Triagersysteme (Polymer-Polypeptid-Konjugate)
gelang es, die Effizienz der Trigersysteme zu steigern (Martin and Rice,
2007). Eine Vielzahl an unterschiedlichen Einflussmoglichkeiten sind in die-
sem Zusammenhang denkbar, wovon einige Beispiele in Tabelle 1.3 zusam-
mengestellt sind und im Folgenden naher erlautert werden.

Zellpenetrierende Peptide (engl. Cell Penetrating Peptide, CPP) werden
eingesetzt, um die Aufnahme von Makromolekiilen in die Zelle unter Um-
gehung des endosomolytischen Aufnahmemechanismus zu ermoglichen. Dar-
iiber hinaus kann die Aufnahme in den Zellkern iiber Kernlokalisierungsse-
quenzen (engl. Nuclear Localization Signal, NLS) gesteigert werden (Cartier
and Reszka, 2002; Chan and Jans, 2002). Verwendet werden in diesem Zusam-
menhang héufig virale Proteintransduktionsdoménen. Bekanntester Vertreter
ist das TAT-Peptid aus dem HI-Virus, das CPP und NLS in einem Peptid ver-
eint und bereits fiir den intrazelluldren Transport von Nukleinsduren in unter-
schiedlichen Vehikeln wie in Nanopartikeln (Rudolph et al., 2004), Lipople-
xen (Hyndman et al., 2004) und Polyplexen (Kleemann et al., 2005; Rudolph
et al., 2003; Soundara Manickam et al., 2005; Suk et al., 2006) in vitro und in
viwo erfolgreich eingesetzt wurde. Untersuchungen zum Aufnahmemechanis-
mus zellpenetrierender Peptide wie dem TAT-Peptid wurden zahlreich durch-
gefiihrt und deren Ergebnisse kontrovers diskutiert. Friiher ging man davon
aus, dass diese Peptide iiber spezielle Translokationseigenschaften verfiigen
und dank starker Wechselwirkungen mit der Zelloberfliche die Membran di-
rekt passieren konnen. Heutzutage glaubt man allerdings an eine Uberlage-
rung unterschiedlicher endozytotischer Prozesse, die in Abhéngigkeit der ein-
gesetzten Formulierung variieren. Wéahrend die Aufnahme liposomaler TAT-
Formulierungen (Fretz et al., 2004) und kationischer Polymer-TAT Konjugate
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(Hashida et al., 2004) iiber klassische Chloroquin-beeinflussbare endozytoti-
sche Prozesse erfolgt, werden fiir das reine TAT-Peptid zusétzliche Aufnah-
memechanismen diskutiert (Kaplan et al., 2005; Richard et al., 2005). Ferner
kann durch Kopplung zellspezifischer Polypeptide die zellulire Aufnahme
auf natiirlichem Weg erzwungen (Rezeptor-Liganden-Interaktionen) und der
Gentransfer dadurch spezifischer und gleichzeitig effizienter gestaltet werden.

Erfolgt die Aufnahme der Polyplexe iiber Endozytose, so kann die Freiset-
zung aus dem Endosom iiber unterschiedliche Ansatzpunkte vermittelt wer-
den. Zum einen besteht die Moglichkeit, die Freisetzung aus dem Endosom
durch Erh6hung der Pufferkapazitit des Polymers zu steigern (Bello Rouf-
ai and Midoux, 2001; Midoux et al., 2002). Auf der anderen Seite konnen
Peptide eingesetzt werden, die mit der Endosomenmembran fusionieren und
zur Porenbildung in der Membran fithren. Die Komplexe kénnen anschlies-
send durch die l6chrige Membran ins Zytoplasma diffundieren. Es handelt
sich dabei meist um integrale Membranproteine wie das Hamagglutinin des
Influenzavirus, auch als Influenzapeptid (INF-Peptid) bezeichnet. In Tabelle
1.3 angegeben ist die Sequenz des INF7-Peptids, einer abgespeckten Varian-
te des Influenzapeptids. Dariiber hinaus werden aber auch rein synthetische
Peptide wie das KALA-Peptid eingesetzt. Allen gemein ist eine Konforma-
tionsénderung bei absinkendem pH-Wert, die zu einer a-helikalen Struktur
mit amphiphilem Charakter fiihrt und eine Interaktion mit der Endosomen-
membran ermoglicht (Deshayes et al., 2005; Mahat et al., 1999).

Eine zusatzliche Herausforderung der nicht-viralen Gentherapie liegt dar-
in, die Stabilitdt der Formulierungen zu verbessern und die Halbwertszeit
nach intravenoser Gabe zu verlangern. Eine Moglichkeit hierfiir ist die Konju-
gation mit inertem, biokompatiblem Polyethylenglykol (PEG), kurz PEGylie-
rung. Bereits in den 70er Jahren wurde diese Methode fiir Proteine beschrie-
ben (Davis et al., 1978) und gehort heute zum Standard fiir eine Vielzahl
biopharmazeutischer Wirkstoffe (Delgado et al., 1992). PEG ist ein linea-
res, ungeladenes, hydrophiles Polymer mit einer variablen Molekiilmasse im
Bereich von wenigen 300 Dalton bis hin zu 10.000 kDa, das aus sich wieder-
holenden Einheiten von Ethylenglykol (EG) besteht. Ab einer Molekiilmas-
se von iiber 20 kDa wird PEG auch als Polyethylenoxid (PEO) bezeichnet.
Durch seine vielseitige Anwendbarkeit kombiniert mit dufserst geringer To-
xizitdt und Immunogenitit ist PEG in der Lebensmittel-, Kosmetik- und
pharmazeutischen Industrie sehr beliebt und ist in der pharmazeutischen In-
dustrie als Hilfsstoff fiir Parenteralia von der FDA zugelassen.

Die Einfiihrung von EG-Einheiten in das Tragersystem kann iiber i) die
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Bezeichnung Sequenz Referenz
Zellpenetrierend
HIV 1 TAT YGRKKRRQRRR (Snyder and Dowdy, 2004)
ANTP RQIKIWFQNRRMKWKK (Snyder and Dowdy, 2004)
R7TW RRRRRRRW (Thorén et al., 2004)
Fusogen
INF 7 GLFGAIAGFIENGWEGMIDGGGC (Plank et al., 1994)
Mellitin Ogris et al., 2001a3
TAT(48-60) GRKKRRQRRRPPQ (Rudolph et al., 2003)

(Brooks et al., 2005)
GALA WEAALAEALAEALAEH (Plank et al., 1994)
LAEALAEALEALAA (Haensler and Szoka, 1993)
KALA WEAKLAKALAKALA (Merdan et al., 2002b)
KHLAKALAKALKACEA
Endosomolytisch

Histidin-reiche Sequenz ~ H5WYG

Kernlokalisierungssequenz

(Midoux et al., 2002)

SV40 PKKKRKV (Merdan et al., 2002b)

Nukleoplasmin KRPAATKKAGQAKKKK (Merdan et al., 2002b)

Zellspezifisch

RGD-4C CDCRGDDCFC (Brown, 2000)

EGF NSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALD-  (Merdan et al., 2002b)
KYACNCVVGYIGERCQYRDLKWWELR

Integrine PLAEIDGIELTY (Schneider et al., 1998)

Tabelle 1.3: Verwendete Peptidsequenzen fiir den nicht-viralen Gentransfer
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Herstellung von Copolymeren (Pra-PEGylierung), ii) durch physikalische Ad-
sorption (elektrostatische Anziehung oder Van-der-Waals Kréfte) oder durch
iii) kovalente Kopplung mit funktionellen Gruppen an der Partikeloberfléche
(Post-PEGylierung) erfolgen. Die Pra-PEGylierung hat dabei den Vorteil,
dass der PEG-Anteil im Polymer gut steuerbar ist und gleichzeitig die Stabili-
tat und die Wasserloslichkeit des Polymers verbessert werden kann (Katayose
and Kataoka, 1997; Ogris et al., 2003). Allerdings kénnen durch Einfiithrung
der EG-Einheiten die Komplexierungseigenschaften des Polymers verdndert
werden. Im Gegensatz dazu ist eine PEGylierung der bereits geformten Kom-
plexe zeitaufwendig und die Menge an gebundenem PEG schlecht kontrol-
lierbar. Allen gemein ist die Abschirmung der Partikeloberfliche durch eine
inerte PEG-Schicht, der sogenannten Tarnkappe (,Stealth“-Effekt), mit fol-
genden Auswirkungen:

(1) Reduktion der Interaktionen mit Blutbestandteilen (Ogris et al., 1999;
Stolnik et al., 1995)

(2) Reduktion der Immunogenitét (verhindert die Aktivierung des Kom-
plementsystems (Katayose and Kataoka, 1998))

(3) Reduktion der Toxizitét (Katayose and Kataoka, 1998; Sieverling, 2005)
(4) Erhohung der kolloidalen Stabilitdt der Komplexe (Kichler et al., 2002)

(5) verbesserter Schutz der Nukleinsdure vor enzymatischem Abbau (Ka-
tayose and Kataoka, 1998)

Die sterische Stabilisierung der Komplexe durch eine schiitzende PEG-Hiille
fiihrte nach systemischer Gabe zu einer signifikanten Erhohung der Plas-
mahalbwertszeit und in Kombination mit der Einfiihrung eines Liganden zu
einer Verbesserung der Gentransfereffizienz gegeniiber nicht pegylierten Kom-
plexen (Kichler et al., 2002; Ogris et al., 1999; Walker et al., 2005). Lange
Plasmahalbwertszeiten sind ferner Voraussetzung fiir passives Targeting in
Tumore (siehe 1.4.2).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Nicht-virale Gentransfersysteme stellen beziiglich Immunogenitit und Inte-
grationsgefahr ins Genom eine sichere Alternative zu den viralen Genvektoren
dar. Ein limitierender Faktor fiir den Erfolg des nicht-viralen Gentransfers ist
das Fehlen geeigneter Transfersysteme mit ausreichender Effizienz. Innerhalb
der Gruppe der kationischen Polymere ist das Verhéltnis zwischen Effizienz
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und Toxizitdt bis heute noch nicht zufriedenstellend gelost.

Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit war daher die Entwicklung
malgeschneiderter bioabbaubarer Polymer-Polypeptid Konjugate als neue
Gentransfervektoren fiir den nicht-viralen Gentransfer. Diese Polymere ba-
sierten auf einem Methacrylat-Riickgrat und waren aus i) einem kationischen
Anteil, ii) einem Oligoethylenglykol (OEG-Anteil) und iii) einem Polypeptid
zusammengesetzt. Die Polymere sollten als Genvektoren fiir den Transfer von
unterschiedlichen Nukleinsduren getestet werden, wobei der Fokus auf dem
Transfer von Plasmid-DNA lag. Eine schematische Zusammensetzung der
chimiren Makromolekiile ist in Abbildung 1.4 dargestellt. Im ersten Schritt
wurde der Einfluss des PEGylierungsgrades (Block A, B) auf die Komple-
xierungseigenschaften und Toxizitdt der Polymere, die Stabilitit der Poly-
plexe und deren Gentransfereffizienz untersucht. Copolymere mit optimalem
PEGylierungsgrad konnten anschliefsend in vivo getestet und durch Verdnde-
rung des Polymerdesigns (Block A, B, C) in Threr Effizienz optimiert werden.

b

Q:O;.:o::o:.toﬂo..o“o“.—o”w
+ 4 +

Polykation Polyethylenglykol Polypeptid

Abbildung 1.4: Design chimérer Polymer-Peptid-Konjugate

Fiir den Erfolg der Gentherapie ist eine zeitlich kontrollierte Expression
beziehungsweise Ausschaltung des Gens in entsprechender Hohe erforderlich.
Der zweite Teil dieser Arbeit fokussierte sich daher auf die Entwicklung ei-
nes Depotsystems zur kontrollierten Freisetzung von Gentherapeutika mit
folgenden Anforderungen:

(1) zeitlich kontrollierte Genexpression oder Inhibierung der Genexpression
durch kontrollierte Freisetzung der Nukleinsdure aus der Arzneiform

(2) Verwendung biokompatibler und bioabbaubarer Komponenten

(3) eine in situ Bildung der Arzneiform sollte eine flexible Anwendung
ermoglichen
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(4) die Arzneiform muss sterilisierbar sein

Im Detail sollte ein genaktivierter in situ gebildeter Film entwickelt werden,
der spater durch einfaches Aufspriihen lokal angewendet und unter anderem
fiir die Therapie peritonealer Verwachsungen (siehe 4.5.1) eingesetzt werden
kann.
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Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Materialien

In diesem Abschnitt sind alle fiir diese Arbeit verwendeten Materialien aufge-
filhrt. Eine Ubersicht geordnet nach Reagenzien und Chemikalien, Kits, Oli-
gonukleotiden, Enzymen, Antikorpern und Arzneistoffen geben Tabelle 2.1
bis 2.6. Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide erfolgte von der Firma
Metabion. Die im Folgenden genannten Chemikalien wurden von der Firma
Sigma-Aldrich, Deutschland bezogen und sind nicht in Tabelle 2.1 aufge-
fithrt: Alsevier “s Solution, Bafilomycin A1, Brillantblau G, Bromphenolblau
, Chloroquin-diphosphat, Ethylendiamintetraacetat (EDTA) , Heparansul-
fat, 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsdure (HEPES) , Magermilch-
pulver, Mannose, (MgCO3)sMgox5 HoO, (MgSO,), NaCl, Poly(2-ethyl-2-
oxazoline), Polyethylenimin (verzweigt, 25kDa), Saccharose, Tricin, Triton-
X 100, Trypanblau, Tween 20, Xylencyanol FF.

Hersteller

Atipamezol 5mg/ml Orion Pharma, Finnland

Arzneistoff

Dexamethason 4mg/ml | Ratiopharm, Deutschland
Fentanyl 0,1 mg/ml Janssen Cilag , Deutschland
Flumazenil 0,1 mg/ml Deltaselect, Deutschland
Isofluran Abbott, Deutschland
Medetomidin 1 mg/ml Orion Pharma, Finnland
Midazolam 15mg/3ml | Ratiopharm, Deutschland

Naloxon 0,4 mg/ml Hameln Pharma plus, Deutschland

Tabelle 2.1: Verwendete Arzneistoffe
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Antikorper ‘ Hersteller
Maus-Anti-alpha-Aktin Chemicon, Deutschland
Maus-anti-huPAI-1 monoklonal (3785) | American Diagnostics, Deutschland
Maus-anti-hutPA monoklonal Calbiochem, Deutschland
Ziege-anti-Maus HRP-konjugiert Bio-Rad Laboratories, Deutschland
Tabelle 2.2: Antikorper fiir den Western Blot
Bezeichnung Hersteller
ATPIlite Luminescence Detection Assay | Pekin Elmer, USA
ECL" Chemiluminescence Amershan Bioscience, USA
Human tPA Total Antigen Assay Dunn Labortechnik, Deutschland
Mini Nucleospin™ Plasmid MACHEREY-NAGEL, Deutschland
NucleoBond PC 2000 EF MACHEREY-NAGEL, Deutschland
NucleoSpin-Extract™ II MACHEREY-NAGEL, Deutschland
NucleoSpin Plasmid™ MACHEREY-NAGEL, Deutschland
Ready-To-Glow " Reporter Assay Clontech, USA /Kanada
Topo®- XL PCR Cloning Invitrogen, Grofibritanien
Tabelle 2.3: Verwendete Kits
Bezeichnung Hersteller

Kontrolle pCMV-tPA

BamHI New England Biolabs Inc., USA
Xbal Fermantas, Deutschland
Xhol Fermantas, Deutschland

Klonierung pCMV-tPA-IRES-Luc

Mlul New England Biolabs Inc., USA
Fsel New England Biolabs Inc., USA
T4 DNA Ligase Fermantas, Deustchland

AccuPrime” Taq DNA Polymerase High Fidelity Invitrogen, Grofbritanien

Polymerse T4 Fermantas, Deutschland

Tabelle 2.4: Verwendete Enzyme
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Bezeichnung ‘ Hersteller
Agarose Biozym Diagnostik, Deutschland
Adenosintriphosphat (ATP) PJK, Deutschland
Coenzym A PJK, Deutschland

Complete® Protease Inhibitor
D-Luziferin

Phosphate Buffered Saline (D-PBS)
Dithiothreitol (DTT)

Ellmans Reagenz

Ethanol 96 % p.a.

Ethidiumbromid

Gelelektrophorese DNA Ladder 1kbp
Glycin PUFFERAN® 99 %, p.a.
HCL

Kanamycin-SO4

Lipofectamin' 2000

Methanol

Nonidet P-40

Precision Plus Protein” Standards
Propidiumiodid

QuantiLum®

Rhesomer®RG
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer 50x

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

TOTO-1 iodid
Wasser fiir Injektionszwecke (W1I)

Roche Diagnostics, Deutschland
Synchem OHG, Deutschland
Invitrogen, Deutschland

GE Healthcare, Deutschland
Pierce, USA

Merck, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Deutschland
PlasmidFactory, Deutschland

Roth Laborbedarf, Deutschland
Merck, Deutschland

Gibco-BRL, Grofsbritannien
Invitrogen, Deutschland

Merck, Deutschland

Roche Diagnostics, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Deutschland
Molecular Probes, Niederlande
Roche Diagnostics, Deutschland
Boehringer-Ingelheim, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Gibco-BRL, Grofsbritannien

VWR International, Osterreich
Molecular Probes, Niederlande
Baxter, Deutschland

Tabelle 2.5: Reagenzien und Chemikalien
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Bezeichnung | Sequenz (5’ - 3") | Anwendung
tPA for-35 gaa gga gca age cgt gaa ttt aag gg Sequenzierung
tPA for-711 aca gtg act gect act ttg gga atg Sequenzierung
tPA for-1052 atc ttt gee aag cac agg agg tc Sequenzierung
tPA for-1448 ttc tat tcg gag cgg ctg aag gag Sequenzierung
tPA for-1991 cat gaa tgc aca cta gcc tect ¢ Sequenzierung
tPA rev-159 ttc tga atc ggg cat gga ttt ¢ Sequenzierung
CMV-tPA for-855 | gtg tac ggt ggg agg tct ata taa gc Sequenzierung
Mlul-tPA forl cga acg cgt cga taa get gge cca ttg ¢ | PCR Klonierung
Mlul-tPA for2 cga acg cgt cga taa get tgg PCR Klonierung
Fsel-tPA revl gge cgg cct cta gag teca get tgg PCR Klonierung
Fsel-tPA rev2 gge cgg cct cta gag tca get tg PCR Klonierung

Tabelle 2.6: Verwendete Oligonukleotide
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2.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Gerate sind in
Tabelle 2.7 und 2.8 aufgelistet.

Name ‘ Hersteller

6-/24- Well Platten (steril, durchsichtig) TPP, Schweiz

24- Well Platten (schwarz, durchsichtiger Boden) | Genetix, Deutschland

96- Well Platten (weif) TPP, Schweiz

96- Well PCR Platten TPP, Schweiz

Amersham Hyperfilm ECL (Western Blot) GE Healthcare, Deutschland
Duploject Spray Set Baxter AG, Deutschland
FACS Réhrchen (12/75 PS rund) Josef Peske, Deutschland
Halb-Mikro/Makro Kiivette Greiner Bio-One, Deutschland
Insulinspritzen 1ml (29G) BD Biosciences, Deutschland
Millicell Hanging Cell Culture Inserts 1 pm Millipore, USA

PVDF Membran Millipore, USA

Ready Gels 7,5 % Tris-HCl Bio-Rad, Deutschland
SafeSeal-Tipps Professional Biozym Scientific

Tubes 1,5/2 ml Greiner Bio-One, Deutschland
Tubes 10/50 ml BD Falcon, USA
Zellkulturflaschen 25/75 cm? BD Falcon, USA

ZelluTrans T2 MWCO 8-10kDa Carl Roth, Deutschland

Tabelle 2.7: Verwendete Verbrauchsmaterialien
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Name

‘ Hersteller

Axiovert 135 Epifluoreszenzmikroskop
BioRad GenPulser II Gerit
Bio-Photometer

90 Plus Partikelgrofenmessgerat
ZetaPALS Analyzer

Brutschrank

Elektronenmikroskop CM200 FEG
Elektrophorese Analyse Sys Kodak EDAS 290
Elektrophoresekammer WB

FACScan

Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT 2
Gelelektrophorese-Kammer Horizon
Heizblock Thermomixer compact
Glashomogenisator (zylindrisch mit Pistille)
iCycler iQ

Inkubator-Shaker Excella E24

IVIS 100 in vivo imaging system
Luminometer Lumat LB9507
Lichmikroskop Axiovert 25
MasterCycler

Microspray® Aerosolizer FMJ-250
NanoDrop-1000

pH-Meter pH 330i

Polymax Schiittler 1040
Spannungsquelle WB

Speed-Vac Vakuumanlage

Sterilbank

Tischzentrifuge 5417R

Prezisionswaage

Tissomat

Ultra-Turrax®

Ultrospec 3100 Pro Spektralphotometer
Vortexer MS2 Minishaker

Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter
Wasserbad

Zetasizer Nano

Carl Zeiss, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Brookhaven Instruments, Osterreich
Brookhaven Instruments, Osterreich
Heraeus Instruments, Deutschland
Philips/FEI, Niederlande

Kodak, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Deutschland
Becton Dickinson, Deutschland

LH Leybold, Deutschland
Gibco-BRL, Grossbritannien
Eppendorf AG, Deutschland
Schiitt Labortechnik, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

New Brunswick Scientific Inc., USA
Xenogen Inc., USA

EG& C Berthold, Deutschland
Carl Zeiss, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
PennCentury-Inc., USA

PEQLAB Biotech, Deutschland
WTW, Deutschland

Heidorf, Deutschland

Bio-Rad, Deutschland

Dieter Piatkowski, Deutschland
Heraeus Instruments, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

Ohaus, Deutschland

Baxter, Deutschland

Ika Labortechnik, Deutschland
Amersham Biotech, Deutschland
Ika, Deuschland

PerkinElmer Inc., USA

GFL, Deutschland

Malven Instruments, Deutschland

Tabelle 2.8: Verwendete Geriéte
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2.3 Losungen und Puffer

Fiir die Arbeit wurden Puffer und Losungen mit folgender Zusammensetzun-
gen verwendet. Alle Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser hergestellt.

Hepes gepufferte Losung (HBS)

NaCl 150 mM
Hepes/HCL pH 7,4 10 mM

10x Zelllysepuffer (Luziferase Assay)

Tris/HCI pH 7.8 250 mM
Triton-X 100 0,1%

Zelllysepuffer (Western Blot)

Tris/HCI pH 7.4 50 mM
EDTA 5 mM
NaCl 150 mM
Triton-X 100 1%

Protease Inh. Complete® 1x
DTT 1 mM

Auftragspuffer 4x (Western Blot)

Tris/HCI pH 7.4 130 mM
Glycin 20 %
SDS 10%
Bromphenolblau 0,06 %
DTT 4,0%

Laufpuffer (Western Blot)

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1%

2.4 Zellkultur

2.4.1 Verwendete Zelllinien

Waschpuffer (Western Blot)

Tris/HCI pH 7.4 20 mM
NaCl 137 mM
Tween20 0,1%

Absittigungspuffer (Western Blot)

Milchpulver 5%
in Waschpuffer fiir Western Blot

6x DNA-Ladepuffer (Agarosegele)

Bromphenolblau 0,25 %
Glycerol 30 %
Xylencyanol FF 0,25 %
Luziferin-Substrat

D-Luciferin 470 uM
Coenzym A 270 uM
DTT 33,3 mM
ATP 530 uM
(Mg003)41\/{g2x5 HQO 1,07 mM
MgSO, 2,67 mM
EDTA 0,1 mM
Tricin 20 mM

Folgende Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet (Tabelle 2.9).
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Zelllinie | Zelltyp ‘ Bezugsquelle

Ab49 Alveolar-dhnliche Epitelzellen Typ 2 (human) | DSMZ, Deutschland (ACC 107)
BEAS-2B | Bronchialepitelzellen (human) ATCC, Deutschland (CRL-9609)
MLE-12 Alveolar-dhnliche Epitelzellen Typ 2 (murin) ATCC, Deutschland (CRL-2110)
Met5A pleurale Mesothelialzellen (human) ATCC, Deutschland (CRL-9444)

Tabelle 2.9: Verwendete Zelllinien

2.4.2 Kultivierungsbedingungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinie sind adhérent und wurden in ei-
nem Brutschrank bei 37°C, 5% COy und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Die Zelllinien A549, BEAS-2B und MLE-12 wurden in MEM kultiviert, wo-
hingegen fiir die Kultivierung der Met5A Zelllinie in einer 1:2 Mischung aus
M199 und MCDB 105 Medium erfolgte, dem zuséatzlich epidermaler Wachs-
tumsfaktor (5 ng/ml) und Hydrocortison (400 ng/ml) zugesetzt wurden (Ar-
beiter et al., 2001). Alle Medien wurden mit jeweils 10 % fotalem Kélberserum
(engl. Fetal Calf Serum, FCS ) versetzt, um den Zellen die notigen Wachs-
tumsfaktoren zuzufiihren.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen zuerst in einer 25 cm?-Zellkultur-
flasche kultiviert und dann in eine gréfere 75 cm-2-Zellkulturflasche umge-
setzt. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Bei einer Konfluenz von
circa 80 % wurden die Zellen wie folgt passagiert. Das alte Medium wur-
de verworfen, die Zellen mit PBS frei von Calcium- und Magnesiumionen
gewaschen und anschliefend mit Trypsin-EDTA bei 37°C vom Boden der
Kulturflasche abgelost. Ein Teil der gelosten Zellen wurde entnommen und
frisches Medium zugefiigt. Das im Medium enthaltene Serum fiihrt dabei
zur Inaktivierung des Trypsins. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bis zu
einer Passage von 20, um die Transfizierbarkeit der Zellen zu erhalten und
Mutationen zu verhindern. Danach wurden die Zellen vernichtet. Alle fiir
die Zellkultur verwendeten Kulturmedien und Medienzusétze sind in Tabelle
2.10 aufgefiihrt.

2.5 Nukleinsauren

2.5.1 Plasmide

Ein Plasmid besteht im Allgemeinen aus folgenden Funktionselementen: Pro-
motor (Transgenregulation), Transgen, Intron (Erh6hung der Expressionsra-
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Name ‘ Hersteller

FCS PPA Laboratories, Osterreich
Gentamycin Gibco-BRL, Grossbritannien
Humaner epidermaler Wachstumsfaktor (hEGF) | Sigma-Aldrich, Deutschland
Hydrocortison Sigma-Aldrich, Deutschland
M199 Gibco-BRL, Grossbritannien
MCDB Sigma-Aldrich, Deutschland
Minimal Essential Medium (MEM) Gibco-BRL, Grossbritannien
Pencillin - Streptomycin Gibco-BRL, Grossbritannien
Trypsin-EDTA Gibco-BRL, Grossbritannien

Tabelle 2.10: Kulturmedien und Zusétze

te), PolyA-Signal (Stabilisierung der transkripierten mRNA), Replikationsur-
sprung und Selektionsgen (Amplifikation in Bakterien). Alle in dieser Arbeit
verwendeten Plasmide mit den jeweiligen Funktionelementen sind in Abbil-
dung 2.1 dargestellt.

Das Plasmid pCMVLuc (Abb. 2.1(a)) wurde freundlicherweise von Prof.
Ernst Wagner (Pharmazeutische Biologie, Department fiir Pharmazie, LMU)
zur Verfiigung gestellt (Plank et al., 1992). Es enthilt das Luziferase-Gen
(Luc) der Feuerfliege (Photinus pyralis) unter der Kontrolle des CMV-Pro-
motors und wurde fiir alle in vitro Versuche zur Charakterisierung chimé-
rer Polymer-Polypeptide Konjugate verwendet. Die in vivo Versuche wurden
mit dem Plasmid pCpGLuc (Abb. 2.1(c)) durchgefiihrt. Bei diesem Plasmid
wurde ein Luziferase-Gen durch PlasmidFactory GmbH in einen CpG-freien
Vektor kloniert, wobei ein Fusionsgen aus Luziferase und Zeocin entstand
(Luc-Sh). Die Abwesenheit von CpG-Motiven wurde im Tierversuch als we-
niger immunogen beschrieben (Krieg, 1999; Yew et al., 2000).

Das Konstrukt pMetLuc (Abb. 2.1(b)) wurde freundlicherweise von Herrn
PD Dr. C. Plank (Experimentelle Onkologie, Klinikum rechts der Isar, Tech-
nische Universitit Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Es enthélt das Luziferase-
Gen des Ruderflusskrebs Metridia longa (Markova et al., 2004), ein sezernier-
tes Luziferase-Enzym. Das Plasmid wurde zusammen mit dem selbst klonier-
ten Plasmid pCMV-tPA-IRES-Luc (Abb. 2.1(d)) als Kontrollplasmid fiir die
Freisetzungsstudien im zweiten Teil der Arbeit verwendet. Letzteres kodiert
unter der Kontrolle des CMV-Promotors fiir den gewebespezifischer Plas-
minogenaktivator (engl. Tissue Plasminogen Activator, tPA) und das Luzi-
ferase Enzym der Feuerfliege. Die im Plasmid eingefiigte interne ribosomale
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Eintrittsstelle (engl. Internal Ribosomal Entry Site, IRES) vermittelt ohne
weitere sogenannte Initiationsfaktoren die Bindung des Luziferasetranskripts
(Luziferase mRNA) an die Ribosomen. Dadurch kann die Synthese unmittel-
bar gestartet werden und beide Proteine unabhingig voneinander als funk-
tionelles Protein translatiert werden.

Kontrollvektoren wie das pUC21 Plasmid enthalten keine Expressions-
kassette und bestehen nur aus dem bakteriellen Riickgrat. Daher wurde auf
die Darstellung verzichtet.

Klonierung von pCMV-tPA-IRES-Luc

Zur Klonierung des Plasmids pCMV-tPA-IRES-Luc (Abb. 2.1(d)) wurde
der pIRES-Luc Vektor (Abb. 2.1(f)) verwendet, der freundlicherweise von
Herrn Dr. Ohsako (Medical Faculty, University of Tokio, Japan) zur Ver-
fiigung gestellt wurde (Sakata et al., 2007). In diesen Vektor wurde die
fiir tPA-kodierende Sequenz unter der Kontrolle des CMV-Promotors mit
Hilfe der Restriktionsendonukleasen Mlul und Fsel hinein kloniert. Hierzu
wurde die Sequenz (Insert) aus dem Expressionsvektor pCMV-tPA (Saka-
moto et al., 1999), der freundlicherweise von Herrn Dr. Nakagawa (Depart-
ment of Pathology, Kysuhu University, Japan) zur Verfiigung gestellt wur-
de, mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR ) amplifiziert. Der Reaktionsansatz enthielt die DNA-Matrize pCMV-
tPA, spezifische Vorwirts- und Riickwirtsprimer (siehe 2.3), AccuPrime " Tag
DNA-Polymerase High Fidelity und Reaktionspuffer mit Desoxyribonukleosid-
-Triphosphaten (ANTPs, AccuPrime" PCR Buffer 1 und 2). Letztere wa-
ren zusammen mit der Taq DNA Polymerase im AccuPrime = Taq DNA-
Polymerase High Fidelity Kit enthalten. Die PCR-Reaktionen wurden mit
einer initialen Denaturierung der DNA-Matrize bei 94°C fiir 2 min in einem
MasterCycler (Eppendorf AG, Deutschland) gestartet. Darauthin folgten 30
Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation. Die zyklische Denatu-
rierung wurde ebenfalls bei 94°C fiir 1 Minute durchgefiihrt. Das Annealing
der Primer verlief bei 60,5°C (Primerpaar 2) beziehungsweise 65°C (Primer-
paar 1) fiir 1,5min. Der Elongationsschritt erfolgte anschliefend bei 68°C
fiir 3 Minuten. Die Zeit der Elongation richtet sich nach der Synthesege-
schwindigkeit der Polymerase und der Linge des PCR Produkts und wurde
jeweils mit einer Minute pro 1 kbp berechnet. Anschlieffend wurden die DNA-
Fragmente mittels Gelelektrophorese (0,8 %iges Agarosegel mit 1% Ethidi-
umbromid, 125 V, 1,5 h) aufgetrennt und unter Verwendung des NucleoSpin-
Extract II Kit aus dem Gel isoliert.
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Abbildung 2.1: Verwendete Plasmide
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Um die Klonierung des gewiinschten DNA-Fragments effizienter zu ge-
stalten, wurden die isolierten Fragmente zuerst in einen Hilfsvektor pCR®-
XL-TOPO ®(Topo®- XL PCR Cloning Kit) nach Angaben des Herstel-
ler kloniert, um anschlieend unter Verwendung chemisch kompetenter Zel-
len (XL10-Gold®, Stratagene, Niederlande) durch Hitzeschock bei 42°C fiir
90 sec transformiert zu werden. Die transformierten Zellen wurden bis zur
Ausbildung der entsprechenden Antibiotika (AB)-Resistenz fiir eine Stunde
in AB-freiem LB-Medium (engl. Lysogeny Broth) bei 37°C inkubiert und
anschlieftend auf Ampicillin-haltigen Agarplatten ausgestrichen. Nach Inku-
bation der Platten fiir 12 Stunden bei 37°C wurden einzelne Klone amplifi-
ziert und die Plasmid-DNA unter Verwendung des Mini NucleoSpin® Plas-
mid Kits aufgereinigt. Durch enzymatischen Verdau des pCR®-XL-TOPO
® Vektors mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen Mlul und Fsel
konnten schlieflich die ehemaligen PCR Fragmente (Insert) erneut wie oben
beschrieben mittels Gelelektrophorese und NucleoSpin-Extract 11 Kit isoliert
und aufgereinigt werden.

Ein spezielles Design der zur Amplifizierung verwendeten Primer (sie-
he Tab. 2.3) mit Schnittstellen fiir Mlul und Fsel ermoglichte eine kohésive
(sticky) 5-Enden Ligation mit dem pIRES-Luc Vektor (Riickgrat). Insert
(Primerpaar 1) und Riickgrat wurden in einem molaren Verhiltnis von 3:1
mittels T4-Ligase miteinander verkniipft. Die Transformation erfolgte eben-
falls analog zum pCR®-XL-TOPO® Hilfsvektor. Die erfolgreiche Klonierung
wurde durch entsprechenden Restriktionsverdau (Xhol, Mlul, Fsel) und Se-
quenzierung bestitigt. Die Sequenzierung wurde unter Verwendung der in
Tabelle 2.3 angegebenen Primer von der Firma Agowa in Berlin durchge-
fiihrt. Kontrolltransfektionen zeigten dariiber hinaus die Funktionalitit der
Plasmide in vitro.

Amplifizierung und Aufreinigung von Plasmiden

Die jeweiligen Plasmide wurden mittels Elektroporation (1800V, 25 uF,
100 Ohm) in F.coli Bakterien DH10B amplifiziert. Im Anschluss wurden die
jeweiligen Plasmid-DNA tragenden FE.coli-Klone gepickt und in 5ml (Mini-
Prép) beziehungsweise in 300 ml LB-Medium (Maxi-Prip) mit dem jeweiligen
Antibiotikum bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-
DNA erfolgte aus den resultierenden FE.coli-Kulturen unter Verwendung der
NucleoSpin " Plasmid beziehungsweise NucleoBond" PC 2000 EF Kits. Nach
erfolgreicher Amplifizierung wurden die aufgereinigte Plasmid-DNA in pyro-
genfreiem Wasser gelost, die Konzentration und Reinheit mittels NanoDrop-
1000 bestimmt und das Plasmid mittels geeigneter Restriktionsendonuklea-
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sen iiberpriift. Fiir die Plasmide pCMVLuc und pCpGLuc wurden die in
E.coli amplifizierte und aufgereinigte Plasmid-DNA von PlasmidFactory (Plas-
midFactory GmbH, Deutschland) in hochreiner Form (LPS-Gehalt 0,1 E.U.)
bezogen.

2.5.2 siRNA
Folgende siRNAs wurden in dieser Arbeit verwendet 2.11.

Bezeichnung | sense-Sequenz (5°- 37)

EGFP GCAAGCUGACCCUGAAGUUCAU[AT]|dT]
PAL-1 A GGAACAAGGAUGAGAUCAG(AT][dT]
PAL1 B CCAGAUUCAUCAUCAAUGA[AT][dT]
PAL1 C ACCAACAAGUUCAACUAUA[T][AT]
PAI-1 D CGACAUGUUCAGACAGUUU[AT|[dT]

Tabelle 2.11: Verwendete siRNAs

Alle siRNAs wurden von Sigma-Aldrich, Frankreich bezogen. Die lyophi-
lisierten Proben wurden in Resuspensionspuffer (Quiagen) zu 20 uM be-
ziehungsweise fiir die Freisetzungsstudien zu 100 M Stocklosungen gelost,
1,5 min bei 90°C inkubiert, um Aggregate und hohere Ordnungsgrade zu zer-
storen, und anschliefend bei 37°C 1h leicht geschiittelt. Dadurch sollte ein
vollstdndiges Anlagern der Sense- und Antisense-Stringe garantieren werden,
bevor die Proben schlieflich aliquotiert und bei - 20°C gelagert wurden.

2.5.3 mRNA

Die in dieser Arbeit verwendete mRNA, kodierend fiir EGFPLuc, wurde
mittels in vitro Transkription unter Verwendung eines T7 ARCA cap Kits
(Ambion, England) von Frau Dr. Gabriela Nica (AG Molekulare Pneumologie
und Experimentelle Therapieforschung, LMU Miinchen) synthetisiert. Die
Sequenz ist in Abbildung 2.2 schematisch dargestellt.

- @ .-

Kappe ORF UTR  PolyA-Schwanz

Abbildung 2.2: Verwendete mRNA
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2.6 Polymersynthese

2.6.1 Makromolekulare Strukturen

Polymere lassen sich aufgrund Ihrer Struktur klassifizieren. Nach Threr Topo-

logie konnen Polymere in (a) linear, (b) verzweigt oder (c¢) vernetzt eingeteilt
werden (Abb. 2.3).

N

WN

(a) linear ) verzweigt (c) vernetzt

Abbildung 2.3: Topologie von Polymerstrukturen

Bei Polymeren, die nur aus einer Monomerart bestehen, spricht man von
Homopolymeren. Copolymere sind dagegen dadurch charakterisiert, dass eine
sequentielle Verkniipfung von mindestens zwei verschiedenen Monomerbau-
steinen vorliegt. Dabei hat die Abfolge der verschiedenen Monomerbausteine
in der Kette (Sequenz) einen entscheidenden Einfluss auf die physikoche-
mischen Eigenschaften der Polymere. Im einfachsten Fall, in dem das Co-
polymer aus zwei unterschiedlichen Monomerbausteinen A, B zusammenge-
setzt ist, sind vier Strukturtypen moglich (Abb. 2.4). In Blockcopolymeren
(a) ist der A-Block kovalent mit dem Kettenende des B-Blockes verbunden
und kann beliebig durch die Anbindung weiterer Blocke verlingert werden
(Multiblockcopolymere). Alternativ dazu konnen die Monomerbausteine in
der Polymerkette (b) alternierend oder (c) statistisch verteilt, das heift zu-
fallig, angeordnet sein. Gradientencopolymere stellen einen Sonderfall der
statistisch verteilten Copolymere dar. Diese unterscheiden sich von den klas-
sischen statistischen Copolymeren durch ein gehduftes Auftreten eines Mo-
nomers zu Beginn der Polymerkette. Dagegen entstehen Pfropfcopolymere
(d) (engl. Grafted Copolymers), wenn an einer Hauptkette (Riickgrat), die
aus Monomerbaustein A aufgebaut ist, Seitenketten bestehend aus einem an-
deren Monomertyp B aufgepfropft sind.
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(a) Blockcopolymer

N A A r‘\ A A—
(b) alternierendes Copolymer l T
N N A N A N T 8
B
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(c) statistisches Copolymer (d) Pfropfcopolymer

Abbildung 2.4: Strukturtypen von Copolymeren

2.6.2 Polyethylenimin
Lineares Polyethylenimin

Das lineare Polyethylenimin mit einer Molekiilmasse von 22 kDa wurde nach
einer Vorschrift von Plank und Kollegen (Ogris and Wagner, 2007) im Labor
von Herrn PD Dr. B. Luy an der TUM synthetisiert. Lineares PEI wur-
de durch saure Hydrolyse des Propionsidureamids Poly(2-ethyl-2-oxazolin)
50 kDa gewonnen (Abb. 2.5 (a)), wobei die freigesetzte Propionsiure als azeo-
tropes Gemisch dem Syntheseansatz entzogen wurde, so dass die Reaktion
nahezu vollstdndig ablaufen konnte. Die freie Base wurde anschlieffend mit-
tels Natronlauge bei pH 12 ausgefillt, gewaschen und lyophilisiert. Das ly-
ophilisierte I-PEI wurde bei 4°C gelagert und nach Bedarf in destilliertem
Wasser gelost, auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, dialysiert (ZelluTrans
Dialysiermembranen T2 MWCO 8-10kDa ) und steril filtriert.

