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1 Einleitung

1.1 Gentransfer als Meilenstein zur Behandlung genetischer Erkrankungen

Das Genom ist der Trager vererbbarer Informationen in allen Zellen. Auf Grundlage der Sequenz
der Basen im Genom ist die Zelle nach Transkription und Translation eines Gens in der Lage aus
Aminosauren Proteine zu produzieren. Viele Krankheiten, wie z. B. Hdmophilie, zystische Fibrose,
schwere kombinierte Immundefizienz (X-SCID), Alzheimer und Krebs basieren auf fehlerhaften
genetischen Faktoren [1]. Das moderne Verstandnis des humanen Genoms macht es moglich, die
Ursache fiir diese Fehler zu finden und gegebenenfalls zu beseitigen. Bereits vor der
Beschreibung der Struktur von Desoxyribonukleinsaure (DNA) im Jahre 1953 durch Watson und
Crick [2] wurde der Bedarf von Gentherapie zur Behandlung bestimmter Erkrankungen
postuliert [3]. In vitro kann der Gentransfer zur Produktion gewiinschter z. B. therapeutischer
Proteine durch Zellen verwendet werden. Viele dieser sogenannte Biopharmazeutika befinden
sich bereits auf dem Markt, wie z. B. der Antikorper Ranibizumab (Lucentis®), welcher aus
Escherichia coli (E. coli) gewonnen und bei feuchter altersbedingter Makuladegeneration
eingesetzt wird [4] oder der Impfstoff Gardasil®, welcher in Saccharomyces cerevisiae produziert
wird und gegen humane Papillomaviren (HPV) wirkt [5]. Die klassische Gentherapie, das heil3t
das Einbringen von Nukleinsduren in Zellen in vivo oder ex vivo, ist ein therapeutischer Ansatz,
der als Meilenstein in der Behandlung genetischer Erkrankungen angenommen wird. Mit diesem
therapeutischen System ist es moglich, fehlende oder fehlerhafte Gene zu ersetzen

(Substitutionstherapie) oder zu unterdriicken (Gen-Stilllegung).

1.2 Barrieren fur den Gentransfer in vivo

Um DNA in eine Zielzelle zu transportieren, stehen eine Vielzahl von Mdglichkeiten zur
Verfligung [6]. So kann sie unter anderem mittels Mikroinjektion direkt in die Zielzelle injiziert [7]
oder die Transfektion mittels Thermoporation durch Laserstrahlen [8] oder Elektroporation [9]
vermittelt werden. Allerdings sind all diese Verfahren sehr aufwendig und oftmals ineffizient. So
muss im Falle der Mikroinjektion jede Zelle einzeln transfiziert werden, wahrend der Einsatz von
Lasern, als hochspezialisiertes Verfahren nur in wenigen Laboren angeboten werden kann, und
die Elektroporation die Zellen stark beschadigt [6]. Eine intraventse Applikation einer
therapeutischen Dosis am Patienten ware daher ein groBer Fortschritt. Allerdings eignet sich
ungeschiitzte DNA nicht zum Gentransfer nach intravendser Applikation. Im Blut vorkommende
Endo- und Exonukleasen fiihren durch Spaltung der inneren bzw. endstandigen
Phosphodiesterbindung zum Abbau der DNA zu Oligonukleotiden bzw. Nukleinsdure-
monomeren [10]. AuRBerdem kann DNA akute Entziindungsreaktionen hervorrufen, die

Zytokinausschittung provozieren und somit fir eine rasche Clearance sorgen [11]. Die
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Halbwertszeit ungeschiitzter DNA liegt aufgrund all dieser Faktoren bei <5 Minuten [12]. Aus
diesem Grund ist die richtige Formulierung fir Nukleinsdauren als Therapeutikum wichtig. Das
Tragersystem fiir DNA wird als Vektor bezeichnet. Der Trager oder Vektor der Nukleinsdure muss
auf dem Weg zum Nukleus der Zielzelle viele Hirden tGberwinden (Abbildung 1). So muss er
zuallererst die Fahigkeit besitzen Nukleinsduren zu kondensieren, also in ihrem Volumen zu
reduzieren und dicht zu packen, und zu komplexieren [13, 14], um sie als Komplex auf GrofSe von
20 bis 200 nm [15] auch Uber einen langeren Lagerzeitraum zu stabilisieren [16]. Nach der
Herstellung der Komplexe kénnen Aggregation und Zerfall durch thermodynamische Instabilitat
zur begrenzten Anwendbarkeit der Formulierung fihren [17]. Auch die Struktur der verwendeten
Nukleinsdaure zu beachten. Plasmid-DNA (pDNA), welche typischerweise zum Einbringen von
Erbinformationen in den Zellkern verwendet wird, ist mehrere tausend Basenpaare (bp) lang. Da
DNA aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen ist, kann die Komplexierung durch
kationische Tragersysteme (z.B. Liposomen, Polymere, Peptide) (iber elektrostatische
Wechselwirkung erfolgen. Dabei wickelt oder faltet sich die relativ flexible DNA entweder vor der
Bindung an z.B. kationische Polymere auf oder wickelt sich direkt um das Polymer [18].
Komplexe aus synthetischem Polymer bzw. Liposom und Nukleinsauren werden als Polyplexe
bzw. Lipoplexe bezeichnet [19-21]. Bei neutralen oder negativ geladenen Liposomen ist
aullerdem eine Verkapselung in das hydrophile Innere der Liposomen maoglich [22]. Die Grole
der Formulierung ist ein wichtiger Faktor fiir den Transport in der Blutbahn. Vor allem in der
Krebstherapie ist ein passives Targeting dank der durch Angiogenese ,|6chrigen” GefdaRe mit
Formulierungen zwischen 10 und 150 nm moglich. Kleinere Formulierungen (<10 nm)
unterliegen rascher renaler Elimination [15], wohingegen groRere (>200 nm) von Makrophagen
aufgenommen werden [23]. Mit einer GrofRe von >150 nm wiederum weil3t die Formulierung
eine schlechtere Penetration in das Tumorgewebe auf[15, 24]. Nach der intravendsen
Applikation ist die Formulierung einer Vielzahl von Einflissen ausgesetzt (Abbildung 1). Der
Vektor muss unter anderem die DNA vor Nukleasen schitzen, die den Abbau der DNA
verursachen. AuRerdem kdnnen eine Vielzahl von Proteinen aus dem Blut, innerhalb von weniger
als einer Minute, eine Korona um Nanopartikel bilden oder durch ihre negative Ladung die DNA
aus der Bindung mit dem Vektor verdrdangen. Eine Proteinkorona kann aus nicht weniger als 200
verschiedenen Proteinen bestehen [25], welche die Eigenschaften des Tragers, wie die
Interaktionsfahigkeit mit Zellen positiv, oder negativ beeinflusst [26]. Zusatzlich ist bei

Anlagerung von Proteinen die Wirkung des Vektors als Hapten maoglich.
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Das heiRt der Vektor konnte nach Interaktion mit Proteinen als Antigen erkannt werden.
Antikorper und unspezifische Immunzellen wiirden eine Immunreaktion hervorrufen, was fir
eine rasche Elimination sorgt [11]. Auch die im Blutstrom vorkommenden Erythrozyten kénnen
mit dem Vektor interagieren. Die positive Ladung des Vektors kann dabei zur Aggregation roter
Blutzellen fiihren, was die Gefahr von z. B. Schlaganfallen oder Lungenembolien mit sich bringt.

Ladungsabhangig kann es aullerdem zur Lyse der Erythrozyten kommen [28].

Als nachste Hiirde prasentiert sich die Zellmembran. Sie ist aufgrund einer Vielzahl von Proteinen,
Glykoproteinen sowie Gangliosiden (Glykolipiden) mit endstandigen Sialinsduren negativ geladen
ist und kann somit Nukleinsduren elektrostatisch abstofRen [29]. Die Struktur des Tragers sollte
eine Interaktion mit der Zelloberflache ermdglichen und zur Endozytose fiihren [30]. Dies kann
je nach Vektor eine Fusion mit der Zellmembran, z.B. bei neutralen Lipiden [11] oder
elektrostatische Interaktion, z.B. bei kationischen Polymeren, sein[31]. Eine zu starke
kationische Ladung kann dabei zur Lyse der Zelle flihren. Die Diskrepanz der Interaktion der
kationischen Trager zwischen Zellinteraktion zur Endozytose und Zelltoxizitat durch die Lyse der
Zelle wird als ,Ladungsdilemma“ bezeichnet [32]. Die Aufnahme in die Zelle ist je nach
PartikelgroRe durch eine clathrin- oder caveolinabhangige Aufnahme madglich [33, 34]. Dabei
scheint fiur Partikel mit <200 nm Durchmesser die Aufnahme via clathrinabhangiger Endozytose
zu Uberwiegen [35]. Aber auch Aufnahmemechanismen fir groBere Partikel via
Makropinozytose (500 nm) oder Phagozytose (10 um), z.B. bei Makrophagen, sind
beschrieben [36]. Nach Uberwinden der Zellmembran befinden sich DNA und Vektor im
Endosom, bei dessen niedrigem pH-Wert die DNA stabilisiert werden muss. Uber die
Lebensdauer der Endosomen kann dieser pH-Wert bis auf 4,5 absinken. Sie werden dann als
Lysosomen bezeichnet. AuBerdem muss die Freisetzung rasch erfolgen, da die DNA sonst wieder
exozytiert werden kann [37]. Der Mechanismus der Freisetzung aus dem Endosom ist je nach
Vektor verschieden und hat einen starken Einfluss auf die Transfektionseffizienz [38]. So wurde
z.B. von einem Anteil von lediglich 2% freigesetzter Nukleinsdure aus dem Endosom
berichtet [39]. Bei kationische Lipiden kommt es nach Interaktion mit der Lipiddoppelmembran
des Endosoms zur Ausbildung von lonenpaaren und folglich zur Destabilisierung der Membran
und Freisetzung der DNA [40]. Kationische Polymere mit vielen Aminfunktionen mit hohem pK,
kénnen den niedrigen pH-Wert im Inneren des Endosoms puffern. Dies fuhrt zur Aktivierung von
Protonenpumpen, die flr einen Einstrom von Wasserstoffionen sorgen. Die, durch den
Nachstrom von Chloridionen, steigende lonenkonzentration im Inneren des Endosoms flihrt zum
Einstromen von Wasser aufgrund des osmotischen Drucks, was das Platzen des Endosoms und

somit die Freisetzung der Nukleinsdaure zur Folge hat. Dieses Freisetzungsprinzip wird in der
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,Protonenschwammtheorie” beschrieben. Die Freisetzung steigt mit steigender Pufferkapazitat
des Tragers. Diese steigt wiederum mit steigender molarer Masse und Verzweigungsgrad an und
auch mit der alkalischen Funktion des Polymers (Kapitel 1.5) [12]. Peptidtragersysteme aus
zellpenetrierenden Peptiden (CPPs) fiir DNA kdnnen ebenfalls aufgrund ihrer Pufferkapazitat
nach der Protonenschwammtheorie zu einer Freisetzung aus dem Endosom fiihren. AuRerdem
ist eine Anderung ihrer dreidimensionalen Struktur, aufgrund der Protonierung im Endosom,
beschrieben. In Folge kann es zur Fusion mit der Endosomenmembran und Ausbildung von Poren
kommen, die zur Lyse des Endosoms flihren kénnen [21]. Durch Protonierung innerhalb des
Endosoms sowie die rasche Freisetzung in das Zellplasma wird die DNA vom Trager getrennt und
erneut der Gefahr des Abbaus durch Nukleasen ausgesetzt [41]. Allerdings wurde hier eine
Halbwertszeit von 50 bis 90 Minuten fiir pDNA gefunden [11]. Fiir die pDNA ist im Zellplasma
eine weitere Translokation in den Zellkern notig. Diese dauert flir pDNA durchschnittlich
6 — 8 Stunden [42]. Die GrofRe und Struktur der Nukleinsdure ist im Zellplasma fiir die
Beweglichkeit relevant. So diffundiert supercoiled Plasmid-DNA schneller als offen-zirkuldre,
welche wiederum um den Faktor drei schneller diffundiert als lineare DNA [43]. Das Uberwinden
der Zellkernmembran findet entweder wahrend der Zellteilung statt oder bei sich nicht teilenden
Zellen mittels passiven Transport. Dieser ist flir Molekiile kleiner 40.000 g/mol bzw. 9 nm via
nuklearem Porenkomplex [42], der den Stoffaustausch zwischen Zellkern und Zellmembran
kontrolliert [44], moglich. GroRere Molekiile mit einem Durchmesser von >39 nm miussen aktiv
transportiert werden. Die Translokationsgeschwindigkeit zum Zellkern kann durch die
Verwendung nukledrer Lokalisierungssequenzen (NLS), wie z. B. Karyopherin 2, um den Faktor

10 verbessert werden [42].

