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Virale Proteine sind in ihrer Effektivitidt, Nukleinsiure in
Zellen einzuschleusen, den derzeit verfiigbaren synthetischen
Polymeren fiir den Gentransfer weit iiberlegen. Um letztere
als Vehikel fiir den intrazelluldren Transport von DNA und
siRNA zu verbessern, wurden funktionelle Doméinen wie
endosomolytische Agentien und Liganden zur zielgerichteten
Aufnahme konjugiert. Derartig komplexen Polymerkonju-
gaten fehlt aber die molekulare Prizision sequenzdefinierter
viraler Proteine, sowohl was die Kettenldnge als auch was die
Position der Konjugationen betrifft. Der in der Praxis iibliche
Einsatz polydisperser Mischungen schrénkt damit die Aus-
sagekraft beobachteter Struktur-Wirkungs-Beziehungen ein.
Es ist fraglich, ob polydisperse Makromolekiile je die Wirk-
samkeit viraler Proteine erreichen werden. Wir beschreiben
hier die Festphasen-basierte Synthese sequenzdefinierter
Polymere und deren FEinsatz als pDNA- und siRNA-Trans-
fersysteme.

Der Festphasen-basierte Aufbau von Makromolekiilen™
wurde bereits fiir den DNA-Transfer beschrieben.*®! Hart-
mann, Borner und Kollegen verdffentlichten eine Synthese-
route zu Polyamidoaminen, die auf der abwechselnden
Kupplung von Bernsteinsdureanhydrid und Diamino-N-
methyldipropylamin bzw. geschiitzter Spermin-Derivate
beruht.! Um die Vorteile der Peptidsynthese mit der breiten
chemischen Diversitit synthetischer Polymere zu kombinie-
ren, entwickelten wir kiinstliche Fmoc/Boc-geschiitzte Ami-
nosduren, die definierte Diaminoethan-Einheiten enthal-
ten.”! Dieses Motiv verfiigt als ,,Protonenschwamm® iiber die
Fiahigkeit zur Endosomen-Destabilisierung, welche fiir die
Transfektionseffizienz von Polyethylenimin (PED)” und
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weiteren kationischen Polymeren entscheidend ist.’! Die
biologische Aktivitét ist dadurch viel hoher als bei Diamino-
propan-Einheiten, die bereits bei neutralem pH vollstindig
protoniert sind.7¢%

Drei kiinstliche Aminosduren (Stp, Gtp oder Gtt, Abbil-
dung 1a) wurden gemeinsam mit Lysinen (Verzweigungs-
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Abbildung 1. a) Oligo(ethylenamino)sauren ohne (X=Y =H) oder mit
Schutzgruppen (X=Fmoc, Y=Boc). b) Polymere. Lineare Ketten (23),
vierarmige Strukturen (286-289 und 403), Ketten mit Diacylierung im
Zentrum (T-Form) und verbriickenden Cysteinen (80); dreiarmige
Strukturen mit drei vernetzenden Cysteinen (386); Ketten mit Diacylie-
rung am N-Terminus (i-Form) und zwei vernetzenden Cysteinen (230),
Ketten mit zwei Diacylierungsstellen und vernetzenden Cysteinen
(U-Form, 278). K = Lysin, C = Cystein.

domine), Cysteinen (bioreversible Disulfidbriicken) und
verschiedenen Fettsduren (stabilisierende hydrophobe Do-
minen) zur Herstellung einer Bibliothek von tiber 300 defi-
nierten Strukturen eingesetzt. Lineare Polykationen mit oder
ohne Modifikation im Zentrum (T-Form) oder am Ende der
Kette (i-Form, U-Form) sowie verzweigte Strukturen wurden
untersucht (Abbildung 1b), da die molekulare Topologie die
Komplexbildungsfihigkeit und biologischen Eigenschaften
von Transfektionssystemen beeinflussen konnen.**")
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Abbildung 2 zeigt die Luciferase-Gentransferaktivitét
ausgewdhlter Polymere, die mit pDNA bei den angegebenen
molaren Verhiltnissen von protonierbarem Stickstoff zu
Phosphat (N/P) komplexiert wurden. Aufgrund ihrer unge-
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Abbildung 2. Transfektion von Neuro2A-Zellen mit pDNA-Polyplexen.
a) Vierarmige Strukturen. b) T-Form 80 und seine Mutanten. LPEI als
Positivkontrolle. c) Luciferase Genexpression in vivo nach systemischer
Polyplexverabreichung in tumortragenden Mausen. Weif: 78, grau: 80,
beide bei m/m 20, schwarz: G3-HD-OEI" als positive In-vivo-Kontrol-
le.