Die Quantifizierung der I-PEI Losung erfolgte photometrisch mittels
Kupfersulfat-Methode (Ungaro et al., 2003). Hierzu wurde mit einem Ver-
gleichsstandard (alte I-PEI Charge mit bekannter Konzentration) eine Ver-
diinnungsreihe durch serielles Verdiinnen in einer Kupfersulfat-Losung
(0,145 mg/ml CuSO, in 0,1M Natriumactetat pH 5,2) hergestellt, diese 5 min
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bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und bei 285 nm an einem Spektralpho-
tometer (Ultrospec 3100 Pro) vermessen. Die neue 1-PEI Losung wurde eben-
falls in drei Verdiinnungen (n—2) bei 285 nm vermessen, aus den berechne-
ten Konzentrationen der Mittelwert bestimmt und die Konzentration der
Losung eingestellt. Die Reinheit des Syntheseprodukts wurde mittels 'H-
NMR-Spektroskopie (Bruker 250 MHz, Karlsruhe) von Frau Grit Kummer-
16we am Lehrstuhl fiir Kernresonanzspektroskopie von Biomolekiilen an der
TUM iiberpriift (Abb. 2.5 (b)). Das Spektrum zeigte neben dem Wasserpeak
bei 4,8 ppm einen Peak bei 3,1 ppm, der den Wasserstoffatomen der Methyl-
gruppe entspricht. Die Messung der Molekiilmasse mittels Gel-Permeations-
Chromatographie mit einem Mehrwinkellaser-Streungsdetektor (GPC-MALLS)
durch Herrn Ozgiir Akdemir, Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymer-
forschung in Golm ergab eine Molekiilmasse von 20-22 kDa.

Verzweigtes Polyethylenimin

Das verzweigte Polyethylenimin mit einer Molekiilmasse von 25 kDa wurde
von Sigma-Aldrich, Deutschland bezogen, in destilliertem Wasser gelost und
mit Salzsdure auf pH 7,4 eingestellt.

2.6.3 Copolymere auf Methacrylat-Basis

Die Synthese und Charakterisierung der Molekiilmasse und der Zusammen-
setzung der Copolymere aller auf einem Methacrylat- Riickgrat basierenden
Polymere wurden von Herrn Ozgiir Akdemir am Fraunhofer Institut fiir An-
gewandte Polymerforschung in Golm durchgefiihrt.

Kontrollierte radikalische Polymerisation

Zur Polymerisation von (Meth)acrylaten eignete sich eine besondere Form der
kontrollierten radikalischen Polymerisation, die ATRP (engl. Atom Trans-
fer Radical Polymerization). Die kontrolliert radikalische Polymerisation ist
aufgrund ihrer Eignung fiir eine Vielzahl von Monomeren und der Unemp-
findlichkeit gegeniiber den Reaktionsbedingungen das technisch bedeutends-
te Verfahren zur Darstellung synthetischer Polymere. Allerdings kommt es
bei der klassischen Methode immer wieder zu irreversiblen Abbruchsreaktio-
nen der Kette, die zu Polymeren mit einer relativ breiten Molekiilmassen-
verteilung fiihren. Im Gegensatz dazu ermdglicht die ATRP durch strickte
Kontrolle der Molekiilmasse eine engere Verteilung der molaren Masse (Poly-
dispersitét). Mit dieser Methode lassen sich sowohl statistische Copolymere,
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Abbildung 2.5: L-PEI Synthese



o4 Kapitel 2. Materialien und Methoden

Gradientencopolymere als auch Blockcopolymere synthetisieren, die sich spé-
ter durch Kopplung mit funktionellen Gruppen leicht modifizieren lassen.

Die ATRP kann in drei Schritte eingeteilt werden (Abb. 2.6): Initiierung
(1), Kettenwachstum (2) und Kettenabbruch (3).

™ R—x + GCul, —== R*+ x—ci',
‘ + nxM
. I
) RM—X + Cul, —== RM'+ X—Cul,
RM,
(Ba)  RM; + x—cu'l, —= RMM.R
RM:
(8b)  RM: + x—cu'l, —= RM_+ RM_
n

Abbildung 2.6: Allgemeiner Mechanismus der kontrollierten radikalischen Polymerisation

Die Reaktion wird mit dem Zerfall des Initiators (Katalysator) eingelei-
tet, indem ein Halogenatom des Initiators RX auf einen Ubergangsmetall-
komplex Cu’L, iibertragen wird. Aus dem Initatorkomplex entsteht dadurch
ein transientes Radikal Re, wobei der Ubergangsmetallkomplex durch die
Aufnahme des Halogenatoms oxidiert wird. Im Anschluss wird die radika-
lische Polymerisation durch Reaktion des transienten Radikals mit einem
Monomerbaustein M initiiert (1). Die wachsenden Polymerketten RMe ste-
hen dabei in einem Redoxgleichgewicht mit dem oxidierten Ubergangsme-
tallkomplex. Das Gleichgewicht liegt auf Seiten der inaktiven (,schlafende®)
Polymerkette RM-X und hélt dadurch die Konzentration freier Radikale wih-
rend der Polymerisation niedrig. Dadurch konnen unerwiinschte, irreversible
Abbruchsreaktionen verhindert werden (2). Erst wenn die Konzentration an
Monomerbausteinen sehr niedrig ist, erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass
zwei wachsende Polymerketten (RM,,, RM,,) aufeinander treffen und durch
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Rekombination (3a) oder Disproportionierung (3b) irreversibel terminieren.

2.6.4 Statistische Pfropfcopolymere auf Basis von
Methacrylat

Die Copolymere wurden mittels ATRP von Herrn Ozgiir Akdemir am Fraun-
hofer Institut fiir Angewandte Polymerforschung in Golm synthetisiert
(Abb.2.7 (a)) (Lutz et al., 2007; Lutz and Hoth, 2006). Als Initiator wurde
das Alkylhalogenid Methyl-2-bromo-propionat verwendet. Der Ubergangs-
metallkomplex bestand aus einem Kupferkomplex Cu(I)Br mit einem mehr-
zéhnigen Stickstoffliganden 2,2-Bipyridylliganden (BIPY), die im Verhélt-
nis 1:2 verwendet wurden. Die Monomere Dimethylaminoethylmethacrylat
(DMAEMA) und Oligoethylenglycolmethacrylate (OEGMA) wurden in un-
terschiedlichen Verhltnissen (Aquivalenten von x und 120-x) eingesetzt, um
eine Reihe von Polymeren mit steigendem EG-Gehalt zu generieren. Die Syn-
these lieferte bei hoher Ausbeute eine Reihe an Copolymeren, die sich durch
eine definierte Zusammensetzung mit bekannter Molekiilmasse und enger Mo-
lekiilmassenverteilung auszeichneten. Sowohl die Zusammensetzung als auch
die experimentell ermittelte Molekiilmasse unterschieden sich dabei kaum
von den berechneten Werten. Eine detaillierte Ubersicht iiber die Zusam-
mensetzung liefert Abbildung 2.7 (b). Aus der Tabelle geht hervor, dass 3
unterschiedliche Serien synthetisiert wurden, die sich i) in der Kettenldnge
der EG-Seitenkette (9, 23, 45 EG-Einheiten) und ii) in der Zusammenset-
zung der Copolymere (Gesamtkettenldnge von 120 Einheiten mit variablem
OEGMA /DMAEMA-Verhiéltnis) unterschieden. Die Molekiilmasse, die mit-
tels Grofenausschluss-Chromatographie bestimmt wurde, schwankte hinge-
gen zwischen 23 und 54kDa in einem relativ engen Bereich. Folgende No-
menklatur wurde fiir die Bezeichnung der Copolymere verwendet:

P(DMAEMAx — CO — OEGMA(TL)QO_:C

mit n = EG—Einheiten, FDMAEMA = xaFOEGMA =120—=x

Influenza-Peptid-7-gekoppelte Copolymere

Nach der Synthese wurden Copolymere optional durch Kopplung mit dem
Influenza Peptid 7 modifiziert. Dazu wurden im ersten Schritt die mit einem
Bromid funktionalisierten Kettenenden mittels nukleophiler Substitution in
eine Azidfunktion umgewandelt (Abb.2.8 (a)). Diese konnten anschliefend in
einer durch Cu(I)-katalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition mit niedermole-
kularen terminalen Alkinen gekoppelt werden (Abb.2.8 (b)). Im Gegensatz



26 Kapitel 2. Materialien und Methoden

CulBr
+ = 120-x
+ o
o/ o 60°C, EtOH o 07
o ’_b” H n

N

OIA?I 7N o \

Initiator OEGMA DMAEMA OEGMA-co-DMAEMA

(a) Syntheseablauf Diblockcopolymere

OEGMA

#EG OEGMA/DMAEMAMBp orem Forom® conv.” M"c_l M""‘i M, IM,

) ®%) (%) (%) (gmol’) (zmol’)

units)

9 10/110/1 8 9 92 22700 22000 133
20/100/1 16 18 91 29700 25200 1,34
30/90/1 25 28 92 25500 28400 151
40/80/1 33 30 93 29500 31500 1,49
50/70/1 41 ) 92 35200 34700 1,54
60/60/1 50 47 8 29300 37900 1,63
80/40/1 66 60 96 34800 44200 1,71
90/30/1 75 77 91 40000  47.500 1,96

23 10/110/1 8 1 8 30100 28300 144
20/100/1 16 17 94 35600 37700 1,54
30/90/1 25 23 92 29400  47.100 1,97
40/30/1 33 27 95 47800 56500 1,69
50/70/1 41 40 94 27800  66.000 1,68
70/50/1 58 61 90 45500  84.800 2,04
80/40/1 66 80 76 30700 94300 2,80

45 10/110/1 8 ; ; 23.500 38100 1,68
20/100/1 16 ; - 47500 57300 125
30/90/1 25 ; ; 54500 76500 135
40/80/1 33 ; ; 54600 95700 1,12

Berechnet aus dem 'H NMR Spektrum der aufgereinigten Kopolymere; ® Gesamtumsatz der
eingesetzten Monomere ermittelt aus den "H NMR Spektren der Polymerizationsansitze vor
der Aufreinigung; © Molekulargewicht bestimmt mit Hilfe der SEC; ¢ Theoretisches
Molekulargewicht berechnet aus dem Monomerverbrauch.

(b) Ubersicht der Copolymere

Abbildung 2.7: Statistische Pfropfcopolymere auf Methacrylat-Basis
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NaN

(a) WBF — WNS

DMF, RT

N
= ® WN/ B
(b) WN > N
N H O/t-ButOH N R
(v/v 30:70)

Abbildung 2.8: Modifikation —von  Copolymeren mittels Cu(I)-katalysierter 1,3-
Cycloaddition

zur klassischen Huisgen-Cycloaddition (unkatalysiert) ermoglichte die Cu(I)-
katalysierte Click-Chemie-Variante nach Sharpless eine einfache, effiziente
und hochselektive Synthese des Produkts zum 1,4-Regioisomer. Dariiber hin-
aus eignet sich diese Methode aufgrund von milden Reaktionsbedingungen
(RT, Wasser als Losungsmittel) und der Toleranz gegeniiber funktionellen
Gruppen insbesondere fiir komplexe Polymerstrukturen.

2.7 Peptidsynthese

2.7.1 Festphasen-Peptidsynthese

Die Synthese der Peptide INF 7 und TAT-Dimer erfolgte nach der von Bru-
ce Merrifield 1963 entwickelten Festphasenpeptidsynthese (engl. Solid Phase
Peptide Synthesis SPPS) (Merrifield, 1963). Die SPPS-Methode ermoglicht
die kovalente Bindung der wachsenden Aminosadurekette an einen unloslichen
polymeren Tréger (meist ein Polystyrol-Harz), so dass das Peptid ausgehend
von der am Harz befindlichen ersten Aminosidure durch alternierende Serien
von Aminosiurekopplungen verlingert werden kann. Uberschiissige Reagen-
zien lassen sich dabei leicht durch Waschen des Harzes vom kovalent gebunde-
nem und somit unloslichem Peptid abtrennen. Die Synthese erfolgte vom C-
zum N-Terminus mit Hilfe eines automatisierten Peptidsynthesizer (Applied
Biosystems 431A) im Labor von Herrn PD Dr. C. Plank (Experimentelle On-
kologie, Klinikum rechts der Isar, Technische Universitat Miinchen). Es wur-
de ein auf der Fmoc/tBu-Chemie basierendes Standardprotokoll FmocFast™
verwendet. Die detaillierten Schritte sind in Tabelle 2.12 aufgefiihrt. Nach
erfolgreichem Aufbau der Aminoséurekette (Schritt 1, 2) erfolgte die Spal-
tung des Peptids vom Harz mit anschliefender Abspaltung der permanenten
Schutzgruppen (Schritt 3). Im letzten Schritt (Schritt 4) wurde das Peptid
aufgereinigt und charakterisiert. Die einzelnen Schritten sind in Abbildung
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Reaktionsschritt Operation ‘ Reagenzien ‘ Zeit [min|

0 Waschen, Quellen des Harzes NMP 6

la Fmoc-Entschiitzung 20 % Piperidin in NMP 6

1b Waschen des Harzes NMP, DMF 6

2a, Losen, Aktivieren der N-Fmoc-Aminosédure DMF, HBTU/HOB¢ 7

2b Aktivieren der N-Fmoc-Aminosédure DIPEA 5

2c Kopplung 25

3 ‘Waschen DCM 7

Tabelle 2.12: Ubersicht FmocFast™ Protokoll: Waschen und Quellen des Harzes (0) wurde

zu Beginn der Synthese einmal durchgefiihrt. Der Waschschritt (3) mit DCM
erfolgte einmalig nach erfolgreicher Synthese. Ein Kopplungszyklus dauerte
49 min.

2.9 dargestellt und im Folgenden ndher erldautert.

(1)

Fmoc-Entschiitzung

Das Harz wurde vor der Kopplung mit N-Methylpyrollidon (NMP) ge-
waschen und durch Quellzeit in NMP auf die Kopplung vorbereitet.
Im Anschluss wurde die a-Aminogruppe (9-Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc)-Schutzgruppe) der am Harz befindliche Aminosiure durch Zu-
gabe von Piperidin (20 %Piperidin in NMP) entschiitzt und griindlich
zuerst mit Dimethylformamid (DMF) |, dann mit NMP gewaschen, um
iberschiissiges Piperidin, das die anschlieffende Kopplung storen konn-
te, zu entfernen.

Kopplung

Die Kopplung der N-Fmoc-geschiitzten Aminoséure erfolgte nach der
HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluo-
roborat)/ HOBt (Hyroxybenzotriazol) Methode in NMP. Im Vorfeld
der Reaktion wurden 1mmol der zu koppelnden Aminosidure in ein
Reaktionsvessel eingewogen. Nach Entschiitzung der am Harz befindli-
chen Aminosdure wurden die im Vessel befindliche Aminoséure in 2 ml
DMF gelost, mit 2 ml einer 0,45 M HBTU/HOB¢t Losung in DMF ver-
setzt und nach einer Inkubationszeit von 7min in das Reaktionsgefafs
injiziert. Durch Zugabe von 1,7 Aquivalenten DIPEA (Diisopropyle-
thylamin) wurde die Aktivierung gestartet, indem die Aminosidure und
das HOBt neutralisiert beziehungsweise deren Nucleophilie erhéht wur-
de. Die N-Fmoc-Aminosdure reagierte in diesem Schritt mit der Car-
bonsauregruppe der am Harz befindlichen Aminosiure zu einer Amid-
bindung. Nach erfolgreicher Kopplung wurde das Harz mit DCM (Di-
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chlormethan) gewaschen und der Zyklus startete erneut mit der Fmoc-
Entschiitzung (1) bis die Peptidsequenz vollstéindig aufgebaut war. Ei-
ne ,In-Line“-Kontrolle der Synthese war iiber die Fmoc-Abgangsgruppe
moglich, die iiber einen UV-Vis Detektor quantifiziert werden konnte.
Die Hohe der Absorption war dabei proportional zur Anzahl der abge-
spaltenen Fmoc-Schutzgruppen und lies eine Aussage iiber die Qualitat
der Kopplung zu.

Abspaltung vom Harz und der Seitengruppen-Schutzgruppen
Sobald die Peptidsequenz aufgebaut war, konnte das Roh-Peptid vom
Harz getrennt werden, indem der Trityl-Linker mit einer schwachen
Séure (Essigsiure) hydrolysiert wurde. Die ebenfalls sidurelabilen, per-
manenten Seitenketten-Schutzgruppen im Peptid wurden dadurch nicht
beeinflusst, deren Abspaltung erfolgt erst mit der Zugabe einer stérke-
ren Saure, der Trifluoressigsdure (TFA). Als permanente Seitenketten-
Schutzgruppen eignen sich vor allem Schutzgruppen vom tert-Butyltyp
(*Bu) fiir Sduren und Alkohole, vom tert-Butyloxycarbonyltyp (Boc)
fiir Amingruppen oder vom Trityl-Typ (Trt) fir Alkohole. Bei bei-
den Peptidsynthesen war es allerdings moglich, die Abspaltung vom
Harz und die der Seitenketten-Schutzgruppen in einem Schritt durch-
zufithren. Hierzu wurde das lyophilisierte Peptid in Losung (5 ml TFA
99 %, 375mg Phenol, 250 ul Thioanisol, 250 ul bidestilliertes Wasser
und 125 pl Ethandithiol) gebracht und 2 h leicht geschiittelt. Thioanisol
und Ethandithiol wurden als Radikalfanger zugesetzt, um eine Alky-
lierung aktivierter aromatischer Aminosiduren (vor allem Tryptophan)
durch intermediar entstehende Kationen zu verhindern. Im Anschluss
wurde die gelbliche Losung iiber eine Fritte vom Harz (weiler Nieder-
schlag) getrennt, mit kaltem Diethylether (-20°) geféllt, gewaschen und
in tert-Butanol erneut lyophilisiert.

Aufreinigung und Analyse

Im letzten Schritt erfolgten die Aufreinigung des Roh-Peptids und die
Analyse per HPLC. Auf diesen Teil der Synthese wird speziell in Kapitel
2.7.2 bis 2.7.4 fiir die jeweiligen Peptide separat eingegangen.
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2.7.2 Influenza Peptid 7
Synthese

Das Influenza Peptid 7 (INF 7), bestehend aus der Sequenz GLFEAIEG-
FIENGWEGMIDGWYGC (Plank et al., 1994), wurde analog Kapitel 2.7.1
synthetisiert. Als polymerer Triger wurden 0,25 mmol eines Fmoc-Cys(Trt)®-
Harzes (200-400 mesh, 0,45-0,7 mmol/g Beladung, Bachem) eingesetzt. Ne-
ben den N-Fmoc geschiitzten Aminosduren wurden zusitzlich folgende Sei-
tenketten geschiitzte Aminoséuren verwendet: Fmoc-Glu(t-Bu), Fmoc-Asp(t-
Bu), Fmoc-Asn(Trt), Fmoc-Tyr(t-Bu). Tryptophan wurde ungeschiitzt ein-
gesetzt.

Aufreinigung und Identitidtsbestimmung

Das lyophilisierte Peptid wurde in 1 M TEAB-Puffer pH 10 gelost (10 mg
in 200 pl), mit bidestilliertem Wasser ad 1ml aufgefiillt und Schwebstoffe
durch Zentrifugation abgetrennt (14.000 rpm, 5 min). Mogliche Dimere, die
durch Ausbildung von Disulfidbriicken entstanden sein konnten, wurden mit-
tels DTT reduziert und das Peptid iiber Grofenausschluss-Chromatographie
(engl. Size Ezxclusion Chromatography, SEC) aufgereinigt. Folgende Parame-
ter wurden verwendet: Superdex 30 prep. grade (Pharmacia HighLoad XK
26/60 column), FlieRmittel: 0,1 M TEAB pH 8, Flussrate: 4,4 ml-min~!, Dau-
er 120 min. Die Fraktionen des Hauptpeaks (Retentionszeit 42,2 min) wur-
den gesammelt, vereinigt und lyophilisiert. Die Identitit des Peptids wur-
de am Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie an der
LMU in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. E. Wagner mittels Massenspek-
trometrie (ESI-MS) bestimmt. Das Massenspektrum zeigte einen deutlichen
Produktpeak, wies allerdings noch grofe Verunreinigungen auf. Daher wur-
de die lyophilisierte Probe in 20 mM wissrigem Ammoniumbicarbonatpuffer
gelost (10 mg/ml), mit DTT versetzt und erneut mittels eines préparativen
RP-HPLC-Laufs aufgereinigt. Folgende Parameter wurden verwendet: Vydac
C18 Saule 2,5c¢m x 25 cm , Fliefmittelgradient: A=20 mM Ammoniumbicar-
bonatpuffer (wéssrig), B=20 mM Ammoniumbicarbonatpuffer (Ethanol 96 %
p.a.), Start: 50 % A und 50 % B bis 100 % B in 20 min , Flussrate: 3 ml-min—!,
Die Fraktionen um den Hauptpeak (Retentionszeit 12 min) zeigten im Mas-
senspektrum die gewiinschte Masse von 2.694 Da.

Konzentrationsbestimmung

Aufgrund der Oxidationsempflindlichkeit der Cystein-Gruppen wurde das
lyophilisierte Peptid nach Bedarf mit Stickstoff gesdttigtem PBS gelost, die
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Konzentration am Spektrometer (NanoDrop-1000) bei 280 nm bestimmt (Ex-
PASY Protparam: ¢ = 12.490M ~-cm™") und bei -20°C fiir weitere Versuche
gelagert.

Erythozyten Lyseassay

Um die Funktionalitidt des INF 7-Peptids zu testen, wurde ein Erythrozyten-
Lyseassay durchgefiihrt (Plank et al., 1994). Dieser basiert auf der Tatsache,
dass das endosomolytische Peptid in der Lage ist, die Membran von Ery-
throzyten zu zerstoren. Die Hamolyseaktivitat kann schliefslich iiber das frei
zugangliche Hamoglobin bei 410 nm bestimmt werden und ist ein Maf fiir
die Funktionalitit des Peptids. Hierzu wurden humane Erythrozyten aus
mit Citrat behandeltem Blut (Alsevier’s Losung) isoliert, mit HBS gewa-
schen (2500 g, 5 min) und in einer Konzentration von 3-107 Zellen/ml in HBS
resuspendiert (¢ = 2,394 - 107®ml/ Zellen bei 541 nm und Zusatz von 1 ul
1 %iger Triton-X 100 Losung). Das zu testende Peptid wurde in einer 96-
Well-Platte (V-Boden) in 75 ul Puffer (20 mM HEPES/ 150 mM NaCl pH
7,4 oder 10 mM Nacitrat/ 150 mM NaCl pH 5) seriell 1:2 verdiinnt (Start-
konzentration 3 mM). Anschliefend wurden pro Well 100 ul Zellsuspension
(entsprechend 3-10° Zellen) zupipettiert und fiir 1 h bei 37°C unter Schiitteln
(50 rpm) inkubiert. Als Negativkontrolle diente der entsprechende Puffer, als
Positivkontrolle (100 % Wert) wurden 1 pl einer 1 %ige Triton-X 100 Losung
nach der Inkubationszeit zugegeben. Die Platte wurde anschliefend zentrifu-
giert (2500 g, 5min) und der Uberstand bei 410 nm in einem Wallac Victor?
1420 Multilabel Counter vermessen. Das Ergebnis der Funktionalitdtspriifung
ist in Abbildung 2.10 dargestellt. Das Peptid zeigte 100 % Hamolyseaktivitét
ab einer Konzentration von 30 pM.

2.7.3 Influenza Peptid 7 modifiziert
Synthese

Fiir eine kovalente Kopplung des INF7-Peptids an die Methacrylat-basierten
Diblockcopolymere mittels Click-Chemie (Kolb et al., 2001) wurde eine INF7-
Sequenz mit modifiziertem C-Terminus von unseren Kooperationspartner am
Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymerforschung in Golm
synthetisiert. Dieses bestand im Detail aus folgender Sequenz
GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWY G-azido-Phe-OH. Die Kopplung mit dem
Polymer erfolgte am C-Terminus (freies Carboxylende), da der N-Terminus
(freies Aminende) entscheidend fiir die endosomolytische Funktion des Pep-
tids ist (Plank et al., 1994). Fiir die Synthese wurde ein 2-Chlorotritylchlorid
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Abbildung 2.10: Erythrozyten-Lyseassay INF 7

Harz (200-400 mesh, Bachem) mit einer Fmoc-azido-Phe-OH Aminosédure
(Bachem) beladen (0,27 mmol/g Beladung). Neben den N-Fmoc geschiitz-
ten Aminosduren wurden zusitzlich folgende geschiitzte Aminosduren ver-
wendet: Fmoc-Glu(t-Bu), Fmoc-Asp(t-Bu), Fmoc-Asn(Trt), Fmoc-Tyr(t-Bu)
und Fmoc-Trp(Boc).

Das lyophilisierte Peptid wurde im Anschluss an die Synthese im Labor
von PD Dr. C. Plank (Experimentelle Onkologie, Klinikum rechts der Isar,
Technische Universitdt Miinchen) weiter verarbeitet. Die Abspaltung vom
Harz erfolgte ungeschiitzt in 94 % TFA, 2% Triethylsilan und 4 % bidestil-
liertem Wasser (100 mg in 5ml Abspaltungsmix) unter leichtem Vortexen
fiir 2h. Im Anschluss wurde die sich gebildete gelbliche Losung iiber eine
Fritte vom Harz (weiker Niederschlag) getrennt und mit kaltem Diethylether
(-20°C) gefillt, gewaschen und in tert-Butanol lyophilisiert. Das Peptid wur-
de analog dem unmodifizierten INF 7 aufgereinigt, indem dieses nach der
Lyophilsation in 1M TEAB-Puffer pH 10 gelost (~100mg in 800 xl) und
mit bidestilliertem Wasser auf 1,5ml aufgefiillt wurde. Die Fraktionen des
Hauptpeaks (Retentionszeit 33- 40 min, Maximum 36 min) wurden gesam-
melt, vereinigt und wiederum lyophilisiert. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte ebenfalls analog dem unmodifizierten Peptid (ExPASY Protparam:
e = 12.490M 1 - em™!, Mw= 2.779 Da). Das modifizierte Influenza Peptid
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zeigte eine 100 % Hamolyseaktivitdt ab einer Konzentration von circa 30 uM
und wies somit kein Aktivitdtsverlust gegeniiber dem unmodifizierten Peptid
auf. Die anschlieffende Kopplung an das Diblockcopolymer wurde von Herrn
Ozgiir Akdemir am Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymerforschung
in Golm durchgefiihrt.

2.7.4 Dimeres TAT-Peptid
Synthese

Das TAT-Dimer (TAT,), bestehend aus der Sequenz C(YGRKKRRQRRRG),
(Rudolph et al., 2003), wurde analog Kapitel 2.7.1 synthetisiert. Fiir die
Synthese wurden 0,25 mmol eines Carbonsiureamid-Harzes (TP Harz) ein-
gesetzt.

Aufreinigung und Identitdtsbestimmung

Das lyophilisierte Peptid wurde in mit Helium begastem bidestilliertem Was-
ser gelost (20mg in 300 ul), Schwebstoffe durch Zentrifugation abgetrennt
(14.000 rpm, 5min) und freien Thiolgruppen der Cystein-Seitengruppen im
Peptid vor der Aufreinigung mit 300 pl ethanolischen DTDP-Losung (2,2~
Dithiodipyridin) zu einem Disulfid umgesetzt. Nach einer Reaktionszeit von
30min waren die Thiolgruppen vor Oxidation geschiitzt und fiir spéatere
Modifikation zuginglich gemacht. Es wurden anschliefend 1 ml bidestillier-
tes Wasser zugegeben, unlosliche Bestandteile (ausgefallenes iiberschiissiges
DTDP, wasserunlosliches Nebenprodukt wie das Pyridine-2-thion) erneut
durch Zentrifugation abgetrennt (14.000 rpm, 5 min) und der Uberstand (Kon-
zentration 20 mg/ml) mittels priparative RP-HPLC aufgereinigt. Folgende
Parameter wurden verwendet: Vydac C18 Saule 2,5cm x 25c¢m , Fliefmit-
telgradient: A = 0,1 % TFA, B = 90 % Acetonitril/ 0,1 % TFA, Start: 100 %
A und 0% B bis 60% A und 40 % B in 24 min, Flussrate: 25 ml-min~!. Die
Fraktionen des Hauptpeaks (Retentionszeit 5,9 min bei Fliekmittelgradient
28 % B) wurden gesammelt, vereinigt und lyophilisiert. Die Identitdt des
Peptids wurde von Frau Grit Kummerléwe am Lehrstuhl fiir Kernresonanz-
spektroskopie von Biomolekiilen an der TUM mittels Massenspektrometrie
(MALDI-TOF) bestimmt und ist im Abb. 2.11 dargestellt.

Konzentrationsbestimmung

Das lyophilisierte Peptid wurde in PBS gelost, die Konzentration am Spek-
trometer (NanoDrop-1000) bei 280 nm bestimmt (ExPASY Protparam: ¢ =
2.980M~t-em™t, Mw=3.319 Da) und bei -20°C fiir weitere Versuche gelagert.
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Abbildung 2.11: Massenspektrometrum TAT-Dimer

2.8 Methoden

2.8.1 Herstellung der Gentransferkomplexe

Die Herstellung der Komplexe erfolgte spontan durch elektrostatische Bin-
dungskrifte, wobei die Eigenschaften der gebildeten Polyplexe dabei im We-
sentlichen von der Ionenstarke des Mediums, der verwendeten Polymere und
dem N/P-Verhéltnis abhing. Um kleine monodisperse Partikel zu erhalten,
wurden gleiche Volumina der Losung mit der geringeren Ladungsdichte, der
Nukleinsdure-Losung, zur Losung mit hoherer Ladungsdichte, der Polymer-
Losung, pipettiert und durch Auf- und Abpipettieren (5-8 mal) gemischt.
Die Losung wurde anschlieffend bei RT fiir 20 min inkubiert bevor weitere
Versuche durchgefiihrt werden konnten. Als Medium wurde Wasser fiir In-
jektionszwecke (siRNA Versuche, Lyophilisate) und HBS pH 7,4 (mRNA,
Plasmid-DNA Versuche) eingesetzt. Komplexen mit nicht kovalent gekoppel-
tem INF7-Peptid wurde wie folgt hergestellt. Vor der Komplexierung mit
kationischen Polymeren wurde eine Mischung aus Plasmid-DNA und INF7-
Peptid unter Einsatz gleicher Stoffmengen an negativer Ladung im Plas-
mid und Peptid hergestellt (gleiche Volumina). Der Anteil an Peptid wurde
aufgrund der geringen Menge allerdings nicht in der Berechnung des N/P-
Verhiltnisses beriicksichtigt. Terndre Komplexe wurden durch Vorkomplexie-
rung der Plasmid-DNA oder Plasmid-DNA /INF7-Peptid Gemische mit dem
TAT; Peptid hergestellt (gleiche Volumina). Nach einer Inkubationszeit von
10 min erfolgte eine weitere Komplexierung mit dem kationischen Polymer
analog der oben beschriebenen Methode. Die Komplexe wurden fiir weitere
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10 min inkubiert.

Das N/P-Verhiltnis gibt den molaren Stoffmengenquotienten aus pro-
toniertem Stickstoffatom (N) der Polymerstruktur zum negativ geladenen
Phosphatatom (P) in der Nukleinsdure an. Mit Hilfe des N/P-Verhiltnisses
konnen biophysikalische Eigenschaften wie beispielsweise die Oberflichenla-
dung, die kolloidale Stabilitdt und infolgedessen die Transfektionsrate beein-
flusst werden. Je hoher das N/P-Verhiltnis, desto grofer ist die Menge an
kationischem Polymer, das fiir die Komplexierung der Nukleinsdure einge-
setzt wurde. Das N/P-Verhéltnis berechnet sich wie folgt:

N m(Polymer) M (Monomer Nukicinsure)

P M (M onomer poiymer) m(Nukleinsure)

Die Monomereinheit der Nukleinsduren wird durch ein Nukleotid be-
schrieben, welches im Falle der Plasmid-DNA eine molare Masse von 330 g/mol
und im Falle der mRNA von 340 g/mol besitzt.

Fiir die Berechnung des N/P-Verhiltnisses von PEI/Plasmid-DNA Poly-
plexe ergibt sich somit folgende Formel:

N m(PEI) 330 gmol~1

P~ 43,069 gmol-1 " m(DNA)

Fiir die Berechnung des N/ P-Verhiltnisses von P(DMAEMA-co-OEGMA)
/Plasmid-DNA Polyplexe ergibt sich somit folgende Formel:

N m(Polymer) " 330 gmol~1
P - M(MOHOmerkationisch) m(DNA)

2.8.2 Charakterisierung der Gentransferkomplexe
Bestimmung der Partikelgrofie und des Zeta-Potentials

Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der Polyplexe erfolgte
mittels Photonenkorrelationsspektroskopie in einer Halbmikro-Kiivette mit
600 pl Polyplex-Losung in bidestilliertem Wasser (0,02 ug/ ul pDNA), die
des Zeta-Potentials mittels elektrophoretischer Lichtstreuung in einer Makro-
Kiivette mit 1,6 ml Polyplex-Losung (0,02 beziehungsweise 0,1 pg/ pl pD-
NA). Folgende Einstellungen wurden verwendet: 5 Messungen (Grofenmes-
sung), b Léufe a 10 Zyklen pro Probe (Zeta-Potential); Viskositédt von Wasser
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(0,89 cP) beziehungsweise HBS (1,14 ¢P); Ref-Index 1,33; Dielektrizitdtskon-
stante 78,5; Temperatur 25°C. Die Berechnung des Zeta-Potentials erfolgte
nach Smoluchowski. Die Auswertung der Grofe erfolgte auf Basis der Das
Gerédt wurde mittels Polystyren-Latex-Partikeln mit einer Grofse von 92 nm
(Duke Scientific Cooperation, CA, USA) und der Zeta-Potentialreferenz Bl-
LC-ZRZ mit einer Ladung von +50 mV (Laborchemie, Wien, Osterreich) in
regelméfigen Abstinden iiberpriift.

Der Einfluss erhohter Salzkonzentration auf die Partikelstabilitédt, auch
als kolloidale Stabilitdt bezeichnet, wurde untersucht, indem Polyplexe in bi-
destilliertem Wasser generiert (siehe 2.8.1) und die Salzkonzentration vor der
Messung mit einer 10-fach konzentrierten HBS-Losung (10x) eingestellt wur-
de (finale Konzentration 1x). Die Partikelgrofse wurde anschliefend mittels
PCS iiber einen Zeitraum von 30 min alle 5 min vermessen.

Die Zeta-Potentiale der auf mRNA basierenden Polyplexe, sowie der Pep-
tid basierenden Polyplexe wurden mittels ELS an einem Zetasizer Nano ver-
messen, das neben einer hoheren Empfindlichkeit die Benutzung von Einweg-
kiivetten mit integrierter Elektrode erlaubte. Hierzu wurden 100 pl der Pro-
ben wie unter 2.8.1 beschrieben in HBS hergestellt (mnRNA Menge 5 ug) und
vor der Messung mit 1 mM NaCl Losung 1:10 verdiinnt. Folgende Messpara-
meter wurden verwendet: 10 bis 30 Léufe; Viskositét von Wasser (0,89 cP);
Ref-Index 1,33; Dielektrizitatskonstante 78,5; Temperatur 25°C.

Agarosegelelektrophorese

Durch Agarosegelelektrophorese lisst sich der Grad der Komplexierung der
Nukleinsdure (Plasmid-DNA, mRNA) in Polyplexen bestimmen. Hierzu wur-
den Polyplexe mit unterschiedlichen N/P-Verhéltnissen wie unter 2.8.1 be-
schrieben in HBS hergestellt, mit 6-fach konzentriertem Ladepuffer versetzt
und auf ein 0,8 %iges (Plasmid-DNA) beziehungsweise 1 %iges (mRNA) Aga-
rosegel versetzt mit Ethidiumbromid (10 pug/100 ul) aufgetragen. Bei den
Plasmid-DNA Proben wurde jeweils 100 ng pDNA, bei den mRNA Proben
400 ng aufgetragen, wobei fiir die mRNA Gelen soweit wie moglich unter
DNase freien Bedingungen gearbeitet wurde. Als Referenz wurde ein entspre-
chender Grofenmarker aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 125V
fiir circa 1,5h in 1x TAE-Puffer. Im Anschluss wurden die Banden der Nu-
kleinséure unter UV-Licht (360 nm) detektiert und mittels einer Gelkamera
aufgenommen.
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Im Agarosegel lésst sich eine unvollstindige Komplexierung durch freie
Nukleinsdure im Gel erkennen, wobei Polyplexe in der Geltasche verbleiben.
Ferner kann je nach Intensitit des Signals in der Geltasche ein Riickschluss
auf den Grad der Kondensation gezogen werden. Dabei gilt, je schwécher die
Bande, desto stiarker wird die Nukleinsdure vom kationischen Polymer kon-
densiert. Die Zugabe eines Polyanions (0,1 ug oder 0,4 ug Heparansulfat/ ug
pDNA und 0,05 pug oder 0,15 ug Heparansulfat/ g mRNA, Inkubationszeit
45 min) verdréngte die Nukleinsiure aus dem Komplex und ermdglichte eine
Integritatspriifung (Topologie, Abbau) der Nukleinsdure. Der Anteil unge-
bundener Nukleinsidure im Agarosegel konnte anschlieffend mit einer Software
(AIDA Image Analyzer Software, Raytest, Deutschland) quantifiziert werden.
Die Intensitdt der Kontrollbande (unkomplexierte Nukleinsdure) wurde als
100 % Wert verwendet.

Fluoreszenz-Quenching-Assay

Zur weiteren Charakterisierung der Komplexe wurde die Plasmid-DNA mit
einem bisinterkalierenden Fluoreszenz-Farbstoff TOTO-1 markiert (jedes
zwanzigste Basenpaar) (Rudolph et al., 2005), wobei die Interkalation des
Farbstoffes in die Doppelhelix der Plasmid-DNA generell zu einer 1000-fachen
Verstarkung der Fluoreszenzintensitit bei einer Wellenldnge von 535 nm ge-
geniiber dem freien Farbstoff fithrt. Durch anschlieffende Komplexierung mit
einem kationischen Polymer kommt es jedoch je nach Kondensierungsgrad der
pDNA zu einer Loschung der Fluoreszenz, dem sogenannten Quenching. Das
Ausmals des Quenchings ist somit ein Maf fiir den Komplexierungsgrad der
Plasmid-DNA, wobei die Fluoreszenzloschung umso stéirker ausgeprigt ist, je
stiarker die Plasmid-DNA kondensiert ist. Die Markierung der Plasmid-DNA
erfolgte durch Zugabe von 0,075 pul/ ug Plasmid-DNA einer TOTO-1-Losung
(5mg/ml) bei RT fiir 1h im Dunkeln. Anschlieflend wurden die Polyplexe
durch Zugabe gleicher Volumina an TOTO-1 markierter pDNA zur vorge-
legten Polymerlosung in einer 96-Well-Platte in HBS hergestellt (0,25 mug
pDNA/ 50 ul), fiir 20 min bei RT inkubiert und die Fluoreszenzintensitit (F)
bei einer Extinktionswellenlinge von 485 nm und einer Emissionswellenlénge
bei 535 nm in einem Fluoreszenz-Plattenleser (Wallac Victor?/ 1420 Multila-
bel Counter) vermessen. Der Grad der Fluoreszenzreduktion (Q) wurde wie
folgt bestimmt:

Q(%) _ FPolyple:ce - FHintergrund % 100 %
FDNA - FHintergrund
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Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Polyplexe wurden am Max
Plank Institut fiir biophysikalische Chemie in Gottingen sowie an der Uni-
versitdt Aarhus, Didnemark von Frau Dr. Monika M. Golas und Herrn Dr.
Bjorn Sander aus der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Holger Stark angefertigt.
Neben der Negativiarbung wurde eine native Kryopraparation durchgefiihrt.
Die Polyplexe wurden wie unter 2.8.1 beschrieben in HBS mit einer finalen
pDNA-Konzentration von 20 pug/ml bei einem N/P-Verhiltnis von 10 fiir br-
PEI und einem N/P-Verhéltnis von 20 fiir die P(DMAEMA-co-OEGMA)
Copolymere frisch hergestellt.