1.3 Tragersysteme zum Gentransfer

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben ist ein Vektor zum Gentransfer von Vorteil, um Nukleinsdure nach
intravendser Applikation in die Zielzelle zu transportieren. Nach intensiver Forschung in den
vergangenen Jahren stehen immer mehr Gentransfersysteme kurz vor oder sie befinden sich
bereits in der klinischen Prifung. Allein im Jahr 2015 fanden mehr als 2000 klinische Studien zur
Gentherapie statt, wovon fast 100 bereits in spaten Stadien klinischer Prifung waren (Phase Il
und 1V, Abbildung 2A) [45, 46]. Von allen Vektoren zum Gentransfer sind Viren am weitesten
verbreitet [47] und machten Giber 60 % der klinischen Studien zur Gentherapie im Jahr 2015 aus
(Abbildung 2B). Es liegt in ihrer Natur Zellen zu infizieren und ihre DNA zur Replikation zu
transduzieren. lhre Einsatzmoglichkeit zur Transduktion therapeutischer Nukleinsduren liegt

damit auf der Hand [48]. Auch die ersten therapeutischen Systeme auf dem Markt sind
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virusbasiert, wie z. B. Gendicine [49] und Oncorine [50], welche fiir ein p53-Tumorsuppressorgen
kodieren und 2003 bzw. 2005 zur Behandlung von Kopf- und Halstumoren auf dem chinesischen
Markt zugelassen wurden. Glybera als erstes Gentherapeutikum in der Europdischen Union
erhielt 2012 die Marktzulassung und wird gegen Lipoproteinlipase-Defizienz eingesetzt [27].
Nichtsdestotrotz hat die Therapie mit virusbasierten Systemen Nachteile (Tabelle 1), wie niedrige
Biokompatibilitdt, hohe Immunogenitdt und die Gefahr der Insertionsmutagenese [51].
Letztgenannte ist Folge des Einbaus der transportierten Nukleinsaure in das Genom der Zielzelle.
Der Einbau hat einerseits den Vorteil einer dauerhaften Expression. Andererseits kann bei Einbau
in die Sequenz eines Tumorsuppressorgens dieses Gen inaktiviert oder, die Aktivierung eines
Protoonkogens beglinstigt werden, was zur Entwicklung einer Tumorzelle fiihren kann [52].
AulRerdem ist die GroRe der Nukleinsdauren eingeschrankt, da einige virale Systeme nur eine
niedrige Transportkapazitdat von z.B. 5.000 bp bei Adeno-assoziierten Viren haben [53, 54].
Zusatzlich ist die Herstellung von Vektoren auf der Basis von Viren kostenintensiv und

aufwendig [55].

A -2 B
EViren EUngeschitzte DNA
HPhase | HPhase I/l @A Phase |l @Liposomen @Andere Vektoren
@Phase /111 HPhase I B Phase IV HUnbekannt

Abbildung 2: Anzahl der klinischen Studien zur Gentherapie 2015 in verschiedenen Phasen (A). Anzahl
klinischer Studien zur Gentherapie 2015 mit verschiedenen Vektoren (B) [56, 57].

Um diese Nachteile zu umgehen war die Entwicklung nicht-viraler Systeme notwendig. Im Jahr
1965 wurden erstmals kationische Polymere zur Transfektion eingesetzt, als fir
Diethylaminoethyl-(DEAE-)Dextran eine gesteigerte Transfektion viraler RNA in Zellen sowie
Schutz der beladenen RNA vor Nukleasen festgestellt wurde [58]. Lipid-basierte Vektoren zum
Gentransfer wurden erstmals 1987 verwendet, um die bis dahin auftretenden Probleme
polymerer Vektoren, wie Toxizitdt, unzureichende Reproduzierbarkeit der Transfektion und
ineffizienten Nukleinsduretransfer, zu I6sen [59]. Bis heute sind Lipid-basierte Vektoren aufgrund
ihrer, im Vergleich zu Polymeren bis 10-fach, erhohten Transfektionseffizienz [27] die am besten

untersuchten Tragersysteme fiir Nukleinsdauren [1, 60]. Nachteilig an diesen Systemen sind
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allerdings die geringe Reproduzierbarkeit in der Herstellung und vor allem ihre geringe kolloidale

Stabilitat. Instabilitat zeigten dabei vor allem neutrale Liposomen wahrend der Lagerung sowie

kationische nach Kontakt mit Salzen oder Blutplasma, was zur Aggregation der Liposomen

flhrt [61]. Vor ca. 25 Jahren wurde das transfizierende Potential von Zellpenetrierenden

Peptiden (CPPs) entdeckt [62]. Die Anwendung erfolgt meist zusammen mit anderen nicht-

viralen Methoden, indem sie verschiedene Aspekte viraler Proteine, wie z. B. Zellerkennung oder

Membranpenetration imitieren [6].

Tabelle 1: Vor- und Nachteile einer Auswahl von Vektoren zum Gentransfer.

Vektor Vorteile Nachteile Quellen
Viren e Sehr hohe ¢ Niedrige Biokompatibilitit [51-55]
Transduktionseffizienz e Hohe Immunogenitat
e Je nach Virus e Gefahr
gewebespezifische Promotoren Insertionsmutagenese
e Schnelle Expression e Teilweise niedrige
e Integration DNA in Genom Transportkapazitat
e Kostenintensive und
aufwendige Herstellung
(schwieriges Upscalen)
Zellpenetrierende e Gezieltes Targeting von e Geringe [6, 62]
Peptide Gewebe durch Transfektionseffizienz
Aminosauresequenz e Aufwendige individuelle
e Ubergang tiber die Blut-Hirn- Anpassung des Tragers an
Schranke Ladung und Zielzellen notig
Liposomen e Hohe Transfektionseffizienz e Geringe Reproduzierbarkeit [1, 27, 59-
der Herstellung 61]
e Geringe kolloidale Stabilitat
Polymere o Hohe Transfektionseffizienz e Geringe Biokompatibilitat [11, 32,
(synthetische) e Einfache reproduzierbare e Geringe Bioabbaubarkeit 59, 63-
chemische Modifikation
e Hohe Transportkapazitat 67]
Polymere e Hohe Biokompatibilitat o Teilweise geringe [11, 32,
(natiirliche) e Geringe Immunogenitat Transfektionseffizienz 63]

Bioabbaubarkeit
Einfache reproduzierbare
chemische Modifikation
Hohe Transportkapazitat

Vergleicht man Liposomen bezlglich ihrer Herstellung mit polymeren Systemen, zeigen letztere

den Vorteil

reproduzierbarer Modifikation und flexibler Optimierung der Struktur fir

verschiedene Spezifikationen. Dies kann z. B. die Konjugation von Zielstrukturen fir spezifische
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Zellen, unter anderem mit Hilfe von CPPs, oder ein besserer Schutz vor DNasen sein [11, 63].
AuBerdem kann z.B. das Einbringen von Aminen die Bindeeffizienz fir DNA, aber auch die
Zytotoxizitat beeinflussen. Sowohl die Bindeeffizienz als auch die Toxizitat steigen mit dem
Substitutionsgrad der Aminfunktion mit primar < sekundar < tertidr < quartar [11]. Auch die
molare Masse hat Einfluss auf die Eigenschaften des Vektors. So zeigt z. B. 70.000 g/mol bPEl eine
hohe Transfektionseffizienz von 25,6 % der behandelten Zellen, wohingegen kurzkettiges bPEI
(z. B. 1.800 g/mol) keinerlei Transfektionseffizienz aufwies [64, 65]. Als Goldstandard fiir den
nicht-viralen polymeren Gentransfer setzte sich bPEl durch, das 1995 erstmals verwendet
wurde [68-70]. Allerdings bringt PEI, genau wie auch andere synthetische Polymere, den Nachteil
einer fehlenden Bioabbaubarkeit mit sich [66]. Die stark positive Ladung durch sekundare und
tertidre Aminfunktionen bedingt die Toxizitat von bPEI durch Interaktion mit negativ geladenen
Zelloberflachen [67]. Die Akkumulation nicht-bioabbaubarer toxischer Vektoren im Organismus
ist daher der groRte Nachteil synthetischer Polymere als Tragersystem. Aus diesem Grund riickte
der Fokus auf natiirliche Polymere, welche die Vorteile der Bioabbaubarkeit, Biokompatibilitat,
fehlenden Immunogenitat und guten Wasserloslichkeit mit sich brachten. Zusatzlich lassen sich
an diese natirlichen Polymere, wie auch bei synthetischen, mittels funktioneller Gruppen
Zielstrukturen, wie z. B. Antikorper, Wirkstoffe oder Copolymere konjugieren [32]. Bioabbaubare
Polymere kénnen aus Polyaminosauren, wie z. B. Poly-L-Lysin, Proteinen, wie Kollagen, oder
Polysacchariden aus pflanzlichen, tierischen, menschlichen oder mikrobiellen Quellen, wie z. B.
Zellulose, Chitosan oder Dextran, bestehen [32]. Einige dieser natiirlichen Polymere tragen von
sich aus eine kationische Ladung, wie z. B. Chitosan. Andere benétigen einen zusatzlichen
Syntheseschritt zur Modifikation der funktionellen Gruppen, um eine kationische Funktion zur
elektrostatischen Wechselwirkung mit Nukleinsduren zu erhalten z. B. Zellulose oder Dextran. Ein
Einsatz natirlicher Polymere bringt also eine Vielzahl an Vorteilen mit sich, was sie als Trager fiir

DNA attraktiv macht [63, 71].

1.4 Struktur und Eigenschaften von Dextran

Louis Pasteur entdeckte 1861 ein Schleim produzierendes Bakterium [72], das von van Tiegheim
den Namen Leuconostoc mesenteroides bekam. Der ,,Schleim” wurde von Scheibler als Dextran
deklariert [73]. Dextran ist ein hydrophiles Polysaccharid, welches aus D-Glukoseeinheiten
besteht, die a-(1->6)-glykosidisch zu einer Hauptkette verbunden sind. Je nach Bakterium,
welches fir die Synthese verwendet wird, findet man auch a-(1->2)-, a-(1->3) und a-(1->4)-
glykosidische Verknipfungen (Abbildung 3) [74]. Neben der Art des Bakteriums haben auch die
Temperatur sowie die Saccharosekonzentration im Medium einen Einfluss auf die

Quervernetzung. Fir die gute WasserlOslichkeit sowie die Flexibilitdit des Polymers ist die
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a-(1->6)-glykosidische Bindung verantwortlich [73]. Natirliches durch L. mesenteroides
synthetisiertes Dextran hat eine molare Masse von 9-108bis5-108g/mol. Der
Polydispersitatsindex (PDI) steigt mit steigender molarer Masse. Fir industrielle und klinische
Anwendungen folgt auf die Synthese eine partielle Hydrolyse und Fraktionierung, um
gewlinschte molare Masse mit niedrigem PDI zu gewinnen. Zusatzlich zur partiellen Hydrolyse
und Fraktionierung kénnen Dextranasen als degradierende Enzyme eingesetzt werden, um die
Molmassenverteilung zu senken [73]. Vorteile von Dextran sind unter anderem die
hervorragende Bioabbaubarkeit und Eliminierbarkeit [75-77]. Die Bioabbaubarkeit ist
a-1-Glukosidasen zu verdanken, welche in Milz, Leber, Lunge und Nieren vorkommen. Zusatzlich

sezernieren im Darm vorkommende Bakterien Dextranasen [78].

e}
-
HO 5 Q
2
HO .
3 OH
o) o)
\O&/O
OH
HO HO\\/ﬁ

HO

AN T

Abbildung 3: Teil einer a-(1->6)-verkniipften Glukosehauptkette von Dextran mit Verzweigungen an der
2-, 3- und 4-Position

Die Halbwertszeit von Dextran hdngt von der molaren Masse ab. Oberhalb der Nierenschwelle
(>50.000 g/mol) haben z.B. 60.000- und 70.000 g/mol-Dextran eine Halbwertszeit von
20 bis 30 Stunden, wohingegen Dextran mit einer molaren Masse von 40.000 g/mol eine

Halbwertszeit von ca. 6 Stunden hat, da es direkt glomerular filtriert werden kann [79, 80].

Ein weiterer Vorteil ist die lange Erfahrung in der Anwendung von Dextran bspw. durch den
Einsatz als Plasmaexpander, aber auch als Wirkstofftrager oder Wundauflage (Tabelle 2).