niigenden DNA-Bindungsfihigkeit (Abbildung S1 A in den
Hintergrundinformationen) transfizieren Polymere, wie die
lineare Kette 23 oder die verzweigten Strukturen 286 und 287
mit weniger als 10 Stp-Einheiten (<50 Stickstoffatomen),
nicht, vergleichbar mit Oligoethylenimin mit 800 Da."¥! Die
verzweigten Polymere 288, 289 und 403 (mit 60, 80 oder 100
Stp-Stickstoffatomen) binden DNA effizient iiber elektro-
statische Wechselwirkungen, wie im Agarosegel-Retardie-
rungsassay gezeigt (Abbildung S1A) und bilden dabei 80—
100 nm groBe Polyplexe (Tabelle S1). Diese zeigen eine
Gentransferaktivitit (Abbildung2a), die in etwa 100-fach
iiber dem gemessenen Hintergrundsignal nicht-transfizierter
Zellen (ctrl) liegt, aber zwei Zehnerpotenzen unter dem
Vergleichswert fiir lineares PEI mit 22 kDa.

Der praktische Vorteil von vierarmigen Polymeren ist,
dass in wenigen Syntheseschritten relativ hochmolekulare
verzweigte Polykationen aufgebaut werden konnen. Die
Modifikation kleinerer Polymere mit einer hydrophoben
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Domine und zwei Cysteinen (80) verbessert den Gentransfer
erheblich (Abbildung 2b). Die Cystein-haltigen Polymere 80
und 78 (Tabelle 1) zeigen beschleunigte Disulfidbildung in
Gegenwart von DNA (SI Abbildung S3) und deutlich stér-

Tabelle 1: Ausgewihlte Polymersequenzen mit Analoga.

Polymer Sequenz [von N- nach C-Terminus]®
80 C-Stp-Stp-Stp-(OleA),K]K-Stp-Stp-Stp-C
301 A-Stp-Stp-Stp-(OleA),K]K-Stp-Stp-Stp-A
78 C-Stp-Stp-Stp-K]K-Stp-Stp-Stp-C

302 A-Stp-Stp-Stp-K]K-Stp-Stp-Stp-A

386 (C-Stp-Stp-Stp),]K-Stp-Stp-Stp-C

387 (A-Stp-Stp-Stp),]K-Stp-Stp-Stp-A

230 (LinA),K-C-Stp-Gtt-Gtp-C

377 K-C-Stp-Gtt-Gtp-C

378 K-Stp-Gtt-Gtp-A

379 (LinA),K-Stp-Gtt-Gtp-A

278 C-(LinA),K]K-Stp-Stp-Stp-(LinA),K]K-C
279 A-(LinA),K]K-Stp-Stp-Stp- (LinA) ,K]K-A

[a] ,]K* steht fiir ein Lysin mit Verzweigung an den ao,&-Aminogruppen.

kere DNA-Bindung als die Alanin-Analoga 301 und 302
(Abbildung S1). Hydrophobe Modifikation durch Einbau
a,e-diacylierter Lysine im Zentrum der Polymerkette (,,T-
Form“) erhohen die Polyplexstabilitit (Abbildung S1). Es
wurden vorab Mono- und Diacylierungen mit Fettsduren
unterschiedlicher Kettenldnge (4-20 Kohlenstoffatome) un-
tersucht. Daraus hat sich die Lysindiacylierung mit C,,- bis
Cs-Fettsduren als effektivste Modifikation ergeben. Polymer
80 mit Cysteinen und zweifacher Olsiduremodifikation ver-
mittelt bessere Transfektion (Abbildung 2b) und viel hohere
Genexpression (bei N/P 12: 30-, 500- und > 1000-fach) als die
Analoga ohne Cysteine (301), Olsduren (78) oder ohne jeg-
liche Modifikation (302). Zytotoxizitdt wurde in keinem Fall
beobachtet (siche Abbildung S4).