Fiir die Negativfarbung wurden 25 ul der Polyplexlosung auf einen mit
Kohle bedampften Kunststoftfilm (Tragerfilm) fiir 90 sec absorbiert. Fiir die
Kontrastierung mit 2 %iger Uranylformiat-Losung wurde nach dem Anheften
der Partikel an das Netzchen ein Teil der Probenfliissigkeit durch Kontrast-
mittel ersetzt und 2 min kontrastiert. Nach der Kontrastierung wurden die
Proben mit Hilfe eines zweiten perforierten Tréigerfilms aus der Farbelosung
entnommen (Valentine et al., 1968) und bei RT getrocknet. Die Negativ-
kontrastierung ermdoglicht eine kontrastreiche Abbildung kleiner Partikel wie
Polyplexe. Bei dieser Methode werden die Partikel durch Schwermetallsalze
wie Uran umbhiillt, wobei das Kontrastmittel nicht in hydrophile Bereiche der
Probe reagiert und das Wasser ersetzen kann. Da Schwermetalle eine Barriere
fiir Elektronenstrahlen darstellen, erscheinen diese Bereiche im Elektronen-
mikroskop mit negativem Kontrast, das heilkt die Probe hell vor dunklem
Untergrund (Hayat and Miller, 1990).

Zur Herstellung der nativen Kryopréparate wurden 5 pul der Polyplexlo-
sung auf einen perforierten mit Kohle bedampften Kunststofffilm (Trager-
film), der zur mechanischen Stabilisierung auf einen Metallnetz aufgebracht
war, aufgetragen. Anschlieffend wurde der Tragerfilm in fliissigem Ethan
schockgefroren und bis zur Aufnahme in fliissigem Stickstoff gelagert (Adrian
et al., 1984).

Die Auswertung erfolgte mit einem Transmissionselektronenmikroskop
CM200 FEG (Philips/FEI, Eindhoven, Niederlande) bei 160 kV, wobei die
Partikelgrofen im Anschluss mit Hilfe der Software EMMENU (TVIPS, Gau-
ting, Germany) vermessen wurden. Folgende Parameter wurden fiir die Auf-
nahme verwendet: RT (Negativkontrastierung) beziehungsweise unter fliissi-
gem Stickstoff (Kryopriaparate), Kryogefit (Gatan, Deutschland), Kamera
4k x 4k CCD (charge-coupled device; TVIPS, Gauting, Germany), 70.000-
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fache Vergrofserung.

Rasterkraftmikroskopie (engl. Atom Force Microscopy, AFM)

Die Polyplexe wurden wie unter 2.8.1 beschrieben mit einem N/P-Verhéltnis
von 10 fiir br-PEI und mit einem N/P-Verhéltnis 40 fiir P(DMAEMA-co-
OEGMA) Copolymere frisch hergestellt. Plasmid-DNA Komplexe wurde in
HBS mit einer finalen Konzentration von 0,02 ug/ml, mRNA Komplexe aus
Stabilitdtsgriinden unter RNAse freien Bedingungen in Wasser fiir Injekti-
onszwecke bei einer Konzentration von 0,01 ug/ml hergestellt. Nach einer
Inkubationszeit von 20 min bei RT wurden die Proben auf eine mit Glim-
mer beschichtete Oberfliche (Mica, Al-K-(Mg)-Silikate) aufgetropft und mit
Hilfe einer Heifluftpistole getrocknet. Die Probenvorbereitung und die Auf-
nahmen wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Schneider an der Uni-
versitat Saarbriicken durchgefiihrt. Verwendet wurde ein BioScope Raster-
kraftmikroskop (Veeco Instruments, Mannheim, Deutschland) ausgestattet
mit NanoScope IV Kontroller und SiO2 Tipps, v = kHz mit k~40 N/m (An-
fatec, Oelsnitz, Deutschland). Die Proben wurden im trockenen Zustand im
Tappingmodus aufgenommen.

2.8.3 In vitro Untersuchungen
In vitro Transfektionen

Zur Durchfiihrung von n wvitro Transfektionsstudien wurden 24h vor der
Transfektion je nach Zelltyp 20.000 -25.000 Zellen (96-Well-Platte) bezie-
hungsweise 90.000 bis 120.000 Zellen (24-Well-Platte) pro Well ausgesit,
wobei nur Zellen bis Passagen 20 fiir die Transfektion verwendet wurden.
Dies resultierte in einer Konfluenz von circa 70 % am Tag der Transfekti-
on. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium abgenommen, die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und 150 pl (96-Well-Platte) beziehungs-
weise 200 pl (24-Well-Platten) Medium ohne Serum vorgelegt. Fiir die Stu-
dien zur Freisetzung aus dem Endosom wurde dem Medium entsprechend
100 uM Chloroquin beziehungsweise 200 nM Bafilomycin zugesetzt. Im An-
schluss wurden 50 pl der Polyplexe, entsprechend einer Plasmid-DNA Menge
von 0,5 ug (96-Well-Platte) beziehungsweise 1pug (24-Well-Platte) auf das
vorgelegte Medium gegeben. Die Vergleichsstudien mit mRNA wurden mit
gleicher Anzahl an Genkopien durchgefiihrt, was einer Plasmid-DNA Menge
von 0,25 ug und einer mRNA Menge von 0,65 ug pro Well entsprach (24-
Well-Platte). Nach einer Inkubationszeit von 4h bei 37°C, 5% COy und
100 % Luftfeuchte wurden die Polyplexe abgenommen, die Zellen erneut ein-
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malig mit PBS gewaschen und durch serumhaltiges Medium mit Zusatz von
Antibiotika (Penicillin/Streptomycin 0,1 % (v/v); Gentamycin 0,5% (v/v))
ersetzt.

Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels Luziferaseaktivitits-
messung

Zur Untersuchung der Gentransfereffizienz chimérer Polymer-Polypeptid Kon-
jugate in wvitro wurde das Plasmid pCMVLuc verwendet, welches fiir das
Reporter-Gen Luziferase kodiert (siehe 2.5.1). Das Luziferase-Enzym kataly-
siert in einer ATP-abhéngigen Reaktion die oxidative Decarboxylierung des
Luziferins (Substrat) unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenlén-
ge von 562nm. Liegt ein Substratiiberschuss vor, so ist die Lichtemission
proportional zur Luziferasemenge (Abb. 2.12) (Viviani, 2002). Die Luzifera-
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Abbildung 2.12: Mechanismus der Photinus-Luziferase Reaktion

seaktivitdt wurde 24 h nach der Transfektion gemessen, indem die Zellen
einmal mit PBS gewaschen, pro Well mit 100 ul 1x Zelllysepuffer versetzt
und nach einer Inkubationszeit von 10 min bei RT fiir 60 sec geschiittelt wur-
den. Anschliefsend konnte zu einem Aliquot von 50 ul automatisch 100 pl
Luziferin-Substrat zu pipettiert und die Lichtemission iiber einen Zeitraum
von 5 sec in einem Plattenreader (Wallac Victor?/ 1420 Mulitlabel Counter)
vermessen werden, wobei vor Zugabe des Substrats der Hintergrund eben-
falls {iber den Zeitraum von 5sec bestimmt wurde. Die Luziferaseaktivitit,
gemessen als emittierte Photonen (engl. Relative Light Units, RLU)), wur-
den nach Hintergrundkorrektur iiber einen Zeitraum von 10sec integriert
und auf die Gesamtproteinmenge der Zellmasse bezogen. Das Gesamtprotein
wurde zuvor mittels eines Standard Protein Assays (Methode nach Biorad)
bestimmt.

Bestimmung der metabolischen Zellviabilitit

Die Zytotoxizitit der Polymere wurde mittels eines auf ATP (Adenosintri-
phosphat) basierenden Testassays (ATPlite, Perkin Elmer) untersucht. ATP
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dient als Marker fiir die akute Toxizitdt auf Zellebene, da die Zellviabili-
tat in allen metabolisch aktiven Zellen rapide abnimmt, sobald Zellen durch
Nekrose oder Apoptose absterben. Der Test bestimmt die Anzahl lebender
Zellen anhand der ATP-Konzentration und beruht auf der bereits in Ab-
bildung 2.12 beschriebenen Reaktion, wobei im Gegensatz zur Bestimmung
der Luziferaseaktivitit sowohl Luziferin als auch Luziferase den Proben zu-
gesetzt werden miissen. Aus der Reaktion geht hervor, dass die ATP-Menge
direkt proportional zum emittierten Licht ist. Mit einer Detektionsgrenze von
1.563 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte weist der verwendete Test dabei
eine extrem gute Sensitivitdt auf. Zur Durchfiihrung der Zytotoxizitatsmes-
sung wurden die Zellen analog Kapitel 2.8.3 in einer 96-Well-Platte ausgesat,
unmittelbar vor dem Versuch das Medium abgenommen, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und mit unterschiedlichen Konzentrationen an Polymer
(16-500 pg/ml), verdiinnt in serumhaltigem Medium, versetzt. Nach einer In-
kubationszeit von 24 h bei 37°C, 5% COs und 100 % Luftfeuchte wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 50 ul PBS
pro Well vorgelegt. Daraufhin konnte die Zellviabilitiat geméf den Angaben
des Herstellers bestimmt werden. Die Messung der Lumineszenz erfolgte in
einem Plattenreader (Wallac Victor?/ 1420 Mulitlabel Counter), wobei die
Lumineszenz unbehandelter Zellen als Referenzwert mit einer Viabilitdt von
100 % verwendet wurde.

Studien zur Aufnahme der Polyplexe in die Zelle

Untersuchungen zur Aufnahme der Polyplexe in die Zelle wurden mit fluo-
reszenzmarkiertem pCMVLuc Plasmid durchgefiihrt (siehe 2.8.2). Die Zellen
wurden analog Kapitel (2.8.3) in einer 24-Well-Platte ausgesiat und transfi-
ziert. Nach 1h Inkubationszeit bei 37°C wurden zwei unterschiedliche Me-
thoden angewandt, um zwischen extrazelluldr gebundenen Polyplexe und in-
trazelluldr aufgenommenen Polyplexen zu differenzieren.

Methode 1 bediente sich unterschiedlicher Waschpuffer. Werden die Zel-
len lediglich mit PBS gewaschen, so erhdlt man in der Summe extrazellu-
lar gebundene und intrazelluldr aufgenommene Polyplexe, wohingegen durch
das Waschen mit CellScrub” Puffer (15min, RT) extrazellulir gebundene
Partikel durch positiv geladene Molekiile im Waschpuffer verdrangt werden.
Nach dem Waschvorgang wurden die Zellen mittels Trypsin mit 0,05 % EDTA
(8 min, 37°C) von den Platten abgelost, in 400 ul Medium resuspendiert und
bis zur Messung auf Eis gelagert. In Methode 2 wurde die Fluoreszenz extra-
zelluldr gebundener Polyplexe mittels Trypanblau ausgeloscht (Trypanblau-
Quenching) (Hed et al., 1987; Innes and Ogden, 1999). Da der Farbstoff nicht
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in lebende Zellen eindringen kann, wurde lediglich die Fluoreszenz der extra-
zelluldr befindlichen Partikeln geloscht. Die Zellen wurden hierzu einmal mit
PBS gewaschen und direkt vor der Messung mit Trypanblau (0,15 mg/ml, pH
7,4) versetzt, wobei die Konzentration an Trypanblau und der pH-Wert der
Losung zuvor am Beispiel von P(DMAEMA)/pDNA Polyplexen optimiert
wurde (Hed et al., 1987).

Zuséatzlich wurde die Anzahl toter Zellen mittels Propidiumiodid be-
stimmt (3 pg/ml). Die Messung der Proben erfolgte fiir beide Methoden mit-
tels Durchflusszytometrie (FACScan ausgestattet einem 488 nm luftgekiihlten
Argon Ionenlaser) unter Verwendung folgender Parameter: mindestens 2.000
Zellen pro Replikat, Grofe der Zellen: Vorwértsstreulicht (engl. Forward An-
gle Light Scatter, FSC)), Granularitit: Seitwértsstreulicht (engl. Side Angle
Light Scatter, SSC), Filter 1 mit einer Emission von 530+30 nm zur Detekti-
on TOTO-1 positiver Zellen, Filter 2 mit einer Emission von 585442 nm zur
Detektion toter Zellen. Die Auswertung wurde mittels CellQuest 3.1 Softwa-
re (Becton Dickinson GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. In Abbildung 2.13
sind beide Methoden vergleichend dargestellt.

2.8.4 In vivo Untersuchungen

Die in vivo Applikation erfolgte iiber die intratracheale Route lokal in die
Lunge. Pro Gruppe wurden 5 weibliche Balb/c¢ Mause im Alter von 6-8 Wochen
(Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle, Frankreich) behandelt. Die Tiere wur-
den unter definiert pathogenfreien Bedingungen gehalten und mindestens
7 Tage an die Umgebung der Tierversuchsanstalt akklimatisiert. Die Durch-
fiihrung der Versuche erfolgte geméfs den Richtlinien des Deutschen Tier-
schutzgesetzes und unter Kontrolle der lokalen Ethikkommission. Die Nar-
kose wurde mittels antagonisierbarer Triple-Kombination (Medetomidin 0,5
mg/kg Korpergewicht (KG), Midazolam 5 mg/kg KG und Fentanyl 50 ug/kg
KQG) intraperitoneal (i.p.) eingeleitet und mit den entsprechenden Antago-
nisten (Atipamezol 2,5mg/kg KG, Flumazenil 0,5 mg/kg KG und Naloxon
1,2mg/kg KG) bei Bedarf beendet. Die Polyplexe wurden analog Kapitel
2.8.1 in HBS bei einem N/P-Verhiltnis von 10 beziehungsweise 20 fiir br-
PEI und P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymer (Forgua 33,3 % und 9 EG-
Einheiten) unter Verwendung von ccc pCpGLuc (siehe 2.5.1) hergestellt.

Die intratracheale Applikation erfolgte mittels Microspray® Aerosolizer.
Es wurden pro Maus 50 ul entsprechend einer Plasmid-DNA Menge von
12,5 pg appliziert. Vor der Applikation wurden die Mause narkotisiert und auf
einem Plattensystem (HalloWell EMC) so positioniert, dass die Intubation
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erleichtert wurde (Bivas-Benita et al., 2005). 5min nach erfolgter Applika-
tion wurde die Intubationskapillare entfernt, die Tiere nach weiteren 5 min
von der Fixierung befreit und die Narkose ausgeleitet.

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte durch Messung der Biolu-
mineszenz (Luziferase-Reaktion siche Kapitel 2.9) unter nicht-invasiven Be-
dingungen (IVIS® 100 Imaging System). Hierzu wurden die Tiere 24 h nach
der Applikation narkotisiert und das Substrat D-Luziferin (3 mg pro Maus)
i.p. injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 10 min erfolgte die Messung der
Biolumineszenz mittels IVIS® 100 Imaging System auf einer beheizten Plat-
te (37°C). Folgende Kameraeinstellungen wurden verwendet: Sichtfeld 10, f1
f-stop, high resolution binning, Belichtungszeit 10 min. Anschlieflend konnte
das Signal in der Lunge mit Hilfe der Living®Image Software Version 2.50
(Xenogen, Alameda, CA, USA) nach Hintergrundkorrektur quantifiziert wer-
den.

2.8.5 Bestimmung der Filmgiite in Abhangigkeit vom
Biomaterial und Losungsmittel

Um die Filmbildung in Abhéngigkeit vom verwendeten Losungsmittel und
dem Polymertyp nédher charakterisieren zu kénnen, wurden Spriihversuche
in Petrischalen durchgefiihrt. Hierzu wurde eine 10 %ige (m/v) Polymerlo-
sung im jeweiligen Losungsmittel hergestellt und jeweils 1 ml Polymerlosung
(Spritze 1) mit 1 ml Wasser fiir Injektionszwecke (Spritze 2) bei 1,5 bar ver-
spriiht. Eine Wartezeit von 5 min sollte eine vollstiandige Ausbildung der Ma-
trix ermoglichen. Fiir die visuelle Betrachtung der Matrix wurde die wéssrige
Phase mit Brillantblau G angefarbt und der Abstand zur Spriihfliche mit
11 cm eingestellt. Die weiteren Versuche wurden allerdings ohne Fixierung
durchgefiihrt, da dadurch ein homogenerer Film erzielt werden konnte.

Um die Matrixgiite besser beurteilen zu kénnen, wurde der Uberstand
abgenommen und in einer Vakuumanlage (Speed-Vac) bis zur Gewichtskon-
stanz getrocknet. Analog dazu wurde die Matrix in einer Gefriertrocknungs-
anlage ebenfalls bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, wodurch anschliefend
der prozentuale Anteil des Polymers im Uberstand (Verlust) und im Prizi-
pitat (Matrixgiite) bezogen auf die Gesamtmenge an eingesetzten Polymer
ermittelt werden konnte.
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2.8.6 Bestimmung der Gewebevertraglichkeit des Lo-
sungsmittels

Die Zytotoxizitit der Losungsmittel wurde mittels eines auf ATP-basierenden
Testassays (ATPlite, Perkin Elmer) bestimmt (siehe 2.8.3). Analog Kapitel
2.8.3 wurden 24 h vor dem Versuch Zellen in einer 96-Well-Platte ausgesit,
unmittelbar vor dem Versuch das Medium abgenommen, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und 50 ul serumhaltiges Medium mit Antibiotikazusatz
(Penicillin/Streptomycin 0,1 % (v/v); Gentamycin 0,5% (v/v)) vorgelegt.
Daraufhin wurde jeweils 50 pl unterschiedlicher Konzentrationen an Losungs-
mittel (16-500 pg/ pl), verdiinnt in Wasser fiir Injektionszwecke, zugegeben
und unterschiedlich lange bei 37°C, 5% CO5 und 100 % Luftfeuchte inku-
biert (15, 30, 60, 221, 360 und 640min). Nach der Inkubationszeit wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, 50 ul PBS
pro Well vorgelegt und die Zellviabilitit geméfs den Angaben des Herstellers
bestimmt. Die Messung der Lumineszenz erfolgte in einem Plattenreader
(Wallac Victor?/ 1420 Mulitlabel Counter), wobei die Lumineszenz unbe-
handelter Zellen (50 ul Wasser fiir Injektionszwecke) als Referenzwert mit
einer Viabilitdt von 100 % verwendet wurde. Fiir jeden Zeitpunkt wurde die
Konzentration des Losungsmittels gegen die gemessene Zellviabilitit (Mit-
telwerte + Standardabweichung aus n—=4 Ansitzen) aufgetragen und eine
nicht-lineare Standardfunktion angepasst:
max — min
1+ (ﬁ)Hilfslope

y = min +

Diese Funktion ergab fiir alle Losungsmittel eine gute Anpassung: Tetragly-
kol (R* = 0,9181-0,9900), Glycerolformal (R? = 0,9268-0,9945), Dimethyli-
sosorbid (R? = 0,9647-0,9894). Die LD50 Werte wurden den Schitzwerten
der geplotteten Regressionskurve entnommen. Es handelt sich dabei um die
Konzentration, bei der noch 50 % Zellviabilitat gemessen werden konnte.

2.8.7 Viskoelastische Eigenschaften in situ gebildeter
Filme

Um eine Vorstellung iiber die viskoelastischen Eigenschaften der Matrix zu
erhalten, wurden rheologische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Filme auf die Platte eines Rotationsviskosimeters (Physica MCR 301)
aufgespriiht und die Biomaterialien (Rhesomer® RG 504 H und 502 H) in
einem dynamischen Scherexperiment in Abhéngigkeit vom verwendeten Lo-
sungsmittel getestet. Hierbei wird eine harmonisch oszillierende Scherspan-
nung mit definierter Amplitude und Frequenz an eine Probe angelegt und
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die resultierende Scherverformung bestimmt, die durch zwei Antwortgrofen,
die Antwortamplitude und die Antwortfrequenz, auch Phasenverschiebung
genannt, charakterisiert ist. Beide Antwortgrofen kénnen mathematisch in
das Speichermodul G* und Verlustmodul G*“ umgeformt werden, wobei das
Speichermodul den gespeicherten und somit wiederverwertbaren Anteil der
eingebrachten Bewegungs- beziehungsweise Verformungsenergie kennzeichnet
(elastischer Anteil) und das Verlustmodul, ein Maf fiir die pro Schwingung in
Wirme abgegebene Energie und somit und somit verlorenen Anteil darstellt
(reibungsbehafteter Anteil).

2.8.8 Herstellung und Charakterisierung pulverformi-
ger Polyplexe

Die Polyplexe wurden unter Verwendung von pCMVLuc und 1-PEI bei einem
N/P-Verhiltnis von 10 analog Kapitel 2.8.1 in Wasser fiir Injektionszwe-
cke hergestellt. Zur Testung unterschiedlicher kryoprotektiver Stoffe wurden
die Polyplexe nach der Inkubationszeit mit einer 20 %ige (m/v) Saccharose-
Losung, einer 20 %ige (m/v) Mannose-Losung oder einer 4 %ige (m/v) Dex-
tran 5.000 Losung 1:2 verdiinnt, gemischt und aliquotiert. Diese konnten
anschliefsend in Stickstoff schockgefroren und circa 24 h bei maximaler Leis-
tung in der Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert werden. Die Lyophilisate
wurden zu einer finalen Konzentration von 0,02 ug/ ul (gleiche Ausgangskon-
zentration) in dem jeweiligen Medium resuspendiert und eine Transfektion
auf BEAS-2B Zellen in 96-Well-Platten analog Kapitel 2.8.3 durchgefiihrt.

Um in spateren Versuchen grofsere Mengen handhaben zu kénnen, wurde
Saccharose in Pulverform nach einer Inkubationszeit von 10 min zugegeben
und die Komplexe weitere 10 min inkubiert, wobei vor und nach Zugabe von
Saccharose die Partikelgrofe mittels PCS (siehe 2.8.2) kontrolliert wurde.
Nach Lyophilisation konnte das Pulver in einem Morser mit Pistill homoge-
nisiert und anschlieffend mittels Homogenisator, einem zylindrischen Glasge-
faf mit Glas-Pistill (Schiitt Labortechnik, Deutschland), oder mittels Ultra-
Turrax® (Stufe 3, 14 sec) in der PLGA-Losung suspendiert werden. Alterna-
tiv dazu wurde das Pulver direkt oder vorher mittels Morser homogenisiert
in Wasser fiir Injektionszwecke resuspendiert. Die Gelelektrophorese wurde
analog Kapitel 2.8.2 unter Zugabe von Heparansulfat durchgefiihrt. Die Ly-
ophilisate wurden zu einer finalen Konzentration von 0,02 ug/ ul in dem je-
weiligen Medium resuspendiert, eine Transfektion auf BEAS-2B Zellen oder
A549 Zellen in 24-Well-Platten analog Kapitel 2.8.3 und eine Gelelektropho-
rese analog Kapitel 2.8.2 unter Zugabe von Heparansulfat durchgefiihrt.
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2.8.9 Versuche zur Bestimmung der Freisetzungskinetik
aus in situ gebildeten Filmen

Die Versuche zur Ermittlung der Freisetzungskinetik wurden in verschliefs-
baren Petrischalen (Petri dishes without absorbent 50x9mm, PAIll) bei 37°C
unter stindigem Schiitteln im einem Inkubator durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Proben analog Kapitel 2.8.5 mit Wasser fiir Injektionszwecke verspriiht.
Lyophilisierte I-PEI/pCMVLuc Komplexe (IN/P-Verhiltnis 10, 10 %ige Sac-
charose, 25 ug pPDNA /Ansatz) wurden in homogenisierter Form (Morser und
Pistill) zuvor in der PLGA-Losung dispergiert oder in der Wasserphase re-
suspendiert (siche Kapitel 2.8.8). Als Kontrolle wurde Wasser fiir Injektions-
zwecke eingesetzt. Nach dem Spriihen wurde 5min gewartet, der Uberstand
abgenommen (0 h-Wert) und 1 ml PBS zugegeben und in regelméfigem Ab-
stand kompletten ausgetauscht, wobei die Proben bis zur Analyse bei -20 °C
gelagert wurden.

Die Quantifizierung der freigesetzten Plasmid-DNA aus der in situ ge-
formten Matrix erfolgte photometrisch. Vor der Vermessung wurden die Pro-
ben mit Chloroform ausgeschiittelt (1ml, 400g, RT, 10min), um PLGA
Abbauprodukte abzutrennen, die bei einer photometrischen Quantifizierung
storen wiirden (Csaba et al., 2005). Die Proben wurden anschlieffend pho-
tometrisch bei 260nm vermessen (Nanodrop-1000). Im Vorfeld wurden 1-
PEI/pDNA Polyplexe (pDNA-Konzentration 100 pug/ml) in Wasser fiir In-
jektionszwecke hergestellt (siche 2.8.1) und eine Standardreihe durch seriel-
les Verdiinnen mit PBS an 5 individuellen Tagen bei 260 nm ermittelt (Abb.
2.14), an Hand derer anschlieftend die Konzentration an freigesetzter komple-
xierter Plasmid-DNA berechnet werden konnte. Als Kontrolle wurden unbe-
ladene Filme untersucht (Hintergrundkorrektur), kleine Abweichungen in den
Volumina wurden durch Auswaage der Proben iiber die Dichte von Wasser
beriicksichtigt.

2.8.10 Durchfiihrung der in vitro Spriihversuche

L-PEI/Plasmid-DNA Polyplexe (N/P-Verhéltnis 10, 100 ug pDNA/ Ansatz)
wurden analog Kapitel 2.8.5 formuliert, mit 10 % Saccharose lyophilisiert und
mittels Morser und Pistill homogenisiert, wodurch diese nach Gewicht do-
siert und entweder in einer steril filtrierten PLGA-L6sung dispergiert oder in
der Wasserphase (Wasser fiir Injektionszwecke) resuspendiert werden konn-
ten (siehe 2.8.8). Wasser fiir Injektionszwecke ohne Zusétze wurde als Nega-
tivkontrolle eingesetzt. Als Plasmid-DNA wurde pMetLuc und pCMV-tPA-
IRES-Luc in gleichem Verhéltnis verwendet.
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Abbildung 2.14: Verdiinnungsreihe von I-PEI/pDNA Polyplexen in PBS

3 Tage vor Beginn der Versuche wurden Met5A Zellen auf hingenden
Einsitzen (1 pm PET Millicell) mit einer Polyethylene terephthalate (PET)
Membran ausgesit, die eine lichtmikroskopische Kontrolle der Zellen ermég-
lichten. Jeweils 1,5 ml Zellkulturmedium wurde vorgelegt, die Einsitze 2 min
darin dquilibriert und anschliefend 250.000 Zellen pro Well in 1,5 ml Medium
auf der Membran ausgesit. Vor dem Versuch wurde das Medium abgenom-
men, einmal mit PBS gewaschen und die Proben analog Kapitel 2.8.5 auf die
Zellen aufgespriiht. Die Probenentnahme erfolgte zu Beginn téglich, spater
alle zwei bis drei Tage, wobei das Medium komplett gewechselt, die Pro-
ben sofort auf Eis gestellt und bei -80°C bis zur analytischen Bestimmung
gelagert wurden.

2.8.11 Bestimmung der Transfektionseffizienz iiber die
Expression der Metridialuziferase

Erste in vitro Sprithversuche wurden mit einer Mischung aus I-PEI/pMetLuc
und I-PEI/pIRES-Luc-tPA Polyplexen durchgefiihrt. Das pMetLuc Plasmid
kodiert fiir ein von der Zelle sezerniertes Luziferase-Enzym, die Metridialuzi-
ferase, und ermoglichte daher die Messung der Gentransfereffizienz iiber die
Enzymexpression im Uberstand der Proben. Analog Kapitel 2.8.3 katalysiert
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die Luziferase die oxidative Decarboxylierung des Luziferins, in diesem Fall
Coelenterazin, unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenldnge von
482 nm. Zu ausgewahlten Probenzeitpunkten wurden Proben mittels Ready-
To-Glow Automation Kit (Clontech, A Takara Bio Company, Frankreich)
untersucht, indem diese auf Eis aufgetaut und die Lichtemission iiber einen
Zeitraum von 5 sec ohne vorheriges Verdiinnen gemaf den Angaben des Her-
stellers in einem Plattenreader (Wallac Victor?/ 1420 Mulitlabel Counter)
vermessen wurden. Vor Zugabe des Substrats wurde der Hintergrund eben-
falls {iber den Zeitraum von 5sec bestimmt, so dass die Luziferaseaktivitit
(RLU Werte) nach Hintergrundkorrektur iiber einen Zeitraum von 10 sec in-
tegriert und die jeweiligen Negativkontrollen von den Werten subtrahiert
werden konnte. Unbehandelte Zellen dienten dabei als Negativkontrolle fiir
die Bolusgabe (Einmalapplikation der kompletten pDNA Menge in Wasser
fiir Injektionszwecke) und unbeladene Filme wurden als Negativkontrolle fiir
die Matrixsysteme verwendet.

2.8.12 Bestimmung der Gesamtgewebeplasminogen
Konzentration mittels ELISA

Als Zusatz zu Kapitel 2.8.11 wurde die Gesamtgewebeplasminogen-Konzen-
tration in ausgewihlten Proben mittels Antigenassays (engl. Enzyme Lin-
ked Immunofluoreszenz Polymerisation, ELISA) im Uberstand der Zellen
bestimmt (Human tPA Total Antigenassays, Innovative Research, Dunn La-
bortechnik GmbH, Deutschland), wobei mit dem eingesetzten Assay neben
freiem und somit aktivem tPA auch die latente und an den Inhibitor ge-
bundene Form detektiert wurde. Da es sich um Uberstinde aus der Zellkul-
tur handelte, wurde der Standard analog den Proben in Zellkulturmedium
der verwendeten Zellen ohne FCS verdiinnt. Die Positivkontrolle (Bolusga-
be) wurde wie folgt verdiinnt: 1:50 (48 h, 9 d), 1:10 (16, 23 und 29 d). Die
Proben aus dem inneren Kompartiment wurden aufgefiillt (30 ul Probe ad
100 pl), wohingegen die Proben aus dem duferen Kompartiment unverdiinnt
analysiert wurden. Der Assay wurde gemifs den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt und die Absorption bei 450 nm iiber einen Zeitraum von 0,1 sec
in einem Plattenreader (Wallac Victor?/ 1420 Mulitlabel Counter) gemessen.
Die Standardkurve ist in Abbildung 2.15 dargestellt. Die Negativkontrollen
wurden analog Kapitel 2.8.11 verwendet.

2.8.13 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Nach Beendigung des Versuchs wurde das Medium entnommen und die in
der Matrix verbliebene Plasmid-DNA mit Propidiumiodid angefiarbt. Hier-
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Abbildung 2.15: Standardkurve des humanen tPA-Antigenassays

zu wurde die Matrix mit Propidiumiodid in einer 1:10 Verdiinnung in PBS
10min bei RT inkubiert, vor der Aufnahme erneut mit PBS gewaschen
und mit einem Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert 135, Carl Zeiss, Jena, 10x
Objektiv) Bilder aufgenommen. Die Anregung von Propidiumiodid erfolgte
bei 470£20 nm, wohingegen die Emission bei 540425 nm detektiert wurde.
Fiir die Auswertung wurde die Software Axiovision LE 4.5 verwendet.

2.8.14 Kotransfektion von siRNA und Plasmid-DNA
und Bestimmung des tPA /PAI-1-Verhéiltnis mit-
tels Western Blot

Die Transfektion erfolgte analog Kapitel 2.8.3 in 24-Well-Platten mit eini-
gen Besonderheiten. Es wurden jeweils 750 ng Plasmid-DNA und 30 pmol
siRNA komplexiert mit I-PEIL bei einem N/P-Verhiltnis von 10 (bezogen
auf die Plasmid-DNA Menge) eingesetzt. Der Wechsel des Mediums erfolg-
te nach 6h. Die Proteine, der gewebespezifische Plasminogenaktivator und
der Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (engl. Tissue Plasminogen Acti-
vator Inhibitor 1, PAI-1), wurden nach der Transfektion mittels Western
Blot analysiert. Da es sich um sezernierte Proteine handelte, konnten diese
im Uberstand der Zellen nachgewiesen werden, so dass zu unterschiedlichen
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Zeitpunkten jeweils 20 ul des Uberstands der Zellen entnommen, die Proben
pro Ansatz (n=3) gepoolt und bei 14.000 rcf und 4°C fiir 10 min zentrifugiert
wurden, um tote Zellen abzutrennen. Die Proben wurden stets auf Eis gela-
gert und bis zur endgiiltigen Analyse bei -20°C eingefroren.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte entsprechend ihrer Molekiilmasse
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Zusammen-
setzung aller verwendeten Puffer ist im Kapitel 2.3 zusammengestellt. Um
Sekundéar- und Tertidrstrukturen der Proteine zu zerstoren, wurden die An-
satze (3,75 ul Probe, 15 ul 1x Auftragspuffer (Western Blot) ad 60 ul Wasser
fiir Injektionszwecke) zuvor fiir 5 min bei 95°C denaturiert, jeweils 20 pl mit-
tels Elektrophorese auf einem 7,5 %igem Tris-HCI Gel (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Deutschland) aufgetrennt und mittels Elektrotransfer (1h, 200 mA,
Transferpuffer) auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran iibertra-
gen. Nach dem Blotten wurde die Membran zum Zwecke der Inkubation mit
verschiedenen Primérantikérpern bei 50 kDa geschnitten (Grofenstandard,
Precision Plus Protein Standards) und unspezifische Proteinbindungsstellen
in einem Absidttigungspuffer fiir 1h bei RT unter leichtem Schiitteln blo-
ckiert. Die Inkubation mit den Priméarantikorpern erfolgte iiber Nacht bei
4°C unter leichtem Schiitteln (Maus-Anti-alpha-Aktin 1:15.000, Maus-anti-
huPAI-1 monoklonal 1:200, Maus-anti-hutPA monoklonal 1:400 in 1:10 ver-
diinntem Abséttigungspuffer). Zur Detektion wurde der sekundire Antikor-
per (Ziege-anti-Maus HRP-konjugiert) in einer 1:10.000 Verdiinnung (tPA,
PAI-1 ) beziehungsweise in einer 1:20.000 Verdiinnung (Aktin) eingesetzt
und die Membran fiir 1,5h bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert. An-
schliefend konnten die markierten Proteine mittels ECL-Chemilumineszenz
(Amersham Bioscience, USA) auf einem Film detektiert und zur Quantifizie-
rung mittels Image J Basics Version 1.38 analysiert werden. Die Normalisie-
rung erfolgte iiber die Aktinbande der unbehandelten Zellen.

2.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind, falls nichts anderes angeben, als Mittelwerte + Stan-
dardabweichungen dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede wurden
mit Hilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. Statistische Signifikanz wurde
bei bei v = 0,05 (*) beziehungsweise bei a = 0,01 (**) angenommen.



Kapitel 3

Charakterisierung
makromolekularer chimarer
Polymer-Peptid-Konjugate als
Genvektoren fur den nicht-viralen
Gentransfer

3.1 Design und Synthese der P(DMAEMA-co-
OEGMA) Copolymere

Eine Serie mafsgeschneiderter Copolymere auf Methacrylat-Basis wurde mit-
tels ATRP unter ausgewihlten Bedingungen synthetisiert. Diese Copolymere
zeichneten sich durch eine definierte Zusammensetzung mit bekannter Mo-
lekiilmasse und enger Molekiilmassenverteilung aus und lieferten daher eine
gute Basis fiir die Anwendung als nicht-virale Gentransfervehikel. Im De-
tail bestanden die Polymere aus zwei Monomerbausteinen, dem kationischen
Anteil 2-Dimethylaminoethylmethacrylat (DMAEMA), der fiir die Komple-
xierung mit der Nukleinsdure verantwortlich war, und einem variablen EG-
Anteil, dem Oligo(ethylenglykol)methacrylat (OEGMA) (Abb. 3.1 (a), (b)).
Durch die Einfiihrung des variablen EG-Anteils konnte die Wasserloslichkeit
der Polymere deutlich verbessert werden. Dariiber hinaus sollte die Stabilitit
der Polyplexe im wéssrigen System erhoht, die Biokompatibilitit verbessert
und die Plasmahalbwertszeit nach i.v. Applikation verldngert werden, um
in der Folge eine hohere Gentransfereffizienz zu erreichen. Mittels einfacher
Click-Chemie war es nachtriglich moglich, die Copolymere durch Kopplung
mit Peptiden zu funktionalisieren und dadurch chimére Polymer-Polypeptid-

83



84 Kapitel 3. Chimérer Polymer-Peptid-Konjugate als Genvektoren

120-x X
b o7 9" o
50’5.:-::.:.01000..#.... H '—g
+ 4 - + | | ;
Polykation Oligoethylenglykol / \ n\_|_1

(a) Schematische Darstellung (b) Strukturformel

Abbildung 3.1: Pfropfcopolymere auf Methacrylat-Basis

Konjugate zu generieren (siche Kapitel 1.4.4).

3.2 Einfluss der PEGylierung auf die biophysi-
kalischen Eigenschaften der Polyplexe mit
Plasmid-DNA

3.2.1 Komplexierung von Plasmid-DNA

Die Komplexbildungseigenschaften der Copolymere mit Plasmid-DNA wur-
den mittels Gelelektrophorese untersucht. Ferner wurde der Einfluss der Oligo-
ethylenglykol-(OEG)-Einheiten auf die Polyplexbildung herausgearbeitet. Das
Komplexierungsverhalten bei verschiedenen N/P- Verhiltnissen ist in Ab-
bildung 3.2 (a), (b) dargestellt. Als Vergleichsstandards wurden br-PEI und
P(DMAEMA) untersucht. Beide Polymere zeigten bei allen getesteten N/ P-
Verhiltnissen eine vollstindige Komplexierung der Plasmid-DNA, wobei im
Falle von br-PEI eine derartig starke Kondensierung der pDNA vorlag, so
dass eine Interkalation von Ethidiumbromid nur geringfiigig moglich war. Im
Vergleich dazu zeigten P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere mit steigen-
dem PEGylierungsgrad ein reduziertes Komplexierungsverhalten. Wahrend
bei niedrigem OEG-Anteil (Fopapua < 50 % und 9 EG-Gehalt) und hohe-
rem N/P- Verhéltnis die Plasmid-DNA vollstandig komplexiert wurde, war
das Komplexierungsverhalten fiir Copolymere mit hoherem PEGylierungs-
grad (Fopgma> 50 % oder EG-Einheiten > 9) unabhingig vom getesteten
N/ P-Verhiltnis unzureichend, so dass ungebundene pDNA im Gel zu er-
kennen war. Eine Quantifizierung der ungebundenen Plasmid-DNA im Gel
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Polymer ‘ # EG-Einheiten | Fopama% | rel. Fluoreszenz %
P(DMAEMA) 0 0 66 + 2
P[DMAEMA go-co-OEGMA(9)30] 9 25 82 + 4
P[DMAEMA 30-co-OEGMA(9)0] 9 75 107 £ 3
P[DMAEMA go-co-OEGMA (45)30] 45 25 108 + 11
Br-PEI 25 kDa 0 0 14 + 4

Tabelle 3.1: Fluoreszenz-Quenching-Assay: Ausmaf der Fluoreszenzloschung von TOTO-1
gelabelter pDNA nach Komplexierung mit P(DMAEMA-co-OEGMA) Copo-
Iymeren bei einem N/P-Verhiltnis von 20. Als Vergleich wurde br-PEI bei
einem N/P-Verhéltnis von 10 untersucht. Die relativen Fluoreszenzintensiti-
ten gegeniiber unkomplexierter pDNA sind als Mittelwerte = Standardabwei-
chung angegeben.

ermoglichte eine bessere Diskriminierung zwischen den verschiedenen PEGy-
lierungsgraden (Abb. 3.2 (c¢), (d)). Die Daten bestitigen den visuell erkenn-
baren Trend und zeigten einen drastischen Anstieg auf iiber 50 % ungebun-
dener Plasmid-DNA bei steigendem OEG-Anteil (Fogpgnma> 25 % oder EG-
Gehalt > 23). Uberraschenderweise war bei einem OEGMA-Gehalt von 25 %
kein Unterschied zwischen einem Oligomerisierungsgrad von 9 und 23 EG-
Einheiten in der Seitenkette zu erkennen.