Dadurch gilt es heute als GRAS (generally regarded as safe) [73, 81], da auch Gewebeschaden,
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Nekrosen und Immunogenitat bei lokaler und systemischer Applikation ausgeschlossen werden
konnen [82, 83]. Eine Aktivierung des Komplementsystems ist lediglich fiir Dextrane mit einer
Molekilmasse von >60.000 g/mol beschrieben [84]. Dextran kann auBerdem die Immunogenitat
der mit ihm konjugierten Antikoérper oder Proteine senken [85, 86].

Tabelle 2: Pharmazeutische Anwendungsgebiete von Dextran und die jeweils verwendeten molaren
Massen.

Molare Masse (g/mol) Anwendung Quelle

40.000 Antithrombotikum [73, 87]

60.000, 70.000 Plasmaexpander [73, 88, 89]

10.000 - 2.000.000 Wirkstofftrager [81, 86, 90,
91]

6.000 — 76.000 Wundauflage [92-95]

70.000 Augenbefeuchtungsmittel [96]

6.000, 70.000 Leberspezifischer Wirkstofftransport [97, 98]

Mit dem Vorteil hoher Biokompatibilitdt und langer Erfahrung der sicheren Anwendung zeigt
Dextran ausgezeichnete Voraussetzungen, um nach kationischer Modifikation als Vektor zum
Gentransfer eingesetzt zu werden. Die zahlreichen freien Hydroxylgruppen des Molekiils
erlauben einfache Modifikationen [78], so dass eine Vielzahl kationischer Derivate seit seiner
ersten Verwendung 1965 [58] bis heute [99] hergestellt und als Basis fiir den nicht-viralen

Gentransfer eingesetzt wurden [63].

1.5 Modifikationen von Dextran als nicht-viraler Vektor zum Gentransfer

Fiir die Anwendung als Vektor zum Gentransfer sind bereits viele Modifikationen von Dextran
vorgenommen worden. Bei diesen kann zwischen Dextran-graft-Copolymeren (Tabelle 3) und
Oligoamindextranen (Tabelle 4) unterschieden werden. Bei ersteren handelt es sich um
kationische Polymere, wie Polyethylenimin (PEl) oder Peptide, die an Dextran konjugiert werden.
Dagegen sind Oligoamine kurzkettige kationische Molekiile, wie z. B. Agmatin oder Spermin.
Dieses Kapitel soll eine Ubersicht (iber Modifikationen von Dextran zum Einsatz als Trigersystem

far Nukleinsdauren geben.
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Tabelle 3: Dextran-graft-Copolymere zum Einsatz als Vektor zum Gentransfer (wenn nicht anders angegeben

ist PEI = 25.000 g/mol bPEI).
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Tabelle 4: Oligoamindextrane zum Einsatz als Vektor zum Gentransfer (wenn nicht anders angegeben ist

PEI = 25.000 g/mol bPEI).
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Betrachtet man die Funktion der Modifikationen sollten unter anderen speziellen
Freisetzungsmechanismen erreicht werden. So wurde z. B. die Uber 20-jahrige Erfahrung im
Einsatz von Hydrogelen aus Dextran zum Wirkstofftransport verwendet [154, 155], um nach
Kopplung von Hydroxymethacrylat an Dextran und anschlieRender Hydrogelbildung erfolgreich
eine gut definierte Bioabbaubarkeit und damit Freisetzung von Nukleinsauren zu erreichen [81,
154, 156]. Dieses System eignet sich hervorragend zur zeitgesteuerten Freisetzung liber bis zu 5
Tage und kann durch Anpassung der Herstellungsmethode (inverse Emulsionspolymerisation)
der Gele sehr hohe Nukleinsduremengen beladen [108]. Allerdings flhrte die Interaktion mit
Blutzellen zum Verlust der beladenen Nukleinsaure und zur Reduktion der Toxizitdt war eine

zusatzliche Modifikation mit Polyethylenglycol (PEGylierung) notwendig.

Das Targeting azider Milieus im Korper, wie sie z. B. in Endosomen, bei Entziindungen oder in
Tumorgewebe vorkommen [157, 158], war durch die pH-abhadngige Hydrolyserate von Azetal-
modifiziertem Dextran moglich [125, 126]. Dabei lieB sich die Halbwertszeit der Hydrolyse mit
steigendem Anteil azyklischer Azetale erhéhen [126]. Fiir eine erfolgreiche Komplexbildung war
allerdings die Konjugation kationischer Gruppen notig. Aus diesem Grund wurden die
Azetal-modifizierten Dextrane zusatzlich mit Spermin oder Poly-B-aminoestern untersucht,
welche fiir die kationische Ladung am Dextran und die damit einhergehende elektrostatische

Interaktion mit DNA sorgten [127-130].

Die beschriebenen Kationisierungen mit Oligoaminen oder Copolymeren (Tabelle 3 und Tabelle
4) zeigten, dass es fir die physikochemischen und biologischen Eigenschaften des Polymers und
damit seiner Eignung zum Gentransfer eine Abhangigkeit von Art, Anzahl und Dichte der
kationischen Ladungen, Flexibilitdt der Struktur sowie molarer Masse und dreidimensionale
Struktur gab [32, 159]. So fiel bei den bisher untersuchten Méglichkeiten der Kationisierung von
Dextran auf, dass eine gesteigerte kationische Ladung meist mit einer gesteigerten Toxizitat

einherging, was das bereits erwahnte , Ladungsdilemma“ widerspiegelte (Kapitel 1.2) [32].

Dies kann vor allem bei DEAE-Dextran beobachtet werden. Dieser lang etablierte Vektor wurde
zwar durch den Einsatz von verschiedenen Protokollen weiter optimiert - so z. B. durch Zusatz
von DMSO als Permeabilisierungsagens oder Chloroquin als lysosomotrope Substanz [145, 149].
Dadurch war auch die Transfektion spezieller DNA-Sequenzen, wie 300 bp lange Alu-Sequenz
oder 7SL RNA, welche die Zellproliferation von humanen Zervixkarzinomepithelzellen (Hela-
Zellen) beeinflussen [150] und auch die Transfektion von primdren Zellen, wie adharenten
humanen Makrophagen, moéglich [151] — allerdings tritt bei der Transfektion mit steigender

Konzentration an DEAE-Dextran und steigender Kontaktzeit zu den zu transfizierenden Zellen
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eine erhohte Toxizitat auf [149, 152]. Auch andere synthetische Konjugate an Dextran, wie z. B.
DMAEMA oder Methacrylate zeigten die Notwendigkeit der PEGylierung oder des Einbaus von
Disulfidbriicken zur Reduzierung der Toxizitat [106, 110]. Die Kopplung an Dextran wurde gezielt
zur Reduktion der Toxizitdt des Goldstandards des polymeren Gentransfers, PEl,
angewandt [160]. Die Eigenschaften dieser PEI-Dextran-Derivate zeigten sich stark von molarer
Masse der beiden Polymere und der Kopplungsstrategie abhangig. Vor allem die Konjugation von
PEI mit niedriger molarer Masse (<5.000g/mol) an Dextran hoher molarer Masse
(>15.000 g/mol) fihrte zu einer Reduktion der Toxizitat [111] bei gleichbleibender
Transfektionseffizienz in vitro [116] und in vivo [160]. Das Einbringen anionischer Ladungen
durch Kopplung des PEls Uber eine Carboxylfunktion an Dextran konnte zusatzlich zu einer
gesteigerten Transfektionseffizienz fihren [116]. Somit war Dextran als Grundgerist nicht nur in
der Lage die Transfektionseffizienz zu verbessern, sondern auch die Biokompatibilitdt der mitihm

konjugierten Strukturen zu erhéhen.

Vergleicht man die weiteren Modifikationen des Dextrans, stellt man fest, dass endogen
vorkommende Substanzen, wie Peptide [102], Spermin [139] oder das decarboxylierte Derivat
von Arginin, Agmatin [124], im Vergleich zu den synthetischen Konjugaten eine hohe
Biokompatibilitat aufweisen. Jedoch haben diese ebenfalls Nachteile, wie z. B. starke Interaktion
mit Plasmabestandteilen bei Spermin [137, 138] oder eine im Vergleich zu 25.000 g/mol bPEI
niedrige Transfektionseffizienz fir Peptide [113] und Agmatin [124], was weitere Modifikation
notig machte. Dies kann wiederum zu einer gesteigerten Toxizitat fihren, wie z.B. die
hydrophobe Modifikation von Dextran-Spermin mit Olsdure. Der Komplex dieser hydrophoben
Spermin-Dextrane mit DNA zeigte eine mit 25.000 g/mol verzweigtem PEI (bPEIl) vergleichbare
Transfektionseffizienz in vitro und wies auch in vivo eine Transfektion auf. Allerdings war die

Toxizitat ebenfalls mit der von 25.000 g/mol bPEI vergleichbar [138, 139].

Sucht man nach weiteren Moglichkeiten der Modifikation mit endogenen Substanzen so zeigt die
Literatur, dass die an Dextran gekoppelten Peptide die Eigenschaften ihrer Aminosauren zur
Verbesserung der Transfektionseffizienz nutzen [100-103]. Dieses Prinzip findet ebenfalls
Anwendung in CPPs, wo Aminosaduren durch ihren Einsatz umfangreich erforscht wurden [6, 62].
Erste Ansdtze zum Einsatz von Aminosduren an Dextran finden sich in der Modifikation von
Dextran mit Agmatin, dem decarboxylierten Derivat der Aminosadure Arginin. Die Kationisierung
von Dextran mit Agmatin fiihrte zu einem an Blutzellen und Fibroblasten untoxischen Vektor, der
nach zusatzlicher Modifikation mit Laurinsaure in vitro eine vergleichbare Transfektionseffizienz,
wie 25.000 g/mol bPEI aufwies [124]. Dieser Ansatz war vielversprechend, allerdings stehen

weitere Publikationen wie beispielsweise zur Transfektionseffizienz in vivo aus. Beschreibungen
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des Einsatzes von Aminosdauren zum Gentransfer finden sich auflerdem zur Modifikation
lipophiler Substanzen [161-163]. Dabei wurden einfache Aminosauren, wie Glycin, Alanin,
Histidin und Lysin, an lipophile Substanzen, wie a-Tocopherol, Fettsauren oder Cholesterol
erfolgreich als Vektor zum Gentransfer eingesetzt. Die lipophilen Substanzen mit Aminosauren
als kationische Kopfgruppe bildeten Liposomen und banden Nukleinsaure erfolgreich [161-163].
Einzelne Trager, wie Lysin gekoppelt an a-Tocopherol, waren in der Lage auf dem Niveau von
Lipofectamin® 2000 zu transfizieren [161]. Als Poly-L-Lysin ist Lysin auBerdem bereits ein lang
bekannter und etablierter Vektor zum Gentransfer [164, 165]. Aminosauren schienen aufgrund
ihrer Aminfunktionen als Kopplungspartner zur Kationisierung eines Grundgeriistes und damit
dem Einsatz als Vektor zum Gentransfer geeignet zu sein. Sie bringen zusatzlich den Vorteil einer,
Uber Veresterung an Hydroxylgruppen, koppelbaren Carboxylfunktion mit. Ihre systematische
Untersuchung konjugiert an ein Polymergrundgeriist fir den Einsatz als Vektor steht allerdings

noch aus.

2 Zielstellung der Arbeit

Die Gentherapie als innovativer therapeutischer Ansatz ist seit Jahrzehnten Gegenstand
intensiver Forschung. Aufgrund dieser Forschungsanstrengungen befinden sich mittlerweile
erste virale Vektoren auf dem Markt und auch nicht-virale Vektoren werden bereits in klinischen
Studien untersucht. Nichtsdestotrotz sind die Nachteile synthetischer Vektoren, insbesondere

die niedrige Biokompatibilitat, noch nicht vollends (iberwunden.

Ziel dieser Arbeit sollte daher die Entwicklung maRgeschneiderter natirlicher Polymere als nicht-
virale Vektoren fir die Anwendung zum Gentransfer sein. Daflir wurden in ersten Versuchen die
Glukose-basierten Polymere Zellulose und Dextran auf ihre Eignung untersucht. Die biologischen
und physikochemischen Eigenschaften beider Polymere sollten nach Kationisierung mit
Methylaminobutyrat, erstmals verglichen werden. Dabei waren fir die Anwendung als Vektor
zum Gentransfer, neben der Fahigkeit der Kondensation und Komplexierung von DNA, auch der
hydrodynamische Durchmesser und das Zetapotential der Komplexe sowie der Schutz der DNA
im Komplex vor DNase von Bedeutung. Zusatzlich sollte die Toxizitat der Polymere sowie die

Transfektionseffizienz der Komplexe mit Plasmid-DNA untersucht werden.