Auf diesen ermutigenden Ergebnissen aufbauend, wurden
In-vivo-Studien in A/J-Méusen mit subkutan wachsendem
Neuro2A-Neuroblastom durchgefiihrt. Polyplexe aus 80 und
pDNA bei einer DNA-Konzentration von 200 ugmL~" waren
in Serum stabil und hatten eine einheitliche GroBe von ca.
155 nm (Abbildung S2 und Tabelle S1). Nach intravenoser
Verabreichung konnte eine Luciferase-Genexpression aus-
schlieBlich im Tumor beobachtet werden (Abbildung2c),
iibereinstimmend mit dem Expressionsprofil der Positivkon-
trolle, Polymer G3-HD-OEL" Dagegen zeigte das Analo-
gon 78 ohne Olsiure keine Genexpression.

DNA-Stabilisierung ist nicht der einzige Grund fiir den
positiven Effekt der Diacylierung mit Olsiure (vergleiche 80
und 78) bei Cystein-stabilisierten Polyplexen. In der Tat ver-
mittelte die weniger stabile Polyplexformulierung mit dem
Cystein-freien Polymer 301 einen hoheren Gentransfer als 78
(Abbildung 2b). Ein weiterer entscheidender Vorteil der
hydrophoben Gruppe ist die endosomale pH-abhéngige lyti-
sche Aktivitdt nach Aufnahme in die Zelle, welche die Frei-
setzung von Polyplexen in das Zytosol begiinstigt. Daher
wurden Polymere in einem Erythrozytenlyse-Assay!"”! unter-
sucht, um strukturelle Voraussetzungen fiir eine pH-abhin-
gige Lyse zu identifizieren (Abbildung 3). Lytische Aktivitét
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Abbildung 3. Erythrozytenlyse-Assay bei verschiedenen pH-Werten. Ery-

throzyten wurden mit 2.5 um Polymerlésungen bei 37°C und dem an-
gegebenen pH-Wert inkubiert. Himoglobin-Freisetzung wurde nach
1 h gemessen. Weif: pH 7.4, grau: pH 6.5, schwarz: pH 5.5 .

bei niedrigerem pH ist erwiinscht, da sie die endosomale
Freisetzung begiinstigt. Dagegen wiirde eine unspezifische
Lyse im neutralen pH-Bereich Zellmembranen zerstoren und
somit Toxizitdt hervorrufen.

Die eher hydrophilen Polymere ohne hydrophobe Modi-
fikation sind im Lyse-Assay inaktiv. Mit Olsiure (80, 301)
oder Linolsdure (278, 230, 379) diacylierte Polymere zeigten
eine pH-spezifische Lyse, die bei pH 5.5 am stérksten ausge-
pragt war. Die pH-abhéngige Protonierung von Oligoaminen
verstarkt iiber den kationischen Charakter die Membran-
bindung, die Diacylketten vermitteln amphipathischen Cha-
rakter. Beides scheint, in Ubereinstimmung mit der Literatur,
fiir eine lytische Aktivitit notwendig zu sein.®” Zytotoxische
Polymere resultierten aus der Diacylierung mit Myristinsdure,
welche die stirkste, allerdings weniger pH-spezifische lytische
Aktivitdt hatten. Aufgrund der pH-Abhingigkeit der Lyse
zeigten Polymere 80, 301, 278 keine detektierbare Zytotoxi-
zitdt im getesteten Konzentrationsbereich (bis 100 pgmL ™,
siche Abbildung S5). Einzig das Linolsidure-modifizierte Po-
lymer 230 zeigte moderate Zytotoxizitit, die aber im Ver-
gleich zu LPEI immer noch zehnfach niedriger war.