Die Starke der Komplexbildung wurde dariiber hinaus mit einer fluores-
zenzbasierten Methode untersucht, indem die pDNA mit einem bisinterkalie-
renden Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde. Es ist bekannt, dass dieser nach
Interkalation eine 1000-fach hohere Fluoreszenzintensitiat aufweist. Wird die
pDNA anschlieffend mit einem kationischen Polymer komplexiert, kommt es
je nach Stirke der Komplexierung zu einer Ausloschung der Fluoreszenz,
dem sogenannten Quenching. In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse einiger aus-
gewahlter Polymere dargestellt. Die guten Komplexierungseigenschaften von
br-PEI, die bereits mittels Gelelektrophorese deutlich wurden, konnten be-
statigt werden. Wahrend br-PEI zu einer Reduktion der Fluoreszenz auf 14 %
fithrte, zeigte das Homopolymer P(DMAEMA) mit 66 % relativer Fluores-
zenz bereits eine moderate Fluoreszenzloschung, die mit steigendem PEGy-
lierungsgrad weiter abnahm. Diese extrem groflen Unterschiede im Quen-
ching der Polymere auf Methacrylat-Basis im Vergleich zu br-PEI deuteten
auf eine unterschiedliche Struktur der gebildeten Komplexe hin. Aufschluss
hieriiber sollten Untersuchungen zur Bestimmung der Partikelgrofe und des
Zeta-Potentials sowie elektronenmikroskopische Aufnahmen geben.
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brPEI P(DMAEMA) 33 % OEGMA*** 25% OEGMA *** 17% OEGMA *** 8% OEGMA ***

N/P Verhdltnis 1.25 2.5 5 10 1.25 2,5 5 10 1.25 25 5 10 125 25 5 10 1.25 25 5 10 1.25 25 5 10 +

10kb —

4kb —
3kb —

(a) Komplexierung als Funktion des OEGMA-Gehaltes mit 45(***) EG-Einheiten in
der Seitenkette

75% OEGMA* 50% OEGMA*  25% OEGMA** 25% OEGMA* 33 % OEGMA* 17 % OEGMA*

N/P Verhiltnis 125 25 5 10 1.25 25 5 10 1.25 25 5 10 125 25 5 10 1.25 25 5 10 1.25 25 5 10 +

10kb —

4kb —
3kb —

(b) Komplexierung als Funktion des OEGMA-Gehaltes mit 9(*) und 23 (**) EG-
Einheiten in der Seitenkette
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Abbildung 3.2: Elektrophoretische Mobilitédt von P(DMAEMA-co-OEGMA)/ pDNA Po-
lyplexen getestet bei unterschiedlichen N /P-Verhéltnissen. Als Vergleichs-
standards wurden br-PEI und P(DMAEMA) sowie unkomplexierte pDNA
(+) untersucht (a, b). Quantitative Auswertung ungebundener Plasimid-
DNA in Abhingigkeit vom OEGMA Gehalt (c) und dem Oligomerisie-
rungsgrad der EG-Einheiten (d) im OEGMA-Monomer.
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3.2.2 Partikelgrofie und Zeta-Potential

Die Partikelgrofe und das Zeta-Potential der Polyplexe sind entscheiden-
de Faktoren fiir die in wvitro und in vivo Gentransfereffizienz von Komple-
xen, wobei gezeigt werden konnte, dass positiv geladene Polyplexe mit ei-
ner Grofe von maximal 200 nm gute Gentransfereffizienz aufweisen.Der Ein-
fluss des PEGylierungsgrades auf die Grofe und die Oberflichenladung von
P(DMAEMA-co-OEGMA) /pDNA Polyplexen wurde unter Verwendung ei-
nes festen N/P-Verhiltnisses untersucht. In Abbildung 3.3 wird der Ein-
fluss des EG-Anteils im Copolymer (Forguma, MW opayma = EG-Einheiten/
OEGMA-Monomer) auf die biophysikalischen Eigenschaften wie die Partikel-
grofe und das Zeta-Potential der Polyplexe deutlich. Priméar konnte eine Re-
duktion des hydrodynamischen Durchmessers mit steigendem PEGylierungs-
grad beobachten werden, wobei ein Minimum von 11540,6nm bei Fopgya=
25 % und 9 EG-Einheiten in der Seitenkette erreicht werden konnte. Die Na-
nopartikel zeigten dabei eine enge Partikelgrofenverteilung mit einem Polydi-
spersitatsindex (PI) von 0,3 und kleiner (0,167+0,085 bis 0,334 £0,063). Ein-
zige Ausnahme bildete das Polymer PIDMAEMA gp-co-OEGMA(9)3] mit
einem PI von 0,67740,241. Eine Erhohung des PEGylierungsgrades durch
Erh6hung des OEGMA-Anteils sowie durch Erhohung des Oligomerisierungs-
grades der EG-Einheiten fiihrte zu einer erneuten Zunahme der Partikelgro-
fse. Eine reduzierte Bindungsstirke zwischen Plasmid-DNA und Trigersys-
tem und ein damit verbundener Verlust der kompakten sphérischen Form
der Polyplexe bei hoherem PEGylierungsgrad wurden als Ursache vermutet
(Petersen et al., 2002a).

Die Messung des Zeta-Potentials zeigte ebenfalls einen klaren Trend (Abb.
3.3). Mit steigender PEGylierung kam es zu einer deutlichen Abschirmung
der Partikeloberfliche, so dass das Zeta-Potential der Polyplexe mit hohe-
rem OEG-Anteil nahe des isolelektrischen Punktes lag (Forgua > 50, Abb.
3.3 (a)). Im Vergleich dazu wurde ein Zeta-Potential von +25mV fiir das
Homopolymer P(DMAEMA) bestimmt, was den in der Literatur beschrie-
benen Werten entsprach (Cherng et al., 1996; van de Wetering et al., 1998).
Zu beachten gilt dabei allerdings, dass die Messungen in Wasser fiir Injekti-
onszwecke durchgefithrt wurden. Daher sind fiir Partikel, die in Medien mit
héherer Ionenstirke wie HBS generiert werden, etwas geringere Werte zu er-
warten als in Abbildung 3.3 dargestellt. Eine weitere Erh6hung des Oligome-
risierungsgrades der EG-Einheiten (EG-Einheiten 23 oder 45) fiihrte ferner
zu einer negativen Oberflichenladung (Abb. 3.3 (b)). Vermutet wird in die-
sem Zusammenhang eine ,Core-Shell-Corona“-artige Partikelstruktur, die aus
einem Kern aus pDNA und dem kationischem Polymeranteil P(DMAEMA)
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umhiillt von einer EG-Schale aufgebaut ist und zu einer Abschirmung der po-
sitiven Nettoladung des Kerns fiihrt. Bei hohen PEGylierungsgraden scheint
es jedoch zu einen Verlust der kompakten Struktur zu kommen, so dass
pDNA Molekiilen an der Oberfliche zugénglich werden.

3.2.3 Kolloidale Stabilitat der Polyplexe

Die Stabilitdt der Polyplexe in Losung bei Verwendung hoher Nukleinsdure-
Konzentrationen ist eine wesentliche Voraussetzung fiir eine erfolgreiche in
vivo Anwendung. Die auf P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymeren basieren-
den Polyplexe erwiesen sich in isotonischer Salzlosung (HBS, pH 7.4) als kine-
tisch stabil. Eine Zunahme der Partikelgrofe bei geringem PI (0,123 £ 0,006
bis 0,3624+0,009) konnte iiber einen Zeitraum von 30 min unabhéngig vom
PEGylierungsgrad nicht beobachtet werden (Abb. 3.4).Im Gegensatz dazu
zeigten Polyplexe, die mit dem unpegylierten Homopolymer P(DMAEMA)
generiert wurden, starkes Aggregationsverhalten und fiithrten nach 30 min zu
Partikeln mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 600 nm bei enger
Partikelgrofenverteilung (PI 0,087 £ 0,033). Die gute kolloidale Stabilitét
der Copolymere im Vergleich zum Homopolymer ist im Wesentlichen auf die
Einfiihrung hydrophiler, ungeladener OEG-Segmente in der Polymerstruk-
tur zuriickzufithren. Diese tragen zu einer sterischen Stabilisierung der Par-
tikel bei. So gelang es bei einer pPDNA-Konzentration von 1mg/ml stabile
Komplexe mit P(DMAEMA-co-OEGMA) herzustellen, wohingegen dies fiir
P(DMAEMA) nicht méglich war. Eine Studie mit Polymethacrylaten hatte
in diesem Zusammenhang gezeigt, dass es bis zu einer pDNA-Konzentration
von 40 pug/ml moglich war, stabile Komplexe in physiologischem pH-Wert
herzustellen. Stabile Polyplexe bei hoheren pDNA-Konzentrationen von bis
zu 200 pg/ml kénnten nur durch pH-Erniedrigung oder in Anwesenheit eines
Schutzkolloids wie Saccharose bei gleichzeitig geringer lonenkonzentration im
verwendeten Medium erzielt werden (Cherng et al., 1999a; Rungsardthong
et al., 2003).

3.2.4 Morphologie der Polyplexe

Ergédnzend zu den biophysikalischen Untersuchungen wurden Grofe, Disper-
sitdit und Morphologie der Polyplexe mittels Elektronenmikroskopie unter-
sucht. Neben der iiblichen Negativkontrastierung bei RT wurden die Proben
zusdtzlich nach nativer Kryopriaparation aufgenommen, wobei beide Metho-
den zu identischen Ergebnissen fithrten. In Ubereinstimmung mit den Licht-
streumessungen konnte fiir das Homopolymer P(DMAEMA) starke Agglo-
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Abbildung 3.3: Physikalische Eigenschaften der Polyplexe basierend auf P(DMAEMA-co-
OEGMA) Copolymeren und pCMVLuc in Abhéngigkeit vom PEGylie-
rungsgrad. Die Polyplexe wurden in destilliertem Wasser mit einem N/P-
Verhéltnis von 20 und einer pDNA-Konzentration von 20 ug/ml generiert.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte £ Standardabweichung des Mittelwer-
tes angegeben.
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Abbildung 3.4: Kolloidale Stabilitit der Polyplexen basierend auf P(DMAEMA-co-
OEGMA) Copolymeren und pCMVLuc in Abhédngigkeit vom PEGylie-
rungsgrad. Die Polyplexe wurden in destilliertem Wasser mit einem N/P-
Verhiltnis von 20 und einer pDNA-Konzentration von 20 ug/ml generiert
und die Partikelgrofe iiber einen Zeitraum von 30 min in isotoner SalzlG-
sung ermittelt.
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meratbildung nachgewiesen werden. Die Agglomerate zeichneten sich durch
eine kompakte sphérischer Form und eine stark schwankende Partikelgro-
fse, im Mittelwert von ungefihr 600 nm, aus (Abb. 3.5 A). Die Einfiihrung
von OEG-Einheiten iiber das OEGMA-Monomer fiihrte zu einer Reduktion
der Partikelgrofe auf 100-200 nm (Abb. 3.5 B, E), die allerdings bei hohe-
ren PEGylierungsgraden mit einem Verlust der sphérischen Partikelstruk-
tur einherging. Eine Veranderung der Partikelstruktur gegeniiber den nicht
pegylierten Homopolymeren brPEI und P(DMAEMA) hatte sich bereits im
Vorfeld durch reduziertes Quenching (siehe Kapitel 3.2.1), steigender Parti-
kelgrofe und negativem Zeta-Potential (siehe Kapitel 3.2.2) angedeutet. Mit
steigendem PEGylierungsgrad wurden Partikel mit ellipsoid bis schlauchfor-
miger (toroidal) Struktur beobachtet (Abb. 3.5 B, C), wobei neben Poly-
plexen zunehmend unkomplexierte pDNA erkennbar war. Diese nahm mit
zunehmenden PEGylierungsgrad weiter zu, so dass der grofte Anteil der
Plasmid-DNA unkomplexiert in einer fiir sie charakteristischen, filamentarti-
gen Struktur vorlag (Abb. 3.7 C). Ferner fiel im Vergleich zur Kontrolle auf,
dass sich das Polymer an die Plasmid-DNA Faser angelagert und diese punk-
tuell kondensiert hatte. Eine Zunahme der Partikelgrofe und der Faserdicke
der Plasmid-DNA waren die Folge (Abb. 3.7 E).

3.2.5 Untersuchungen zur Zytotoxizitat der Polymere

Ein weiterer limitierender Faktor fiir die Verwendung kationischer Polyme-
re als Gentransfervektoren fiir die Gentherapie stellt die hohe Zytotoxizitat
der Polymere dar. Fiir den gentherapeutischen Ansatz ist man bis heute auf
der Suche nach effizienten Gentransfersystemen, die moglichst biokompatibel
und nebenwirkungsarm sind. Die akute Zytotoxizitdt der Copolymere wur-
de in einem zellbasierten Assays auf ATP-Basis untersucht. Es ist bekannt,
dass Polymere mit hoher positiver Ladungsdichte bereits in geringen Konzen-
trationen potentiell zytotoxisch wirken (Godbey et al., 1999b; Jones et al.,
2004; van de Wetering et al., 1998), dieser Effekt allerdings durch Komplexie-
rung mit Plasmid-DNA maskiert werden kann (Dubruel et al., 2003; van de
Wetering et al., 1998). Daher wurden die Copolymere ohne Komplexierung
in unterschiedlichen Konzentrationen (500- 16 ug/ml) auf Bronchialepithel-
zellen untersucht (Abb. 3.6). Durch effiziente Abschirmung der kationischen
Ladungsdichte mittels OEG-Einheiten sollte eine Reduktion der Zytotoxizi-
tat ermoglicht werden.

Wie erwartet zeigte sich im Falle der kationischen Homopolymere
P(DMAEMA) und br-PEI 25 kDa eine hohe Zytotoxizitat mit Zellviabilititen
unter 5% (0,8 % fiir P(DMAEMA) und 3,7% fiir br-PEI bei der hochsten
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Abbildung 3.5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von P(DMAEMA) (A) und
P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Polyplexen (B, C) hergestellt in HBS
bei einem N/ P-Verhéltnis von 20. Die Polyplexe wurden nach nativer Kry-
opréparation (linke Bildseite) und mittels Negativkontrastierung (rechte
Bildseite) im Elektronenmikroskop untersucht. Einzelne Partikel sind mit
Pfeilen markiert. Die Skalierung entspricht 200 nm. Plasmid-DNA (pCMV-
Luc) ist als Kontrolle (D) dargestellt. Die Ausmessung der Partikelgrofke
und die Dicke der Plasmid-DNA Faser sind als Mittelwerte + Standard-
abweichung dargestellt (E).
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getesteten Polymerkonzentration), wobei P(DMAEMA) sich bei niedrigen
Konzentration (< 30pug/pul) als wesentlich vertréglicher herausstellte als br-
PEIL. Selbst in komplexierter Form wurden fiir br-PEI Zellviabilitdten von
lediglich 65- 80 % beschrieben (Dubruel et al., 2000; Elfinger et al., 2009). Im
Vergleich dazu konnte selbst bei hohen Polymerkonzentrationen und niedri-
gem PEGylierungsgrad kein akuter zytotoxischer Effekt der getesteten Cop-
olymere festgestellt werden.

3.3 In vitro Transfektionsstudien: Einfluss des
PEGylierungsgrades auf die Transfektions-
effizienz

3.3.1 Transfektionseffizienz in Abhingigkeit vom N/P-
Verhaltnis und Zelltyp

In vitro Transfektionsstudien zur Bestimmung des optimalen N/P-Verhilt-
nisses wurden mittels pCMVLuc auf Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) durch-
gefithrt. Untersucht wurden P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere im Ver-
gleich zu den nicht pegylierten Standardpolymeren P(DMAEMA )und br-PEI
25kDa. Ein Uberblick iiber die Transfektionsergebnisse gibt Abbildung 3.7.
Eine fiir kationische Polymere typische gaufféormige Verteilung der Gentrans-
fereffizienz mit einem Maximum bei mittleren N/P-Verhéltnissen wurde fiir
die Standardpolymere und die Copolymere mit geringem PEGylierungsgrad
beobachtet. Br-PEI zeigte bei einem N/P-Verhiltnis von 10 eine 10-fach ho-
here Gentransfereffizienz gegeniiber P(DMAEMA), wenn dieses bei einem
optimalem N/P-Verhéltnis von 20 eingesetzt wurde. Bei Verwendung ho-
herer N/P-Verhiltnisse sank die Gentransfereffizienz bei beiden Polymeren
drastisch, was auf die Anwesenheit ungebundener, zytotoxisch wirkender Po-
lymere zuriickzufiihren ist (Dubruel et al., 2003; van de Wetering et al., 1997;
Verbaan et al., 2005).

Im Falle der P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Polyplexe stieg die Trans-
fektionseffizienz mit zunehmenden N/P-Verhéltnis analog zu den Homop-
olymeren, wobei in Ubereinstimmung mit den Komplexierungseigenschaf-
ten (Kapitel 3.2.1) relativ hohe N/P-Verhéltnisse notwendig waren (N/P-
Verhéltnis > 10), um eine zufriedenstellende Genexpression zu erreichen.
Gentransferraten vergleichbar mit P(DMAEMA) und 10-fach geringer als
br-PEI konnten bei niedrigen PEGylierungsgraden (OEGMA-Gehalt<33,3 %
und 9 OEG-Einheiten in der OEGMA-Seitenkette) erreicht werden. Mit zu-
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Abbildung 3.6: Einfluss der P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere auf die metaboli-
sche Zellviabilitit von BEAS-2B Zellen. Die Bestimmung der ATP-
Konzentration erfolgte 24 h nach Inkubation. Die Messdaten wurden auf
unbehandelte Zellen normalisiert und sind als Mittelwerte + Standardab-
weichung (n=4) angegeben.
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nehmenden PEGylierungsgrad sank die Genexpressionsrate allerdings dras-
tisch, wobei bei hohen N/P-Verhiltnissen aufgrund der guten Vertréiglichkeit
der Copolymere kein zytotoxischer Effekt analog zu br-PEl oder
P(DMAEMA) beobachtet wurde.

Die Ergebnisse der Genexpressionsstudien auf Bronchialepithelzellen konn-
ten auf einer weiteren Zelllinie, einer murinen Alveolarepithelzelllinie (MLE-
12), bei einem festen N/P-Verhiltnis von 10 reproduziert werden. In Abbil-
dung 3.8 sind beide Zelllinien vergleichend dargestellt. Die beiden Zelllinien
unterschieden sich dabei sowohl hinsichtlich ihres Ursprungs (murin versus
human) als auch der Zellart (alveolar versus bronchial). Unabhéngig von der
verwendeten Zelllinie korrelierte die Genexpressionsrate mit dem PEGylie-
rungsgrad der Copolymere, wobei Copolymere mit einem OEGMA-Anteil >
16,6 % und einer kurzen OEGMA-Seitenkette (9 OEG-Einheiten) zu einer
Reduktion der Gentransferrate um den Faktor 50 fithrten (Abb. 3.8 (a)). Der
Einfluss der Seitenkettenlénge war hingegen minimal ausgeprigt (Abb. 3.8

(b))-

3.3.2 Untersuchungen zur Zellbindung, Internalisierung
und intrazellulirer Freisetzung der Polyplexe

Die Herausforderungen an eine erfolgreiche Gentherapie mit nicht-viralen
Gentransfervehikeln sind grof. Wichtige Formulierungsparameter wie die Par-
tikelgrofe, die Oberflichenladung und die Struktur der Polyplexe wurden
bereits im Abschnitt 3.2 untersucht. Es zeigte sich, dass die Komplexierung
der Plasmid-DNA, das Zeta-Potential der resultierenden nanoskaligen Gen-
transfervehikel sowie die Gentransfereffizienz stark durch die Einfiihrung des
OEG-Anteils variierten, wohingegen der Effekt auf die Zytotoxizitit und die
Partikelgrofie geringer ausgepragt war. Neben den Anforderungen an die bio-
physikalischen Eigenschaften der Formulierung spielen die Aufnahme in die
Zielzelle und die anschliefsende intrazelluldre Prozessierung eine entscheiden-
de Rolle fiir den Erfolg des Gentransfers (Abb. 1.2). Im folgenden Abschnitt
sollte daher auf zelluldrer Ebene untersucht werden, welche Auswirkungen
die PEGylierung auf i) die intrazellulire Aufnahme der Polyplexe und ii)
die Freisetzung aus dem endosomalen/lysosomalen Kompartiment hat und
inwiefern dadurch eine Reduktion der Gentransfereffizienz mit steigendem
PEGylierungsgrad erklart werden kann.
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Abbildung 3.7: Transfektionseffizienzen ~von P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA  Po-
Iyplexen auf Bronchialepithelzellen in Abhéngigkeit vom N/P-
Verhéltnis. Als Vergleich ist die Genexpression von br-PEI/pDNA
und P(DMAEMA)/pDNA Polyplexen dargestellt. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardabweichung (n—=4) angegeben.
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Abbildung 3.8: Einfluss des PEGylierungsgrades auf die Genexpression in humanen Bron-
chialepithelzellen (BEAS-2B) und murinen Alveolarepithelzellen (MLE-
12). Polyplexe aus P(DMAEMA) oder P(DMAEMA-co-OEGMA) Cop-
olymeren mit pCMVLuc wurden in HBS mit einem N/P-Verhéltnis von
10 generiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte = Standardabweichung
des Mittelwertes angegeben.
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Zellbindung und Internalisierung

Friithere Studien hatten bereits gezeigt, dass die PEGylierung von Polyme-
ren einen grofen Einfluss auf die Zellbindung und die anschliefende intra-
zellulare Aufnahme der Partikel hat. Allerdings sind die Ergebnisse recht
widerspriichlich, so dass sowohl eine Reduktion der Zellbindung und Inter-
nalisierung (Choi et al., 1998; Lemieux et al., 2000) als auch eine Erhhung
der zelluldren Aufnahme beobachtet wurde (Petersen et al., 2002b).

Die Zellbindung und die anschliefende intrazellulire Aufnahme der Poly-
plexe wurden auf Bronchialepithelzellen untersucht. Hierzu wurden diese
mit fluoreszenzmarkierten Polymer/pDNA Polyplexen transfiziert, die Flu-
oreszenz extrazelluldr gebundener Partikel mittels Trypanblau ausgeloscht
(Trypanblau-Quenching) beziehungsweise extrazellulér gebundene Polyplexe
mit Hilfe eines CellScrub - Waschpuffers von der Zelloberfliche entfernt und
die Anzahl transfizierter Zellen (TOTO-1-positiver Zellen) und deren mittle-
re Fluoreszenzintensitit (MFI) mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse ist fiir beide Methoden in Abbildung 3.9
dargestellt, wobei beide Methoden vergleichbare Werte lieferten.

Auffallend ist, dass die Anzahl transfizierter Zellen ab einem bestimmten
PEGylierungsgrad (OEGMA-Anteil >33 % oder OEG-Einheiten > 9) um den
Faktor 100 abnahm. Dementsprechend zeigten lediglich 1% der Zellen eine
Aufnahme von Polyplexen, die aus Copolymeren mit einem OEGMA-Anteil
von 42 % und einem Oligomerisierungsgrad von 9 EG-Einheiten beziehungs-
weise 25 % OEGMA-Anteil mit 23 EG-Einheiten in der OEGMA-Seitenkette
hergestellt wurden. Die MFT der positiven Zellpopulation war hingegen nur
marginal reduziert (Faktor 2-3). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die
Zellbindungen der Polyplexe, nicht aber deren Internalisierung durch die
Einfiihrung der OEG-Anteile negativ beeinflusst werden. Sobald die Poly-
plexe jedoch an die Zelloberfliche gebunden waren, spielte die PEGylierung
fiir die intrazellulire Aufnahme eine untergeordnete Rolle. Dennoch zeigten
P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere bei einem optimiertem OEG-Anteil
(Foragma< 41 %, EG-Einheiten<23) Zellbindungen (Trypanblau: 67,143,7
TOTO-1 positive Zellen, MFI 5374+789), die mit P(DMAEMA) und br-PEI
25 kDa vergleichbar waren. Dennoch wurde im Vorfeld eine um den Faktor
10 geringere Gentransfereffizienz beobachtet (Kapitel 3.3.1), was nahe legt,
dass neben der Zellbindung ein weiterer Faktor fiir die reduzierte Gentrans-
fereffizienz der P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere gegeniiber den nicht
pegylierten Polymeren verantwortlich sein muss.
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Abbildung 3.9: Einfluss des PEGylierungsgrades auf die Zellbindung und Internalisierung
der Polyplexe in humanen Bronchialepithelzellen (BEAS-2B): (a) in Ab-
héngigkeit vom OEGMA-Gehalt und (b) in Abhéngigkeit von der Anzahl
der EG-Einheiten in der OEGMA-Seitenkette. Polyplexe bestehend aus
P(DMAEMA) oder P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymeren mit TOTO-
1 markierter Plasmid-DNA wurden in HBS mit einem N/P-Verhéltnis
von 20 generiert. Der Anteil internalisierter Polyplexe wurde mittels
Trypanblau-Quenching (TB-Quenching) und CellScrub"-Puffer-Methode
(CSB) analysiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabwei-
chung des Mittelwertes (n=3) dargestellt.
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Untersuchungen zur Freisetzung aus dem endosomalen Komparti-
ment

Ein weiterer kritischer Punkt des nicht-viralen Gentransfers mittels katio-
nischer Polymere ist die intrazelluldare Freisetzung der Polyplexe aus dem
Endosom. Gelingt es nicht, die Partikel rechtzeitig aus dem Endosom frei-
zusetzen, kommt es intrazellular zur Prozessierung iiber spiate Endosomen
hin zu Lysosomen, in denen der Hauptabbau der Partikel erfolgt (Kapitel
1.4.3). Der saure pH-Wert der Lysosomen ist dabei entscheidend fiir die Ak-
tivitdt von Enzymen, die fiir den Abbau von Nukleinsduren verantwortlich
sind (DNasen, RNasen). Eine schnelle Freisetzung der Polyplexe aus den En-
dosomen ist essentiell, um die Stabilitdt der Polyplexe und letztendlich der
Nukleinsdure zu garantieren.

Eine Moglichkeit besteht darin, iiber einen abweichenden Aufnahmeme-
chanismus den endosomalen Weg komplett zu umgehen, was letztendlich von
der gewihlten Arzneiform abhingt (siche Kapitel 1.4.3). Sollen nanoskalige
Transfervehikel eingesetzt werden, kann eine Steigerung der Pufferkapazitit
der Polymere die Freisetzung der Polyplexe ins Zytoplasma entscheidend ver-
bessern. Frithere Studien hatten verdeutlicht, dass P(DMAEMA) aufgrund
der ausschlieflich tertidren Aminfunktionen eine geringere Pufferkapazitit
gegeniiber br-PEI 25 kDa aufweist. So ist P(DMAEMA) mit einer guten Puf-
ferkapazitét bis pH 6,0/5,5 nicht in der Lage den gesamten pH-Bereich der
Endosomen bis pH 5 abzudecken (van de Wetering et al., 1998). Zudem gibt
es Hinweise, dass die Freisetzung von P(DMAEMA)/pDNA Polyplexen aus
dem Endosom womoglich langsamer und iiber einen anderen Mechanismus,
als es fiir br-PEI beschrieben wurde, erfolgt. Eine Verdnderung der Endo-
somenmorphologie wird in diesem Zusammenhang diskutiert (Jones et al.,
2004).

Die Pufferkapazitiit der Polymere wurde von Herrn Ozgiir Akdemir am
Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymerforschung in Golm untersucht
(Daten nicht dargestellt). Im Titrationsversuch konnte jedoch gezeigt werden,
dass die Pufferkapazitit per se bei Verwendung gleicher N/P-Verhiltnisse le-
diglich bei hohem Oligomerisierungsgrad der OEGMA-Seitenketten
(Forgma > 25 und 45 EG-Einheiten) beeintrichtigt war. Somit war eine
Verschlechterung der endosomalen Freisetzung gegeniiber P(DMAEMA) auf-
grund der Pufferkapazititen der Copolymere fiir P(DMAEMA-co-OEGMA)
Copolymere mit niederigem PEGylierungsgrad nicht zu erwarten. Darauthin
wurde die Freisetzung aus dem endosomalen Kompartiment in vitro unter-
sucht. Hierzu wurden Transfektionsstudien in Anwesenheit des Protonen-
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pumpenhemmers Bafilomycin beziehungsweise der endosomolytisch aktiven
Substanz Chloroquin in humanen Bronchialepithelzellen durchgefiihrt. Zeigt
das getestete Polymer eine gute Freisetzung aus dem endosomalen Kompar-
timent, ist ein Riickgang der Gentransfereffizienz durch die Anwesenheit von
Bafilomycin zu erwarten, wohingegen keine weitere Steigerung der Gentrans-
fereffizienz durch Einsatz von Chloroquin anzunehmen ist. Der gegenteilige
Effekt ist fiir Polymere mit geringer endosomolytischer Aktivitdt zu erwarten.

Eine Ubersicht iiber die endosomolytischen Studien liefert Abbildung
3.10. Uberraschenderweise reagierte das Homopolymer P(DMAEMA) ver-
gleichbar empfindlich auf den Protonenpumpenhemmer wie das Standardp-
olymer br-PEIL. In beiden Féllen sank die Gentransfereffizienz bei Zusatz von
Bafilomycin um das 16-fache fiir P(DMAEMA) und um das 10-fache fiir br-
PEL Der Zusatz von Chloroquin hingegen fiihrte lediglich zu einem leichten
Riickgang der Expressionsraten, das mit grofer Wahrscheinlichkeit auf den
zytotoxischen Effekt der Substanz selbst zuriickgefithrt werden kann, so dass
von einer zufriedenstellenden Freisetzungskapazitit beider Polymere auszuge-
hen ist. Dieses Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit einer funktionstahi-
gen Protonenpumpe fiir die Freisetzung der Polyplexe aus dem endosomalen
Kompartiment. Im Gegensatz dazu ist der Einfluss des Protonenpumpen-
hemmers auf die Transfektionseffizienz der Copolymer (Forpepua= 16,7 %, 9
EG-Einheiten) vernachléssigbar. Eine signifikante Steigerung (P-Wert<0,01)
der Transfektionseffizienz um das 16-fache gegeniiber dem Polymer alleine
wurde hingegen durch den Zusatz von Chloroquin beobachtet. In der Folge
konnten Transfektionsraten vergleichbar mit br-PEI 25Da gemessen werden.

3.4 Steigerung der Gentransfereffizienz durch
Modifikation des Polymerdesigns

Um die in Kapitel 3.3.2 aufgezeigten Defizite der P(DMAEMA-co-OEGMA)
Copolymere zu verbessern und folglich die Effizienz des Gentransfers zu stei-
gern, wurden zwei unterschiedliche Ansédtze verfolgt:

1.) Steigerung der Pufferkapazitit der Copolymere

2.) Einfiihrung funktioneller Peptide in den Gentransferkomplex



102 Kapitel 3. Chimérer Polymer-Peptid-Konjugate als Genvektoren

EE ohne Zusatze
1 + Bafilomycin
I + Chloroquin
108 5

**

107 4

108 4

RLU/ 10s/ mg Protein

105 4

104 .
Standard Monomer Copolymer

Abbildung 3.10: Endosomolytische Aktivitdt der P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolyme-
re. Transfektionsstudien wurden in Anwesenheit des Protonenpumpen-
hemmers Bafilomycin beziehungsweise der endosomolytisch aktiven Sub-
stanz Chloroquin durchgefiihrt. Br-PEI 25 kDa und P(DMAEMA) wur-
den als Vergleichsstandards eingesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwer-
te + Standardabweichung (n=4) dargestellt. Statistisch signifikante Un-
terschiede sind mit Sternchen gekennzeichnet (P<0,05 (*), P<0,01(**)).
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3.4.1 Steigerung der Pufferkapazitit der Copolymere

Eine Steigerung der Pufferkapazitit der Copolymere wurde durch Verdnde-
rung im Polymerdesign erzielt. Hierzu wurde ein Gradientencopolymer herge-
stellt, das gegeniiber dem Standardcopolymer bei gleicher Zusammensetzung
einen konzentrierten Bereich an kationischer Ladungsdichte aufweist. In der
Tat konnte die Pufferkapazitit des Gradientencopolymers gegeniiber dem
Standardcopolymer um 60 % gesteigert werden (Versuche durchgefiihrt von
Herrn Ozgiir Akdemir am Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymerfor-
schung in Golm). Der Einfluss der Pufferkapazitéit auf die Gentransfereffi-
zienz wurde in einer signifikanten (P<0,05) 6-fachen Steigerung gegeniiber
dem Standardcopolymer deutlich (Abb. 3.11).

3.4.2 Einfiihrung funktioneller Peptide in den Gentrans-
fervektor

Neben den Verdnderungen im Polymerdesign lisst sich die Gentransfereffizi-
enz durch den Einsatz funktioneller Peptide verbessern (vgl. Tab. 1.3). Prin-
zipiell kann die Einfiihrung der Peptide in den Gentransferkomplex iiber eine
kovalente Bindung des Peptids an das Polymer oder elektrostatisch durch
Bildung ternérer Komplexe erfolgen (Abb. 3.12). Obgleich die kovalente Bin-
dung den Vorteil hat, relativ stabil zu sein, besteht die Gefahr, das Peptid
wahrend der Kopplung zu inaktivieren. Terndre Komplex lassen sich hingegen
ohne grofen Aufwand herstellen, wenn das Peptid einen isoelektrischen Punkt
im sauren oder basischen besitzt. Allerdings sind diese Komplexe gegeniiber
pH-Wert Verschiebungen und Anderungen der lonenstirke anfilliger.

Einfiihrung eines endosomolytisch aktive Peptids in den Gentrans-
ferkomplex

Das Influenza-Peptid 7 (INF7-Peptid) (Plank et al., 1994), ein endosomoly-
tisch aktives Peptid, wurde iiber elektrostatische Bindung (Abb. 3.13 (a))
und mittels kovalenter Kopplung (Abb. 3.13 (a)) in den Gentransferkomplex
eingefiihrt, um eine Erhohung der Gentransfereffizienz in humanen Bron-
chialepithelzellen zu erzielen.

Die elektrostatische Bindung des Peptids an den Gentransferkomplex,
auch als terndrer Komplex bezeichnet, fiihrte zu einer signifikanten Steige-
rung (P<0,01) der Gentransfereffizienz sowohl fiir das Standardcopolymer,
als auch fiir das Gradientencopolymer (Abb. 3.13 (a)). Wéhrend im Falle des
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Abbildung 3.11: Steigerung der Gentransfereffizienz durch Erhéhung der Pufferkapazitit
des Copolymers. Gentransfereffizienz von Standard- und Gradientenco-
polymer im Vergleich. Polyplexe mit pCMVLuc wurden in HBS mit ei-
nem N/P-Verhéltnis von 20 hergestellt. Die Daten sind als Mittelwerte
+ Standardabweichung (n—=4) angegeben. Statistisch signifikante Unter-
schiede sind mit Sternchen gekennzeichnet (P<0,05 (*), P<0,01 (*¥)).
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Abbildung 3.12: Einfiihrung funktioneller Peptide in nanoskaligen Trigersysteme basie-
rend auf kationischen Polymeren

Standardcopolymers eine Steigerung der Gentransferrate um das 50-fache
erzielt werden konnte, wurde fiir das Gradientencopolymer lediglich eine 4-
fache Steigerung beobachtet. Allerdings zeigte das Gradientencopolymer per
se aufgrund der besseren Pufferkapazitit eine um den Faktor 6 gesteigerte
Gentransfereffizienz gegeniiber dem Standardcopolymer, so dass bei einem
Vergleich der Absolutwerte, das Gradientencopolymer in Kombination mit
dem INF7-Peptid dem Standardcopolymer deutlich iiberlegen war (1,2-fache
Steigerung, P<0,01). Eine Verdnderung der Partikelgrofe konnten in diesem
Zusammenhang nicht beobachtet werden. Beide Polyplexe zeigten eine Par-
tikelgrofe von ~100 nm mit einem PI<0,3. Lediglich das Standardcopolymer
mit elektrostatisch gekoppeltem INF 7 zeigte mit einem PI von 0,47540,057
eine Tendenz zur Agglomeration.

Das Gradientencopolymer wurde aufgrund der verbesserten Transfek-
tionseffizienz bevorzugt fiir weitere Kopplungsversuche eingesetzt. Die an-
schliefende kovalente beziehungsweise elektrostatische Kopplung des INF7-
Peptids ergab vergleichbare Genexpressionsraten auf Bronchialepithelzellen
(Abb. 3.15 (b)). So fiihrte die kovalente Bindung des Peptids in den Poly-
mer/pDNA Polyplex zu einer signifikanten Steigerung (P<0,01) der Genex-
pression um das 28-fache, wohingegen durch elektrostatische Bindung eine
ebenfalls signifikante (P<0,01) 22-fache Steigerung erzielt werden konnte.
Die Partikelgrofe war bei einem PI von 0,3 vergleichbar (elektrostatisch:
103+1nm, Kovalent: 124+1 nm).
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Abbildung 3.13: Steigerung der Gentransfereffizienz durch Einfiihrung eines endosomolyti-
schen Peptids in den Polymer/pDNA Polyplex auf Bronchialepithelzellen
BEAS-2B. Die Einfithrung erfolgte a) elektrostatisch (ternidre Komple-
xe) oder b) iiber eine kovalente Kopplung an das Polymer. Die Polyplexe
wurden in HBS mit einem N/P-Verhéltnis von 20 hergestellt. Die Daten
sind als Mittelwerte &+ Standardabweichung (n=4) angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit Sternchen gekennzeichnet (P<0,05 (*),
P<0,01 (*%)).
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Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt durch unterschiedliche An-
siatze gezeigt werden, dass die Freisetzung aus dem Endosom ein stark limi-
tierender Faktor im Gentransfer mittels P(DMAEMA-co-OEGMA) Copo-
lymeren darstellt und eine Verbesserung der endosomalen Freisetzung zum
Erfolg des Gentransfervehikels beitragen kann.

Einfiihrung eines zellpenetrierenden Peptids mit Kernlokalisations-
sequenz

Uber die Einfithrung eines weiteren Peptids sollte die Aufnahme in die Zel-
le und der Transport in den Zellkern gesteigert werden. Bekanntester Ver-
treter dieser Klasse ist das TAT-Peptid aus dem HI-Virus, das die intra-
zelluldre Aufnahme verbessert und gleichzeitig als Kernlokalisationssequenz
fungiert (Rudolph et al., 2003). Erste Transfektionsstudien mit elektrosta-
tischer Kopplung von TAT-Dimeren in Kombination mit dem INF7-Peptid
wurden auf Bronchialepithelzellen durchgefiihrt. Eingesetzt wurde fiir diese
Versuche ein Copolymer mit geringen PEGylierungsgrad (Fogama= 8,3 %,
9 EG-Einheiten), das im Vorfeld bereits sehr gute Ergebnisse gezeigt hatte.
Terndre Komplexe wurden analog Rudolph und Kollegen hergestellt (Ru-
dolph et al., 2003).

Eine signifikante Steigerung der Luziferase-Genexpression um das 100-
fache wurde bei Kotransfektion von TAT-Dimer und INF7-Peptid gegen-
tiber dem Copolymer beobachtet (Abb. 3.14), wohingegen beide Peptide
einzeln lediglich zu einer 3-fachen Steigerung fithrten (INF 7 2,7 und TAT
2,8). Die physikochemischen Eigenschaften der Polyplexe unterschieden sich
dabei kaum. Abhingig von der Plasmidgrofse ergaben sich Partikelgrofen
im optimalen Grofenbereich (<200 nm) bei enger Partikelgrofenverteilung
(P1<0,25) und unverdndertem Zeta-Potential, wobei Polyplexe basierend auf
br-PEI mit 80-90 nm die kleinsten Partikel bei geringfiigig héherem Zeta-
Potential gegeniiber den P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymeren darstell-
ten (33,44+1,0mV versus 22,1+1,7mV).