Zur weiteren Optimierung der Vektoren sollte nach Wahl des Dextrans als passendes

Grundgerist die Untersuchung von Substanzen mit kationisierbarer Funktion zur Konjugation an
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Dextran erfolgen. Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse bei der Anwendung natirlicher
Substanzen, wie Spermin oder Oligopeptiden, sollten in unserer Studie verschiedene
Aminosauren auf ihre Eignung untersucht werden. Aufgrund ihrer kationisierbaren
Aminfunktion(en) und der einfachen Moglichkeit der Kopplung der Carboxylfunktion an die
Hydroxylgruppen des Glukose-basierten Grundgeristes zeigten sie die Voraussetzungen fiir den
Einsatz als protonierbare funktionelle Gruppe. Aus der Literatur sind die vorteilhaften
Eigenschaften von Glycin, B-Alanin und Lysin zur Kationisierung lipophiler Substanzen zum
Einsatz als Vektor zum Gentransfer beschrieben. Ein Vergleich dieser Aminosdauren an einem
Polymergrundgerist steht bisher aus. Aus diesem Grund wurden Glycin, B-Alanin und Lysin mit
verschiedenen Substitutionsgraden an Dextran konjugiert und auf ihre Eignung als Vektor zum
Gentransfer untersucht. Dafur wurden ihre biologischen und physikochemischen Eigenschaften
in Abhdngigkeit von Substitutionsgrad, Art der Aminosaure und Polymerkonzentration

untersucht.

Zell-penetrierende Peptide bestehen aus mehreren Aminosauren die anhand ihrer vorteilhaften
Eigenschaften gewahlt, verknipft und als Vektor zum Gentransfer eingesetzt werden. Aus den
Untersuchungen auf Eignung als Vektor zum Gentransfer von Glycin, B-Alanin und Lysin
konjugiert an Dextran lieen sich ebenfalls verschiedene vorteilhafte Eigenschaften fir die
Aminosaduren ableiten. Zur weiteren Verbesserung der entwickelten Vektoren zum Gentransfer
sollte eine Kombination der Aminosauren an Dextran konjugiert und analysiert werden. Dafir
wurden B-Alanin und Lysin mit verschiedenen Substitutionsgraden an ein Dextrangrundgerust
gekoppelt. Der Einfluss der Polymerkonzentration und des Substitutionsgrades der jeweiligen
Aminosaure am Dextran auf die biologischen und physikochemischen Eigenschaften wurde
untersucht. Der Schwerpunkt dieser Untersuchung lag auf der Moéglichkeit einer Optimierung der
Substitutionsgrade der jeweiligen Aminosduren. Damit kdnnen die positiven Eigenschaften der
jeweiligen Substituenten gezielt zur Herstellung maRgeschneiderter Vektoren zum Gentransfer

eingesetzt werden.

Letztlich ist fir eine Anwendung am Patienten eine stabile, einfach zu lagernde und
anzuwendende Formulierung notig. Aus der Literatur ist bekannt, dass es fiur die Stabilisierung
der Komplexe aus Nukleinsduren und verschiedenen Tragern keine eine Losung fir alle
Formulierungen gibt. Da die Stabilitdt der Formulierungen sowie ihre einfache Anwendbarkeit
nach der Lagerung fiir eine Anwendung in vitro und in vivo wichtig sind, wurden die entwickelten
Vektoren im Komplex mit Plasmid-DNA mit verschiedenen Methoden stabilisiert und unter
verschiedenen Bedingungen gelagert. Nach Rekonstitution sollte die Stabilitdt durch

Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften sowie die Transfektionseffizienz der
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rekonstituierten Komplexe getestet werden. Damit ware eine lagerbare gebrauchsfertige

Formulierung fiir die DNA auf Basis eines natiirlichen Polymers entwickelt.

3 Materialien und Methoden

3.1 Polymere

Die Polymere wurden von der Arbeitsgruppe Professor Dr. Thomas Heinze am Institut fur
Organische und Makromolekulare Chemie der Friedrich-Schiller-Universitat Jena hergestellt. Die
Struktur wurde chemisch mit Hilfe von GréBenausschlusschromatografie, Asymmetrischer Fluss-
Feld-Fluss-Fraktionierung, 3C-Kernspinresonanzspektroskopie, Infrarotspektroskopie und
Elementaranalyse charaktersiert. Methylaminobutyrat (mab) wurde liber eine Esterbindung an
75.000 g/mol Zellulose [166, 167] (CEL) bzw. 75.000 g/mol Dextran [168] (DEX) gekoppelt. Es
erfolgte die Synthese einer Reihe von Derivaten mit verschiedenen Substitutionsgraden (Tabelle
5).

Tabelle 5: Substitutionsgrad (DS) und Stickstoffgehalt [%] der mit Methylaminobutyrat (mab)
substituierten Dextrane (DEX) und Cellulosen (CEL). (Daten zur Verfiigung gestellt von Dr. Cintia S. P. Zarth,

AG Prof. Heinze, Institut fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie, Friedrich-Schiller-
Universitdt, Jena) ,x.xx“ in der Nomenklatur steht fiir den Substitutionsgrad (DS).

Nomenklatur Grundgeriist DS Stickstoffgehalt [%]
DEXmab-0.30 Dextran 0,30 2,08
DEXmab-0.39 Dextran 0,39 2,55
DEXmab-0.52 Dextran 0,52 3,14
CELmab-0.31 Zellulose 0,31 2,13
CELmab-0.62 Zellulose 0,62 3,38
CELmab-0.74 Zellulose 0,74 3,58

Zusatzlich wurde 60.000 g/mol Dextran mit den Aminosauren Glycin (gly), B-Alanin (ala) und
Lysin (lys) substituiert (Tabelle 6). Die Kopplung der mit tert-Butyloxycarbonyl geschiitzten
Aminosaure erfolgte via Esterbindung liber die Carboxylfunktion der Aminosduren an die
Hydroxylfunktion der Anhydroglukoseeinheiten des Dextrans. AnschlieRend wurde die

Aminosaure entschitzt [169].
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Tabelle 6: Substitutionsgrad (DS) und Stickstoffgehalt [%] des mit verschiedenen Aminosduren
modifizierten 60.000 g/mol Dextrans (DEX). (Daten zur Verfiigung gestellt von Konrad Hotzel, AG Prof.
Heinze, Institut fiir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie, Friedrich-Schiller-Universitdt, Jena)
LX.xx“in der Nomenklatur steht fiir den Substitutionsgrad.

Nomenklatur DS Glycin (gly) DS B-Alanin (ala) DS Lysin (lys)  Stickstoffgehalt [%]
DEXgly-0.29 0,29 2,16
DEXgly-0.39 0,39 2,78
DEXgly-0.53 0,53 3,52
DEXgly-0.57 0,57 3,60
DEXgly-0.62 0,62 4,02
DEXgly-0.83 0,83 4,65
DEXgly-0.88 0,88 4,86
DEXgly-1.09 1,09 5,53
DEXala-0.07 0,07 0,61
DEXala-0.21 0,21 1,58
DEXala-0.69 0,69 3,92
DEXala-1.16 1,16 5,31
DEXala-1.50 1,50 6,09
DEXala-1.68 1,68 6,40
DEXlys-0.33 0,33 3,79
DEXlys-0.61 0,61 5,61
DEXlys-0.68 0,68 6,00
DEXlys-0.77 0,77 6,51
DEXala-0.42 lys-0.21 0,42 0,21 4,57
DEXala-0.68 lys-0.19 0,68 0,19 5,17
DEXala-0.99 lys-0.16 0,99 0,16 5,82
DEXala-0.43 lys-0.39 0,43 0,39 5,65
DEXala-0.37 lys-0.53 0,37 0,53 6,17
3.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Laminar Air Flow
Werkbank (Hera Safe HS 18, Thermo Scientific, Waltham, USA). Fir die Bestimmung der
In-vitro-Toxizitdt wurden L1929 murine Fibroblasten (ACC-2, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland) und fir die
Untersuchung der Transfektionseffizienz chinesische Hamsterovarienzellen (CHO-K1-Zellen, ACC-
110, DSMZ) verwendet. Die Kultivierung der L929 murinen Fibroblasten erfolgte in Roswell Park
Memorial Institute Zellkulturmedium (RPMI 1640, PAA, Pasching, Osterreich), welches mit 10 %
fotalem Kalberserum (FCS) und 1 % L-Glutamin (beides PAA) substituiert wurde. CHO-K1-Zellen
wurden in Ham’s F12 Medium (PAA) ebenfalls substituiert mit 10 % FCS und 1 % L-Glutamin
kultiviert. Die Inkubation der Zellen erfolgte im Brutschrank (Binder CO2 Incubator CB 150,
Binder, Tuttlingen, Deutschland) bei 37 °C, 5 % CO,-Gehalt und 95 % relativer Luftfeuchte. Die

Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) mit 15 ml
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Medium inkubiert und nach Erreichen von 80 % Konfluenz passagiert. Zum Passagieren wurden
die Zellen zweimal mit sterilem 1,5 x 103 M Phosphatpuffer (pH 7,4) (PBS) gewaschen. Die
Herstellung des PBS erfolgte durch Auffillen von 1,46 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat,
0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat, 8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid (alle Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) mit deionisiertem Wasser (Q-Pod™ MilliQ, Millipore™, Billerica, USA)
auf 1000,0 ml und Einstellen des pH-Wertes auf 7,4. AnschlieBend wurde die Loésung bei 121 °C
fir 15 Minuten bei 2 bar (Varioklav 65T, Thermo Scientific) autoklaviert und daraufhin das
verdunstete Losungsmittel erganzt. Zu den L929 murinen Fibroblasten wurden 1,8 ml einer
0,25 % Trypsinlosung in PBS und zu den CHO-K1-Zellen 1,8 ml einer 0,25 % Trypsinldsung in
0,05 mM Ethylendiamintetraactetatlésung (EDTA) (beides PAA) gegeben und fir 5 Minuten im
Brutschrank inkubiert, um sie vom Boden der Zellkulturflasche zu I6sen. Die abgelGsten Zellen
wurden in 6,8 ml Medium aufgenommen und fiir 5 Minuten bei 200 x g abzentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), um das Trypsin zu entfernen.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt (Vacusafe comfort, IBS, Fernwald, Deutschland)
und das Zellpellet mit 5 ml Medium resuspendiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-
improved-Zdahlkammer (Karl Hecht, Sondheim vor der Rhon, Deutschland) gezahlt. Drei Tage vor
Verwendung der Zellen in den entsprechenden Versuchen wurden 1,5 Millionen Zellen in eine

neue T75 Zellkulturflasche ausgesat.

3.3 Plasmid-DNA

Ein Luciferase Reporter Gen (pGL3 Control vector, Promega, Madison, USA) wurde als DNA
verwendet. Dabei handelte es sich um eine zirkuldre Plasmid-DNA (pDNA) mit
5256 Basenpaaren (bp), die fiur das Enzym Luciferase unter Kontrolle eines SV40 Promotors,
kodiert. Das Einbringen und die Vermehrung der Plasmid-DNA erfolgte in kompetenten
Escherichia coli TG1 (E. coli TG1, ATCC-11775, Hans-Knoll-Institut, Jena, Deutschland). Dazu
wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut, 1 ug Plasmid-DNA zugegeben und vorsichtig auf- und
abpipettiert. Die Mischung wurde fir 60 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
Hitzeschock durch Aufheizen auf 42 °C fur 30 Sekunden im Wasserbad (Memmert WB 7,
Memmert, Schwabach, Deutschland). Im Folgenden wurden 800 ul Lysogeny Broth-Medium ((LB-
Medium, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) 6,25 g LB-Medium geldst in 250,0 ml
deionisiertem Wassers) zu den Zellen gegeben und bei 37°C fiir eine Stunde bei
450 Umdrehungen pro Minute (rpm) auf einem Orbitalschittler (Titramax 100, Heidolph
Instruments, Schwabach, Deutschland) im Trockenschrank inkubiert. Eine 1:10, 1:20 und 1:50
Verdiinnung der Bakteriensuspension wurde hergestellt und je 200 ul auf LB-Agarplatten