Die neue Plattform wurde auch zur Entwicklung neuer
siRNA Transportsysteme angewendet. Aufgrund der gerin-
geren Grofe von siRNA ist die Polyplexstabilisierung iiber
Cystein-Disulfidbriicken oder hydrophobe Modifikation
noch wichtiger als bei pDNA. Alle Polymere, die einen DNA-
Transfer effizient vermitteln (Abbildung2), ausgenommen
Polymer 80, waren im siRNA-Transport inaktiv. Abbildung 4
und Abbildung S6 beschreiben Beispiele aus drei Polymer-
klassen, die im siRNA-Transfer hochaktiv sind.

Dreiarmige Stp-basierte Polymere wie 386 enthalten drei
Cysteine zur Vernetzung. Sie zeigen Gensequenz-spezifisches
»oilencing® iiber einen weiten Bereich von Polymer/siRNA-
N/P-Verhiltnissen, wie in eGFP-Luciferase exprimierenden
Neuro2A-Zellen demonstriert wird (Abbildung4a). Der
Austausch der Cysteine gegen Alanine fithrt zu dem inaktiven
Polymer 387 mit sehr niedriger siRNA-Bindungsaktivitét
(Abbildung S1B).

Die zweite Polymerklasse enthilt zwei Cysteine sowie
eine hydrophobe Domine am N-Terminus (,,i-Form®). Ab-
bildung 4b zeigt ,,Silencing” durch Polymer 230, basierend
auf der Sequenz Cys-Stp-Gtt-Gtp-Cys und einem terminalen
Di(linolsdure)lysin. Polymere ohne hydrophobe Domine
(377), Cysteine (379) oder beides (378) fithren zum Verlust
des ,,Silencing”, der siRNA-Bindungsfihigkeit (377, 378,
Abbildung S1B) bzw. der Partikelstabilitat (379, Tabelle S2).
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Abbildung 4. siRNA-Polyplexe (a: dreiarmige Form, b: i-Form, c: U-
Form) fiir das Gen-,Silencing“ in Neuro2A-eGFPLuc-Zellen. eGFP-
siRNA (schwarz) oder Kontroll-siRNA (grau) wurde getestet. Positiv-
kontrolle: succinyliertes PEI (sPEI)."

In Zellaufnahmestudien unter Einsatz von Cy5-markierter
siRNA (Abbildung S7) zeigt 230 die am stdrksten ausge-
priagte siRNA-Aufnahme in alle Zellen, 379 eine moderate
Aufnahme, 377 und 378 keine Aufnahme. Eine Anderung der
Abfolge der kiinstlichen Aminoséduren kann auch die Akti-
vitdt verdndern.

Die dritte Klasse von Polymeren ist sowohl am C- als auch
N-Terminus mit diacylierten hydrophoben Doménen modi-
fiziert (,,U-Form“). Optional enthalten Polymere auch zwei
Cysteine zur Stabilisierung. Wie in Abbildung 4c gezeigt,
vermitteln sowohl das Polymer 278 (mit Cysteinen) als auch
sein Alanin-Analogon 279 ein siRNA-spezifisches ,,Silen-
cing“. Anscheinend kann die hydrophobe Stabilisierung iiber
vier Linolsdurereste das Fehlen kovalenter Disulfidbindun-
gen kompensieren.

Wir présentieren somit den Finsatz neuer geschiitzter
kiinstlicher Oligoaminosiduren fiir die Festphasen-basierte
Synthese sequenzdefinierter Polymere mit prazisen Modifi-
kationen und Topologien. Unsere ersten Beispiele zeigen
bereits das grofle Potenzial solcher Polymere fiir den Nukle-
insduretransfer. Zusétzlich ist die grundlegende Chemie auch
zum Einbau zielgerichteter Liganden (wie Peptide oder
kleine Molekiile) und abschirmender Hiillpolymere (wie
Polyethylenglycol) geeignet. Berichte iiber diese Ergebnisse
sowie iiber eine detaillierte Analyse des Einflusses von Po-
lymersequenzen auf die Transfereffizienz werden folgen.

Eingegangen am 28. Mirz 2011,
verdnderte Fassung am 20. Mai 2011
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