Betrachtet man nun verschiedene Lungenzelllinien im Vergleich, wie in
Abbildung 3.15 gegeniibergestellt, so wird deutlich, dass die Kombination
beider Peptide unabhingig von der verwendeten Zelllinie (alveolar versus
bronchial) und Spezies (human versus murin) zu einer Steigerung der Gen-
transfereffizienz fiithrte. Allerdings nahm diese in folgender Reihenfolge ana-
log zum unmodifizierten Copolymer drastisch ab: BEAS-2B (115-fach) >
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Abbildung 3.14: Einfiihrung funktioneller Peptide in den Gentransferkomplex: Gentrans-
fereffizienz von elektrostatisch gebundenem INF7-Peptid und TAT-Dimer
auf humanen Bronchialepithelzellen (BEAS-2B). Die Daten sind als Mit-
telwerte + Standardabweichung (n=3) angegeben. Statistisch signifikan-
te Unterschiede sind mit Sternchen gekennzeichnet (P<0,05 (*), P<0,01

(*%))-
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MLE-12 (31-fach) > A549 (8-fach). Erkldrbar sind diese Ergebnisse durch
zellspezifische Unterschiede wie beispielsweise die Dichte an Proteoglykanen.
Diese wurden bereits als wichtige Rezeptoren fiir endozytotische Aufnah-
memechanismen, so auch fiir die Aufnahme von TAT-Peptiden, beschrieben
(Tyagi et al., 2001).

Beim Vergleich mit br-PEI fillt auf, dass dem br-PEI vergleichbare Gen-
transfereffizienzen lediglich auf humanen Bronchialepithelzellen erreicht wer-
den konnten. Ahnliches wurde bereits von Kleemann und Kollegen mit kova-
lent gekoppelten TAT-PEI-Konjugaten beobachtet (Kleemann et al., 2005).
In dieser Studie wurde eine Verbesserung der Gentransfereffizienz lediglich
nach intratrachealer Applikation in Bronchialepithelzellen und Alveolarepi-
thelzellen der Maus beobachtet, nicht aber in vitro auf humanen Alveolare-

pithelzellen (A549).

3.5 Plasmid-DNA und mRNA im Vergleich

Die im Vergleich zu viralen Systemen geringe Gentransfereffizienz nicht-
viraler Transportvehikel ist einer der grofiten Nachteile der nicht-viralen Gen-
therapie. Neben den verwendeten Transportvehikeln trégt die Nukleinsdure
entscheidend zum Erfolg des Gentransfers bei. Bei Verwendung von Plasmid-
DNA fiihrt die geringe Mobilitat dieser im Zytoplasma (Ivics and Izsvak,
2006) sowie der ineffiziente Transport in den Zellkern dazu (Szczepek et al.,
2007), dass lediglich 0,01-0,1% der im Zytoplasma verfiigharen pDNA am
Wirkort, dem Zellkern, ankommt (Dauty and Verkman, 2005). Alternativ
dazu bietet sich die Verwendung von mRNA an, die als Zwischenstufenpro-
drug lediglich ins Zytoplasma transportiert werden muss und aufgrund ih-
res Wirkmechanismus eine geringe Genotoxizitit aufweist (Munkonge et al.,
2003; Yamamoto et al., 2009).

Der Einsatz von mRNA ist aufgrund der geringen Wirkdauer heutzutage
hauptséchlich auf die Anwendung in der Tumorvakzinierung begrenzt. Fer-
ner gibt es bis heute kein effizientes, applizierbares Transfersystem. Momen-
tan stellt die Elektroporation die am haufigsten eingesetzte Technologie dar,
die allerdings aufgrund der Toxizitdt hauptsichlich fiir die ez vivo Anwen-
dung geeignet und in vivo nur limitiert einsetzbar ist (Van Driessche et al.,
2009). Einige Firmen arbeiten allerdings mittlerweile an einem Injektions-
system fiir die intramuskulédre und intradermale Applikation von siRNA und
shRNA (?). Dariiber hinaus gibt es Ansétze mit kationischen Polymeren als
Transfersysteme (Bettinger et al., 2001). Iin Folgenden sollte die Verwendung
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Abbildung 3.15: In vitro Gentransfereffizienz von P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Poly-
plexen mit elektrostatisch gebundenem INF7-Peptid und TAT-Dimer auf
unterschiedlichen Zelllinien: humane (BEAS-2B) und murine (MLEI12)
Bronchialepithelzellen, humane Alveolarepitelzellen (A549). Die Daten
sind als Mittelwerte + Standardabweichung (n=3) angegeben.
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von P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymeren fiir den Gentransfer von mR-
NA im direkten Vergleich mit linearem Polyethylenimin untersucht werden.
L-PEI wurde bereits erfolgreich fiir die Transfektion linearer Oligonukleoti-
de wie beispielsweise siRNA verwendet (Read et al., 2005). Ferner galt es,
ein optimales Transfersystem zugeschnitten auf die jeweilige Nukleinsdure
herauszuarbeiten. Im Fokus der Untersuchungen standen dabei Komplexbil-
dungseigenschaften, Partikelcharakterisierungen wie Partikelgrofe und Zeta-
Potential sowie in vitro Gentransfereffizienzen der mRNA Polyplexe.

Versuche zur Komplexierung der unterschiedlichen Nukleinsduren zeigten
einen deutlichen Einfluss der Nukleinsdurestruktur auf die Kondensierung zu
nanoskaligen Gentransfervehikeln (Abb. 3.16). Die guten Komplexierungs-
eigenschaften von I-PEI fiir kurzkettige Nukleinsduren wie mRNA wurden
bereits ab einem N/P-Verhéltnis von 1 deutlich, wohingegen im Falle von
P(DMAEMA) erst ab einem N/P-Verhiltnis>2 keine mRNA mehr im Gel
zu erkennen war (Abb. 3.16 (a)). Uberraschenderweise konnten die Komple-
xierungseigenschaften der Polymere auf Methacrylat-Basis durch PEGylie-
rung verbesserten werden. Bereits zuvor wurde beobachtet, dass die Einfiih-
rung von OEG-Einheiten sich nachteilig auf die Komplexierung von pDNA
auswirkte (siehe Kapitel 3.2.1). Diskutiert wurde in diesem Zusammenhang
eine schlechtere Zuganglichkeit der kationischen Ladung im Polymer durch
abschirmende OEG-Einheiten, die mit einer ungiinstigen Entropiednderung
des Systems verbunden war.

In einem Titrationsversuch mit Heparansulfat (HS) wurden die Bindungs-
starken zwischen den unterschiedlichen Polymeren und der verwendeten Nu-
kleinsdure (NS) weiter untersucht (Abb. 3.16 (b)). Heparansulfat verdringte
als negativ geladenes Biopolymer die Nukleinsdure aus dem Polyplex, wobei
je nach Starke der Bindung dazu unterschiedliche Mengen notwendig waren.
Analog zu Kapitel 3.2.1 zeigte sich eine starke Komplexbindung zwischen
pDNA und P(DMAEMA) Polymer, die auch bei hohen HS/NS-Verhéltnissen
zu nur sehr geringen Mengen an freier pDNA im Gel fiihrte, wohingegen
eine deutlich geringere Bindungsstirke fiir P(DMAEMA-co-OEGMA) Co-
polymere und I-PEI beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu nahm die Bin-
dungsstéirke im Falle von mRNA in umgekehrter Reihenfolge von 1-PEI iiber
P(DMAEMA-co-OEGMA) zu P(DMAEMA) hin ab.

Bisherige Studien hatten gezeigt, dass sowohl die Struktur des verwende-
ten Polymers als auch die Art der Nukleinsdure einen starken Einfluss auf die
Bindungsstiarke der gebildeten Polyplexe haben. Zu erwarten ist, dass sich
diese Einfliisse in der Partikelgrofe, dem Zeta-Potential sowie der Partikel-
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MRNA
8% OEGMA*  P(DMAEMA)  I-PEI 22 kDa
NfPrato * - 1 2 10 1 2 10 1 2 10

(a) mRNA-Komplexe

pDNA mRNA
, B8%OEGMA*  P(DMAEMA) I-PEI , 8%OEGMA* P(DMAEMA) I-PEI
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(b) Plasmid-DNA- und mRNA-Komplexe im Vergleich

Abbildung 3.16: Bindungsstirken unterschiedlicher Polymer/mRNA Polyplexe: (a)
mRNA-Polyplexe wurden bei unterschiedlichen N/P-Verhéltnissen in
HBS hergestellt und untersucht. (b) Polyplexe mit einem N/P-Verhéltnis
von 10 wurden in HBS generiert und mit zunehmendem Heparansulfat
(HS)/ Nukleinsdure (NS) Verhéltnis elektrophoretisch aufgetrennt. Un-
komplexierte Plasmid-DNA (pCMVLuc) und mRNA (EGFPLuc) dienten
als Referenz (+), HBS als Negativkontrolle (-).
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Plasmid DNA

mRNA

Abbildung 3.17: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen unkomplexierter mRNA und pD-
NA im Vergleich

morphologie der Polyplexe widerspiegeln. Hierzu wurden rasterkraftmikro-
skopische Aufnahmen und Zeta-Potentialmessung durchgefiihrt.

Abbildung 3.17 zeigt die strukturellen Unterschiede von pDNA und mR-
NA im Vergleich. Wie auf den Bilder zu erkennen, lag ,nackte* Plasmid-DNA
zum grofsten Teil in superhelikaler Form und als offen zirkuldres Makromo-
lekiil mit einem Durchmesser von circa 1 gm und einer Hohe von 4-5nm vor.
Da die Plasmid-DNA ein sehr starres Makromolekiile darstellt, kann diese
gut mittels Rasterkraftmikrokopie dargestellt werden (Hansma, 2001; Seve-
rin et al., 2006). Im Gegensatz dazu wiesen mRNA Molekiile eine ausgeprigte
Sekundér- und Tertidrstruktur auf und waren im rasterkraftmikroskopischen
Bild als sphérische, clusterartige Strukturen mit einem Durchmesser von 5-
20 nm und einer Hohe von 6-10 nm erkennbar.

Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Polyplexe sind in Abbildung
3.18 dargestellt, die Ergebnisse der Zeta-Potentialmessung sowie der Gro-
flenbestimmung aus den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen in Tabelle
3.2 zusammengefasst. Die Aufnahmen bestitigten die Komplexierung von
mRNA beziehungsweise pDNA zu nanoskaligen Partikel fiir alle getesteten
Polymere. Plasmid-DNA Polyplexe waren als irregulér ellipsoid geformte Par-
tikel unterschiedlicher Grofe erkennbar (Abb. 3.18), wobei P(DMAEMA)
und P(DMAEMA-co-OEGMA) Polymere Polyplexe vergleichbarer Grofe
(107£39 nm beziehungsweise 107£85) und Hohe (4+2nm) formten. L-PEI
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hingegen fiihrte zu geringfiigig groferen und hoheren Partikel (130£72nm
und 7£3nm). Polyplexe basierend auf mRNA waren unabhéngig vom Po-
lymertyp wesentlich kleiner im Vergleich zu Plasmid-DNA Polyplexen und
zeigten einen mittleren Durchmesser von ~40 nm mit einer Hohe abhingig
vom PEGylierungsgrad (Tab. 3.2). Sowohl das Homopolymer P(DMAEMA)
als auch das Copolymer P(DMAEMA-co-OEGMA) kondensierten mRNA zu
nanoskaligen Partikeln mit kompakter spharischer Form, wobei im Falle des
Homopolymers Agglomeratbildung zu beobachten war. Im Vergleich dazu
waren mRNA /I-PEI Polyplexe als ellipsoide bis schlauchformige Partikel er-
kennbar, die einzeln oder in Clustern auftraten.

Zeta-Potentialmessungen ergaben fiir I-.PEI und P(DMAEMA) positiv ge-
ladene Polymer /pDNA Polyplexe von +38 mV und 432 mV, wohingegen fiir
die korrespondierenden mRNA Polyplexe eine geringfiigig reduzierte Oberfla-
chenladungen von +32 mV und 428 mV gemessen wurden. Eine Abschirmung
der Oberflichenladung konnte fiir das pegylierte Copolymer sowohl fiir mR-
NA als auch fiir pDNA beobachtete werden (19,0£1,9 mV fiir mRNA und
20,8+0,8 mV fiir pDNA).

Zusammenfassend ergaben die Untersuchen einen deutlichen Einfluss der
verwendeten Nukleinsdure auf die Grofe und Hohe der Partikel, wohinge-
gen die Oberflichenladung der gebildeten Polyplexe im Wesentlichen durch
das verwendete Polymer bestimmt wurde. Ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen Komplexbindungsstirke und biophysikalischen Eigenschaften der
Polyplexe konnte nicht gezeigt werden. Inwiefern sich diese auf die Transfek-

tionseffizienz in vitro auswirken, wurde auf humanen Bronchialepithelzellen
untersucht (Abb. 3.19).

Betrachtet man zunéchst die Transfektionseffizienz der mRNA Polyplexe
unterschiedlicher Polymere im Vergleich (Abb. 3.19 (a)), so konnte mit zuneh-
mender Komplexbindungsstirke eine hohere Genexpressionsrate beobachtet
werden. Die Genexpression nahm dabei von 1-PEI iiber P(DMAEMA-co-
OEGMA) zu P(DMAEMA) hin ab. Interessanterweise fiihrte die PEGylie-
rung des P(DMAEMA) Polymers zu einer Erhohung der Genexpression um
das 3-fache bei Verwendung von mRNA als Nukleinsdure, wohingegen im
Vorfeld bei Verwendung von pDNA eine Reduktion um das 100-fache beob-
achtet wurde (siehe Kapitel 3.3.1), die hauptséchlich auf eine unvollstandige
Freisetzung aus dem Endosomen zuriickgefiihrt werden konnte (siche Kapitel
3.3.2). Im Vergleich zu 1-PEI zeigte P(DMAEMA) eine 8-fache, das pegy-
lierten Copolymer lediglich eine 3-fache Reduktion der Genexpression. Fer-
ner wurde fiir mRNA /I-PEI Polyplexe eine signifikante (P<0,05) Steigerung
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Abbildung 3.18: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von mRNA und pDNA Polyple-
xen im Vergleich. Plasmid-DNA Polyplexe wurden in HBS, mRNA Poly-
plexe in Wasser fiir Injektionszwecke bei einem N/ P-Verhéltnis von 10 fiir
I-PEI und einem N/P-Verhéltnis von 40 fiir P(DMAEMA ) Homopolymer
und P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymer hergestellt.
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Parameter I-PEI P(DMAEMA) 8% Forcuma
mRNA
Zeta-Potential (mV) 31,7422 27,740,6 19,041,9
Partikelgrifie (nm) 39,8+18,8 39,8+20,4 36,7+14,7
Héhe (nm) 3,37+1,64 1,5140,62 3,824+1,75
Plasmid-DNA
Zeta-Potential (mV)  37,5+0,3 31,640,1 20,840,8
Partikelgréfe (nm) — 129,5+71,7 106,6438,5 106,6457,9
Hdéhe (nm) 7,2242,90 3,7642,28 3,7642,56

Tabelle 3.2: Charakterisierung von mRNA und pDNA Polyplexen im Vergleich. Die Po-
Iyplexe wurden beziiglich Gréfe, Struktur und Oberflichenladung charak-
terisiert. Dargestellt sind die Zeta-Potentiale (mV) der Polyplexe (N/P-
Verhiéltnis von 20) in HBS als Mittelwerte £ Standardabweichung (n=3).
Die Grofse und Hohe der Partikel wurden aus den rasterkraftmikroskopischen
Aufnahmen bestimmt. Plasmid-DNA Polyplexe wurden in HBS, mRNA Po-
lyplexe in Wasser fiir Injektionszwecke, bei einem N/P-Verhéltnis von 10 fiir
I-PEI beziehungsweise einem N/P-Verhiltnis von 40 fiir P(DMAEMA) und
P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere hergestellt.
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um das 2,3-fache gegeniiber pDNA /I-PEI Polyplexen bei Verwendung der
gleichen Anzahl an Genkopien beobachtet, wohingegen fiir P(DMAEMA-co-
OEGMA)/mRNA Polyplexe ein Abfall der Expressionsrate auf ein Zehntel
gegeniiber pDNA Polyplexen detektiert wurde (Abb. 3.19 (b)).

3.6 In vivo Applikation

Die in vivo Applikation der Copolymere erfolgte lokal in die Lunge mittels
MicroSprayer® Aerosolizer iiber die intratracheale Route. Bereits im Vor-
feld konnte gezeigt werden, dass der MicroSprayer® Aerosolizer eine einfa-
che, gut vertragliche Methode zur Applikation nanoskaliger Partikel in die
Lunge darstellt (Bivas-Benita et al., 2005). Hierzu wurden zwei Gruppen
(n=5) an weiblichen Balb/c¢ Méusen mit P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA
(Forcama= 33,3 %, 9 EG-Einheiten) beziehungsweise br-PEI/pDNA Polyple-
xen behandelt. Eine Partikelgrofenmessung erfolgte vor Applikation und er-
gab einen hydrodynamischen Durchmesser von 20242 nm fiir br-PEI, wohin-
gegen die P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Polyplexe mit 106+2nm eine
ideale Grofse fiir den intrazelluldaren Transfer aufwiesen.

Die Genexpression wurde 24 h nach der Applikation mittels nicht-invasiver
Biolumineszenzmessung analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.20 zu-
sammengefasst. In der Tat konnte 24 h nach der Applikation eine 6-fach héhe-
re Genexpression mittels P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymer im Vergleich
zum Goldstandard br-PEI gemessen werden (Abb. 3.20). Erklarbar ist die er-
hohte Genexpressionsrate in der Lunge nach Applikation des pegylierten Po-
lymers durch eine gute kolloidale Stabilitét bei hohen pDNA-Konzentrationen
in physiologisch vertraglichem Medium, wie sie fiir in vivo Anwendungen be-
notigt werden. Da die in vitro Untersuchungen in Abwesenheit von Serum
und mit geringeren pDNA-Konzentrationen durchgefiihrt wurden, wurde der
Einfluss der PEGylierung auf die kolloidale Stabilitit erst in der in wivo
Applikation deutlich, so dass geringere PEGylierungsgrade, die in vitro er-
folgreich eingesetzt wurden, aufgrund starker Agglomeration keine Genex-
pression zeigten (nicht dargestellt).

3.7 Diskussion

In diesem Abschnitt der Arbeit wurden mafgeschneiderte chimére Polymer-
Peptid Konjugate als Gentransfervehikel fiir den nicht-viralen Gentransfer
entwickelt. Hierzu wurde eine Serie von Methacrylat-Copolymeren mit va-
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(b) pDNA und mRNA Polyplexe im Vergleich

Abbildung 3.19: Transfektionseffizienz von pDNA oder mRNA Polyplexen auf huma-
nen Bronchialepithelzellen im Vergleich. Polyplexe wurden mit einem
N/P-Verhéltnis von 10 fiir I-PEI und von 40 fiir P(DMAEMA) und
P(DMAEMA-co-OEGMA) in HBS generiert. Die Ergebnisse sind als Mit-
telwerte + Standardabweichung (n=3) dargestellt. Statistisch signifikan-
te Unterschiede sind mit Sternchen gekennzeichnet (P<0,05 (*), P<0,01

(*%))-
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(b) Quantitative Auswertung

Abbildung 3.20: Intratracheale Applikation von P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Poly-
plexen mittels MicroSprayer® Aerosolizer. Zum Vergleich wurden br-
PEI/pDNA Polyplexe untersucht. 24 h nach der Applikation der Polyple-
xe wurde die Gentransfereffizienz iiber die Lumineszenz nach Luziferin-
Gabe iiber einen Zeitraum von 10 min bestimmt. (a) Bioluminesenz-Bilder
wurden mittels IVIS® Imaging System aufgenommen und (b) mittels Li-
ving ®Image Software vermessen.
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riablen PEGylierungsgrad mittels ATRP synthetisiert und als Gentransfer-
vehikel charakterisiert. Der PEGylierungsgrad konnte i) durch den OEGMA-
Anteil im Copolymer (Fogapa) und ii) den Oligomerisierungsgrad
im OEGMA-Monomer (EG-Einheiten) variiert und an die Anforderungen
der verwendeten Nukleinsdure und des Wirkortes angepasst werden.

Bindungsstudien ergaben, dass mit steigender PEGylierung der
P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere die Bindungsaffinitit zur Plasmid-
DNA stark reduziert wurde. Bereits in fritheren Untersuchungen konnte ge-
zeigt werden, dass Polymere mit hohem PEGylierungsgrad (>22 %) nicht
mehr in der Lage sind, Plasmid-DNA effizient zu kondensieren (Verbaan
et al., 2004). Erklért werden kann diese Beobachtung durch eine abnehmende
Dichte des kationischen Strukturanteils im Copolymer (Fppyapima)) sowie
durch eine Abschirmung der positiv geladenen Amingruppen durch OEG-
Struktureinheiten (sterische Hinderung). Folglich ist die Wechselwirkung mit
den negativ geladenen Phosphatgruppen der Plasmid-DNA erschwert. Inter-
essanterweise begiinstigte die Einfilhrung von OEG-Einheiten die Bildung
monodisperser Nanopartikel basierend auf mRNA. Allerdings ist davon aus-
zugehen, dass nicht die elektrostatische Bindung per se, sondern vielmehr
die Stabilitat der Polyplexe in physiologisch relevantem Medium verbessert
wurde.

Die spontane Komplexierung von Nukleinsduren durch kationische Poly-
mere beruht auf einem komplexen Zusammenspiel elektrostatischer, hydro-
philer (Wasserstoftbriickenbindungen) sowie hydrophober Wechselwirkungen,
die je nach Struktur der Nukleinsdure unterschiedlich ausgeprégt sein konnen.
In der Folge kommt es zu unterschiedlichem Komplexierungsverhalten struk-
turell verschiedener Polymere mit verschiedenen Nukleinsduretypen (Kuri-
sawa et al., 2000; van de Wetering et al., 1998). Wihrend Plasmid-DNA in
den Studien vorwiegend als superhelikales und offen zirkuldres Makromole-
kil vorlag, wies mRNA in den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen eine
ausgepragte Sekundér- und Tertidrstruktur vergleichbar mit Aufnahmen von
Chernov und Kollegen auf (Chernov et al., 2008). Strukturelle Unterschiede
zwischen den Nukleinsduretypen konnten auch nach Komplexierung beob-
achtet werden. Obwohl fiir beide Nukleinsduretypen die Bildung nanoskali-
ger Partikel bestitigt werden konnte, wurden Unterschiede in Partikelgrofe
und Morphologie der Polyplexe deutlich. Plasmid-DNA Polyplexe basierend
auf P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymeren zeigten eine irregulir ellipsoi-
de Form mit einem variablen Durchmesser von 100-200 nm, wohingegen jene
Polymere mRNA zu nanoskaligen Partikeln mit kompakter spharischer Form
und einem Durchmesser von lediglich 40 nm komplexierten.
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Untersuchungen zum Einfluss des PEGylierungsgrades auf die Partikel-
grofe von P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Polyplexen bestétigten Parti-
keldurchmesser von ungefihr 100 nm, was verglichen mit dem Homopoly-
mer P(DMAEMA) eine deutliche Reduktion der Partikelgréfe bedeutete.
Allerdings kam es mit zunehmenden Oligomerisierungsgrad im OEGMA-
Monomer zu einem erneuten Anstieg der Partikelgrofe auf 200 nm. Erklé-
ren lésst sich diese Beobachtung durch schwichere Komplexierungseigen-
schaften mit steigendem OEG-Anteil im Copolymer und einem dadurch be-
dingten Verlust der kompakten sphérischen Form der Polyplexe. So las-
sen Zeta-Potentialmessungen bei niedrigen PEGylierungsgraden eine ,,Core-
Shell-Corona“-dhnliche Partikelstruktur vermuten, die aus einem Kern aus
pDNA und dem kationischen Polymeranteil P(DMAEMA) umhiillt von einer
EG-Schale zusammengesetzt ist. Eine Abschirmung der Oberflichenladung
durch PEGylierung konnte sowohl fiir pDNA als auch fiir mRNA Polyplexe
beobachtet werden, wobei das Zeta-Potential im Wesentlichen durch das ver-
wendete Polymer und dessen PEGylierungsgrad bestimmt wurde. Stieg die
Anzahl der EG-Einheiten in der Seitenkette weiter, so fiihrte die sterische
Abschirmung zu einem Verlust der kompakten Form der Komplexe, so dass
negativ geladene Phosphatgruppen der pDNA auf der Oberfliche der Parti-
kel zugdnglich wurden. Ferner kann die Zunahme der Partikelgrofe durch die
Hydrathiille der Polyplexe erklart werden, wobei theoretisch 2 bis 3 Wasser-
molekiile pro EG-Einheit binden kénnen und das Volumen der Partikel bei
héheren PEGylierungsgraden dadurch um das 5 bis 10-fache erhoht erschei-
nen lassen.

Bildlich verdeutlichten elektronenmikroskopische Aufnahmen den Ein-
fluss der PEGylierung auf die Morphologie der Polyplexe. Im Einklang mit
den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen bildeten Copolymere auf Meth-
acrylat-Basis mit geringem PEGylierungsgrad mit pDNA irregulér ellipsoid
geformte Partikel kompakter Struktur mit einem geringen Uberschuss un-
komplexierter Nukleinsdure. Hohere PEGylierungsgrade fiihrten jedoch iiber
schlauchférmige Partikel zu unférmigen Strukturen, die eine unzureichende
Kondensierung der pDNA vermuten lassen und eine Erklarung fiir eine nega-
tive Oberflichenladungen der Polyplexe liefern. Analog dazu nahm die Dicke
der pDNA Fasern ebenfalls zu. Bereits im Vorfeld wurden fiir PEI/pDNA
Polyplexe neben sphirischen auch schlauchférmige (toroidale) oder stabfor-
mige Strukturen beschrieben (Vijayanathan et al., 2002).

Native Kryopriaparate (Cryo-TEM) erméglichen die Aufklarung der Ul-
trastruktur und Morphologie sensibler Proben mit hohem hydrophilen An-
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teil, wobei dieser durch den speziellen Einfrierprozess erhalten bleibt (Echlin,
2001). DNA-Schichten weisen eine wesentlich hohere Material- und Elektro-
nendichte auf als andere hydrophile Materialien und erscheinen somit im
elektronenmikroskopischen Bild dunkler, wodurch eine Abgrenzung zur PEG-
Hiille moglich sein sollte. Eine ,Core-Shell-Corona“-dhnliche Partikelstruktur
war aufgrund des Kontrastes zum verwendeten Medium allerdings nur schwer
zu erkennen (Kataoka et al., 2001).

Durch die Variabilitdt im OEG-Anteil war eine mafgeschneiderte Ein-
stellung der Partikelcharakteristika auf die vorgegebenen Anforderungen des
Transfersystems moglich. Dariiber hinaus konnte eine ausreichende Stabili-
tiat der Polyplexe im wéssrigen System unter physiologisch relevanten Be-
dingungen (pH-Wert, Salzkonzentration) gezeigt werden, ein entscheiden-
der Parameter im Hinblick auf eine spétere in vivo Anwendung. Im Gegen-
satz zu den unpegylierten Homopolymeren br-PEI und P(DMAEMA) wiesen
P(DMAEMA-co-OEGMA) /pDNA Polyplexe eine gute kolloidale Stabilitét
in physiologischem Puffer unabhingig vom EG-Gehalt auf. Selbst bei ex-
trem hohen pDNA-Konzentrationen von 1 mg/ml konnten bei ausreichender
PEGylierung stabile Komplexe generiert werden. Zuvor war dies lediglich
durch Erniedrigung des pH-Wertes oder durch Verwendung von Schutzkol-
loiden moglich (Cherng et al., 1999a; Rungsardthong et al., 2003). Ahnliches
galt fiir die potentielle Zytotoxizitit der getesteten Polymere. Im Vergleich zu
br-PEI und P(DMAMEA) konnte selbst bei hohen Polymerkonzentrationen
(bis 500 pg/pl) und niedrigem PEGylierungsrad kein zytotoxischer Effekt der
Copolymere festgestellt werden. Zuriickzufiihren sind beide Effekte auf eine
sterische Stabilisierung und Abschirmung der positiven Ladungsdichte der
Polymere durch die Einfiihrung ungeladener hydrophiler OEGMA-Segmente
(Merdan et al., 2002a). Ferner kénnen iiberschiissige kationische Strukturele-
mente, die nicht fiir die Bindung der pDNA benétigt wurden, durch elektro-
statische Abstofung zur Stabilisierung des Systems beitragen (Jones et al.,
2004; Rungsardthong et al., 2003).

In wvitro Untersuchungen zur Gentransfereffizienz zeigten eine deutliche
Reduktion der Genexpression fiir P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Poly-
plexe mit zunehmendem PEGylierungsgrad (Fpyapmay > 25 %, EG-Einhei-
ten > 9) unabhingig von der verwendeten Zelllinie. Weiterhin wurde beob-
achtet, dass im Einklang mit den Bindungsstudien hohe N/P-Verhéltnisse
notig waren (>20), um zufriedenstellende Gentransferraten zu erreichen.
Unter Verwendung von Copolymeren mit geringem EG-Anteil (Fopema <
33,3 % und 9 EG-Einheiten) konnten dennoch Transfektionsraten vergleich-
bar mit dem unmodifizierten Homopolymer P(DMAEMA) und um den Fak-
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tor 10 geringer als im Falle von br-PEI erzielt werden. Eine absolute Stei-
gerung der Genexpression durch die Verwendung von mRNA bei gleicher
Anzahl an Genkopien konnte 24 h nach der Applikation nicht erzielt werden.
Allerdings ist davon auszugehen, dass die Genexpression mittels mRNA we-
sentlich schneller an- und abflutet als es fiir pDNA der Fall ist (Rudolph
et al., 2003; Zou et al., 2010). Nichtsdestotrotz begiinstigte die Einfiihrung
von OEG-Einheiten die Komplexierung von mRNA zu nanoskaligen Parti-
keln und fiihrte in der Folge zu einer gesteigerten Genexpression (2,8-fach)
verglichen mit dem Homopolymer.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass abfallende Gen-
transferraten durch Erhohung des PEGylierungsgrades die Folge i) einer un-
vollstiandigen Komplexierung der Plasmid-DNA verbunden mit einem Ver-
lust der kompakten sphérischen Form, ii) einer reduzierten Zellbindung und
iii) einer unzureichenden endosomalen Freisetzung waren. Ersteres kann ex-
trazellular zur Dissoziation der Plasmid-DNA aus den Polyplexen fiihren.
Eine reduzierte Aufnahme in die Zelle und ein gesteigerter extrazelluldrer
Abbau sind die Folge. Da die Bindung nicht-viraler Gentransfervehikel im
Wesentlichen iiber Wechselwirkungen mit negativ geladenen Glykoproteinen
an der Zelloberfliche erfolgt und leicht positiv geladene Partikel die Anlage-
rung begiinstigen (Tang et al., 2003; Verbaan et al., 2004; Zuidam et al.,
2000), lasst die Abschirmung der positiven Oberflichenladung eine redu-
zierte Zellbindung gegeniiber dem unpegylierten Homopolymer vermuten.
In fritheren Studien wurde bereits {iber den Einfluss des PEGylierungsgra-
des auf Zellbindung und Internalisierung berichtet. Je nach Polymerstruk-
tur wurde eine Reduktion beider Parameter beziehungsweise eine Reduktion
der Zellbindung, aber eine Erh6hung der zelluliren Aufnahme beobachtet
(Choi et al., 1998; Lemieux et al., 2000; Petersen et al., 2002a). Fiir die
P(DMAEMA-co-OEGMA)-Serie konnte eine Reduktion der zelluldren Bin-
dung lediglich bei hoherem OEGMA-Anteil oder steigender Oligomerisierung
in der OEGMA-Seitenkette beobachtet werden, wihrend der Einfluss auf
die Internalisierung bereits gebundener Polyplexe fiir alle PEGylierungsgrade
vernachléssigbar klein ausfiel. Die Komplexierungseigenchaften der Copoly-
mere sowie die anschliefsende intrazellulire Aufnahme der pDNA Polyplexe
konnten durch eine Anpassung des PEGylierungsgrades derartig optimiert
werden, so dass P(DMAEMA-co-OEGMA) Polyplexe mit einem optimiertem
EG-Anteil (Fopgma < 41 %, EG-Einheiten<23) eine kompakte nanoskalige
Struktur und eine dem br-PEI vergleichbare Zellbindungs- und Internalisie-
rungsrate aufwiesen. Dennoch wurde eine Reduktion der Gentransfereffizienz
um den Faktor 10 gegeniiber br-PEI gemessen.
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Nach endozytotischer Aufnahme der Polyplexe in die Zelle trigt eine
schnelle Freisetzung aus dem Endosom ins Zytoplasma entscheidend zu einem
erfolgreichen Gentransfer bei. So kann die hohe Gentransferrate von Polyple-
xen basierend auf br-PEI unter anderem durch eine effiziente Freisetzung aus
dem Endosom erklirt werden. Br-PEI fungiert dabei durch seine gute Puf-
ferkapazitit im pH-Bereich von 5,0-7,4 als eine Art Protonenschwamm, was
letztendlich zum Platzen des Endosoms fiihrt (siehe Kapitel 1.4.3). Im Ge-
gensatz dazu besteht das Homopolymer P(DMAEMA) lediglich aus tertifiren
Aminen, die zu einer geringeren Pufferkapazitit in einem engeren pH-Bereich
von pH 5,5-7,4 fithren, als es fiir br-PEI der Fall ist (Rungsardthong et al.,
2001; van de Wetering et al., 1997). Zusitzlich werden weitere Freisetzungs-
mechanismen fiir P(DMAEMA) wie eine Verdnderung der Endosomenmor-
phologie und die Bildung Nuklease-resistenter Komplexe diskutiert (Jones
et al., 2004). Die Pufferkapazitit der P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolyme-
re war gegeniiber P(DMAEMA) lediglich bei hohem Oligomerisierungsgrad
beeintrachtigt. In vitro Studien zeigten ferner, dass eine funktionelle Proto-
nenpumpe essentiell fiir die Freisetzung von br-PEI und P(DMAEMA) Poly-
plexen aus dem Endosom war, wohingegen die Freisetzung von P(DMAEMA-
co-OEGMA) /pDNA Polyplexen aus dem Endosom unvollstindig und unter
Umgehung der Protonenpumpe verlief, so dass die Anwesenheit eines Proto-
nenpumpeninhibitors keinen Einfluss auf die Transfektionseffizienz hatte. Im
Gegensatz dazu steigerte der Einsatz von Chloroquin, einer endosomolytisch
aktiven Substanz, die Transfektionseffizienz um das 16-fache. Auch die Ver-
dnderung im Polymerdesign durch Verwendung eines Gradientencopolymers,
das gegeniiber dem Standardcopolymer bei gleicher Zusammensetzung einen
konzentrierten Bereich an kationischer Ladungsdichte und in der Folge eine
erhohte Pufferkapazitit aufwies, fiithrte zu einer 6-fachen Erhohung der Gen-
transfereffizienz. Allerdings wird im Vergleich zum Einsatz von Chloroquin
deutlich, dass eine Erhéhung der Pufferkapazitit nicht alleine zu einer guten
Gentransfereffizienz beitrégt (Dubruel et al., 2000).

Alternativ zu den Verdnderungen im Polymerdesign ldsst sich die Gen-
transfereffizienz iiber den Einsatz funktioneller Peptide (siehe 1.3) steigern.
Abgeleitet von viralen Systemen wurde der Einsatz der Hamagluttinin-
Untereinheit HA des Influenzavirus, kurz Influenzapeptid (INF-Peptid), in
Kombination mit kationischen Peptiden beschrieben (Plank et al., 1994; Wag-
ner et al., 1992). Die Sekundérstruktur des INF-Peptids ist pH-sensitiv, so
dass es bei einem pH-Abfall zur Ausbildung einer a-Helix kommt, die eine
Einlagerung in die Endosomenmembran ermdglicht. Die Membran verliert
dadurch ihre Integritdt und wird durchléssig. Untersucht wurde der Einsatz
einer Variante des Influenzapeptids, das INF7-Peptid (Plank et al., 1994),
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i) nach kovalenter Kopplung an das P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymer
und ii) elektrostatischer Bindung in den Polyplex (tertidrer Komplex). In-
teressanterweise fiithrten beide Ansétze zu vergleichbaren Genexpressionsra-
ten bei unverdnderten Partikelgrofen. Ferner konnte gezeigt werden, dass in
Kombination mit dem Gradientencopolymer additive Effekte erzielt werden
konnten, so dass die Freisetzung aus dem Endosom als kritischer Schritt im
Gentransfer mittels P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymeren angesehen wer-
den kann. Zusammenfassend war die erzielte Effizienzsteigerung im Falle der
P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere weitaus stérker ausgeprigt, als auf-
grund der &hnlichen Pufferkapazitit im Vergleich zu P(DMAEMA) vermutet
wurde. So fithrte die kovalente Bindung des INF7-Peptids an P(DMAEMA)
lediglich zu einer 1,5-fachen Steigerung der Genexpression (Funhoff et al.,
2005), wohingegen fiir die tertiiren Komplexe eine 4-fache Steigerung be-
schrieben wurde (Zuidam et al., 2000). Je nach Menge an eingesetztem Pep-
tid konnte mit einem optimierten P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymer in
Kombination mit dem INF7-Peptid eine Steigerung um den Faktor 20 und
mehr durch elektrostatische Kopplung erreicht werden.

Eine weitere Effizienzsteigerung um den Faktor 100 gegeniiber dem un-
modifizierten Copolymer konnte durch Kotransfektion des INF7-Peptids mit
dem TAT-Peptid erreicht werden. Das TAT-Peptid stammt aus dem HI-Virus
und besitzt neben einer zellpenetrierenden Funktion eine Kernlokalisierungs-
sequenz, um den Transport der pDNA in den Zellkern zu steigern. Untersu-
chungen zum Wirkungsmechanismus des TAT-Peptids hatten gezeigt, dass
die Aufnahme des Peptids durch eine Uberlagerung endozytotischer Prozes-
se erfolgt (siehe 1.4.4). Da das verwendete Copolymer allerdings eine gerin-
ge endosomolytische Freisetzungsrate aufwies, kam der TAT-Effekt erst bei
Kotransfektion mit dem endosomolytisch aktiven INF7-Peptid zum tragen.
Ahnliches wurde bei Verwendung eines Fusionsproteins bestehend aus einer
TAT- und einer INF-Domiéne beobachtet (Wadia et al., 2004). Die Effizi-
enzsteigerung ist dabei vergleichbar mit Studien, in denen endosomolytisch
aktive Polymere wie das br-PEI verwendet wurden (Rudolph et al., 2003,
2004).

Die intratracheale Applikation der P(DMAEMA-co-OEGMA)/pDNA Po-
lyplexe zeigte eine im Vergleich zu br-PEI 10-fach gesteigerte Expressionsrate
in der Lunge. Entscheidend fiir die verbesserte Transfektionsrate war in die-
sem Zusammenhang die kolloidale Stabilitdt der Polyplexe in physiologisch
relevantem Medium. Anders als in den in vitro Versuchen zuvor waren jedoch
héhere PEGylierungsgrade notig, um die Partikel fiir die in vivo Applikati-
on zu stabilisieren und einen effizienten Gentransfer zu erzielen. Bereits in
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fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass br-PEI zu einer hohen Genex-
pression nach lokaler Applikation in die Lunge fiihrte, allerdings unter Ver-
wendung von Wasser fiir Injektionszwecke. Es wird vermutet, dass dieser
Effekt auf eine verstirkte zellulire Aufnahme der Partikel durch hypoosmo-
tischen Schock zuriickzufiihren ist, der jedoch weder als physiologisch noch
toxikologisch unbedenklich anzusehen ist (Rudolph et al., 2000). Bei dieser
Applikation wurde unter Verwendung biokompatibler Polymere und unter
Umgehung des hypoosmotischen Schocks eine zufriedenstellende Expression
erzielt.