ausgestrichen. Zum GielRen der Platten wurden 6,25g LB-Medium und 3,75 g Agar-Agar
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(bakteriologisch, Carl Roth) in eine Borosilikatflasche (FisherBrand, Schwerte, Deutschland)
eingewogen, mit deionisiertem Wasser auf 250 ml aufgefillt und die Loésung bei 121 °C und 2 bar
far 15 Minuten (Varioklav 65T, Thermo Scientific) autoklaviert. Nach dem Abkihlen auf 25 °C
erfolgte die Zugabe von Ampicillin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mit einer
Endkonzentration von 100 pg/ml und das AusgieRen in, bei 160 °C flr 2 Stunden hitzesterilisierte
(Trockenschrank Function line, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland), Glaspetri-
schalen (90 x 19 mm). Die Kultivierung der Zellen erfolgte tGber Nacht bei 37 °C im Trocken-
schrank (Binder FD 115, Binder). AnschlieRend konnten einzelne Kulturen gepickt und in ein mit
5ml LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin gefiilltes Reagenzglas Uberfliihrt werden. Das
Reagenzglas wurde mit einer Aluminiumkappe verschlossen und fiir weitere 24 Stunden bei
450 rpm und 37 °C im Trockenschrank inkubiert. Aliqguote von je 800 ul der Bakteriensuspension
wurden in CryogefilRe (Greiner Bio-One) tiberfiihrt, mit 200 ul 85 % Glycerol (Carl Roth) gemischt
und bei -80 °C gelagert. Die Isolation des Plasmids erfolgte durch Inkubation eines 1 ml Aliquotes
aus dem CryogefaR in 200 ml LB-Medium mit 100 pug/ml Ampicillin (Sigma-Aldrich) Gber Nacht
bei 80 rpom und 37 °C im Brutschrank (InforsHT, Infors AG, Bottmingen, Schweiz). Die Extraktion
des Plasmids wurde entsprechend der Herstelleranweisung und unter Verwendung der
Chemikalien und Materialien des Plasmid Maxi Kits (Plasmid Maxi Kit E.Z.N.A.®, OMEGA bio-tek,
Norcross, USA) durchgefiihrt. Nach der Inkubation wurden die Zellen mittels alkalischer Lyse
zerstort und die Plasmide (iber eine Anionenaustauschersdule extrahiert. Dazu erfolgte die
Aliquotierung der Kultur in 50 ml Falcons (Greiner Bio-One) und die anschlieBende Zentrifugation
bei 4000x g fur 10 Minuten. Dadurch wurden die Zellen vom Medium getrennt. Nach
Resuspension des Pellets in 12ml Pufferl (RNase-haltige wassrige Losung mit
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)/Salzsaure) erfolgte die Lyse der Zellen in 12 ml Puffer 2
(wassrige Losung mit Natriumhydroxid (NaOH) und Natriumdodecylsulfat). AnschlieBend wurde
der Zelldebris mit 16 ml Puffer 3 (Guanidiniumchlorid- und essigsaurehaltige Losung) gefallt und
konnte durch Zentrifugation bei 15.000 x g fiir 10 Minuten (Avanti 30, Beckmann Coulter, Brea,
USA) abgetrennt werden. Der Uberstand wurde steril auf die Anionenaustauschersiule
aufgebracht, die vorher mit 3 M NaOH-Lésung aquilibriert wurde. AnschlieRend wurde das

Plasmid durch Zentrifugation bei 4000 x g fiir 5 Minuten abgetrennt.

Es folgten mehrere Waschschritte, einmal mit 10 ml HB-Puffer (high salt concentration buffer)
und zweimal mit je 15 ml Waschpuffer, um die Proteine von der Sdule zu l6sen. Im Anschluss
erfolgte nach dem Trocknen der Saule das Abldsen der Plasmid-DNA mit 1,5 ml Elutionspuffer
(wassrige Losung mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan/Salzsdure). Die Konzentration und

Reinheit der Plasmid-DNA wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) mittels UV-
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Absorptionsmessung (Biophotometer, Eppendorf) einer 1:50 Verdiinnung in Elutionspuffer bei

260 und 280 nm bestimmt und entsprechend Formel 1 berechnet.

c [%] —0D 50 x 50
mI - 260nmX X

Formel 1: Berechnung der Plasmidkonzentration.

Die Konzentration c in mg/ml errechnet sich aus der optischen Dichte bei 260 nm (OD260nm),
multipliziert mit der Verdiinnung (50) und einem Korrekturfaktor fir Doppelstrang-DNA (50). Fiir
die Reinheitsbestimmung der DNA erfolgte die Berechnung eines Verhaltnisses von OD2sonm zU
OD280nm, da die OD2sonm Proteinverunreinigungen erfasst. Das Verhaltnis sollte flir Doppelstrang-

DNA (dsDNA) zwischen 1,8 und 1,9 liegen.

3.4 Herstellung von Komplexen aus DNA und Polymeren

Vor der Herstellung der Komplexe wurde die fur das N/P-Verhéltnis notige Polymermenge
berechnet. Das N/P-Verhaltnis errechnete sich aus dem Stickstoffgehalt der Polymere (N) im
Verhaltnis zum Phosphatgehalt der DNA (P). Die Herstellung der Polymerstammldsungen erfolgte
durch Lésen des Polymers (5 mg/ml) in deionisiertem Wasser. Die Herstellung der Komplexe

erfolgte nach einer Methode von Fischer et al. [170].

Polymer
+ Verdinnungsmittel

/—_\ py
: “k

[ i

Vortexen fur 10 Sekunden
———

0
-

DNA Inkubieren fiir
+ Verdiinnungsmittel X Vortexen fiir
10 Minuten T

10 Sekunden ;

/—\ py = mischen '
-
[ g r\:"I ' L 1
g Wortexen fur 10 Sekunden I Inkubieren fir
—- _— 10 Minuten

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Komplexherstellung.

Ein Volumen entsprechend 2 ug DNA und die entsprechende Menge Polymerstammlosung fir
das bendtigte N/P-Verhaltnis wurden in separaten 1,5 ml ReaktionsgefaBen (Eppendorf) auf je
50 ul mit 150 mM NaCl-Lésung (Roth, 0,9 g auf 100,0 ml deionisiertes Wasser), eingestellt auf pH
7,4, aufgefillt. AnschlieRend erfolgte das Vortexen fiir zehn Sekunden mittels Vortexer (Vortex

Genie 2 Model G560E, Scientific Industries, New York, USA) und eine zehnmintige Inkubation
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bei 25°C. Im Anschluss wurde die Polymerlésung zur DNA-L6sung pipettiert und erneut
zehn Sekunden gevortext. Nach einer weiteren 10 minitigen Inkubation bei 25 °C wurde der
Komplex fiir weitere Untersuchungen verwendet. Eine schematische Darstellung der Herstellung

von Komplexen zeigt Abbildung 4.

3.5 Untersuchung der Toxizitat der Polymere

3.5.1 3-(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay

Die Untersuchung der Toxizitdt der Polymere invitro wurde mittels modifiziertem 3-(4,5-
Dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay durchgefiihrt [171, 172]. Die,
wie in Kapitel 3.2 beschrieben, vorbereiteten L929 murinen Fibroblasten wurden passagiert und
200 pul Zellsuspension, entsprechend 8.500 Zellen/Well, in eine 96-Well-Platte (Greiner Bio-One)
ausgesat. Die Durchfiihrung der Arbeiten fand unter sterilen Bedingungen statt und die
Inkubation erfolgten, wie unter 3.2 beschrieben, bei 37 °C, 5% CO,-Gehalt und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das Medium entfernt und 100 pul einer 3,9;
7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250 und 500 pg/ml Polymerlésung in Medium (n =7) zugegeben. Die
Bestimmung der Eigenabsorption des Mediums (Blank) erfolgte mit 200 ul zellfreiem
Medium (n = 4). Die Behandlung der Zellen der Positivkontrollen erfolgte mit Hilfe einer 0,02 %
Thiomersalldsung (Caelo, Hilden, Germany) in Medium (n = 4). Die Zellen der Negativkontrollen
wurden mit Medium behandelt (n = 7). Nach 24 Stunden Inkubation wurde das Medium entfernt
und 200 pl MTT-Lésung (0,5 mg/ml in Medium, Sigma-Aldrich)/Well zugegeben. Nach weiteren
4 Stunden Inkubation wurde das MTT-haltige Medium abgesaugt und die Zellen mit 200 ul DMSO
(Sigma-Aldrich)/Well lysiert. AnschlieRend erfolgte die Messung der Absorption in der 96-Well-
Platte mittels eines Plattenlesegerats (Fluostar OPTIMA, BMG Labtech, Ortenberg, Germany) bei
25 °C und bei einer Wellenlange von 570 nm. Die Messwerte (n =3) wurden in Prozent der
Negativkontrolle nach Abzug der Eigenabsorption (Blank) berechnet (Formel 2). Der Versuch
wurde einmal wiederholt, der Mittelwert berechnet und Mittelwert +/- Standardabweichung

dargestellt.

Absorption,, , -Absorption,,_ . <100 %
0

Zellviabilitat [%]= Absorption
- Blank

Absorption

Negativkontrolle

Formel 2: Berechnung der Zellviabilitit.

Nach DIN EN ISO 10993-5 [173] wurden Polymere, welche eine Zellviabilitdt <70 % verursachten,

als toxisch eingestuft.
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3.5.2 Hdmolyse

Die Lyse roter Blutzellen (Erythrozyten) wurde mittels absorptionsbasiertem Assay getestet. Die
Durchflihrung des Assays erfolgte analog zur Beschreibung von Bauer et al. [171]. Dazu wurden
die Polymere in PBS in Konzentrationen von 0,24 — 500 pg/ml gel6st. Heparinisiertes Schafsblut
wurde vom Institut fir Versuchstierkunde in Jena zur Verfligung gestellt. Die Aufreinigung des
Blutes erfolgte durch dreimaliges Zentrifugieren bei 2880 x g fir sieben Minuten in der
Eppendorf Centrifuge 5804 R mit anschlieRendem Resuspendieren des Zellpellets auf das
Ausgangsvolumen mit PBS. Eine 1:400 Verdinnung der Erythrozytensuspension in PBS wurde
mittels Neubauer-improved-Zahlkammer gezahlt. Die roten Blutzellen wurden auf eine
Konzentration von 1,8 Milliarden Zellen/ul eingestellt. Zu 200 ul der Polymerlésung wurden je
200 pl Erythrozytensuspension in 96-Well-Deepwellplatten (Masterblock 96-Well, Greiner Bio-
One) pipettiert. Die Positivkontrolle bestand aus 200 pl 1 % Triton-X 100 Losung (Ferak, Berlin,
Deutschland) in deionisiertem Wasser mit 200 pl Zellsuspension (n = 3). Als Negativkontrolle
wurden 200ul PBS mit 200 pul Zellsuspension (n=12) und zur Messung der
Eigenabsorption (Blank) 400 pl PBS verwendet (n = 8).

) . (Absorptionprobe—AbsorptionBlank)—(AbsorptionNegativkontro”e—AbsorptionBlank) .
Hamolyse [%]= - - x100 %
Abs‘or[‘)tlcmPositivkontrolIe_AbSOrptlcmBlank
Formel 3: Berechnung der Hémolyse.
Erythrozyten und
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Abbildung 5: Versuchsschema Hémolyse.

Jedes Polymer wurde in Konzentrationen von 0,24; 0,49; 0,97; 1,95; 3,9; 7,8; 15,6; 31,3; 62,5;
125; 250 und 500 pg/ml (n = 3) zu den Zellen pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation im
Trockenschrank bei 37 °C fiir eine Stunde bei 450 rpm auf einem Orbitalschiittler. Nach der
Inkubationszeit wurden die Deepwellplatten bei 2250 x g und 25 °C fir 5 Minuten in der
Eppendorf Centrifuge 5804 R zentrifugiert und 100 pl des Uberstands in eine klare 96-Well-Platte
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Uberfihrt. AnschlieRend wurde die Absorption bei 544 nm mittels Plattenlesegerat gemessen
(n = 3) (Abbildung 5). Die Berechnung der Hamolyse erfolgte in Prozent der Positivkontrolle nach
Abzug des Blankwertes und der Negativkontrolle (Formel 3). Der Versuch wurde einmal
wiederholt und Mittelwert +/- Standardabweichung aller errechneten Werte dargestellt. Nach
ASTM F756-08 wurde Hamolyse <2 % als nicht hamolytisch, zwischen 2-5% als leicht
hamolytisch und >5 % als stark hamolytisch eingestuft [174].

3.5.3 Aggregation roter Blutzellen

Die Untersuchung zur Aggregation der Erythrozyten erfolgte mittels absorptionsbasiertem Assay
analog zu Bauer et al. [171] und Ogris et al. [28] unter Berlicksichtigung der DIN EN ISO
10993-4 [175]. Die Vorbereitung der Erythrozyten aus heparinisiertem Schafsblut erfolgte analog
zu Kapitel 3.5.2. Es wurde eine Erythrozytensuspension mit 20 Millionen Zellen pro ml hergestellt.
Die Konzentration der Polymere betrug 0,024 — 50 pug/ml in PBS. Zu 100 pl der Polymerlésung
wurden je 100 pl Erythrozytensuspension in klare 96-Well-Platten gegeben. Als Positivkontrolle
wurde 100 pl einer 30 pg/ml Lésung von 25.000 g/mol verzweigtem Polyethylenimin (bPElI,
Sigma-Aldrich) mit 100 pl Erythrozytensuspension (n=3) verwendet. Zur Messung der
Eigenabsorption wurden 200 ul PBS als Blank verwendet (n = 8) und als Negativkontrolle 100 ul
PBS mit 100 ul Erythrozytensuspension (n = 12). Jedes Polymer wurde in Konzentrationen von
0,024; 0,049; 0,097; 0,02; 0,039; 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25,0 und 50,0 ug/ml aufgetragen
(n=3).

AAbs,,.,= Absorption -Absorption

Negativkontrolle Probe

Formel 4: Berechnung der Anderung der Absorption durch Aggregation der Erythrozyten (AAbSmax.)
Erythrozyten und
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| fir 2 Stunden bei 37 °C
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Abbildung 6: Versuchsschema Erythrozytenaggregation.

Im Anschluss wurden die Platten fiir 2 Stunden bei 1350 rpm auf einem Orbitalschittler im
Trockenschrank bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Absorption bei 645 nm
mittels Plattenlesegerat (Fluostar OPTIMA, BMG Labtech) vermessen (Abbildung 6), der Versuch
wurde einmal wiederholt, der Mittelwert der Einzelmessungen berechnet und gegen die

Konzentration aufgetragen. Zusatzlich wurde eine makroskopische Begutachtung der
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Aggregation unter dem Mikroskop (Primo Vert, CarlZeiss, Gottingen, Deutschland) mit Kamera
(AxiCamErc5s, CarlZeiss) durchgefiihrt. Dabei wurde die Aggregation nach visueller Begutachtung
in 3 Stadien eingeteilt (Stadium 1 = keine Aggregation, alle Erythrozyten liegen frei im Medium
vor; Stadium 2 = leichte Aggregation, Bildung von ,miinzrollenartigen” Strukturen, aber ein
Grol3teil der Erythrozyten liegt frei im Medium vor; Stadium 3 = starke Aggregation, ein GroR3teil
der Erythrozyten liegt als Cluster aggregiert vor) [171]. AuRerdem wurde zur Ermittlung des
Ausmales der Aggregation die Anderung der Absorption durch Abzug von der Absorption der
Negativkontrolle (AAbsmax) nach Formel 4 berechnet. Der Mittelwert der errechneten Werte

wurde gebildet und mit Standardabweichung gegen die Konzentration aufgetragen.

3.6 Physikochemische Untersuchungen der Komplexe

3.6.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Bindeeffizienz und die Stabilitat der untersuchten Komplexe gegen DNasen konnte mittels
Agarose-Gelelektrophorese untersucht werden [116]. Daflir wurden 40 ml eines 1% Agarosegels
(peqGold Universal Agarose, peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) in Trisacetat-
EDTA-Laufpuffer (TAE Laufpuffer) hergestellt. Fir den Laufpuffer wurde 0,48 g TRIS (Carl Roth
GmbH + Co. KG), 1 ml Eisessig (99 % (V/V), Merck) und 0,036 g Natrium-EDTA x 2H,0 (Sigma-
Aldrich) auf 100,0 ml mit deionisiertem Wasser aufgefiillt und der pH-Wert auf 8 eingestellt. Nach
Erwdarmen des Gels in der Mikrowelle (M618, Samsung, Daegu, Korea) wurden 5 pul 1 % (V/V)
Ethidiumbromidlésung (Carl Roth GmbH + Co. KG) in deionisiertem Wasser zugegeben und das
Gel in die Kammer (Compact M, Whatman, Biometra, Gottingen, Deutschland) gegossen. Nach
dem Gelieren wurden 200 ml TAE-Laufpuffer in die Kammer gefillt. Zur Prifung der
Bindeeffizienz fir DNA wurden Komplexe aus 2 ug Heringssperma-DNA (Typ XIV, Sigma-Aldrich)
mit N/P 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 20 und 40, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, hergestellt und mittels
Trennung im Gel auf ihre Bindeeffizienz flir DNA geprift. Unkomplexierte DNA und freies
Polymer wurden als Kontrolle verwendet. Bromphenolblau wurde zur Kontrolle der Lauffront
eingesetzt. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit TAE-Ladepuffer (1 Teil
Ladepuffer auf 10 Teile Probe) versetzt, um ein Absinken in die Geltaschen zu fordern. Zur
Herstellung des Ladepuffers wurden 48,5 mg TRIS (Carl Roth GmbH + Co. KG), 5 ml Glycerol (85 %,
Carl Roth GmbH + Co. KG) und 100 ul 3 % EDTA auf 10,0 ml mit deionisiertem Wasser aufgefullt
und auf pH 7,4 eingestellt. Die Trennung im Gel erfolgte fir 1 Stunde bei 80 V (PowerPAC 1000,
BIO-RAD, Hercules, USA). Die Auswertung erfolgte auf dem Gel-Imager (Intas GmbH, Gottingen,
Deutschland) bei einer Wellenldnge von 254 nm, wo die Gele fotografiert wurden (Digimax

A55W, Samsung, Schwalbach, Deutschland).
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Zur Prifung der Komplexe auf Schutz der DNA vor DNasen wurden Komplexe mit N/P 10, 20 und
40, wie im Kapitel 3.4 beschrieben, mit 2 ug pGL3 hergestellt. Nach Herstellung wurden
1,5 Kunitz-Einheiten DNase | (2,5 Kunitz-Einheiten/ul, Amersham Biosciences, Amersham,
UK) /ug DNA zugegeben und fiir 45 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Hitzeinaktivierung der Enzyme fir 35 Minuten bei 70 °C im Wasserbad. Zum
Freisetzen der DNA aus dem Komplex wurden 40 pl einer 10 mg/ml Dextransulfatlésung
(500.000 g/mol, Sigma-Aldrich) mit der Komplexlosung gemischt und fiir 20 Minuten bei 37 °C
inkubiert, gefolgt vom Einfrieren der Komplexe fiir 4 Stunden bei -20 °C. Als Kontrollen wurden
DNA ohne Polymer mit DNase behandelt, DNA ohne DNase verwendet und unbehandelte DNA
direkt auf das Gel aufgetragen, um unspezifische Zersetzungen wahrend des Versuches
auszuschlieBen. Nach dem Auftauen wurden die Proben, wie oben beschrieben, mittels

Gelelektrophorese aufgetrennt.

3.6.2 AccuBlue™-Assay

Die Quantifizierung unkondensierter DNA erfolgte fluoreszenzspektroskopisch mittels
AccuBlue™-Assay (AccuBlue™ High sensitivity dsDNA Quantitation Kit with 8 DNA Standards,
Biotium, Hayward, USA). Zur Durchfiihrung des AccuBlue™-Assays wurden die Komplexe mit
2 ug Heringssperma-DNA und N/P 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 20 und 40, wie in Kapitel 3.4 beschrieben,
hergestellt und ein Volumen der Komplexlésung entsprechend von 100 ng DNA in eine schwarze
96-Well-Platte (Fluotrac 200, Greiner Bio-One) pipettiert (n = 3). Zur Kontrolle der unspezifischen
Interaktionen zwischen Polymer und Fluoreszenzfarbstoff wurde freies Polymer ohne DNA (n = 3)
verwendet, 150 mM NaCl-Lésung pH 7,4 wurde als Blank und DNA ohne Polymer wurde als
Positivkontrolle eingesetzt (je n = 3). Anschlieend erfolgte die Zugabe einer 1:100 Mischung der
Enhancer- und Quantifyer-Lésung aus dem Kit, 5 Minuten Inkubation unter Lichtausschluss auf
dem Orbitalschittler bei 450 rpm und Dreifachmessung der Fluoreszenz bei 485 nm
Anregungswellenlange und 530 nm Emissionswellenlange im Plattenlesegerat. Der Versuch
wurde einmal wiederholt und die Berechnung der Ergebnisse erfolgte in Prozent der
Positivkontrolle (unkomplexierte DNA) nach Abzug des Blankswertes (150 mM NaCl-Lésung). Die

Darstellung erfolgte als Mittelwert der unkondensierte DNA [%] +/- Standardabweichung.

3.6.3 Messung von hydrodynamischen Durchmesser und Zetapotential der Komplexe

Der Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Herrenberg, Germany) wurde zum Messen des
hydrodynamischen Durchmessers mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) und des
Zetapotentials (ZP) mittels Laser-Doppler-Anemometrie (LDA) verwendet. Daflir wurden
Komplexe mit N/P 10, 20 und 40 mit 2 ug pGL3 in deionisiertem Wasser hergestellt (Kapitel 3.4).

Einhundert pl Komplexldsung wurden in eine Minimalvolumenkivette (Einmalkiivette PS micro,
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BRAND, Wertheim, Deutschland) (iberfiihrt und mit einem Laser mit 633 nm Wellenlange, bei
einem Streuwinkel von 173° und einer Temperatur von 25°C nach 120 Sekunden
Aquilibrierungszeit vermessen. Die Messung dauerte 240 Sekunden und wurde sechs Mal
wiederholt. Die Messung der elektrophoretischen Mobilitdt erfolgte in einer Zetasizer Kivette
(DTS1060, Malvern Instruments) dreimal nach 60 Sekunden Aquilibrierungszeit auf 25 °C. Die
Anzahl der Messungen wurde vom Gerat automatisch eingestellt. Sollte die Signalstarke nicht
ausreichen, wurde die Messung in einer High concentration zeta cell (ZEN1010, Malvern
Instruments) wiederholt. Die Versuche wurden einmal wiederholt und die Auswertung des
hydrodynamischen Durchmessers, PDIs und Zetapotentials erfolgte durch Berechnung des

Mittelwerts und der Standardabweichung der Messung mittels Zetasizer Software 7.11.

3.7 Untersuchung der Transfektionseffizienz der Komplexe

Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurden CHO-K1-Zellen verwendet. Vierundzwanzig
Stunden vor dem Versuch wurden die Zellen passagiert und 50.000 Zellen/Well in 12-Well-
Platten (Greiner Bio-One) ausgesat. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank, wie in Kapitel 3.2
beschrieben. Die Herstellung der Komplexe erfolgte wie in Kapitel 3.4 beschrieben. Die Komplexe
wurden mit 2 ug pGL3 mit N/P 10, 20 und 40 (n = 2) hergestellt. Als Positivkontrolle wurden
2.500 g/mol lineares Polyethylenimin (IPEI, Polysciences, Warrington, USA) mit N/P 20 (n = 2);
und als Negativkontrolle 150 mM Kochsalzlésung pH 7,4 (n = 2) und freie DNA (n = 2) verwendet.
Direkt vor der Aufgabe der Komplexe auf die Zellen wurde das Medium gewechselt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Bei der Untersuchung der Lysin-Dextranester wurde nach Aufgabe
der Komplexe zusatzlich ein Experiment durchgefihrt, bei dem Chloroquin (Sigma-Aldrich) in
einer Konzentration von 100 uM zugegeben wurde [149]. Die Zellen wurden 4 Stunden mit den
Komplexen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut gewaschen und das Medium
gewechselt. Nach weiteren 44 Stunden Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit je 120 pl Zellkulturlysereagenz (CCLR Cell Culture Lysis Reagent,
Promega, Madison, USA) lysiert. Danach wurde der Zelldebris bei 12.450 x g fiur 7 Minuten
(MiniSpin, Eppendorf) zentrifugiert. Zweimal 20 ul Uberstand pro Probe wurde in eine weiRe 96-
Well Lumineszenzplatte (LIA-Platte, Greiner Bio-One) und zweimal 25 ul in eine klare 96-

Well-Platte (Greiner Bio-One) tiberfiihrt (Abbildung 7).

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitit wurden je 2x20pl Uberstand in einer 96-Well
Lumineszenzplatte (LIA-Platte, Greiner Bio-One) verwendet und je 100 pl Luciferase-Reagenz
(Luciferase assay system, Promega) pro Well zugegeben. Die Messung erfolgte durch Zugabe des
Luciferase-Reagenz mit Hilfe der Pumpen des Plattenlesegerats mit 110 ul/Sekunde in jeweils 1

Well der Platte und Auslesen der Lumineszenz nach 2 Sekunden fir 10 Sekunden im
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Plattenlesegerat. Der Mittelwert und die Standardabweichung der Lumineszenz/Well wurden

berechnet.
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Lumineszenzmessung zur Bestimmung der Messung des Proteingehaltes
Luziferaseaktivitit mittels BCA-Assay bei 570 nm

Abbildung 7: Versuchsschema Transfektionseffizienz.