Kapitel 4

Lokaler Gentransfer mittels in
situ gebildeter Filme

4.1 Theoretischer Hintergrund und experimen-
teller Versuchsaufbau

In situ geformte Depotarzneiformen zeichnen sich dadurch aus, dass sie vor
Applikation fliissig und leicht applizierbar sind, in diesem Zustand mit dem
gewiinschten Arzneistoff beladen werden konnen und nach Applikation an der
Injektionsstelle in situ eine bioabbaubare Matrix ausbilden, die den Arznei-
stoff mit einer definierten Kinetik freisetzt. Daher werden diese Systeme auch
als injizierbare Implantate bezeichnet. Implantate, die durch Préazipitation
des Polymers an der Applikationsstelle entstehen, stellen eine Untergruppe
der in situ geformten Depotarzneiformen dar. Diese bestehen zumeist aus
einem wasserunldslichen bioabbaubaren Polymer gel6st in einem organischen
Losungsmittel, in dem der Arzneistoff geldst oder suspendiert vorliegt. Nach
Applikation diffundiert das Losungsmittel aus der Polymermatrix heraus,
wahrend am Applikationsort vorhandene Gewebsfliissigkeit in die Matrix hin-
ein diffundiert und nach und nach das Losungsmittel ersetzt. Infolgedessen
kommt es in situ zur Préazipitation des Polymers und zur Ausbildung einer
Matrix mit wassergefiillten Poren, in die der Arzneistoffe eingebettet ist.

In diesem Abschnitt der Arbeit sollte ein in situ gebildeter Film, der
durch Préazipitation des Polymers an der Applikationsstelle entsteht, fiir die
kontrollierte Freisetzung von Nukleinsauren entwickelt werden. Die Entwick-
lung erfolgte auf Basis eines Applikationssystems der Firma Baxter, das be-
reits fiir die Applikation eines Fibrinklebers (Tissucol Duo Quick, Baxter)
in der Klinik eingesetzt wird. Dieses System ist in Abbildung 4.1 schema-
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Spray Set Baxter

4 Prifgas

Steuergerat mit Druckgasregler

Verbindungsschlauch mit Sterilfilter

Abbildung 4.1: Versuchsaufbau zur Herstellung in situ gebildeter Filme

tisch dargestellt und besteht aus i) einem Steuergerit mit angeschlossener
Druckgasflasche (Tissomat, Baxter AG), ii) einem Verbindungsschlauch mit
Sterilfilter und iii) einer Doppelspritzenhalterung mit Mischkammer (Duplo-
ject Spray Set, Baxter AG). In dem verwendeten Zweispritzensystem erfolgte
die in situ Prazipitation bereits kurz nach der Mischkammer, indem jeweils
eine Spritze mit der lipophilen Komponente (Polymer und Losungsmittel)
und eine mit der wéssrigen Komponente (Wasser fiir Injektionszwecke) bela-
den wurde. Mittels Druckluftzufuhr konnte ein feiner Film erzeugt und ein
Verkleben der Diise verhindert werden. Dadurch sollte eine mdéglichst schnel-
le und vollstdndige Filmbildung unabhéngig von der vorhandenen Menge an
Gewebsfliissigkeit am Applikationsort erzielt und in der Folge der Verlust an
Arzneistoff reduziert werden.

4.2 Auswahl geeigneter Losungsmittel

Entscheidend fiir die Auswahl eines geeigneten Losungsmittels waren i) die
pharmazeutische Anwendbarkeit, ii) eine gute Gewebevertréiglichkeit, iii) die
Wassermischbarkeit und iv) die Loslichkeit des Polymers im Losungsmittel.
Auf Basis dieser Parameter wurden einige Losungsmittel fiir ein weiteres
Screening ausgewahlt, deren Struktur in Abbildung 4.2 dargestellt und tech-
nologisch relevante Eigenschaften in Tabelle 4.1 zusammengefasst sind. Ei-
nige Losungsmittel sind bereits mit einer GRAS-Nummer (engl. Generally
recognized as safe) versehen, da sie von der FDA als generell unbedenklich
eingestuft wurden.
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Ein weit verbreitetes Losungsmittel fiir die Anwendung injizierbarer De-
potsysteme ist Tetraglykol (Tetrahydrofurfurylalkohol-Polyethylenglykol),
auch als Glykofurol bezeichnet (Chern and Zingerman, 2004; Eliaz and Kost,
2000). Tetraglykol wird bereits seit den 60er Jahren als Losungsmittel fiir
Parenteralia (i.v., i.m.) in Konzentrationen bis 50 % (v/v) verwendet und
zeigt in dieser Verdiinnung eine relativ geringe Toxizitdt (Mottu et al., 2000).

Glycerolformal ist ein geruchloses Losungsmittel mit ebenfalls geringer
Toxizitat, das aus einer Mischung aus 1,3-Dioxane-5-ol und 1,3-Dioxolane-4-
methanol besteht (Mottu et al., 2000) und ein ausgezeichnetes Losungsmittel
fiir zahlreiche Pharmazeutika und Kosmetika darstellt. Heutzutage wird es
vor allem in der Veterindrmedizin als Losungsmittel fiir Injektionen verwen-
det. So ist Ivomec S" 0,27 % zur s.c. Applikation in Schweinen zugelassen
und wird mit 0,1 ml/kg eingesetzt (Lifschitz et al., 1999).

Fiir Dimetylisosorbid (DMI) und Ethyl-lactat gibt es kaum Untersuchun-
gen zur Vertraglichkeit der Losungsmittel. Ethyl-lactat wird als parenteral
applizierbares Vehikel fiir Steroidformulierungen verwendend und gilt trotz
GRAS-Nummer als relativ toxisch mit narkotischer und leicht hdmolytischer
Aktivitdt. DMI wird vorwiegend als Penetrationsverstiarker topisch angewen-
det, wobei ebenfalls eine geringe hamolytische Aktivitdt beobachtet wurde
(Mottu et al., 2000, 2001). Ferner konnte in einer Studie von Matschke und
Kollegen gezeigt werden, dass Glycerolester bei guter Vertriglichkeit geeig-
nete Losungsmittel fiir PLGA/PLA Polymere darstellen (Matschke et al.,
2002). Getestet wurde in diesem Zusammenhang Triacetin, ein kurzkettiges
Triglycerid mit geringer Toxizitat (Jain, 2000; Jain et al., 2000), das bereits
zuvor als Alternative zu NMP and DMSO fiir in situ gebildete Depotarznei-
formen beschrieben wurde (Bleiberg et al., 1993; Chandrashekar and Udupa,
1996; Chern and Zingerman, 2004; Singh and Udupa, 1997).
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Abbildung 4.2: Strukturen verwendeter Losungsmittel



Bezeichnung n [mPas|* | XlogP3** | PLGA Lgslichkeit*** | Anwendung | GRAS FAM
Glycerolformal 14,4 -0,8 33 % parenteral nein Ivomec ®, Peteha ®
Tetraglykol 16,6 -0,3 k. A. parenteral nein Phenhydan ®, Eusaprim
Dimethylissosorbide 8,16 -0,6 41 % topisch nein Mykosert®, Ibutop Gel®
Triacetin 18,75 0,2 35 % parenteral ja k. A.
Ethyl-lactat 2,74 0,2 46 % k. A. ja k. A.

Tabelle 4.1: Uberblick iiber die getesteten Lésungsmittel. (*) Die kinematische Viskositét n wurde an einem Rotationsviskosimeter (MRC
100 , Paar Physics) bei 25°C bestimmt, (**) XlogP3 Daten sind errechnete Werte (Cheng et al., 2007), (*** ) Léslichkeitsdaten
wurden einer Publikation von Matschke et al., 2002 entnommen.
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4.2.1 Bestimmung der Filmgiite in Abhingigkeit vom
verwendeten Losungsmittel

Die entscheidende Voraussetzung fiir die Ausbildung eines in situ gebildeten
Depotsystems ist die Loslichkeit des Polymers im Losungsmittel. In der Lite-
ratur werden fiir in situ gebildete Systeme auf PLGA-Basis Loslichkeiten von
mindestens 10 % (m/v) vorausgesetzt (Dunn et al., 1994). Loslichkeitsdaten
in klassischen Losungsmitteln wie NMP und DMSO, aber auch in Ethyl-
lactat wurden bereits fiir unterschiedliche PLGA Polymere erhoben (Shively
et al., 1995). In diesen Studien zeigte sich, dass die Loslichkeit der Polymere
mit steigender Molekiilmasse abnahm. Ferner korrelierte die fiir eine in situ
Prézipitation notwendige Wassermenge mit der Loslichkeit des Polymers im
verwendeten Losungsmittel. Je besser die Loslichkeit des Polymers im ver-
wendeten Losungsmittel war, desto mehr Wasser wurde fiir die Ausbildung
der Depotmatrix bendtigt. Im Gegensatz dazu nahm die notwendige Wasser-
menge mit steigendem Polymeranteil ab.

Erste Formulierungs- und Loslichkeitsversuche wurden unter Verwendung
des Modellpolymers Rhesomer®RG 503 H durchgefiihrt. Zur besseren Vi-
sualisierung wurde die Wasserphase mit dem blauen Farbstoff Brillantblau
angefirbt. Fiir alle getesteten Losungsmittel lies sich eine 10 %ige (m/v) Po-
lymerlosung herstellen, allerdings zeigten die Filme bereits visuell deutliche
Unterschiede beziiglich Festigkeit, Homogenitat und Einbau der wéassrigen
Phase in die Matrix. So konnte unter Verwendung von Triacetin als Losungs-
mittel kein homogener Film erzielt werden, sondern es bildete sich eine W/O
Emulsion aus, die in Abbildung 4.3 (a) deutlich erkennbar ist. Alle ande-
ren Losungsmittel fithrten zur Ausbildung eines Films, wobei der Einbau der
wissrigen Phase deutlich variierte. Anhand der Einfarbung der Matrix nahm
der Einbau der wissrigen Phase in folgender Reihenfolge ab: Triacetin <
Ethyl-lactat < < Tetraglykol < Glycerolformal ~ DMI.

In Tabelle 4.1 ist der Verteilungskoeffizient P, ein wichtiges Mak fiir die
Hydrophilie beziehungsweise Lipophilie eines Losungsmittels, fiir alle getes-
teten Losungsmittel angegeben. Dieser beschreibt die Verteilung eines Stof-
fes zwischen einer Octanol- und einer Wasser-Phase und wird iiblicherweise
als logP angegeben. Mittlerweile existieren Programme, die den Verteilungs-
koeffizient sehr genau vorhersagen kénnen. Ein angewendeter Algorithmus
hierfiir ist der XLogP3 (Cheng et al., 2007), der fiir lipophile Substanzen po-
sitiv und fiir hydrophile Substanzen negative Werte liefert. Fiir Ethyl-lactat
wurde der P-Wert von Milchséure der Berechnung zu Grunde gelegt, da das
Losungsmittel leicht in seine Edukte Ethanol und Milchsdure zerfillt. Ver-
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gleicht man nun den Einbau der wassrigen Phase in die Polymermatrix mit
den LogP-Werten der einzelnen Losungsmittel, so wird eine Abhéngigkeit der
Filmgiite, die durch einen geringen Verlust an Polymer im Uberstand charak-
terisiert ist, von der Wasserloslichkeit der verwendeten Losungsmittel deut-
lich. Es ist davon auszugehen, dass Triacetin und Ethyl-lactat als lipophile
Losungsmittel (XlogP>0) eine geringere Wassermischbarkeit als die anderen
Losungsmittel aufweisen und dadurch die schlechte Filmgiite der Matrix er-
klart werden kann. Wiahrend unter Verwendung von Triacetin kein Spriihfilm
erzeugt werden konnte, fiihrte Ethyl-lactat zu einer sehr inhomogene, 16chri-
gen Filmstruktur, in die nur sehr wenig Farbstoff eingebaut werden konnte.
Im Gegensatz dazu bildeten sich bei Verwendung von Glycerolformal, DMI
oder Tetraglykol in situ Filme aus.

Um die Filmgiite besser beurteilen zu konnen, wurde in Spriihversuchen
die Menge an Polymer im Uberstand (Verlust) und im Prizipitat (Implantat)
durch Riickwaage der getrockneten Matrix quantifiziert. Tragt man nun den
Verteilungskoeffizient P der Losungsmittel gegen die Matrixgiite auf, wie in
Abbildung 4.3 (b) dargestellt, so ergibt sich eine lineare Abhéngigkeit der
Filmgiite von der Wassermischbarkeit des Losungsmittels. Die Graphik zeigt
deutlich, dass die Matrixbildung mit steigender Wassermischbarkeit der Lo-
sungsmittel verbessert werden konnte, wobei mit einem P-Wert<0,25 circa
80 % der eingesetzten Polymermenge in die Matrix eingebaut wurde.

Fiir das weitere Vorgehen sollten nun unterschiedliche Polymere in Kom-
bination mit den Loésungsmitteln Glycerolformal, DMI und Tetraglykol ge-
testet werden. Triacetin wurde aufgrund der schlechten Filmbildung nicht
weiter verfolgt. Ethyl-lactat scheint trotz Einbaus erheblicher Polymeranteile
aufgrund von Instabilitdten und einer 16chrigen, inhomogenen Filmstruktur
ebenfalls fiir die weitere Entwicklung ungeeignet. Ferner wurde eine starke
hémolytische Aktivitat fiir dieses Losungsmittel beschrieben (Mottu et al.,
2001).

4.2.2 Gewebevertraglichkeit der Losungsmittel

Untersucht wurde in diesem Abschnitt der Einfluss des Losungsmittels auf
die metabolische Zellviabilitit iiber einen Zeitraum von 11 Stunden. Diese
wird iiber den ATP-Wert der Zellen, ein Mafs fiir die Viabilitit, bestimmt.
Bei akuter Toxizitdt von Substanzen sinkt der Wert rapide und ermoglicht
somit eine Abschitzung der Gewebevertréiglichkeit der Losungsmittel. In Ab-
bildung 4.4 sind die aus den Versuchen berechneten LD50-Werte fiir alle ge-
testeten Losungsmittel in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit dargestellt.
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Abbildung 4.3: Filmgiite der getesteten Losungsmittel
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Abbildung 4.4: LD 50 der getesteten Losungsmittel in Abhdngigkeit von der Inkubations-
zeit auf Mesothelzellen. Bestimmt wurde jeweils die metabolische Zellvia-
bilitat mittels ATPlite Assay.

Die Vertraglichkeit der Losungsmittel nahm dabei in folgender Reihenfolge
ab: Glycerolformal > > DMI > Tetraglykol. Glycerolformal wies mit einem
LD50-Wert von circa 1 g/ml bei einer Inkubationszeit unter 6 h von den getes-
teten Losungsmitteln die geringste Toxizitdt auf. Im Vergleich zu DMI und
Tetraglykol bedeutete dies eine 220-fach beziehungsweise 400-fach bessere
Vertraglichkeit nach Versuchsende.

4.3 Auswahl geeigneter Biomaterialien

Fiir die Auswahl der Biomaterialien waren folgende Faktoren ausschlagge-
bend. Die verwendeten Materialien sollten i) biokompatibel, ii) bioabbaubar,
iii) parenteral applizierbar, iv) sterilisierbar sein und v) eine kontrollierte Frei-
setzung iiber einen Zeitraum von 2-3 Wochen ermoglichen. Dieses kritische
Zeitfenster war fiir den spéiteren therapeutischen Einsatz entscheidend (siehe
4.5.1). Als Biomaterialien wurden bioabbaubare Copolymere aus Milchsiu-
re und Glykolséure, Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) Polymere, der
Firma Boehringer Ingelheim ausgewihlt (Handelsname Rhesomer RG®), die
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von der FDA bereits zur parenteralen Applikation zugelassen sind. Seit 1989
gibt es ferner ein in situ geformtes Implantat auf PLGA-Basis zur s.c. Ap-
plikation auf dem Markt (siehe Kapitel 1.4.1). In Tabelle 4.2 sind einige
relevante physikochemische Eigenschaften einer Auswahl an PLGA Polyme-
ren zusammengefasst. Diese unterscheiden sich vorwiegend in den jeweiligen
Abbauzeiten.

Der Abbau der Polymermatrix erfolgt iiber Esterhydrolyse zu den bio-
kompatiblen Monomeren Milchsdure und Glykolsdure, die anschlielend iiber
den Krebszyklus zu CO, und Wasser metabolisiert werden. Das Abbauver-
halten der PLGA Implantate beruht auf einer Bulkerosion, die dadurch cha-
rakterisiert ist, dass Wasser schneller in die Polymermatrix hinein diffundiert
als der Abbau des Polymers erfolgt. Dementsprechend kommt es zu einem ho-
mogenen Massenverlust iiber den gesamten Querschnitt der Polymermatrix.
Der Abbauprozess lisst sich generell in drei Abschnitte unterteilen:

1.) Hydratation: Das Polymer nimmt Wasser auf und quillt, wobei bereits
ein geringer Anteil an Esterbindungen gespalten wird. Es findet aller-
dings noch kein Massenverlust statt.

2.) Abbau: Die mittlere Molmasse nimmt stark ab. Die bei der Spaltung
der Esterbindungen entstehenden Carbonsduregruppen fiithren zu ei-
nem pH-Abfall innerhalb der Matrix und infolgedessen zur Autokata-
lyse der Esterspaltung. Das Polymer verliert an mechanischer Starke.

3.) Losung: Zum Ende des Abbaus l6sen sich niedermolekulare Fragmente
und Oligomere im umliegenden Medium, wobei die gelosten Polymer-
fragmente wiederum zu freien Carbonsiduren hydrolysiert werden.

Die Abbauzeiten sind fiir die Freisetzung verkapselter Makromolekiile und
nanoskaliger Tragermaterialien entscheidend, da diese aufgrund Ihrer Groke
vorwiegend durch Matrixerosion freigesetzt werden und somit iiber die Ab-
bauraten eine gezielte Einstellung der Freisetzungsraten ermdoglicht wird. Die
Abbauzeiten der PLGA Polymere lassen sich durch die Zusammensetzung
(Anteil PLA:PGA) und die Molekiilmasse der Polymere steuern, wobei die
in Tabelle 4.2 angegebenen inhérenten Viskositdten ein Maf fiir die Molekiil-
masse darstellt.

Im Gegensatz zu den jeweiligen Homopolymeren PLA oder PGA besitzt
das Copolymer schnellere Abbauraten unter zwei Monaten, wobei die kiir-
zesten Abbauzeiten bei einer Zusammensetzung von 50 % PGA und 50 %
PLA erreicht werden konnen. Eine Erhéhung des PLA-Anteils erschwert auf-
grund der zusatzlichen Methylgruppe im Milchsdure-Monomer die Hydrolyse
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Bezeichnung | PLA/PGA | iv.* | Sduregruppe* | Mwgpc *** | Freisetzung™***
[dl/g] | [mg KOH/g] [ kDa] |Tagen|
502 H 50/50 0,22 9 k.A. 20
503 H 50/50 0,32 5 34 15
504 H 50/50 0,51 3 48 70
52 75/25 0,21 0 12 k.A.
755 S 75/25 0,63 0 63 30

Tabelle 4.2: Eigenschaften der verwendeten Rhesomer®RG Polymere. (*) Die inhérente
Viskositét (i.v.; 0,1 % Losung in Chloroform bei 25°C') und (**) die Anzahl der
Séduregruppen (potentiometrischen Titration) sind den Herstellerdaten ent-
nommen. (***) Die Molekiilmasse, gemessen via GPC, und (***) die Frei-
setzungsdaten stammen aus Publikation von Eliaz und Kollegen (Eliaz and
Kost, 2000; Eliaz and Szoka, 2002). Die Freisetzungsdaten beziehen sich fiir
Rhesomer®RG 755 S und 503 H auf die Freisetzung von Albumin aus Rinder-
serum(Eliaz and Kost, 2000) und fiir Rhesomer® RG 502 H und 504 H auf die
Freisetzung von Thymus-DNA (Eliaz and Szoka, 2002) aus einem injizierbaren
Implantat (10 % bis 20 % PLGA (m/v) in Tetraglykol).

des Polymers und erhoht gleichzeitig die Hydrophobizitit, wodurch die Ab-
bauzeiten steigen. Auch eine Steigerung des PGA-Anteils im Polymer oder
die Verwendung des reinen Sterioenantiomers L-Milchsdure gegeniiber dem
Monomer D-/L-Milchsaure verlingern durch Erh6hung der Kristallinitét des
Polymers die Abbauzeiten der Polymere, da Wasser leichter in amorphe Be-
reiche diffundiert und folglich diese Bereiche schneller abgebaut werden als
kristalline. Somit steigt wihrend des Abbaus die Kristallinitdt des Polymers
stetig. Nicht zuletzt lassen sich die Abbauraten durch kiirzere Polymerketten
und freie Endgruppen (H-Serie) beschleunigen. Freie Endgruppen (Hydroxy-
und Carboxy-Gruppen) erhéhen die Hydrophilie des Polymers, wodurch die
Diffusionsgeschwindigkeit des Wassers und dessen Anteil in der Polymerma-
trix gesteigert werden. Freie Carboxylgruppen katalysieren dariiber hinaus
durch Senkung des pH-Wertes im inneren der Matrix die Hydrolyse der Po-
lymere (Autokatalyse).

4.3.1 Matrixgiite in Abhingigkeit vom ausgewiahlten Po-
lymer
Es konnte bereist in Kapitel 4.2.1 gezeigt werden, dass der prozentuale Poly-

meranteil, der in den Film eingebaut werden kann, in Abhéngigkeit der Was-
serloslichkeit des verwendeten Losungsmittels variierte. Analog dazu sollte
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die Matrixgiite unter Verwendung verschiedener Polymere ndher betrachtet
werden. Da sich Tetraglykol fiir die getesteten Polymere nicht eindampfen
lies, liegen fiir dieses Losungsmittel keine Daten vor. Abbildung 4.5 zeigt
die Ergebnisse fiir Polymere mit einer Zusammensetzung von (a) PLA/PGA
50:50 mit freien Sduregruppen (H-Serie) und (b) PLA/PGA 75:25 mit veres-
terten Endgruppen (S-Serie). Letztere sind aufgrund des hoheren Anteils an
Milchsdure und den veresterten Endgruppen lipophiler als die H-Serie.

Die Graphiken verdeutlichen, dass mit hoherer Molekiilmasse der Poly-
mere in beiden Serien eine grofere Menge an Polymer in die Matrix eingebaut
werden konnte. Dieser Effekt war signifikant fiir DMI in der H-Serie und fiir
beide Losungsmittel in der S-Serie, wobei unter Verwendung von Glycerolfor-
mal und Rhesomer® RG 755 S nahezu 100 % der eingesetzten Polymermen-
ge die Matrix ausbildete (97,640,6 % ). Vergleicht man die Polymerserien in
Kombination mit den getesteten Losungsmitteln miteinander, so zeigte Gly-
cerolformal in Kombination mit der S-Serie einen um 20 % geringeren Verlust
an eingesetzter Polymermenge verglichen mit der H-Serie und verglichen mit
DMI in beiden Polymerserien. Erklarbar sind diese Ergebnisse erneut durch
die unterschiedliche Wassermischbarkeit der beiden Losungsmittel, die zu ei-
ner unterschiedlichen Loslichkeit der Polymere im Losungsmittel fiihrte und
die Kinetik der Filmbildung mafgeblich beeinflusste. Wahrend sich beide Se-
rien sehr gut in DMI 16sen liefen, konnte die S-Serie im Vergleich zur H-Serie
nur schwer in Glycerolformal in Losung gebracht werden. Letztere zeigte
starkes Quellverhalten. Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei der S-
Serie in Glycerolformal um ein System nahe der Loslichkeitsgrenze handelte.
Kombiniert mit der guten Wassermischbarkeit von Glycerolformal war eine
schnelle und vollstdndige Filmbildung die Folge.

4.3.2 Viskoelastische Eigenschaften in situ gebildeter
Filme

In einem dynamischen Scherexperiment wurden die viskoelastischen Eigen-
schaften der Filme untersucht. Hierzu wurde eine oszillierenden Scherspan-
nung mit einer definierten Amplitude und Frequenz an die Probe ange-
legt und die resultierende Scherverformung ermittelt, die ebenfalls durch
Amplitude und Frequenz, auch Phasenverschiebung genannt, charakterisiert
ist. Diese beiden Antwortgrofen kénnen anschliefend mathematisch in das
Speichermodul G* und das Verlustmodul G umgeformt werden, wobei das
Speichermodul den gespeicherten und somit wiederverwertbaren Anteil der
eingebrachten Bewegungs- beziehungsweise Verformungsenergie kennzeichnet
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Abbildung 4.5: Filmgiite ausgewéihlter Rhesomer® RG Polymere im Vergleich. Dargestellt
ist der prozentuale Anteil an eingesetztem Polymer, der den Spriihfilm
ausbildet, wohingegen der Rest als léslicher Anteil im Uberstand verloren
geht. Die Daten sind als MittelwertetStandardabweichung (n=4) angege-
ben. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Sternchen gekennzeich-
net (P<0,05 (*), P<0,01 (**)).
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(elastischer Anteil) und das Verlustmodul ein Maf fiir die pro Schwingung in
Wiérme abgegebene Energie und somit den verlorenen Anteil darstellt (visko-
ser Anteil). In Abbildung 4.6 sind beide Module bei einer Anregungsfrequenz
von 1 Hz fiir unterschiedliche Filme der H-Serie dargestellt.

Vergleicht man den elastischen und den viskosen Anteil beider Filme mit-
einander, so erkennt man eine unterschiedliche Sensitivitit der viskoelasti-
schen Eigenschaften gegeniiber den verschiedenen Losungsmitteln. Wahrend
sich im Falle der 502 H-Filme die viskoelastischen Eigenschaften durch die
Wahl des geeigneten Losungsmittels recht breit einstellen liefen (maxima-
ler Faktor: 29 (G‘) beziehungsweise 22 (G*)), zeigten 504 H-Filme ein vom
verwendeten Losungsmittel unabhingiges rheologisches Verhalten. Letztere
wiesen dabei mit 2-4 kPa eine mechanische Festigkeit vergleichbar mit Mus-
kelfasern (8 -17 kPa) auf (Engler et al., 2006) und waren mit einem Verlust-
faktor (G/G“)>1 vorwiegend elastisch dominiert, so dass sich diese Filme
im Versuch &dhnlich einem Festkorper verhielten. Einzige Ausnahme stellte
DMI dar, dessen in situ Filme mit einem Verlustfaktor von 0,85 viskos domi-
niert waren. Mit einer Dicke von > 500 um waren diese Filme im Vergleich
zu den Rhesomer® RG 502 H-Filmen relativ dick (DMI: 500 um, Glycerol-
formal: 600 pm, Tetraglykol: 800 um). Letztere spreiteten auf der Platte des
Rheometers und zeigten eine Dicke von lediglich 300 pm unabhéngig vom
verwendeten Losungsmittel.

Alle auf Rhesomer® RG 502 H basierenden Filme verhielten sich mit ei-
nem Verlustfaktor<1 gelartig, wobei deutliche Unterschiede in der Festigkeit
zwischen den Losungsmitteln zu erkennen waren. Lediglich bei Verwendung
von Tetraglykol konnte eine dem Rhesomer® RG 504 H vergleichbare Fes-
tigkeit der Filme bei einem Verlustfaktor von 0,79 erzielt werden. DMI und
Glycerolformal waren mit einer Festigkeit von 130 beziehungsweise 900 Pa
nicht anndhernd vergleichbar und zeigten stark viskos dominiertes Verhalten
(Verlustfaktor>0,5).

4.4 Formulierung n situ gebildeter Filme

Basierend auf den Erfahrungen aus den bereits durchgefiihrten Spriihversu-
chen wurde eine Formulierung bestehend aus i) PLGA Polymer, gelost in
einem der drei bereits verwendeten Losungsmitteln, ii) wéssriger Phase und
iii) Plasmid-DNA als Modellwirkstoff entwickelt. Theoretisch konnte die Plas-
mid DNA sowohl in ,nackter” als auch in komplexierter Form in die Matrix
eingebaut werden. Da ,nackte Plasmid-DNA Zellen allerdings nur sehr inef-
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Abbildung 4.6: Viskoelastische Untersuchungen der Filme: (a) Speichermodul (G‘) und
(b) Verlustmodul (G*) der Rhesomer® RG H-Serie mit unterschiedlichen
Losungsmitteln im Vergleich bei einer Frequenz von 1Hz.
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fizient transfiziert, wurde die Plasmid-DNA vor der Einbettung in den Film
mit I-PEI komplexiert (/N/P-Verhiltnis 10) und in nanoskalige Polyplexe in
die Matrix eingebaut. Dadurch konnte die pDNA zusétzlich vor einem pH-
Abfall innerhalb der Matrix geschiitzt werden, der wihrend des Abbaus der
Polymerstruktur durch die Freisetzung von Polymer-Monomeren innerhalb
der Matrix entsteht und generell ein Problem fiir empfindliche Makromole-
kiile darstellt (Capan et al., 1999).

Der Einbau der Polyplexe in die Matrix konnte gelost in der wéssrigen
Phase (Eliaz and Szoka, 2002) oder dispergiert in der PLGA-Losung (Eliaz
and Kost, 2000; Eliaz et al., 2000) erfolgen. Allerdings hatte sich in Vor-
versuchen am Beispiel von PLGA /Tetraglykol-Systemen gezeigt, dass be-
reits eine direkte Zugabe kleiner Wassermengen (< 5 %) eine Prézipitation
des Polymers verursachte. Daher waren hohe Beladungen des Spriihfilms nur
durch den Einsatz hochkonzentrierter Plasmid-DNA Losungen denkbar, die
allerdings eine geringe Stabilitidt aufweisen und zur Aggregatbildung neigen.
Daher sollten die Polyplexe als Lyophilisat analog zu Proteinformulierungen
(Eliaz and Kost, 2000; Eliaz et al., 2000) in der PLGA-Losung dispergiert
oder vor Gebrauch in der wissrigen Phase resuspendiert werden. Grundsétz-
lich waren die Formulierungen wie folgt aufgebaut:

1.) Lipophile Phase (1 ml): 10 % (m/ V) PLGA Polymer in Glycerolformal,
Tetraglykol oder DMI (Rhesomer® RG 502 H, 504 H )

2.) Hydrophile Phase (1 ml): Wasser fiir Injektionszwecke

3.) Wirkstoffkomponente: lyophilisierte Polyplexe resuspendiert in der li-
pophilen oder hydrophilen Phase

4.4.1 Herstellung pulverformiger Polyplexe

Die Gefriertrocknung ist in der Pharmaindustrie eines der Standardverfah-
ren zur Stabilisierung von Formulierungen wihrend der Lagerung. Durch
Einschluss der Molekiile in eine Hilfsstoffmatrix konnen Formulierungen da-
bei wihrend der Trocknung stabilisiert werden, wobei je nach Trocknungs-
phase unterschiedliche Protektoren verwendet werden konnen. So verhindern
Kryoprotektoren das Auskristallisieren der Losung wihrend des Einfrierens.
Das System erstarrt als unterkiihlte Schmelze ohne vollsténdige Phasentren-
nung (erstarrte Fliissigkeit, Glas). Im Gegensatz dazu bieten Lyoprotektoren
Schutz im weiteren Verlauf der Trocknung, indem Sie unter Ausbildung von
Wasserstoftbriicken die Bindungen des Wirkstoffes zum Wasser ersetzen.
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Polyplexe lassen sich unter Zusatz von Kryoprotektoren und/oder Ly-
oprotektoren ebenfalls lyophilisieren, so dass eine Aggregatbildung nach der
Resuspendierung verhindert werden kann (Cherng et al., 1999b; Talsma et al.,
1997).Als Lyophilisat konnen Polyplexe besser gelagert (Talsma et al., 1997)
und eine Aufkonzentrierung der Losung bis zu einer pDNA-Konzentration
von 1 mg/ml ermoglicht werden (Anchordoquy et al., 2005). Zucker wie bei-
spielsweise Saccharose oder Trehalose fungieren als Lyo- und Kryoprotekto-
ren und haben sich zur Stabilisierung von Polyplexen als geeignet erwiesen
(Cherng et al., 1999b; Talsma et al., 1997).Wasserlosliche Substanzen wie
diese konnen ferner die Freisetzung makromolekularer Wirkstoffe aus in situ
geformten PLGA basierten Filmen beschleunigen. Wéahrend der Matrixbil-
dung bilden sich durch Auflésung dieser Substanzen wassergefiillte Poren
aus, durch die der Wirkstoff anschliefend aus der Matrix diffundieren kann.
Ein dhnlicher Effekt wurden fiir eine hohe Beladung der Matrix beschrieben
(Csaba et al., 2005; Matschke et al., 2002).

Getestet wurden in dieser Arbeit verschiedene Zucker in standardméfig
eingesetzten Konzentrationen (Cherng et al., 1999b; Talsma et al., 1997). Die
Polyplexe, basierend auf 1-PEI, wurden nach der Gefriertrocknung ohne vor-
herige Homogenisierung in Wasser fiir Injektionszwecke resuspendiert und de-
ren Transfektionseffizienz auf humanen Bronchialepithelzellen getestet. Gu-
te Transfektionsraten lieferte in den eingesetzten Konzentrationen lediglich
das Disaccharid Saccharose mit einer 10-fachen Effizienzsteigerung gegeniiber
nativen Polyplexen (Abb. 4.7 (a)). Vergleichbare Werte wurden bereits von
Talsma und Kollegen beschrieben (Talsma et al., 1997), wobei osmotische
Effekt, die zu einer gesteigerten Aufnahme der Partikel in die Zelle fiihren
konnten, erst ab einer 2-fachen Aufkonzentrierung zu erwarten sind (An-
chordoquy et al., 2005). Partikelgrofenmessungen ergaben allerdings, dass es
nach der Gefriertrocknung zu einer leichten Zunahme der Partikelgrofe kam.
Native Partikel wiesen eine Partikelgrofse von < 100 nm auf, wohingegen je
nach verwendetem Dispergiermedium die Partikel nach der Gefriertrocknung
bei einem PI< 0,2 auf 200-300 nm anwuchsen.

Um die pulverférmigen Polyplexe dosieren und in die Formulierung ein-
arbeiten zu konnen, sollten diese nach der Lyophilisation im Mo6rser homoge-
nisiert und mittels Ultra-Turrax® (UT) oder Glashomogenisator (H) in der
PLGA-Losung dispergiert werden. Die Stabilitdt der Polyplexe nach Homo-
genisierung und anschliefsender Resuspendierung in Wasser fiir Injektions-
zwecke wurde mittels Transfektionsversuche und Agarosegelelektrophorese
untersucht. Die Ergebnisse der Versuche auf Lungenzelllinien zeigten keine
Verdnderungen in der Transfektionseffizienz durch Homogenisierung (Abb.



144 Kapitel 4. Lokaler Gentransfer mittels in situ gebildeter Filme

1e+9 - 1e+8 3 M Srser
/3 Nativ
*
1e+8 A
I

£ < l
2 te+7 <
o fert 2 1e+7 4
o T X %’
D 1e+6 -
£ _ E
S ®
a 1e+5 4 2
o —
g 5 1e+6 A
T let4 4 * E{I
: I

o i ﬁ

1e+2 : : . . Te+5 T T

Frisch Sucrose Mannose Dextran A 549 BEAS 2B

(a) Polysacharide als Kryoprotektoren  (b) Homogenisierung lyophilisierter Komple-
xe mittels Morser und Pistill

gemorsert unbehandelt

WFI WFI Glycerolformal WFI Glycerolformal

H ut H uTt H uTt H ut
HS - + c L - + -+ -+ -+ -+ - + -+ -+ -+
o _‘

(c) Homogenisierungstechniken lyophilisierter Komplexe

Abbildung 4.7: Herstellung pulverformiger Polyplexe: Transfektionseffizienz lyophilisierter
I-PEI/pDNA Polyplexe auf Lungenzelllinien unter (a) Verwendung unter-
schiedlicher Kryoprotektoren (10 % (m/v) Saccharose oder Mannose, 4 %
(m/v) Dextran 5000) und (b) nach Homogenisierung lyophilisierter Poly-
plexe unter Verwendung von 10 % (m/v) Saccharose als Kryoprotektor. Die
Polyplexe wurden hierzu in Wasser fiir Injektionszwecke (WfI) resuspen-
diert. Die Daten sind als MittelwertetStandardabweichung ((a) n=7, (b)
n=4)) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Sternchen
gekennzeichnet (P<0,05 (*), P<0,01 (**)). (c) DNA Topologie lyophili-
sierter pDNA /I-PEI Polyplexe aufgetrennt mittels Agarosegelelektropho-
rese unter Zusatz von Heparansulfat (HS): pCMV-Luc Kontrolle (C), Gré-
Benmarker (L), Wasser fiir Injektionszwecke (WfI), Ultra-Turrax® (UT),
Homogenisator (H).
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4.7 (b)). Eine Kontrolle der Topologie der Plasmid-DNA unter Zusatz von He-
paransulfat ergab ebenfalls keinen Unterschied zwischen den lyophilisierten
Polyplexen in Wasser fiir Injektionszwecke (Abb.4.7 (c¢)). Sowohl die in Was-
ser fiir Injektionszwecke resuspendierten Proben (unbehandelt) als auch jene
Polyplexe, die vor der Resuspendierung vorhomogenisiert wurden (gemor-
sert), zeigten vergleichbare Bandenmuster fiir alle drei Dispergierungsmetho-
den (UT, Homogenisator, gelost). Im Vergleich zur Kontrolle, unkomplexier-
ter Plasmid-DNA, wurde in allen Fillen eine leichte Zunahme der relaxierten
Form beobachtet. Ein Abbau der Plasmid-DNA war fiir Wasser fiir Injekti-
onszwecke nicht zu erkennen.

Beispielhaft fiir die Losungsmittel ist Glycerolformal dargestellt. Es erga-
ben sich keine Unterschiede im Bandenmuster zwischen unbehandelten oder
vorhomogenisierten Proben sowie gegeniiber der Wasserkontrolle. Unter Ver-
wendung des Homogenisators als Dispergierungsmethode konnte ebenfalls
keine Verdinderung beobachtet werden. Im Falle des Ultra-Turrax® verblieb
die pDNA vorwiegend komplexiert in den Taschen des Gels, wobei fiir un-
behandelte Proben zwei sehr schwache Banden vergleichbar mit den anderen
Proben erkennbar waren. Allerdings ist anzumerken, dass bei Einsatz glei-
cher Mengen an Heparansulfat generell unter dem Einfluss von Glycerolfor-
mal grofsere Mengen an pDNA komplexiert in den Taschen verblieb. Fiir die
homogenisierten UT-Proben war ein leichter Schmier im Gel zu erkennen, ei-
ne Zerstorung der Plasmid-DNA in Form von Fragmenten konnte allerdings
auch hier nicht beobachtet werden.

4.4.2 Bestimmung der Freisetzungskinetik formulierter
Plasmid-DNA Polyplexe

Die Wirkstofffreisetzung aus Implantaten kann prinzipiell durch i) Diffusion
des Wirkstoffes aus der Polymermatrix (diffusionskontrolliert) oder ii) durch
Erosion der Matrix (erosionskontrolliert) erfolgen (Fan and Singh, 1989; Go-
epferich, 1997). Fiir die Freigabe von Wirkstoffen aus bulkerodierenden Po-
lymermatrices wie im Falle von PLGA-Systemen (sieche Abb. 4.3) werden in
Abhéangigkeit der Wirkstoffbeladung, der Molekiilmasse des verwendeten Po-
lymers, sowie der Polymerkonzentration ein- oder zweiphasige Freigabeprofile
beschrieben (Goepferich et al., 1995; Ramchandani and Robinson, 1998). Zu-
siatzlich kann es initial bis zur vollstdndigen Prazipitation des Polymers zu
einer Freisetzung des Wirkstoffes kommen. Die Freisetzungskinetik in situ
gebildeter Filme wurde in Abhéngigkeit der Molekiilmasse des Polymers, des
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verwendeten Losungsmittels und der Einbettungsvariante untersucht. Fol-
gende Kombinationen wurden getestet:

1.) Lipophile Phase (1ml): Rhesomer® RG 502 H oder 504 H 10 %ig (m/v)
gelost in Glycerolformal, Tetraglykol oder DMI

2.) Hydrophile Phase (1ml): Wasser fiir Injektionszwecke

3.) Wirkstoffkomponente: lyophilisierte Polyplexe (I-PEI/pDNA) in homo-
genisierter Form

Die Polyplexe wurden nach der Lyophilisation im Mérser homogenisiert und
entweder in der hydrophilen Phase resuspendiert (Einbettungsvariante A)
oder mittels Homogenisator in der lipophilen PLGA-L&sung dispergiert (Ein-
bettungsvariante B). Die Freisetzungsprofile sind fiir Rhesomer® RG 502 H
und 504 H unter Verwendung unterschiedlicher Losungsmittel fiir beide Ein-
bettungsvarianten in Abbildung 4.8 dargestellt.

Betrachtet man zunéchst den Einbau der Polyplexe in den Film durch
Lésung in der hydrophilen Phase, so zeigt sich ein deutlicher Einfluss der Mo-
lekiilmassen der eingesetzten Polymere und der verwendeten Losungsmittel
auf die Freisetzungskinetik (Abb. 4.8 (a), (c)). Ein Einbau der Wirkstoffkom-
ponente war unter Verwendung von DMI als Losungsmittel in Kombination
mit dem kurzkettigen Polymer Rhesomer® RG 502 H nicht méglich (Abb.
4.8 (a)). Wéhrend der Prézipitation des Polymers wurden bereits 100 % der
Polyplexe freigesetzt. Unter Verwendung des langerkettigen Polymers, dem
Rhesomer® RG 504 H, erreichte man hingegen einen typischen zweiphasi-
gen Freisetzungsverlauf. Dieser war aus einer zunachst diffusionskontollierten
Freisetzung (Phase 1, konkaves Freisetzungsprofil) gefolgt von einer erosions-
kontrollierten Freisetzung (Phase 2, lineare Kinetik) zusammengesetzt (Abb.
4.8 (c)). Auffillig war in diesem Zusammenhang, dass unter Verwendung von
DMTI in allen Féllen die hochste initiale Freisetzung erreicht wurde, die je nach
Einbettungsvariante und Kettenliange des Polymers von 10 % bis 100 % vari-
lerte.

Im Gegensatz dazu zeigte Glycerolformal eine geringe initiale gefolgt von
einer langsamen diffusionskontrollierten Freisetzung. Erst mit beginnender
Erosion der Matrixerosion wurde eine beschleunigte die Freisetzung der Po-
lyplexe beobachtete, die in Abhéngigkeit der Kettenldnge der verwendeten
Polymere nach 15 beziehungsweise 26 Tagen einsetzte. Filme auf Basis von
Tetraglykol zeigten hingegen nach moderater initialer Freisetzung von 32 %
(Rhesomer® RG 502 H) beziehungsweise 50 % (Rhesomer® RG 504 H) eine
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Abbildung 4.8: Freisetzungskinetik unterschiedlicher Formulierungen in situ gebildeter Fil-
me: Lyophilisierte Polyplexe wurden unter Verwendung unterschiedlicher
Polymerlosungen (DMI (o), Tetraglykol (o) und Glycerolformal (A) in
die Filme eingebaut und die Freisetzung der pDNA iiber 30 Tage ana-
lysiert. Die Daten sind als MittelwertexStandardabweichung des Mittel-
wertes (n=3)angegeben.
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moderate bis keine Freisetzung im beobachteten Zeitrahmen. Lediglich im
Falle des langerkettigen Polymers kam es bedingt durch die Erosion der Ma-
trix zu einer geringen Freisetzung nach 26 Tagen (Abb. 4.8 (c)).

Wurden die Polyplexe hingegen in der lipophilen PLGA-L6sung disper-
giert (Einbettungsvariante B), waren die initialen Freisetzungsraten der Po-
lyplexe, sowie die Diffusion aus der Matrix fiir alle Polymer/Losungsmittel
Kombinationen reduziert und die Freisetzung verlief hauptséchlich erosions-
kontrolliert (Abb. 4.8 (b), (d)). Die getesteten Losungsmittel zeigten dabei
ahnliche Freisetzungskurven mit unterschiedlich starker Retardierung, wobei
die Freisetzungsraten in folgender Reihenfolge zunahmen: Tetraglykol <<
Glycerolformal < DMI. Wahrend im Freisetzungsprofil fiir DMI und Glyce-
rolformal deutlich kiirzere Erosionsraten fiir das kurzkettige 502 H-Polymer
gegeniiber dem langkettigen 504 H-Polymer erkennbar waren (Tag 17 versus
Tag 29), konnte im Falle von Tetraglykol aufgrund der starken Retardierung
der Matrix kein Unterschied zwischen den Polymeren (5,4 % versus 8,8 % ku-
mulative Freisetzung nach 30 Tagen) beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigte DMI fiir alle Kombinationen aus aus lang -oder
kurkettigem Polymer und verschiedenen Einbettungsvarianten die schnellste
Freisetzung. Eine kontinuierliche Freisetzung bis zu 100 % Wirkstofffreiset-
zung konnte mit Rhesomer® RG 504 H durch Einbau der Wirkstoffkom-
ponente in die hydrophile Phase erzielt werden. Polyplexe, die in Filmen
auf Tetraglykol-Basis eingebaut wurden, zeigten keine diffusionskontrollierte
Freisetzung. Uber den beobachteten Zeitraum konnte nach initialer Freiset-
zung zusatzlich maximal 14 % der pDNA Menge freigesetzt werden, wobei die
initiale Freisetzung zwischen 0 und 48 % variierte. Diese war bei im Falle von
Einbettungsvariante A relativ hoch, wohingegen bei Dispergierung der Po-
lyplexe in der lipophilen Phase keine initiale Freisetzung beobachtet wurde.
Filme auf Basis von Glycerolformal wiesen unabhingig vom Einbettungsver-
fahren eine geringe initiale Freisetzung auf, allerdings konnten die Polyplexe
auch bei Einsatz dieser Filme erst nach 23 Tagen durch Erosion der Matrix
freigesetzt werden.

4.5 Therapeutischer Einsatz in situ geformter
PLGA-Filme

Ein mogliches therapeutisches Einsatzgebiet fiir in situ gebildete Filme stel-
len postoperativen Adhésionen dar, bei denen es nach einer Operation im
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Bauchraum in einem Zeitfenster von 2 Wochen zu permanenten Verwachsun-
gen kommt. Neben der kontrollierten Freisetzung pharmakologisch wirksamer
Komponenten stellt der Film zusitzlich eine antiadhésive Barriere fiir die
Ausbildung von Verwachsungen dar und ist fiir den Einsatz in der minimal-
invasiven Chirurgie geeignet.

4.5.1 Verwachsungen des Peritoneums und therapeuti-
sche Ansatzpunkte

Verwachsungen des Bauchfells (Peritoneum) stellen eine hiufige Komplika-
tion chirurgischer Eingriffe dar. Nach laparotomisch (unter Eroffnung des
Bauchraumes) Eingriffen entwickeln bis zu 94 % der Patienten primére post-
operative Adhésionen (Hellebrekers et al., 2000; Menzies, 1992). Die haufigste
Ursache hierfiir sind Mikrotraumen des Peritoneums, Ischdmien und Fremd-
korperreaktionen (DeCherney and diZerega, 1997). Die Haufigkeit postope-
rativer intraabdominaler Adhésionen ist vor allem nach gynékologischen Ein-
griffen sehr hoch und reicht von 50-95 %. Etwa ein Drittel der Patienten wer-
den nach abdominalen Operationen innerhalb von 10 Jahren erneut aufgrund
von Symptomen, die direkt oder indirekt auf Verwachsungen zuriickzufiihren
sind, in die Klinik eingewiesen (Ellis et al., 1999; Parker et al., 2001). Die
Folge sind chronische Schmerzen, nicht selten Infertilitdt bei Frauen und ein
noch nach Jahrzehnten auftretender lebensbedrohlicher Darmverschluss. Die
Suche nach einer effektiven Adhésionsprophylaxe ist heute aktueller denn je,
da durch steigende Lebenserwartung vor allem in den Industrielandern ein
deutlicher Anstieg an adhésionsbedingten Symptomen und Erkrankungen zu
beobachten ist. Noch immer gilt, dass kaum ein Gebiet der abdominalen
Chirurgie in diagnostischer und therapeutischer Hinsicht so viele Probleme
verursacht, wie es bei peritonealen Verwachsungen der Fall ist. Die soziooko-
nomischen Folgelasten sind immens (Holmdahl and Risberg, 1997).

Das Peritoneum kleidet als serose Haut die Bauchhohle aus und be-
steht aus einem viszeralen und einem parietalen Blatt mit einem serdsen
Spaltraum, der mit 5-20 ml Fliissigkeit gefiillt ist und ein freies Gleiten der
Organe ermdglicht. Histologisch betrachtet besteht das Peritoneum aus ei-
nem einschichtigen Plattenepithel, auch Mesothelschicht genannt, und einer
schmalen Schicht an subserésem Bindegewebe. Eine Verletzung der Meso-
thelschicht fiihrt innerhalb weniger Tage nach dem Eingriff zur Ausbildung
fester Verwachsungen zwischen den beiden Bléttern und dem umliegenden
Gewebe. Neben Verletzungen durch den chirurgischen Eingriff kann die Me-
sothelschicht auch bereits durch den Einsatz von Tupfern, das Austrocknen
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Abbildung 4.9: Pathogenese peritonealer Verwachsungen und mégliche Ansatzpunkte

der Oberfliche wihrend der Operation oder durch den Kontakt mit Talkum
gepuderten Handschuhen geschiadigt werden. Der Aktivierungsprozess wird
dabei allein durch den Einsatz minimal-invasiver Chirurgie wie der Labras-
kopie nicht erfolgreich verhindert (Brokelman et al., 2009).

Obwohl schon iiber ein Jahrhundert an der Pathophysiologie peritonea-
ler Adhésionen geforscht wurde, sind die Erkenntnisse bis heute noch un-
vollstdandig. In Abbildung 4.9 ist die Pathogenese peritonealer Adhésionen
mit therapeutischen Ansatzmoglichkeiten zusammenfassend dargestellt. Man
nimmt an, dass es durch Traumatisierung des peritonealen Gewebes zu ei-
ner Entziindungsreaktion mit Exsudation von inflammatorischen Zellen und
16slichen Fibrinmonomeren kommt. Innerhalb von 3 Stunden bilden sich dar-
aus erste fibrose Strukturen, die bei ausreichender fibrinolytischer Aktivitit
durch die Serinprotease Plasmin innerhalb der ersten Tage aufgeldst werden
konnen. Geschieht dies nicht, kommt es in der Folge zur Bildung von kolla-
genreichem Bindegewebe, der permanenten Adhésion.

Wihrend in den ersten zwei Tagen vor allem neutrophile Leukozyten am
Entziindungsprozess beteiligt sind, spielen Makrophagen und Mesothelzel-
len eine entscheidende Rolle fiir die Entstehung der permanenten Adhési-
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on. Beide Zelltypen sind in der Lage Plasminogen, eine Vorstufe des Plas-
mins, in die Blutbahn auszuschiitten. In den Blutkapillaren wird Plasmino-
gen durch die Serinprotease Plasminogenaktivator (engl. Tissue/Urokinase
Plasminogen Activator, tPA/uPA) in Plasmin umgewandelt. Diese Proteasen
werden ebenfalls von der Mesothelschicht sezerniert. Ausgelost durch eine
erhohte Konzentration an inflammatorischen Zytokinen wie dem Tumorne-
krosefaktor (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF), dem transformierenden
Wachstumsfaktor (engl. Transforming Growth Factor, TGF () oder Interleu-
kinen kommt es in der posttraumatischen Phase zu einem Abfall der akti-
ven tPA-Konzentration. Infolgedessen ist die fibrinolytische Aktivitit in der
Abdominalhéhle deutlich reduziert, was zu einem Ungleichgewicht zwischen
Fibrinolyse und Fibrinbildung fiihrt und letztendlich die Ausbildung per-
manenter Adhésionen bewirkt. Der Abfall der aktiven tPA-Konzentration
im Gewebe wiederum ist die Folge einer reduzierten tPA Produktion in
den Mesothelzellen und einer zeitgleich erfolgenden Uberexprimierung an
Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (engl. Tissue Plasminogen Activator
Inhibitor 1, PAI-1), dem wichtigsten Inhibitor des Gewebeplasmiogenakti-
vators. Vergleichbar dem primaren Wunderverschluss, bei dem Thrombozy-
ten vermehrt PAI-1 sezernieren, um dadurch eine vorzeitige Lyse des Fi-
brins zu verhindern und somit den primaren Wundverschluss einzuleiten,
kommt es in der posttraumatischen Phase zu einer vermehrten Bildung des
Plasminogenaktivator-Inhibitors durch Mesothelzellen und Endothelzellen sub-
mesothelialer Blutgefife (Cheong et al., 2001; Ivarsson et al., 1998). Das
tPA/ PAI-1 Gleichgewicht ist daher bis heute die Schliisselstelle fiir die Aus-
bildung peritonealer Adhésionen (Hellebrekers et al., 2000; Rout et al., 2005;
Treutner and Schumpelick, 2000).

Die Therapie der permanenten Adhésion lasst sich in 5 wesentliche An-
satzpunkte unterteilen: i) Primérprophylaxe durch Vermeidung von Verlet-
zungen und Entziindungen, ii) Verhinderung der Gerinnung von serumhal-
tigem Exsudat durch Antikoagulantien, iii) Auflésung der Fibrinstrukturen
durch Fibrinolytika, iv) Einsatz mechanischer Barrieren bis zur Regeneration
der Mesothelschicht durch Separation und v) Verhinderung der Fibrinosie-
rung (Hellebrekers et al., 2000). Neben dem Einsatz von Fibrinolytika sind
physikalische Barrieren die erfolgversprechendsten Ansitze, obwohl sich bis
heute beiden Ansitze der beiden als Standard in der Klinik durchgesetzt
hat. Eine unzureichende antiadhasive Wirksamkeit, sowie kurze Plasmahalb-
wertszeiten der Fibrinolytika und starke Nebenwirkungen sind Griinde hier-
fiir. Einige Marktprodukte sind in Tabelle 4.3 zusammengestellt.

In der Klasse der Fibrinolytika spielen vor allem Plasminaktivatoren wie
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Streptokinase, Urokinase, sowie das rekombinant hergestellte tPA Protein
Alteplase (Actilyse®) und dessen modifizierte Form Reteplase (Rapilysin®)
eine wichtige Rolle. Allerdings besitzt Alteplase eine Plasmahalbwertszeit
von lediglich 3-6 Minuten, die in der modifizierten Form, der Reteplase, auf
13-16 min gesteigert werden konnte (Sitter et al., 1999). Mehrfachapplikatio-
nen und Infusionspumpen wurden eingesetzt, um kontinuierliche Wirkspiegel
zu erzielen.

Im Bereich der Barrieresysteme konnte eine Reduktion der Adhésionen
bereits erfolgreich gezeigt werden. Ein positiver Einfluss auf postoperative
Komplikationen wie das Auftreten von Schmerzen, Infertilitdt, Darmver-
schluss, sowie die Rehospitalisierung steht noch aus (Ahmad et al., 2008;
Kumar et al., 2009). Allerdings sind diese Systeme auf das lokale Applikati-
onsfeld begrenzt. Anwendung finden vor allem resorbierbare Gewebe oxidier-
te Zellulosefasern oder eine Kombination aus Hyaluronsdure und Carboxy-
methylcellulose (Kumar et al., 2009).

Vielversprechend erscheint der Ansatz, beide Strategien zu kombinie-
ren (Hill-West et al., 1995; Yagmurlu et al., 2003; Yeo et al., 2007). So
fiihrte die Applikation einer bioabbaubaren Matrix, in die Streptokinase als
Wirkstoff verkapselt wurde, im Rattenmodell zu einer Reduktion postope-
rativer Verwachsungen in 90 % der Tiere. Erklarbar ist dieser Erfolg durch
den anti-adhésiven Effekt der Matrix in Kombination mit einem kontinu-
ierlichen Wirkspiegel an Streptokinase, wodurch ein niedriger pharmakolo-
gisch wirksamer Wirkspiegel iiber einen lidngeren Zeitraum aufrecht erhalten
werden konnte (Yagmurlu et al., 2003). Ein dhnlicher Ansatzpunkt wurde
durch den Einbau von rekombinatem tPA in ein in situ geformtes Gel auf
Hyaluron-Basis verfolgt. Die Haufigkeit wiederkehrender Adhésionen konn-
te durch Einsatz dieses Gels um 54 %, die betroffene Fldche um den Faktor
120 bis 150 gegeniiber den Kontrollen (unbehandelt, mit isotonischer Salzlo-
sung behandelt) reduziert werden (Yeo et al., 2007). Interessant ist in diesem
Zusammenhang auch der Einsatz von in situ geformten Filmen auf PEG-
Basis (SprayShield®) (Ferland et al., 2001). Das in situ polymerisierende
Gel ist dabei durch Verwendung einer speziellen Technologie (CoSeal”, Sur-
gical Sealant, Confluent Surgical) auch labraskopisch applizierbar.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte in dieser Arbeit ein neuer Ansatz
zur Verhinderung peritonealer Adhésionen entwickelt werden, der pharmako-
logisch in die Entstehung der permanenten Adhésion eingreift und dariiber
hinaus mechanisch eine anitadhésiver Barriere darstellt. Dieser war aus fol-
genden Komponenten zusammengesetzt:
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Wirkstoff Marktprodukt Referenz
Fibrinolytika

Urokinase rheotromb® (Hellebrekers et al., 2000)
Streptokinase Streptase®, Varidase® N (Hellebrekers et al., 2000)
rekombinates tPA Actilyse® Rapilysin® (Hellebrekers et al., 2000)

(Sitter et al., 1999)
(Binda et al., 2009)

resorbierbares Gewebe

Zellulosefaser (oxidiert) Interceed ® (Farquhar et al., 2000)

Hyaluronsiure/Carboxymethylcellulose ~ Seprafilm®, Sepracoat™ (Diamond, 1998)
(Gago et al., 2003)

PEG SprayGel” (Mettler et al., 2003)
(Dunn et al., 2001)
(Fazio et al., 2006)

nicht resorbierbares Gewebe

PTFE Gore-Tex® (Farquhar et al., 2000)

Tabelle 4.3: Pharmaka und Barrieresysteme fiir die Prdvention peritonealer Adhésionen
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1.) Wirkstoffkomponente 1 zur Erhohung der tPA-Konzentration: Eine aus-
reichende Menge tPA im Peritoneum sollte durch ein fiir tPA kodieren-
des Plasmid sichergestellt werden(pCMV-tPA-IRES-Luc siehe 2.5.1).

2.) Wirkstoffkomponente 2 zur Reduktion der PAI-1-Konzentration: Ei-
ne siRNA gegen PAI-1 wurde zur Reduktion des Inhibitors eingesetzt.
Durch den Kotransport von Wirkkomponente 1 und 2 sollte das Ver-
héltnis zwischen tPA und PAI-1 auf die Seite des Aktivators verschoben
werden.

3.) Formulierung: Beide Wirkstoffkomponenten sollten in einen bioabbau-
bare, in situ gebildeten Film auf PLGA-Basis eingebaut werden, um
eine kontrollierte Freisetzung der Wirkstoffkomponenten im Zeitfenster
von 2-3 Wochen zu garantieren und zusétzlich als Adhésionsbarriere zu
fungieren. Durch die in situ Ausbildung des Films wire eine labrasko-
pische Anwendung denkbar.

4.5.2 Untersuchung der Transfektionseffizienz in vitro

Erste in wvitro Freisetzungsprofile wurden bereits in Kapitel 4.4.2 mit Hilfe
des Reportergens Luziferase bestimmt. Basierend auf diesen Daten und den
Anforderungen an die Arzneiform wurde das Polymer Rhesomer® RG 504 H
in Kombination mit DMI als Losungsmittel fiir den Film ausgewéhlt. Bei-
de Wirkkomponenten sollten in lyophilisierter Form in die hydrophile Phase
der Matrix eingebaut werden, wobei aus den Vorversuchen mit einer initia-
len Wirkstofffreisetzung von 55 % zu rechnen war. Diese erscheint fiir den
Einsatz im Bereich der postoperativen Adhésionen durchaus sinnvoll, um
die akute Phase nach der Operation (Tag 2-5) abzudecken (diZerega and
Campeau, 2001; Harris et al., 1995; Menzies and Ellis, 1991), wobei eine
unphysiologische Erhéhung der tPA-Konzentration aufgrund einer erhohten
Blutungsneigung im Peritoneum vermieden werden sollte. Alternativ wur-
de ein Film ohne initiale Freisetzung, aufgebaut aus Rhesomer® 504 H und
Glycerolformal, getestet. Auch hier wurden die Polyplexe in der hydrophilen
Phase gelost. Die Formulierungen wurden zunéchst in vitro unter Verwen-
dung der Wirkkomponente 1, die mit I-PEI komplexiert und unter Zusatz
von 10 % Saccharose lyophilisert wurde, untersucht. Als Kontrolle wurde in
einer 1:1 Mischung zusétzlich das pMetLuc Plasmid, das fiir ein von der Zelle
sezerniertes Luziferaseenzym kodiert, eingesetzt.

Fiir die in vitro Testung im Zellassay wurden Mesothelzellen (Met5A) auf
Inserts angeziichtet und der Polymerfilm anschliefsend auf die Zellschicht auf-
gespriiht. Die Verwendung der Inserts ermdglichte die Aufteilung der Wells in
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ein Zweikammernsystem mit dufserem und innerem Kompartiment vergleich-
bar mit der Anatomie vor Ort im Peritoneum, zwischen denen ein standiger
Stoffaustausch moglich war und die Zellen somit von der apikalen und baso-
lateralen Seite mit Medium versorgt werden konnten. Eine optische Kontrolle
der Zellmorphologie erfolgte iiber Lichtmikroskopie, war allerdings durch den
aufgespriithten Film erschwert. Die Expression des Reportergens Luziferase
konnte durch Verwendung der Inserts in beiden Kompartimenten iiber einen
Zeitraum von 30 Tagen untersuchen werden.

Dargestellt ist in Abbildung 4.10 das obere Kompartiment. Im Vergleich
zur Bolusgabe, bei der die gesamte Plasmid-DNA Dosis ohne Freisetzungs-
system in Wasser fiir Injektionszwecke gegeben wurde, zeigten die in situ
gebildeten Filme einen um den Faktor 10° bis 10* geringeren Spiegel an Lu-
ziferase. Der Verlauf der Genexpression erfolgte analog Kapitel 4.4.2. In die-
sen Studien zur Freisetzungskinetik hatten Filme auf DMI-Basis eine initiale
Freisetzung von 56 % der eingsetzten pDNA Menge und im weiteren Verlauf
eine Freisetzung von weiteren 38 % bis Tag 26 gezeigt. Diesem Freisetzungs-
profil folgend wurde fiir den Film auf DMI-Basis eine erhohte Genexpression
bereits nach 2 Tagen beobachtet, die nach weiteren 7 Tagen auf Basalwerte
abfiel und bis zum Tag 23 erneut auf moderate Werte anstieg. Im Gegensatz
dazu verlief die Genexpression bei Verwendung von Glycerolformal als Lo-
sungsmittel zweiphasig ohne initiale Freisetzung der Polyplexe analog Kapitel
4.4.2. Nach einem ersten moderaten Anstieg der Expressionsrate innerhalb
der ersten 10 Tage konnte ein weiteres Maximum mit einer 2-fach gesteigerten
Genexpression nach 23 Tagen detektiert werden. Niedermolekulare Fragmen-
te im Zellkulturmedium deuteten auf eine beginnende Erosion hin.

Die tPA-Expression aus einer Matrix bestehend aus Glycerolformal und
Rhesomer ® RG 504 H ist im Vergleich zur Einmalgabe und dem Film ohne
eingebetteter Wirkstoffkomponente (inaktiver Film) in Abbildung 4.11 dar-
gestellt. Fiir die Einmalgabe ergaben sich iiber den Zeitraum von 29 Tagen
analog zur Luziferaseexpression sehr hohe Proteinspiegel, wobei eine 100 bis
40-fache Zunahme der tPA-Konzentration gegeniiber den Basalwerten erzielt
werden konnte. Ahnliche Konzentration wurden nach i.p. Gabe von rekom-
binantem tPA-Protein (Alteplase) im Plasma erreicht (Hellebrekers et al.,
2009). Die Werte, die mit Hilfe der Matrixformulierung erzielt werden konn-
ten, erscheinen daher weit ndher an den physiologischen Bedingungen. Fiir
Plasma und Peritonealfliissigkeit sind freie t PA-Antigen-Konzentrationen von
4 bis 6 ng/ml beschrieben (Hellebrekers et al., 2009; Ince et al., 2002; Wiman,
1998), wobei zusétzlich im Durchschnitt 1,3ng/ml tPA an PAI-1 gebunden
vorliegen (Wiman, 1998). Erstaunlich ist, dass schon durch des inaktiven
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Abbildung 4.10: In vitro Applikation der Filme auf Mesothelzellen: Luziferase Genexpres-
sion nach Applikation Rhesomer ® RG 504 H basierter Filme auf Meso-
thelzellen. Plasmid DNA /I-PEI Polyplexe wurden in die hydrophile Phase
eingebaut und die Expression iiber einen Zeitraum von 29 Tagen mittels
Luziferaseassay untersucht. Gemessen wurden die emittierten Photonen
RLU iiber 10s nach Hintergrundkorrektur. Die Ergebnisse sind als Mit-
telwerte = SEM (n=3) angegeben.
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Films die Werte leicht zunahmen, wobei zu Beginn der Freisetzung eine 4-
fache Steigerung durch den aktiven Film (mit eingebetteter Wirkstoffkompo-
nente) im Vergleich zum inaktiven erzielt werden konnte. Der Effekt nivellier-
te sich bis zum Tag 16 und die tPA-Spiegel sanken mit 2 ng/ml auf Basalwerte
ab. Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass bis zum Tag 15 kaum mehr Po-
lyplexe aus der Matrix freigesetzt werden konnten (siehe Kapitel 4.4.2). Zu
Versuchende war diese nicht komplett erodiert, so dass eingebettete Polyple-
xe im Spriihfilm nachgewiesen werden konnten (Abb. 4.11 (c)).

4.5.3 Erhohung der Gewebeplasminogen-Konzentration
durch Koapplikation von siRNA und pDNA

Die Steigerung der extrazelluldren tPA-Konzentration durch Applikation ei-
nes fiir tPA kodierenden Plasmids konnte in Kapitel 4.5.2 auf Mesothel-
zellen erfolgreich gezeigt werden. Inwiefern eine Zunahme des tPA/PAI-1-
Verhéltnisses durch gleichzeitige Applikation einer siRNA gegen PAI-1 er-
zielt werden kann, sollte im Folgenden untersucht werden. Frithere Studien
hatten gezeigt, dass I-PEI vor allem fiir die in vivo Applikation von siR-
NA und Plasmid-DNA gut geeignet ist (Bonnet et al., 2008). Daher wurden
pDNA /siRNA/I-PEI Polyplexe bei einem N/P-Verhiltnis von 10 (bezogen
auf die pDNA-Konzentration) in HBS hergestellt und unterschiedliche siR~
NA Sequenzen gegen PAI-1 (siehe Kapitel 2.5.2) getestet. Das tPA/PAI-1-
Verhiltnis bei Applikation unterschiedlicher pDNA /siRNA Kombinationen
ist in Abbildung 4.12 dargestellt. Verwendet wurde die siRNA Sequenz, wel-
che die PAI-1 Expression in Vorversuchen am effizientesten inhibierte (PAI-1
A), bei einer optimierten Konzentration von 0,12 gM. 48h nach der Trans-
fektion stieg das tPA/PAI-1-Verhiltnis bei Koapplikation gegeniiber unbe-
handelten Zellen auf das 8-fache an, wobei durch Applikation von pDNA
alleine oder in Kombination mit einer nicht funktionellen siRNA (EGFP
siRNA) lediglich eine Steigerung um das 4- beziehungsweise 5-fache erzielt
werden konnte. Unter Verwendung eines Platzhalter-Plasmids (pUC) zeigte
sich, dass die siRNA eine Erhohung des tPA/PAI-1-Verhiltnisses um den
Faktor 2 bewirkte.
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Abbildung 4.11: In vitro Applikation der Filme auf Mesothelzellen. (a) Matrixfreisetzung
aus Rhesomer® RG 504 H basierenden Filmen und (b) Fluoreszenzauf-
nahme der eingebetteten Plasmid-DNA. pCMV-tPA-IRES-Luc/I-PEI Po-
Iyplexe wurden in der hydrophilen Phase geldst, der Spriihfilm auf Me-
sothelzellen aufgespriiht und der tPA-Spiegel iiber einen Zeitraum von
29 Tagen mittel ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +
SEM (n=3) angegeben.
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Abbildung 4.12: Kotransfektion von Plasmid-DNA/siRNA auf Mesothelzellen. Die
Polyplexe bestehend aus pCMV-tPA-IRES-Luc (ptPA) oder einem
Platzhalter-Plasmid (pUC) und verschiedenen siRNAs (PAI-1, EGFP)
wurden mit I-PEI bei einem N/P-Verhiltnis von 10 (bezogen auf die
pDNA Menge) in HBS hergestellt. Zum Vergleich ist die Expression un-
behandelter Zellen (UN) dargestellt. Die Bestimmung der tPA- und PAI-
1-Spiegel erfolgte mittels Western Blot im Uberstand zu unterschiedlichen
Zeitpunkten.
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4.6 Diskussion

Die Entwicklung eines in situ gebildeten Films zur kontrollierten Freisetzung
von Polyplexen erfolgte auf Basis eines Applikationssystems der Firma Bax-
ter. Das Zweispritzensystem wurde dazu mit einer lipophilen Komponente
(Spritze 1), bestehend aus einem bioabbaubaren Polymer gelést in einem or-
ganischen Losungsmittel, und einer wissrige Komponente (Spritze 2), Wasser
fiir Injektionszwecke, beladen. Als Wirkstoffkomponente wurden lyophilisier-
te pDNA /I-PEI Polyplexe eingesetzt. Diese konnten anschliefend in der lipo-
philen Phase dispergiert oder in der hydrophilen Phase gelost werden. Beide
Einbettungsvarianten wurden im Hinblick auf die Freisetzungskinetik unter-
sucht.

Fiir die Auswahl des geeigneten Losungsmittels waren die i) pharma-
zeutische Anwendbarkeit, ii) eine gute Gewebevertriglichkeit, iii) die Was-
sermischbarkeit und iv) die Loslichkeit des Polymers im Losungsmittel ent-
scheidend. Die Loslichkeit der Polymere im eingesetzten Losungsmittel sollte
fiir in situ geformte Implantate mindestens 10-20 % (m/v) betragen, um eine
ausreichende Implantatbildung zu erzielen (Matschke et al., 2002). Dies war
fiir alle getesteten Polymere der Fall. Erste Formulierungs- und Loslichkeits-
versuche mit dem Modellpolymer Rhesomer® RG 503 H zeigten allerdings
in Abhéangigkeit von der Wassermischbarkeit des Losungsmittels enorme Un-
terschiede hinsichtlich der Homogenitét, der Matrixgiite (Einbau der Poly-
mere in die Matrix) und dem Einbau der wéssrigen Phase in die Matrix. Mit
steigender Wasserloslichkeit nahmen dabei die Festigkeit der Matrix, die Ma-
trixgiite, sowie der Einbau der wassrigen Phase ab. Unter Verwendung von
Losungsmitteln mit einem P-Wert<0,25 konnte circa 80 % der eingesetzten
Polymermenge in die Matrix eingebaut werden. Zu diesen Losungsmitteln
zahlten Tetraglykol, Glycerolformal und DMI, die fiir die Anwendung weiter
charakterisiert wurden.

Glycerolformal zeigte im Zellviabilititstest die beste Vertrdglichkeit auf
Mesothelzellen, wobei 200 beziehungsweise 400-fach héhere LD50-Werte ge-
geniiber DMI und Tetraglykol gemessen wurden. Diese lagen unter 6 h Inku-
bationszeit bei circa 1g/ml, das heifst bei einer Applikation von circa 780ul
reinem Glycerolformal sterben 50 % der Mesothelzellen ab. Literaturdaten
geben nach i.v. Gabe in Nagern fiir DMI und Glycerolformal vergleichbare
LD50-Werte an, wohingegen Tetraglykol um den Faktor 2-3
toxischer ist. Den Herstellerangaben zu Ivomec®, einem Tierarzneimittel ge-
gen Parasiten, ist eine LD50 von 4-4,8 g/kg Korpergewicht (Maus) bei i.v.
Applikation einer 50 %igen Glycerolformal-Lésung zu entnehmen. Ahnliches
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beschreibt die EMA in einem Abschlussbericht des Komitees fiir Veterinér-
produkte (Committe for veterinary medicinal products, 1996). Die akute
Toxizitdat nach i.v. Gabe von DMI unterscheidet sich von Glycerolformal
nur kaum. Mit einer LD50 von 5,4 g/kg Korpergewicht (Ratte) bei Appli-
kation von 40 % DMI in isotonischer Kochsalzlosung (v/v) und einer LD50
von 6,9 g/kg Korpergewicht (Maus) bei Applikation einer 20 %igen Losung
scheint DMI nach i.v. Gabe noch besser vertriglich. Tetraglykol wird als
Losungsmittel fiir Parenteralia (i.v., i.m.) bereits seit den 60er Jahren in
Konzentrationen bis 50 % (v/v) verwendet und ist in dieser Verdiinnung als
nicht reizend eingestuft. Die LD50 nach i.v. Gabe ohne Verdiinnung liegt mit
3,8 g/kg Korpergewicht (Maus) niedriger als fiir die beiden anderen Losungs-
mittel beschrieben (Spiegel and Noseworthy, 1963).

An die eingesetzten Biomaterialien wurden ebenfalls grofe Anforderungen
gestellt. Neben einer guten parenteralen Vertriglichkeit (biokompatibel und
bioabbaubar) mussten diese sterilisierbar und eine kontrollierte Freisetzung
in einem Zeitraum von 2-3 Wochen ermdglichen. Als Matrixbildner wurden
Copolymere bestehend aus Milchsdure und Glykolsdure, PLGA Polymere,
verwendet. Diese sind bereits fiir die parenterale Applikation zugelassen und
ermoglichen eine Einstellung der Abbaurate iiber die Polymerzusammenset-
zung und die verwendete Molekiilmasse. Allerdings spielt hier das verwendete
Losungsmittel und die Technologie eine ebenfalls entscheidende Rolle.

Getestet wurden Polymere mit einer Zusammensetzung PLA/PGA von
50:50 (freie Sduregruppen, H-Serie) und von 75:25 (veresterte Endgruppen, S-
Serie). Es konnte unabhéingig von der verwendeten Serie gezeigt werden, dass
je grofer die Molekiilmasse des eingesetzten Polymers war, desto effizienter
fand der Einbau der Polymere in der Matrix statt und desto besser fiel die
Matrixgiite aus. Ferner waren die Einbauraten stark von der Ldéslichkeit der
Polymere im verwendeten Losungsmittel abhéngig, so dass durch eine gerin-
gere Loslichkeit der Polymere im Losungsmittel kombiniert mit einer guten
Wassermischbarkeit des Losungsmittels eine bessere Matrixgiite erzielt wer-
den konnte. Ein Grund hierfiir war eine schnellere Phasen-Separation wih-
rend der Prazipitation. So zeigten langerkettige Polymere sowie Polymere mit
veresterten Endgruppen generell eine verbesserte Matrixgiite. Ein 100 %iger
Einbau der eingesetzten Polymermenge wurde unter Verwendung von Glyce-
rolformal, dem hydrophileren der getesteten Losungsmittel, in Kombination
mit Rhesomer RG® 7555 (PLA:PGA 50:50, veresterte Endgruppe) erreicht,.

Studien zum viskoelastischen Verhalten zeigten deutliche Unterschiede
zwischen den Polymeren innerhalb der H-Serie, wobei das Verhalten von der



162 Kapitel 4. Lokaler Gentransfer mittels in situ gebildeter Filme

Kettenldnge des Polymers und dem verwendeten Losungsmittel beeinflusst
wurde. Wihrend das lingerkettige Polymer, Rhesomer®RG 504 H, unabhiin-
gig vom verwendeten Losungsmittel Filme mit einer mechanischen Festigkeit
vergleichbar einer Muskelfaser lieferte und sich rheologisch wie ein Festkor-
per verhielt, lies sich die Festigkeit der auf Rhesomer® RG 502 H, dem kurz-
kettigen Polymer, basierenden Filmen durch die Wahl des Losungsmittels
einstellen und variierte zwischen 130 Pa und 3,7 kPa. Alle Filme auf Basis
des kurzkettigen Polymers waren hingegen viskos dominiert, wobei eine dem
langerkettigen Polymer vergleichbare Festigkeiten lediglich unter Einsatz von
Tetraglykol erreicht werden konnte. Eine Erkldrung fiir das unterschiedliche
rheologische Verhalten beider Polymere lieferte die Kettenldngen. Die Poly-
merketten des 504 H-Polymers sind aufgrund der Kettenlédnge nicht in der
Lage, in der ausgebildeten Matrix aneinander vorbei zu gleiten. Dement-
sprechend bilden sie ein sehr dichtes Netzwerk aus (engl. Non Entangeled
Network), in dem Losungsmitteleffekte keine Rolle spielen. Anders sieht es
im Falle des kurzkettigen Rhesomer® RG 502 H aus. Die Filme sind wesent-
lich diinner und die Polymerketten sind nach der Filmbildung so beweglich,
dass Losungsmitteleffekte bei Krafteinwirkung zum Tragen kommen.

Die weitere Formulierungsentwicklung erfolgte unter Einsatz der
Rhesomer® RG H-Serie, da mit den freien Siuregruppen kiirzere Abbauzei-
ten zu erwarten waren, wobei das kurzkettige 502 H-Polymer und das lang-
kettige 504 H-Polymer im Vergleich untersucht wurden. Die lipophile Kom-
ponente bestand aus einer 10 %igen (m/v) PLGA-Losung in Glycerolformal,
Tetraglykol oder DMI, als hydrophile Komponente wurde Wasser fiir Injek-
tionszwecke verwendet. Die Wirkstoffkomponente, pDNA /I-PEI Polyplexe,
wurde als Lyophilisat in der hydrophilen Phase gelost (Einbettungsvariante
A) oder mittels Homogenisator in der lipophilen PLGA-Losung dispergiert
(Einbettungsvariante B). Fiir die Herstellung der lyophilisierten Polyplexe er-
wies sich Saccharose mit einer Konzentration von 10 % (m/v) als geeigneter
Kryoprotektor. Eine anschlieflende Homogenisierung der Polyplexe mittels
Morser und Pistill hatte keine Auswirkung auf die DNA-Integritdt und die
Gentransfereffizienz, obwohl eine Verdopplung der Partikelgréfse beobachtet
werden konnte. Wurden die pulverférmigen Komplexe in der PLGA-L&sung
dispergiert, so erwies sich der Homogenisator als schonendste Dispergierungs-
methode. Die Freisetzungskinetik aus der gebildeten Matrix wurde anschlie-
fsend in vitro zuerst in Petrischalen, spiter im Zellassay untersucht.

Fiir die Freisetzung von Wirkstoffen aus bulkerodierenden Polymermatri-
ces wie den PLGA-Systemen werden in Abhéngigkeit der Wirkstoftfbeladung,
der Molekiilmasse des verwendeten Polymers sowie der Polymerkonzentrati-
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on ein- oder zweiphasige Freigabeprofile beschrieben (Goepferich et al., 1995;
Ramchandani and Robinson, 1998). Nach einer initialen Freisetzung bis zur
vollstandigen Prézipitation des Polymers erfolgt die Freisetzung diffusions-
kontrolliert durch wassergefiillte Poren innerhalb der Matrix (konkaves Frei-
setzungsprofil, Phase 1), wobei je nach Porositdt der Matrix und Molekiil-
masse des Wirkstoffes die Freisetzung in dieser Phase verlangsamt sein kann.
Diese wird dabei im Wesentlichen durch die Wassermischbarkeit des einge-
setzten Losungsmittel beeinflusst, da das Losungsmittel wihrend der Prézi-
pitation des Polymers aus der Matrix diffundiert und es durch Eindringen
von Wasser in die Matrix zur Ausbildung wassergefiillter Poren kommt. In
diesem Zusammenhang kann durch eine gute Wassermischbarkeit des einge-
setzten Losungsmittels eine schnelle Phasen-Separation erzielt werden, was
eine Matrix mit hoher Porositit und geringer initialer Freisetzung des Wirk-
stoffes aus der Matrix (,Burst-Effekt“) zur Folge hat. Allerdings fiihrt die
hohe Porositit der Matrix gleichzeitig zu einer beschleunigten Wirkstofffrei-
setzung, die mit einsetzender Erosion der Matrix durch sich ausbildenden
Porenvolumina weiter beschleunigt wird und einer Kinetik 0. Ordnung folgt
(Brodbeck et al., 1999; Graham et al., 1999; Lambert and Peck, 1995). Die
Kinetik der Freisetzung wird ferner durch die Einbettung des Wirkstoffes in
die Matrix beeinflusst, der sowohl gelost als auch suspendiert in der Matrix
vorliegen kann (Leuneberger, 2002).