Zur Bestimmung des Proteingehalts der Zellen wurde das Bicinchoninsaureassay-Kit (Pierce®BCA
assay kit, Thermo Scientific) verwendet. Die Proben wurden vor Anwendung des Assays fir 20
Minuten bei 37 °C im Trockenschrank mit 10 ul einer 0,05 M lodacetamidlésung (Applichem,
Darmstadt, Deutschland) behandelt, um das im Zellkulturlysereagenz vorhandene Dithiothreitol,
das mit dem Assay interagieren wirde, zu deaktivieren. Zur genauen quantitativen Bestimmung
des Proteingehaltes wurde zusatzlich eine Albuminverdiinnungsreihe aus dem Kit mit 0,025;
0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 und 2 mg/ml BSA in die Wells aufgetragen. Das BCA-Reagenz A und
B aus dem Kit wurde im Verhaltnis 50:1 gemischt und 200 pl/Well zupipettiert. Nach Schiitteln
bei 450 rpm auf dem Orbitalschittler fiir 30 Sekunden erfolgte eine Inkubation fiir 40 Minuten
bei 37 °C im Trockenschrank. Nach Abklhlen auf 25 °C wurde die die Absorption bei 570 nm
dreifach im Plattenlesegerat vermessen. Mit Hilfe der Albuminverdiinnungsreihe wurde eine
Kalibriergerade erstellt und jeder Probenwert in die Proteinkonzentration umgerechnet. Im
Anschluss wurde der Mittelwert und die Standardabweichung des Proteingehaltes in pg/ml

Losung fir jede Probe berechnet.

Die Experimente wurden einmal wiederholt. Der Mittelwert der Lumineszenz wurde ins
Verhaltnis zum Proteingehalt gesetzt und als Relative Lumineszenz pro ug Protein (RLU/ug

Protein) fir N/P 10, 20 und 40 jeder Probe aufgetragen.



Materialien und Methoden 35

3.8 Lagerstabilitat der Komplexe

3.8.1 Untersuchung des Einflusses verschiedener Lagerbedingungen auf die Komplexe

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Lagerbedingungen auf die Stabilitat der
Komplexe wurden diese mit 2 ug pGL3 mit N/P 10, 20 und 40 aus DEXala-1.50 und DEXala-0.99
lys-0.16, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, in deionisiertem Wasser oder 5 % Glukose hergestellt.
Nach der Herstellung wurden die Proben entweder bei -20 °C eingefroren oder gefriergetrocknet
(Epsilon 2-4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode im Harz, Deutschland
mit Software Martin Christ LPC-32). Wahrend der Gefriertrocknung wurde erst mit 2 °C/Minute
auf -30 °C abgekihlt. Daraufhin wurde ein Vakuum auf 0,01 bar gezogen und bei -20 °C fir
10,5 Stunden hauptgetrocknet. AnschlieBend erfolgte das Aufwdrmen auf 20°C mit
0,5 °C/Minute und eine 11-stiindige Nachtrocknung. Zusatzlich wurden Komplexe in 5 % Glukose
(eingestellt auf pH 7,4) hergestellt. Die Proben wurden entweder 24 Stunden nach dem
Einfrieren bzw. unmittelbar nach Abschluss der Gefriertrocknung untersucht oder bei -20 °C, 4 °C
und 25 °C gelagert. Die Lagerung erfolgte lber eine Woche und einen Monat und drei Monate.
Vor den Untersuchungen wurden die eingefrorenen Proben fiir 10 Minuten auf 25°C im
Wasserbad aquilibriert und die gefriergetrockneten Proben nach Rekonstitution mit 100 pl
deionisiertem Wasser 10 Sekunden gevortext und fir 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Die
Untersuchung erfolgte mittels Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers und des

Zetapotentials (Kapitel 3.6.3) sowie der Bestimmung der Transfektionseffizienz (Kapitel 3.7).

3.8.2 Untersuchung des Einflusses von Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen auf die
Komplexe
Die Komplexe wurden, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, in 5 % Glukose hergestellt, jeweils sieben
Mal gefriergetrocknet und rekonstituiert. Die Gefriertrocknung erfolgte, indem die Proben mit
2 °C/Minute auf -30 °C abgekihlt wurden. Daraufhin wurde ein Vakuum auf 0,01 bar gezogen
und bei -20 °C fur 6,5 Stunden hauptgetrocknet. AnschlieRend erfolgte das Aufwarmen auf 20 °C
mit 0,5 °C/Minute und eine siebenstiindige Nachtrocknung. Unmittelbar nach der
Gefriertrocknung wurden die Proben mit 100 ul deionisiertem Wasser rekonstituiert und fir
10 Minuten bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung vom hydrodynamischen
Durchmesser und Zetapotential, wie in Kapitel 3.6.3 beschrieben. Die Messung des

hydrodynamischen Durchmessers erfolgte mit 120 Sekunden pro Messzyklus.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss des Grundgeristes auf die biologischen und physikochemischen Eigenschaften
der Vektoren
Um den Einfluss des Polysaccharidgrundgeristes auf den Vektor zum Gentransfer zu
untersuchen, sollten im Folgenden Zellulose (Abbildung 8A) und Dextran (Abbildung 8B)
miteinander verglichen werden. Sowohl Dextran als auch Zellulose sind biokompatibel und
bestehen aus verknlpften Anhydroglukoseeinheiten (AGUs). Allerdings unterscheidet sich die
Art der Verkniipfung. Wahrend die AGUs bei Zellulose B-(1->4)-verknipft sind und im Winkel von
180° zueinander stehen (Abbildung 8A) [176], sind sie bei Dextran hauptsdchlich Uber
a-(1->6)- und zusatzlich a-(1-2)-, a-(1-3)- und a-(1->4)-glykosidische Bindungen verknipft
(Abbildung 3) [73].
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Abbildung 8: Strukturformel von Zellulose (A), der Hauptkette von Dextran (B), Methylaminobutyrat (C)

Die molare Masse beider Polysaccharide war 75.000 g/mol. Zur Modifikation der Polysaccharide
wurden sie in N-Methyl-2-pyrrolidon/Lithiumchlorid gelost und die Losung mit etwas Pyridin
versetzt. Die Ringoffnung des N-Methyl-2-pyrrolidon zum Methylaminobutyrat erfolgt durch
Zugabe von Wasser am Ende der Reaktion [166-168]. Der Substitutionsgrad (DS) nach der
beschriebenen Modifikation mit Methylaminobutyrat (Abbildung 8C) betrug fiir Zellulose 0,39;
0,62 sowie 0,74 und fiur Dextran 0,31; 0,39 sowie 0,52 (Kapitel 3.1, Tabelle 5).

4.1.1 Untersuchung der Biokompatibilitdt der Methylaminobutyrat-substituierten Vektoren
in vitro

Der Einfluss der Polymere auf die Viabilitdt von Fibroblasten und Erythrozyten wurde untersucht,

um die Toxizitat der Polymere fiir eine zukiinftige Anwendung in vitro und in vivo abschatzen zu

kénnen. Zur Uberpriifung des Worst-Case-Szenarios wurden die Methylaminobutyrat-
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substituierten Dextrane und Zellulosen ohne DNA untersucht, da somit die kationische Ladung

des Polymers nicht von der DNA gebunden wird sondern auf die Zellen wirkt.

Zur Prufung der Zellviabilitdt wurde der von Mosmann entwickelte MTT-Assay an L929 murinen
Fibroblasten angewandt [172] Diese Zellen wurden als eine etablierte Referenzzelllinie, zur
Untersuchung von Biomaterialien nach Standards der Internationalen Organisation fir
Normierung (ISO) sowie der ASTM International (frGher American Society for Testing and
Materials), gewahlt [171]. Die Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Polymers erfolgte nach der Richtlinie lber 24 Stunden [80]. Die Bestimmung der Viabilitat
erfolgte dabei durch anschlieBende Behandlung der Zellen mit MTT. Metabolisch aktive Zellen
reduzieren gelbes MTT zu einem violetten Formazanfarbstoff ((E,Z)-5-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
1,3-diphenylformazan) [172]. AnschlieRend konnte die Absorption des violetten
Formazanfarbstoffes bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen und die Viabilitdt im
Verhaltnis zur Negativkontrolle berechnet werden. Als Negativkontrolle (mit einer Viabilitat
von 100 %) wurden unbehandelt Zellen verwendet. Das aufgrund seiner Toxizitdt als
Positivkontrolle angewandte Thiomersal [177] fluhrte zu einer Reduktion der Viabilitat auf

1,55 +/- 0,94 % (Daten nicht gezeigt).

Die Toxizitdit der Polymere zeigte eine Abhangigkeit von Art des Grundgeristes,
Substitutionsgrad von Methylaminobutyrat am Grundgeriist und Konzentration des Polymers.
Mit steigendem DS und steigender Konzentration stieg die Toxizitat der untersuchten Polymere
(Abbildung 9). Dies wurde deutlich, wenn man DS und Konzentration der Polymere betrachtet,
bei denen der, nach DIN EN ISO 10993-5 [173], festgelegte Grenzwert fiir die Viabilitat von 70 %
unterschritten wurde. Dieser lag fir DEXmab-0.52 bei >7,81 pg/ml, fiir DEXmab-0.39 bei
>62,5 ug/ml und fir DEXmab-0.30 bei 2125 pug/ml (Abbildung 9A). Verglich man DEXmab-0.52
nun mit den hoher substituierten Zellulosederivaten, mit einem DS von 0,62 und 0,74, bei denen
der Grenzwert erst ab einer Polymerkonzentration von 215,6 ug/ml unterschritten wurde, war
die Toxizitat der Zellulosederivate geringer (Abbildung 9B). Allerdings fiel auf, dass bei dem
vergleichbaren DS von 0,30 bzw. 0,31 an Dextran bzw. Zellulose der Grenzwert bei Zellulose
bereits bei 231,3 ug/ml unterschritten wurde, wahrend er fur Dextran bei 2125 ug/ml lag.
Zusatzlich zeigte sich beim Vergleich dieser beiden Derivate bei hoheren Konzentrationen von
500 pg/ml eine 1,5-fach hohere Viabilitdt des Dextranderivates. Auch die Viabilitdt von der mit
DEXmab-0.52 behandelten Zellen war im Vergleich zu den mit CELmab-0.62 bzw. CELmab-0.74
behandelten bei einer Polymerkonzentration von 500 pg/ml um den Faktor 2,1 bzw. 8,5 hoher.
Zusammenfassend liel8 sich also feststellen, dass die modifizierten Dextrane nach DIN EN ISO

10993-5 eine hohere Toxizitat zeigten, da der definierte Grenzwert bei DS 20,52 bereits bei
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niedrigeren Konzentrationen im Vergleich zu Zellulose unterschritten wurde. Allerdings fiel die

Viabilitat mit steigender Konzentration fir Dextran- weniger stark ab als fiir Zellulosederivate.
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Abbildung 9: Zellviabilitét von Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen (A) und Zellulosen (B) in
Abhdngigkeit von Substitutionsgraden und Polymerkonzentrationen untersucht an L929 murinen
Fibroblasten mittels MTT-Assay. Zellviabilitéit berechnet nach 24-stiindiger Behandlung mit Polymer in
Prozent der mit reinem Medium behandelten Zellen. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n=7, 1
Wiederholung]

Da Blut der erste Kontaktpartner der Polymere nach intravendéser Applikation ist, ist die Wirkung
der Polymere auf Erythrozyten wichtig fiir eine toxikologische Einschadtzung, da die roten

Blutzellen den groRten Anteil der im Blut vorkommenden Zellen ausmachen [28, 171].

A 045 B 045
040 Attty | 040
£ 0,35 - £0,35 -
c c
0 0,30 - Q 0,30 -
£.0,25 - L0250
So2 | ™ 02 m
= —o— DEXmab-0.30 g7 —¢— CELmab-0.31
S 0,15 | ——DEXmab-0.39 E 0,15 | ——CELmab 0.62
£ 0,10 | ——DEXmab-0.52 £ 0,10 | ——CELmab 0.74
0,05 { O Negativkontrolle 005 - O Negativkontrolle
= - o
0,00 |. I?05|It|\llllklontlrc’”el T T T T T 0|00 T F:OSIFIVKPHUIDII? T T T T T
X oD A DN DD PO DS D oD A D NN D PP
B P AN 97 O A2 N P a? 9P o b AN 27 oD A K2 AP AP A
qQ B A° KT ey o W Q) P 5 A° KT 0y o Kb
SO o 09%9%05 o7l P
Polymerkonzentration [ug/mi] Palymerkonzentration [pg/ml]

Abbildung 10: Absorption der Erythrozyten nach zweistiindiger Behandlung mit Methylaminobutyrat-
substituierten Dextranen (A) und Zellulosen (B) mit verschiedenen Substitutionsgraden und
Polymerkonzentrationen getestet an Schafserythrozyten. Positivkontrolle = 30ug/ml 25.000 g/mol bPEI,
Negativkontrolle = PBS. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 6, 1 Wiederholung]
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Abbildung 11: Mikroskopische Aufnahmen der Erythrozyten nach zweistiindiger Behandlung mit CELmab
mit verschiedenen Substitutionsgraden und Polymerkonzentrationen. Negativkontrolle = PBS.
Positivkontrolle = 30 ug/ml 25.000 g/mol bPEI. [Balkenldnge = 20 um]
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Ein Aggregat aus Polymer und Erythrozten kann, je nach Ablagerungsort im Organismus
schwerwiegende gesundheitliche Beeintrachtigungen, durch z. B. Schlaganfall, Herzinfarkt oder
Lungenembolie, hervorrufen. Zur Untersuchung der Aggregation roter Blutzellen wurde nach
Inkubation mit dem Polymer die Absorption bei 645 nm gemessen. Diese Wellenlange wurde
gewdhlt, um storende Absorption durch Hamoglobin zu vermeiden [171]. Mit steigender
Aggregation der Erythrozyten erfolgte eine verringerte Streuung des einfallenden Laserlichts, da
freie suspendierte Erythrozyten eine groRere Absorptionsfliche haben als sedimentierte
Aggregate. Zusatzlich wurde die Aggregation der Erythrozyten makroskopisch beurteilt und in
Stadien 1 (keine Aggregation) bis 3 (starke Aggregation) eingeteilt (Abbildung 12B). Als
Positivkontrolle wurde 25.000 g/mol bPEI einer Konzentration von 30 pug/ml verwendet, da die
kationische Ladung eine starke Aggregation (Stadium 3) der Erythrozyten verursacht [178]
(Abbildung 11), was zu einer niedrigen Absorption flihrte (Abbildung 10).