In situ geformte PLGA-Filme auf Tetraglykol-Basis (10 % (m/m) PLGA-
Losung) wurden bereits von Eliaz und Kollegen fiir die Freisetzung von Prote-
inen (Eliaz and Kost, 2000; Eliaz et al., 2000) und Nukleinsduren untersucht
(Eliaz and Szoka, 2002), wobei die Plasmid-DNA in ,nackter* Form ohne
vorherige Komplexierung ins Implantat eingebaut wurde. Mit dem kiirzer-
kettigen Polymerkonnte in diesen Studien eine einphasige Freisetzungskinetik
iiber 20 Tage beobachtet werden, wohingegen mit dem ladngerkettigen Poly-
merein zweistufiger Freisetzungsmechanismus iiber 60 Tage erzielt werden
konnte, der in den ersten 25 Tagen diffusions-, spiter erosionskontrolliert er-
folgte (Eliaz and Szoka, 2002). Die subkutane Applikation der Depotsysteme
filhrte zu einem 10-fach hoheren Plasmaspiegel verglichen mit der Einmalga-
be ,nackter Plasmid-DNA im selben Losungsmittel iiber 14 Tage. Dariiber
hinaus wurden physiologisch sichtbare Effekte lokal erzielt. So kam es in
einem Zeitraum von 14 bis 62 Tagen nach lokaler Applikation des Depot-
systems durch den eingebetteten Wirkstoff bedingt zur Ausbildung kleiner
Blutgefiafsen im Umkreis des Implantates. Die Vertréglichkeit war ebenfalls
sehr gut, so dass lediglich eine moderate Fremdkorperreaktion beobachtet
wurde (Eliaz and Szoka, 2002).
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In den in wvitro Spriithversuchen fiihrte die Einbettungsvariante B, bei
der die Polyplexe in der PLGA-Losung dispergiert wurden, generell zu einer
stirkeren Retardierung bei geringerem initialen Wirkstoffverlust, als es bei
Einbettungsvariante A beobachtet wurde. Den gréftten Einfluss auf die Frei-
setzungskinetik hatten allerdings die eingesetzten Losungsmittel. So nahmen
die Freisetzungsraten fiir Einbettungsvariante B in der Reihenfolge
Tetraglykol << Glycerolformal < DMI zu, wobei die mechanische Festig-
keit der Filme in gleicher Reihenfolge abnahm. So fiihrten Filme auf Basis
von DMI zu einer Freisetzung von mindestens 40 % der eingesetzten Polyple-
xe bei starkem Bursteffekt. Fiir die Kombination Rhesomer® RG 504 H mit
DMI konnte ferner eine zweiphasige Freisetzungskinetik mit einer 100 %igen
Freisetzung iiber 29 Tage erzielt werden. Filme auf Basis von Glycerolfor-
mal hingegen zeigten unabhingig vom Einbettungsverfahren eine geringe bis
keine initiale Freisetzung, allerdings konnte mit diesem System nur maximal
ein Fiinftel des eingebetteten Wirkstoffes iiber den beobachteten Zeitraum
freigesetzt werden. Auch in diesem Fall wurden zweiphasige Freisetzungsver-
laufe beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigten Filme auf Basis von Tetraglykol
bei hoher initialer Freisetzung fiir Einbettungsvariante A (> 30 %) und ohne
initialen Wirkstoffverlust (0 %) fiir Einbettungsvariante B eine extrem retar-
dierte Freisetzung von <10 % iiber 29 Tage, die erst nach 13 Tagen mit der
beginnenden Erosion der Matrix einsetzte.

Erklarbar sind die unterschiedlichen Freisetzungskinetiken durch die Was-
sermischbarkeit der verwendeten Losungsmittel in Kombination mit der Los-
lichkeit des Polymers im Losungsmittel selbst. Beide Parameter bestimmen
im Wesentlichen die Geschwindigkeit der Matrixbildung (Shively et al., 1995),
die umso schneller erfolgt je besser die Wassermischbarkeit und je geringer die
Loslichkeit der Polymere im Losungsmittel ist. Eine hohe Matrixgiite ist die
Folge. DMI zeigte eine relativ gute Loslichkeit der Polymere bei moderater
Wassermischbarkeit. In Kombination mit dem kurzkettigen Polymer fiihrte
dies zu einer derartig langsamen Ausbildung des Films, dass die Polyple-
xe, die in der wassrigen Phase gelost waren, nicht in die Matrix eingebettet
werden konnten. Eine Erhohung der Molekiilmasse des Polymers und die Di-
spergierung der Polyplexe in der lipophilen Phase (Einbettungsvariante B)
verbesserten infolgedessen die Wirkstoffeinbettung (Shively et al., 1995). Im
Falle von Tetraglykol, dem lipophilsten der getesteten Losungsmittel, erfolgte
die Phasen-Separation derartig langsam, so dass es zu einem hohen initia-
len Wirkstoffverlust kam, wenn der Wirkstoff bereits in der wissrigen Phase
gelost vorlag. Wurde der Wirkstoff allerdings in der lipophilen Phase disper-
giert, so konnte ein initialer Verlust des Wirkstoffes komplett vermieden wer-
den. Dariiber hinaus war die Porositdt der Matrix derartig gering, dass die
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Freisetzung ausschliefslich erosionskontrolliert erfolgte und daher erst nach 17
Tagen einsetzte. Glycerolformal zeigte aufgrund guter Wasserloslichkeit und
schlechter Loslichkeit der Polymere eine schnelle Matrixbildung ohne initia-
len Verlust und langsamer Freisetzungsungskinetik.

Dariiber hinaus spielt die Schichtdicke der Spriihfilme fiir die Diffusions-
geschwindigkeit des Wassers eine wesentliche Rolle. So konnte fiir PLGA-
Systeme mit einer Schichtdicke von 150-300 ym, bei denen die Diffusions-
geschwindigkeit des Wassers eingeschrinkt ist, zusdtzlich eine Oberflache-
nerosion nachgewiesen werden. Unabhéngig vom verwendeten Losungsmittel
wurden fiir Filme auf Basis von Rhesomer® RG 502 H Schichtdicken von circa
300 pm wiahrend der viskoelastischen Untersuchungen gemessen. Im Gegen-
satz dazu nahm die Schichtdicke der Filme fiir das liangerkettige Polymer
analog zur beobachteten Freisetzungskinetik von DMI iiber Glycerolformal
zu Tetraglykol hin zu.

Ein therapeutisches Einsatzgebiet fiir derartige Matrixsysteme stellen
postoperative Adhésionen dar, bei denen es nach Operationen im Bauch-
raum, ausgelost durch ein Ungleichgewicht zwischen dem gewebespezifichen
Plasminogenaktivator und dessen Inhibitor, zu permanenten Verwachsungen
kommt (Hellebrekers et al., 2000; Rout et al., 2005; Treutner and Schum-
pelick, 2000). Kritisch ist dabei ein Zeitfenster von 2 Wochen, das eine akute
Phase von 2-5 Tagen nach der Operation umfasst. Aufbauend auf der vorher-
gehenden Charakterisierung der Filme wurde der Einbau eines fiir tPA kodie-
renden Plasmids als Wirkkomponente in das Depotsystem untersucht. Neben
der pharmakologischen Wirkkomponente sollte der Polymerfilm zusétzlich ei-
ne anitadhisiver Barriere gegen Verwachsungen darstellen. Ahnliche Ansitze
wurden bereits mit Streptokinase (Yagmurlu et al., 2003) und rekombinatem
tPA Protein als Wirkkomponenten beschrieben (Hill-West et al., 1995; Yeo
et al., 2007). Auf dem Gebiet der nicht-viralen Gentherapie wurde dieser An-
satz bisher nicht verfolgt.

In vitro Versuche auf Mesothelzellen ergaben Expressionsraten auf niedri-
gem Niveau, wobei die Matrix der getesteten Filme noch langsamer erodierte
als im Vorversuch beobachtet, womoglich aufgrund des geringen Volumens
an Akzeptormedium. Eine kontinuierliche Freisetzung bei geringem initialen
Verlust konnte aus einer Matrix auf Basis von Glycerolformal mit Rhesomer®
RG 504 H erzielt werden. Mit Hilfe des Depotsystems wurde ein tPA-Spiegel
von 2ng/ml iiber mindestens 10 Tage aufrecht erhalten, der am Tag 16 auf
Basalwerte unter 1 ng/ml abfiel und einer 4-fachen Steigerung gegeniiber dem
unbeladenen Implantat entsprach. Die Bolusgabe fiihrte hingegen zu unphy-
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siologischen tPA-Spiegeln von 100 ng/ml, wobei Normalwerte im Peritoneum
bei 5,7+2,6 ng/g Gewebe liegen. Im entziindeten Gewebe sinkt die Konzen-
tration auf 1,240,9ng/g Gewebe ab. Ahnliche Spiegel kénnen im Plasma
gemessen werden (Hellebrekers et al., 2009; Ince et al., 2002; Wiman, 1998).
Daher ist davon auszugehen, dass derartig hohe Wirkspiegel, wie sie nach
einer Bolusgabe erreicht wurden, zu schwerwiegenden Komplikationen wie
einer erhohten Blutungsneigung fiilhren konnten und daher vermieden wer-
den sollten.

Im Gegensatz zum tPA-Spiegel ist der PAI-1-Spiegel im entziindeten Ge-
webe mit 27,349,7ng/g Gewebe gegeniiber dem Normalzustand von
1,6+0,2ng/g Gewebe deutlich erhoht (Hellebrekers et al., 2009; Ince et al.,
2002; Wiman, 1998). Das Verhéltnis von tPA/PAI-1 variiert damit von 3,5
im Normalzustand bis zu 0,4 im entziindeten Gewebe. Eine stiarkere Beein-
flussung des tPA /PAI-1-Gleichgewichts ist somit durch Beeinflussung beider
Proteine zu erwarten. Die Kotransfektion eines fiir tPA kodierenden Plasmids
und einer siRNA gegen PAI-1 zeigte nach 48 h eine 8,3-fache Steigerung ge-
geniiber unbehandelten Zellen, wohingegen die Applikation der Plasmid-DNA
alleine lediglich zu einer 4,5-fachen Steigerung fiihrte. Inwiefern die Steige-
rung des tPA/PAI-1-Gleichgewichts therapeutische Relevanz hat, bleibt ab-
zuwarten. Erste Hinweise hierfiir werden sich aus der Anwendung im Tiermo-
dell ergeben. Der Therapieansatz selbst ist neuartig und konnte in Kombinati-
on mit den Filmen zu einer deutlichen Reduktion postoperativer Adhéasionen
beitragen.
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Zusammenfassung

Die Gentherapie birgt vielversprechendes Potential als Kausaltherapie fiir
die Behandlung zahlreicher erworbener oder vererbter Krankheiten wie in
der Therapie der Zystischen Fibrose, als gentherapeutische Impfstoffe oder
in der Onkologie. Lange Zeit dominierten virale Systeme klinische Studien
auf dem Gebiet der Gentherapie, da diese zu hohen Genexpressionsraten
fiihrten. Schwerwiegende Nebenwirkungen bewirkten einen leichten Riick-
gang viraler Systeme in den letzten Jahren und fiihrten zu einer Zunahme
nicht-viraler Systeme. Diese zeichnen sich durch eine i) grofe Variationsmog-
lichkeit im Vektordesign, ii) geringe Integrationsgefahr ins Genom, iii) hohe
Verpackungsmoglichkeit und iv) geringe Immunogenitit aus.

Die Herausforderungen an die Trigersysteme fiir den nicht-viralen Gen-
transfer sind grof. Trotz der Vielfalt an Technologien konnte in den letz-
ten 15 Jahren kein Vehikel gefunden werden, das allen Anforderungen ent-
spricht. Die grofite Herausforderung fiir eine erfolgreiche therapeutische An-
wendung ist der Transfer in die Zielzelle. Nukleinsduren als neue Arzneistoffe
sind sehr vielfiltig einsetzbar, setzten allerdings einen erfolgreichen Trans-
port zum Wirkort, den Zellkern oder das Zytoplasma, voraus. Triagersysteme
auf Polymer-Basis wie das Polyethylenimin (PEI) oder Poly(dimethyl-amino-
ethylmethacrylate) (P(DMAEMA)) sind in der Lage Nukleinséure zu nanos-
kaligen Vehikeln zu komplexieren und zeigten bislang gute in vitro Ergebnis-
se (Demeneix and Behr, 2005; Dubruel and Schacht, 2006; Lungwitz et al.,
2005). In vivo Anwendungen sind aufgrund i) geringer Biokompatibilitét, ii)
niedriger kolloidaler Stabilitét in physiologisch relevanten Medien, iii) schnel-
ler Clearance durch Interaktionen mit Blutbestandteilen nach systemischer
Applikation und iv) geringer Transfektionseffizienz und Dauer allerdings noch
limitiert. Hierbei ist die Lunge als lokal erreichbares Target und im Hinblick
auf Krankheiten wie die Zystische Fibrose, Asthma oder Lungentumore, die
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bis heute nicht effektiv behandelt werden konnen, ein wichtiges Zielorgan.

Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit war die Entwicklung eines ef-
fizienten polymeren Trigersystems fiir den nicht-viralen Gentransfer. Un-
tersucht wurden chimére bioabbaubare Polymer-Polypeptid Konjugate auf
Methacrylat-Basis mit unterschiedlichem PEGylierungsgrad, sogenannte
P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere. Eine zusammenfassende Beurteilung
der Copolymere im Vergleich zu standardméfig eingesetzten Polymeren wie
dem br-PEI und P(DMAEMA) liefert Tabelle 5.1. Die Copolymere konnten
mittels ATRP nach den Anforderungen des Anwenders synthetisiert wer-
den, wobei der PEGylierungsgrad iiber i) den Fopgpa-Anteil im Copolymer
und ii) den Oligomerisierungsgrad im OEGMA-Monomer variabel eingestellt
werden konnte. Eine mafgeschneiderte Anpassung des Tragersystems an den
eingesetzten Nukleinsduretyp und an die Partikelcharakteristika wurde da-
durch ermoglicht.

‘ P(DMAEMA-co-OEGMA) ‘ P(DMAEMA) \ br-PEI/I-PEI

Synthese ++ +/- +/-
Komplexierung +/- 4 e

Nanoskalige Partikel + - +/-

Kolloidale Stabilitédt ++ _ 4=
Toxizitdt ++ - _
Transfektionseffizienz +/- +/- +
Zellbindung +/- + +
Internalisierung + S e
Endosomale Freisetzung - + +

Tabelle 5.1: Beurteilung der P(DMAEMA-co-OEGMA) Copolymere als nicht-virale
Gentransfervehikel im Vergleich zu den Standardpolymeren br-PEI und
P(DMAEMA), ++ Herausragend, + Gut, +/- Durchschnittlich, - Proble-
matisch

Die physikochemische Charakterisierung der Polyplexe mit unterschiedli-
chen Nukleinséduren (pDNA, mRNA) zeigte, dass bereits mit geringen PEGy-
lierunsgraden eine ausreichende Stabilitdt der Polyplexe in physiologisch re-
levanten Medien (pH-Wert, Salzkonzentration) bei geringer Zytotoxizitit er-
reicht werden konnte. Beide Parameter sind eine entscheidende Vorausset-
zung im Hinblick auf die spitere in wvivo Applikation. Zeta-Potential-
messungen verdeutlichten eine ,Core-Shell-Corona“-dhnliche Partikelstruk-
tur, bei der der Kern bestehend aus pDNA und kationischem Polymeranteil
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von einer OEG-Schale umbhiillt war (Kataoka et al., 2001). Durch die Einfiih-
rung ungeladener hydrophiler OEG-Segmente kam es zur Abschirmung der
positiven Ladungsdichte im Kern, die zur sterischen Stabilisierung des Sys-
tems und zur guten Biokompatibilitit der Polymere beitrug (Merdan et al.,
2002a). Ferner variierte die Bindungsstirke und Morphologie der Polyplexe
in Abhéngigkeit der verwendeten Nukleinsdure. Wahrend die Bindungsaffini-
tiat der Copolymere zur pDNA mit steigender PEGylierung abnahm, wurde
die Bildung monodisperser Nanopartikel mit mRNA durch die Einfiihrung
von OEG-Einheiten begiinstigt. Unterschiede in Partikelgréfe und Morpho-
logie der Polyplexe in Abhéngigkeit vom verwendeten Nukleinsduretyp und
PEGylierungsgrad des Trégersystems konnten im Rasterkraftmikroskop und
in elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestétigt werden. So fithrten Poly-
plexe basierend auf Plasmid-DNA zu irregulér ellipsoid geformten Nanoparti-
keln mit einem Durchmesser von 100 nm, mRNA-Polyplexe zeigten hingegen
eine kompakte sphérische Form mit einem Durchmesser von lediglich 40 nm.
Bei hoheren PEGylierungsgraden fiihrte die sterische Abschirmung der ka-
tionischen Ladung im Polymer zu einem Verlust der Komplexierungseigen-
schaften der Copolymere, so dass die kompakte Form der Polyplexe verloren
ging und unkomplexierte Plasmid-DNA im elektronenmikroskopischen Bild
erkennbar war. Analog dazu konnten negative Zeta-Potentiale gemessen wer-
den.

Im Hinblick auf eine spétere pulmonale Anwendung erfolgte die Charak-
terisierung der Transfektionseffizienz in vitro auf Lungenzelllinien. Transfek-
tionsstudien zeigten eine Reduktion der Gentransfereffizienz durch Einfiih-
rung von OEG-Einheiten unabhingig von der verwendeten Zelllinie, die auf
i) eine schlechte Komplexierung der Plasmid-DNA, ii) eine moderate Zell-
bindung sowie iii) eine ungeniigende endosomale Freisetzung zuriickgefiihrt
werden konnte. Unter Einsatz von Copolymeren mit geringem OEG-Anteil
(Forama < 33,3% und 9 EG-Einheiten) wurden jedoch Transfektionsraten
vergleichbar mit dem unmodifizierten Homopolymer P(DMAEMA) und um
den Faktor 10 geringer als mit br-PEI erzielt. Dieselben Copolymere fiihrten
nach Komplexierung von mRNA zu einer gesteigerten Genexpressionsrate
im Vergleich zu P(DMAEMA). Eine Erhohung der Pufferkapazitit durch
Verdnderungen im Polymerdesign bewirkte eine 6-fache Erhohung der Gen-
transfereffizienz, verdeutlichte letztendlich aber auch, dass die Pufferkapazi-
tit alleine nicht der limitierende Faktor des Gentransfers mit P(DMAEMA-
co-OEGMA) Copolymeren ist (Dubruel et al., 2000). Trotz vergleichbarer
Pufferkapazititen zwischen Homo- und Copolymer fiihrte der Einsatz funk-
tioneller Peptide, wie dem endosomolytisch aktiven INF7-Peptid, iiber elek-
trostatische Wechselwirkungen im Polyplex gebunden oder bereits kovalent
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an die Polymerstruktur gekoppelt, zu einer Steigerung um den Faktor 20 und
mehr, wohingegen mit dem Homopolymer lediglich eine 1,5-fache Steigerung
erzielt werden konnte. Bei Kotransfektion mit dem TAT-Dimer, ein zellpe-
netrierendes Peptid mit NLS-Funktion, war ferner eine 100-fache Steigerung
der Gentransfereffizienz moglich.

Die intratracheale Applikation der P(DMAEMA-co-OEGMA) /pDNA Po-
lyplexe fiihrte bei optimiertem PEGylierungsgrad zu einer 7-fach gesteiger-
ten Expressionrate in der Lunge im Vergleich zu br-PEI. Entscheidend fiir
die guten Ergebnisse in vivo war die kolloidale Stabilitdt der Polyplexe in
physiologisch relevantem Medium. Im Vergleich zu den in vitro Versuchen
waren jedoch hohere PEGylierungsgrade notig, um die Partikel fiir die in
vivo Applikation zu stabilisieren. Nicht zuletzt aufgrund der guten kolloida-
len Stabilitdt und der Biokompatibilitit stellen P(DMAEMA-co-OEGMA)
Kopolymere eine vielversprechende Alternative zu herkémmlichen Tragersys-
temen im nicht-viralen Gentransfer dar. Erfolgversprechend erscheinen auch
die Ansétze in Kombination mit mRNA, die im Gegensatz zur pDNA bereits
im Zytoplasma ihren Wirkort hat und nicht in den Zellkern transportiert
werden muss. In diesem Bereich sind bis heute keine effektiven Transfersys-
teme bekannt.

Im weiteren Teil der Arbeit wurde eine Arzneiform zur kontrollierten
Freisetzung nicht-viraler Genvektoren auf Basis eines Applikationssystems
der Firma Baxter entwickelt. Das Applikationssystem war aus einem Zwei-
komponentensystem mit einer lipophilen Komponente, bestehend aus ei-
ner 10 %igen (m/v) PLGA-Losung in einem biokompatiblen Losungsmittel,
und einer hydrophilen Komponente, Wasser fiir Injektionszwecke, aufgebaut.
Hiermit konnten lyophilisierte pDNA /I-PEI Polyplexe als Modellwirkstoff in
einen in situ gebildeten Film eingebaut und iiber einen Zeitraum von 4 Wo-
chen freigesetzt werden, wobei die Polyplexe zuvor in der hydrophilen Phase
(Einbettungsvariante A) gelost oder in der lipophilen Phase (Einbettungs-
variante B) dispergiert vorliegen konnten. Als Matrixbildner wurden PLGA-
Polymere der Rhesomer®RG Serie unterschiedlicher Kettenlinge und Zu-
sammensetzung (PLA/PGA-Verhéltnis, freie versus veresterte Endgruppen)
verwendet. Diese sind bereits fiir die parenterale Applikation zugelassen und
ermoglichen die Einstellung unterschiedlicher Abbauraten der ausgebildeten
Matrices.

Die mechanische Festigkeit der Matrix, die Matrixgiite (Einbau der Po-
lymere in den Film) und die Freisetzungskinetik aus der Matrix wurden
im Wesentlichen durch die Wahl des Losungsmittels und der Molekiilmas-
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se des Polymers bestimmt. Untersucht wurden Losungsmittel unterschied-
licher Wasserloslichkeit, die bereits parenteral eingesetzt werden und de-
ren Wasserloslichkeit in folgender Reihenfolge abnahm: Glycerolformal >
DMI >> Tetraglykol. Glycerolformal zeigte dabei von den untersuchten Lo-
sungsmitteln die geringste akute Toxizitdt. Die Matrixgiite der Filme lies
sich durch Einsatz lingerkettiger PLGA-Polymere mit erhéhter Lipophilie
(veresterte Endgruppen) in Kombination mit einer guten Wasserloslichkeit
des verwendeten LoOsungsmittels verbessern. Dariiber hinaus korrelierte die
mechanische Festigkeit der Filme ebenfalls mit der Kettenlinge der PLGA-
Polymere und nahm mit steigender Lipophilie der Losungsmittel zu (DMI >
Glycerolformal > Tetraglykol).

Fiir die Freisetzung wurden PLGA-Polymere mit freien Endgruppen der
Rhesomer® RG H-Serie verwendet, da fiir diese schnellere Abbauraten be-
schrieben sind. Eine schnelle Ausbildung der Matrix mit hoher Giite trug
dabei entscheidend zu einer linearen Freisetzungskinetik ohne initialen Wirk-
stoffverlust bei. Die Freisetzungskinetik konnte ferner durch die unterschiedli-
chen Einbettungsvarianten des Wirkstoffes in die Matrix beeinflusst werden,
wobei die Freisetzung generell fiir Einbettungsvariante B langsamer verlief
und dabei einen geringeren initialen Wirkstoffverlust aufwies. Eine schnelle
Phasen-Separation konnte durch eine gute Wassermischbarkeit des Losungs-
mittels bei moglichst geringer Loslichkeit der Polymere im Losungsmittel
erreicht werden und forderte eine schnelle Ausbildung der Matrix. Beispiele
hierfiir waren die Kombinationen Glycerolformal oder DMI mit dem langer-
kettigen Polymer Rhesomer® RG 504 H, wobei DMI zu einer hohere initiale
Freisetzung fiihrte. In beiden Féllen konnte je nach Einbettungsvariante eine
zweiphasige Freisetzungskinetik, zusammengesetzt aus diffusions- und spater
erosionskontrollierter Freisetzung, beobachtet werden. Tetraglykol als lipo-
phileres Losungsmittel hingegen fiihrte zu einer hohen Festigkeit der Matrix
mit rein erosionskontrollierter Freisetzung.

Ein mogliches therapeutisches Einsatzgebiet fiir in situ gebildete Filme
sind postoperative Adhésionen, bei denen es nach einer Operation im Bauch-
raum in einem Zeitfenster von 2-3 Wochen zu permanenten Verwachsungen
kommt. Ausgelost werden diese durch ein Ungleichgewicht zwischen dem ge-
webespezifichen Plasminogenaktivator (tPA) und dessen Inhibitior (PAI-1).
Neben der kontrollierten Freisetzung pharmakologisch wirksamer Kompo-
nenten stellen in situ gebildete Filme zusétzlich eine anitadhésive Barriere
fiir die Ausbildung von Verwachsungen dar und sind fiir den Einsatz in der
minimal-invasiven Chirurgie geeignet.
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Der Einbau eines fiir tPA kodierenden Plasmids in einen Film basierend
auf Glycerolformal mit Rhesomer® RG 504 H fiihrte im Zellkulturversuch zu
einem tPA-Spiegel von 2ng/ml {iber einen Zeitraum von 16 Tagen. Durch
das aktive Implantat konnte dadurch eine 4-fache Steigerung gegeniiber der
Kontrolle erzielt werden. Im Hinblick auf den Abfall der tPA-Konzentration
auf ein Fiinftel der Normwerte im entziindeten Gewebe sind das durchaus
therapeutisch relevante Steigerungen. Im Gegensatz zum tPA Spiegel ist
der Spiegel des Inhibitors im entziindeten Gewebe bis um das 17-fache er-
hoht. Dadurch kann das tPA/PAI-1-Verhéltnis von 3,5 im Normalzustand
bis zu 0,4 im entziindeten Gewebe variieren. Eine stirkere Beeinflussung des
tPA /PAI-1-Gleichgewichts ist somit durch Kotransfektion einer siRNA ge-
gen PAI-1 zu erwarten, das in einem 4n vitro Versuch bestétigt werden konn-
te. So fiithrte die Kotransfektion einer fiir tPA kodierenden Plasmid-DNA
und einer siRNA gegen PAI-1 zu einer 8,3-fachen Steigerung des tPA/PAI-
1-Verhaltnisses 48 h nach der Transfektion, wohingegen die Applikation des
Plasmids alleine lediglich eine Steigerung um den Faktor 4,5-fach erbrachte.
Inwiefern die Steigerung jedoch therapeutische Relevanz hat bleibt abzuwar-
ten.
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Polymerase Chain Reaction
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RISC RNA Induced Silencing Complex
RLC RISC Loading Complex

RLU Relative Light Units
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RNAi RNA-Interferenz

RT Raumtemperatur

S.C. subkutan

SABER Saccharose-acetate-iso-butyrat Extended Release
SCID Severe Combined Immundeficiency
SDS Sodium Dodecyl Sulfate

SEC Size Exclusion Chromatography
siRNA Short Interfering RNA

SPPS Solid Phase Peptide Synthesis
SSC Side Angle Light Scatter

TAE Tris-Acetat-EDTA

TFA Trifluoressigsaure

tPA Tissue Plasminogen Activator
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
uPA Urokinase Plasmiogen Aktivator
WHI Wasser fiir Injektionszwecke
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Summary

Gene therapy is currently under development and investigation for the treat-
ment of various inherited and acquired diseases such as cystic fibrosis, vac-
cination and cancer. Viral systems have dominated the field of clinical trials
in gene therapy due to high efficiency in the past. However, serious side ef-
fects led to the emerging field of non-viral gene therapy which shows i) high
viability in vector design , ii) low risk of mutagenic integration, iii) high en-
capsulation efficiencies and iv) low immunogenicity.

Delivery systems for non-viral gene therapy have been widely investigated
in the past few years. Although a lot of different technologies are currently
available, none of them totally fulfilled the requirements of successful non-
viral gene therapy. In detail, non-viral gene delivery systems should efficient-
ly deliver the transgene into diseased cells, remain colloidal stable at high
nucleic acid concentrations and avoid inducing adverse effects. Nucleic acids
as novel compounds in pharmaceutical applications are of high interest. Ho-
wever they have to be delivered intracellular to reach their target molecule.

Delivery systems based on cationic polymers such as polyethylenimine
(PEI) or poly(N,N-dimethylaminoethyl methacrylate) (P(DMAEMA) have
been extensively studied as gene transfer agents in previous studies (Deme-
neix and Behr, 2005; Dubruel and Schacht, 2006; Lungwitz et al., 2005).
These cationic polymers condense plasmid DNA (pDNA) into gene vector
nanoparticles and efficiently transfect cells in vitro. However, in vivo appli-
cation of non-viral gene vector nanoparticles are still limited due to i) low
biocompatibility, ii) colloidal instability of gene vectors in physiological fluids
at high plasmid concentrations, iii) rapid clearance from the bloodstream af-
ter systemic application and iv) low transfection efficiency compared to viral
systems. But such delivery systems can be applied locally in order to target
lung tissue and treat inherent diseases such as zystic fibroses or cancer with
higher efficiency.
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The overall aim of the first part of this thesis was the evaluation of novel
polymeric based delivery systems for non-viral gene transfer, particularly into
lung cells. Biodegradable chimeric polymer-polypeptide conjugates were in-
vestigated in detail for that purpose. Oligo(ethylene glycol) methyl ether me-
thacrylates (OEGMA) of various chain-lengths (i.e. 9, 23 or 45 EG units) and
N,N-dimethylaminoethyl methacrylate (DMAEMA) have been copolymeri-
zed by atom transfer radical polymerization (ATRP) yielding well-defined
P(DMAEMA-co-OEGMA) copolymers with increasing PEGylation (OEG-
MA molar fractions (Fogama-) and OEGMA-chain-lengths) but comparable
degrees of polymerization (DP  120). These systems could therefore be easi-
ly tailor-made for different types of nucleic acid and particle characteristics
of interest. A summary of the assessment in comparison to frequently used
cationic polymers like br-PEI and P(DMAEMA) is given in table 5.2.

‘ P(DMAEMA-co-OEGMA) ‘ P(DMAEMA) ‘ br-PEI/I-PEI

Synthesis ++ +/- +/-
Complexation +/- e &

Nanosized particles + - +/-

Colloidal stability ++ — A=
Toxicity ++ - _
Transfection efficiency +/- +/- +
Cellular binding +/- + +
Internalization + e &
Endosomal Release - + +

Tabelle 5.2: Evaluation of P(DMAEMA-co-OEGMA) copolymers as novel non-viral gene
delivery systems in comparison to standards like br-PEI und P(DMAEMA),
++ excellent, + good, +/- ordinary, - questionable

Biophysical characterization of polyplexes revealed that increased OEG-
MA molar ratios and OEGMA chain-lengths strongly influenced particle size,
morphology and zeta potential, thereby allowing to form tailor-made gene
vector complexes. P(DMAEMA-co-OEGMA) copolymers formed gene vec-
tors with excellent colloidal stability at high plasmid DNA concentrations
in isotonic solution and low cytotoxicity even at a low degree of PEGylati-
on, which are both critical parameters for in vivo application. The shielding
effect of the PEG side-chains was obvious for both plasmid DNA and mes-
senger RNA (mRNA) complexes as evidenced by a reduction of the surface
charge. Zetapotential measurements further revealed that P(DMAEMA-co-
OEGMA) copolymers lead to the formation of a core-shell-corona like particle
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structure, which is stabilized in aqueous media by a hydrophilic PEG shell.
This PEG outer-corona probably hampers the aggregation of nanoparticles
and shields the positively poly-ion corona, thereby showing good biocompa-
tibility.

Further, electron and atom force microscopy images clearly indicate that
P(DMAEMA-co-OEGMA) copolymers were capable of condensing both pD-
NA and mRNA into gene vector particles of nanometer size. While binding ef-
ficiency and particle morphology inversely correlated with PEGylation degree
for pDNA, PEGylation of P(DMAEMA) improved mRNA binding. Comple-
xes with pDNA were of irregular round shape with 100-200 nm in size, while
mRNA particles were significantly smaller and more distinct with an overall
average size of 40 nm. Increasing amounts of PEGylation resulted, however,
in gradual loss of the compact, globular gene vector shape and appearance
of filamentous structures which can be attributed to reduced pDNA conden-
sation and is in agreement with an increase in gene vector size and negative
surface charge.

Transfection efficiency of most efficient P(DMAEMA-co-OEGMA) copo-
lymers was found to be comparable with P(DMAEMA) and approximately
10-fold lower compared to br-PEI 25 kDa independent of the cell type used.
Surprisingly, PEGylation of P(DMAEMA) increased mRNA transfection,
most likely due to better stability of nanosized polyplexes. The discrepan-
cy between PEGylated polyplexes and the homopolymer does not simply
appear to represent the exclusive cause of a reduced cellular uptake. Alt-
hough OEGMA copolymerization can reduce gene vector binding with the
cell membrane at higher OEG-amounts, cellular internalization of the bound
complexes was less affected. Thus, a combination of reduced cellular bin-
ding, endolysosomal escape and loss of compact gene vector shape at higher
degrees of PEGylation seems to limit transfection efficiency of P(DMAEMA-
co-OEGMA) copolymer gene vectors. Although changes in polymer design
increased the buffering capacity and resulted in a 6-fold increase in transfec-
tion efficiency, buffering capacity is not the only key to efficient gene delivery
(Dubruel et al., 2000). Thus, electrostatical or covalent coupling with a endo-
somolytical peptide INF7 improved gene expression at least 20-fold compared
to P(DMAEMA), although both polymers have similar buffering capacities.
Codelivery of INF 7 with the TAT-Dimer, a cell penetrating peptide with
an NLS function, further increased gene transfer efficiency of (DMAEMA-
co-OEGMA) copolymers 100-fold.

Despite these observations, optimized P(DMAEMA-co-OEGMA) gene
vectors remained stable under conditions for in vivo application leading to 7-
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fold greater gene expression in the lung compared to br-PEL In summary, the
in vivo results emphasize that PEGylation of cationic polymers can enhance
colloidal stability under conditions which are essential for in vivo applications
(high salt and pDNA concentrations) and therefore improve gene transfer to
the lung. Therefore, a higher degree of PEGylation was required compared
to in vitro applications. Tailor-made P(DMAEMA-co-OEGMA) copolymers
are promising non-viral gene transfer agents which fulfil the requirements
for successful in vivo gene delivery. Cationic polymers have been intensively
investigated for plasmid DNA delivery, but only a few studies address their
use for mRNA transfection. Hence, P(DMAEMA-co-OEGMA) copolymers
may help to further improve mRNA delivery using cationic polymers who s
potential in this context is still underestimated.

Biodegradable polymeric matrices have been introduced for the sustai-
ned release of genes to facilitate the development of nucleic acids as novel
pharmaceutical compounds and augment local gene transfer. Therefore in
situ forming implants have been already proposed as an alternative to ez
viwo matrix formation for protein delivery, where the biodegradable implant
is formed upon injection into the body. Thus, a sprayable biodegradable in
situ, forming film encapsulating non-viral gene vectors was developed in the
second part of the thesis. For this purpose, an application system from Bax-
ter was used comprised of a water-insoluble biodegradable polymer dissolved
in a pharmaceutically acceptable water-miscible solvent (lipophilic part) and
water for injections (hydrophilic part). PLGA polymers of different chain-
length and compositions (PLA/PGA-ratio, free versus estered end groups)
were used as polymer-matrix composites in a 10 % (w/v) solution to control
release kinetics. These polymers have been already approved by the FDA
for parenteral applications. Lyophilized pDNA/I-PEI polyplexes as active
pharmaceutical ingredients (APIs) were successfully encapsulated within the
polymer matrix as it solidifies. Therefore, two different encapsulation tech-
niques were tested in feasibility studies. The API was either dissolved in the
hydrophilic part (type A) or dispersed in the lipophilic part (type B) of the
application system. First in vitro release studies from in situ forming films
showed prolonged release of polyplexes over a 4-weeks time period.

Mechanical strength, matrix quality, i.e. encapsulation amount of poly-
mer into the matrix, and release kinetics from in situ formed films strongly
correlated with the solvent and the chain-length of the PLGA polymer used.
In this context, solvents with decreasing water solubility (Glycerolformal >
DMI >> Tetraglykol) already used for parenteral applications were tested,
among which Glycerolformal showed the best biocompatibility. Further stu-
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dies revealed that matrix quality increased with larger chain-lengths and
lipophilicity of the PLGA polymers as well as good water-soluble solvents,
while mechanical strength of the matrix increased with polymers of large
chain-lengths, but decreased using more hydrophilic solvents (DMI > Glyce-
rolformal >> Tetraglykol).

Dissolution experiments were performed with PLGA polymers of free end
groups, named Rhesomer® RG H series, since these are assumed to show fas-
ter degradation times. In vitro release from in situ forming films based on
these polymers were mainly influenced by the solvent, the chain-length of the
polymer and to a minor extent by the encapsulation technique used. In ge-
neral, polyplexes incorporated within the lipophilic part showed lower burst
with more retained drug release. Fast phase-separation was prone to good
matrix quality and zero order release kinetics without initial burst. Therefo-
re, good water-miscible solvents and a low solubility of the matrix forming
polymer in the solvent was required, which was fulfilled by Glycerolformal
or DMI combined with the long chain polymer. Both provided spray films
with diffusion- and erosion controlled release kinetics over a 4-weeks time pe-
riod with high burst release detected for DMI in contrast to Glycerolformal.
Tetraglykol, however, which was the most lipophilic solvent tested, formed
matrices of high mechanical strength with extremely prolonged release kine-
tics.

Sprayable biodegradable in situ forming films provided robust and pro-
longed gene expression over a l-month release time. Hence, these barriers
systems combined with prolonged release of API might be useful to over-
come the shortcomings of treating peritoneal adhesions, where two weeks
after abdominal surgery fibrous bands of scar tissue are formed between tis-
sues and organs as a result of injury. In addition, in situ forming systems
are suitable for laparoscopic applications. Nowadays, the ratio between tissue
plasminogen activator (tPA) and the plasminogen activator inhibitor (PAI-1)
appears to be a key driver for the formation of permanent adhesions, which
varies between 3.5 and 0.4 in normal and inflamed tissue, respectively. Hence,
encapsulation of a plasmid encoding for tPA (ptPA) as an biological active
agent in these films composed of Glycerolformal/Rhesomer® RG 504 H re-
vealed a 4-fold increase in the tPA-level (2ng/ml) compared to the empty
control over 2-weeks in vitro which is in line with the reduction observed in
diseased tissue. Besides, it has been shown that PAI-1 increased up to 17-fold
in inflamed tissue leading to extremely variable tPA /PAI-1 ratios. As a result
codelivery of ptPA and siRNA against PAI-1 without matrix encapsulation
further led to 8.3-fold increase of tPA/PAI-1 ratio in cell culture after 48 h,
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whereas pDNA alone improved the ratio by only 4.5-fold. The further rele-
vance of the delivery systems by incorporating both siRNA and pDNA into
the sprayable film has to be demonstrated in suitable animal models. Nevert-
heless, in situ forming controlled release systems using biocompatible and /or
biodegradable polymers provide an attractive alternative approach for gene
therapy to overcome short-term gene expression and safety problems related
to high concentrations of nucleic acid or gene carriers not only for the treat-
ment of adhesive diseases.
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