A

m DEXmab-0.30
o DEXmab-0.39
0DEXmab-0.52
ECELmab-0.31
OCELmab-0.62
OCELmab-0.74

Aggregationsstadium

Abbildung 12: (A) Makroskopische Beurteilung der Aggregation roter Blutzellen nach zweistiindiger
Behandlung mit Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen und Zellulosen mit verschiedenen
Substitutionsgraden und Polymerkonzentrationen getestet an Schafserythrozyten. Einteilung erfolgte
nach Aggregationsstadium dargestellt in (B) Referenzbilder: Stadium 1 = keine Aggregation (Behandlung
mit PBS), Stadium 2 = leichte Aggregation (DEXala-0.69 lys-0.19 50 ug/ml, Kapitel 4.3.1), Stadium 3 =
starke Aggregation (30 ug/ml 25.000 g/mol bPEI). [Balkenldnge = 100 um]
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Als Negativkontrolle wurde PBS verwendet, welches keine Interaktion mit den Erythrozyten
zeigte (Abbildung 10 und Abbildung 11). Im Gegensatz zum Einfluss auf die Zellviabilitat
verursachten die Methylaminobutyrat-substituierten Dextrane keinerlei Aggregation der
Erythrozyten, was sich an Absorptionswerten auf dem Niveau der Negativkontrolle von
0,3702 +/-0,0119 (Abbildung 10A) sowie an fehlender makroskopisch beobachtbarer
Aggregation (Abbildung 12, mikroskopische Aufnahmen aufgrund fehlender Aggregation nicht
gezeigt) erkennen lieB. Auch Methylaminobutyrat mit einem DS von 0,31 an Zellulose
verursachte keinerlei Aggregation der Erythrozyten. Die Absorptionswerte lagen bei der maximal
untersuchten Polymerkonzentration von 50 pg/ml mit 0,2835 +/- 0,0131 noch oberhalb der
Negativkontrolle von 0,2553 +/- 0,0065 (Abbildung 10B). Auch makroskopisch lieR sich keine
Aggregation erkennen (Abbildung 11), was zur Einteilung in Aggregationsstadium 1 (Abbildung
12) fihrte. Im Unterschied dazu zeigten sich ab einer Konzentration von 20,391 pg/ml flr
CELmab-0.62 starke (Stadium 3) und CELmab-0.74 leichte (Stadium 2) Aggregation (Abbildung 11
und Abbildung 12), was auch an der sinkenden Absorption erkennbar war (Abbildung 10). Ab
einer Konzentration von 20,781 ug/ml wiesen beide Zellulosederivate eine starke Aggregation
auf, die sich fir CELmab-0.62 bei einer Konzentration von 50 pug/ml sowohl anhand der

Absorption als auch der mikroskopischen Aufnahmen nicht mehr beobachten lielk.

Zusammenfassend zeigte sich bei dem Einfluss der untersuchten Polymere auf die Aggregation
roter Blutzellen eine Abhangigkeit von Grundgerust, DS und Polymerkonzentration. Wahrend die
substituierten Dextranderivate keinerlei Aggregation verursachten, kam es bei Behandlung der
Erythrozyten mit modifizierten Zellulosen ab einem DS 20,62 und Konzentration 0,391 ug/ml

zur Aggregation.

Zusatzlich zur Aggregation sollte der zelllytische Effekt der Polymere auf rote Blutzellen
untersucht werden. Nach Behandlung der Erythrozyten mit den Polymeren wurde deren Lyse
Uber das ausgetretene Hamoglobin bestimmt. Die Absorptionsmessung der Himoglobinmenge
erfolgte bei 544 nm und wurde ins Verhaltnis zur Positivkontrolle gesetzt, um eine prozentuale
Freisetzung zu berechnen. Das als Positivkontrolle verwendete Triton-X 100 ist ein nicht-
ionisches Tensid, welches aufgrund seiner oberflaichenaktiven Eigenschaften eine vollstandige
Zelllyse verursachte [171]. PBS wurde als Negativkontrolle verwendet und hatte keinerlei
messbaren Einfluss auf die Erythrozyten (Daten nicht gezeigt). Die Himolyse wurde nach ASTM
F756-08 bewertet, wobei eine Hamolyse <2 % als nicht hamolytisch, zwischen 2 -5 % als leicht
hdamolytisch und >5 % als stark hamolytisch eingestuft wurde [174]. Trotz der, im Vergleich zum

Aggregationsversuch, zehnfach erhohten Polymerkonzentrationen konnten weder fir mit
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Methylaminobutyrat substituierte Dextrane noch Zellulosen hamolytische Eigenschaften an den
Erythrozyten festgestellt werden. Es zeigten sich hier weder eine Abhangigkeit vom Grundgerist

noch von DS oder Konzentration. Die gemessenen Hamolysen lagen <2 %.
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Abbildung 13: Lyse roter Blutzellen nach einstiindiger Behandlung mit Polymeren in Prozent der
Positivkontrolle. Zellen behandelt mit Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen (A) und Zellulosen (B)
mit verschiedenen Substitutionsgraden und Polymerkonzentrationen. Positivkontrolle = 1 % Triton-X 100.
[Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 6, 1 Wiederholung]

Fasst man die Untersuchungen der In-vitro-Biokompatibilitat der Methylaminobutyrat-
substituierten Dextrane und Zellulosen, bestehend aus Zellviabilitdtsuntersuchungen an 1929
murinen  Fibroblasten  sowie  Aggregations- und  Hamolyseuntersuchungen an
Schafserythrozyten, zusammen, so zeigten sich Abhédngigkeiten von Grundgerist,
Polymerkonzentration und DS. Wahrend keines der beiden substituierten Polymere eine Lyse der
Erythrozyten verursachte, zeigten die derivatisierten Zellulosen mit einem DS 20,62 ab einer
Polymerkonzentration 20,391 pg/ml eine  Aggregation roter  Blutzellen. Eine
konzentrationsabhdngige Verringerung der Zellviabilitat muriner Fibroblasten konnte flr beide
Polymere festgestellt werden. Die Zellviabilitdt sank mit steigendem DS und steigender
Polymerkonzentration, wobei Zellulose mit hoherem DS von 0,62 und 0,74 geringere Viabilitdten

zeigte als Dextran mit DS 0,52.

4.1.2 Untersuchung der mit Methylaminobutyrat substituierten Vektoren auf Komplexierung,
Kondensation, Gréfsenreduktion und Schutz der DNA vor DNase

Die Komplexierung und Kondensation von DNA ist eine Grundvoraussetzung fiir die Eignung eines

kationischen Polymers als Vektor und geht aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung mit

einer Reduktion der GrofRe einher [13, 14, 16]. Die so geformten Nanokomplexe haben einmal

die Fahigkeit einer verbesserten Penetration der Zellmembran [15] und schiitzen, aufgrund der
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Anderung der 3D-Struktur der DNA, im Komplex diese vor dem Abbau durch DNasen. Zur
Untersuchung der Fahigkeit der Vektoren DNA zu binden, Komplexe in geeigneter GréRe zu
formen und durch Packung der DNA den Abbau durch DNasen zu verhindern, wurden Komplexe
mit einem N/P-Verhaltnis von 10 und 20 hergestellt. Dieses N/P-Verhaltnis wurde gewahlt, da es

sich in Voruntersuchungen (Daten nicht gezeigt) fir die Transfektion als geeignet zeigte.

Die Untersuchungen der Komplexe aus Polymer und pGL3 auf unkondensierte DNA wurden
mittels Gelelektrophorese und AccuBlue™-Assay durchgefiihrt. Agarose-Gelelektrophorese ist
ein Verfahren zur Untersuchung der Komplexe auf unkondensierte und unkomplexierte DNA, bei
dem die DNA abhangig von ihrer Ladung, dreidimensionalen Struktur, Gré8e und der angelegten
elektrischen Spannung wandert. Der AccuBlue™-Assay wurde zur Quantifizierung
unkondensierter DNA eingesetzt. Beide Methoden basieren auf Interkalationsfarbstoffen, die
sich in unkondensierte DNA einlagern und sich qualitativ makroskopisch (Gel) bzw. quantitativ
mittels Fluoreszenzmessung (AccuBlue™-Assay) auswerten lassen. Zur Kontrolle der Lauffrontim
Gel wurde Bromphenolblau eingesetzt. Dieses wanderte aufgrund seiner geringen GroRe und
negativen Ladung in die gleiche Richtung wie DNA, allerdings mit der Lauffront. Plasmid-DNA
(pGL3) wurde als Negativkontrolle verwendet und zeigte die typischen zwei Banden der
supercoiled DNA (untere Bande) und linearen DNA (obere Bande) im Gel (Abbildung 14A).
Supercoiled DNA lauft dabei aufgrund ihres geringen Volumens im Gel schneller als die
stabchenformige lineare DNA, die aufgrund des Netzwerks des Gels sterisch gehindert wird. Im
AccuBlue™-Assay wurde die Fluoreszenzintensitat der Negativkontrolle, also eine analog zur
Komplexbildung eingesetzte Menge freier DNA, gleich 100 % gesetzt und der Anteil
unkondensierter DNA nach Herstellung der Komplexe aus DEXmab bzw. CELmab und pGL3
anhand der Fluoreszenzintensitdt im Verhaltnis berechnet. Reines Polymer wurde zur
Untersuchung unspezifischer Interaktionen getestet. Komplexe aus DNA mit 2.500 g/mol IPEl in
einem N/P-Verhaltnis von 20 wurden als Positivkontrolle verwendet. Wie in Abbildung 14A
(Bande ,IPEI“) zu sehen ist, band die Positivkontrolle DNA fast vollstandig, was an der fehlenden
Fluoreszenz im Gel erkennbar war und sich im geringen Signal im AccuBlue™-Assay, berechnet
auf 3,9 +/- 0,2 % unkondensierte DNA, darstellte (Abbildung 14B). Als reine Polymere zeigten
weder DEXmab-0.52 noch CELmab-0.74 unspezifische Interaktion mit Ethidiumbromid im Gel
oder ein Signal im AccuBlue™-Assay (Daten nicht gezeigt). Die fehlende Bewegung der Komplexe
aus pGL3 und CELmab bzw. DEXmab aus den Taschen des Gels wies auf eine erfolgreiche
Komplexierung des pGL3 hin, da aufgrund der Maskierung der anionischen Ladung durch das
kationische Polymer die Plasmid-DNA nicht mehr im Gel wanderte. AuBerdem sind die Komplexe

aufgrund ihrer GroBe an der Bewegung im Gel gehindert. Die Fluoreszenzstarke im Gel
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(Abbildung 14A) nahm dabei mit zunehmender Kondensation der DNA ab, da der
Fluoreszenzfarbstoff aufgrund der, mit der Kondensation einhergehenden, strukturellen

Verdanderung nicht mehr mit der DNA interkalieren konnte.
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Abbildung 14: Untersuchung der Komplexe aus pGL3 und mit Methylaminobutyrat substituierten
Dextranen (DEXmab) und Zellulosen (CELmab) mit verschiedenen Substitutionsgraden und N/P-
Verhdltnissen von 10 und 20 auf unkondensierte DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese (A) und
AccuBlue™-Assay  (B). Positivkontrolle = Komplexe aus 2.500g/mol IPEI und pDNA.
Bromphenolblau = Kontrolle der Lauffront im Gel. Negativkontrolle = Plasmid DNA (pGL3). DEXmab-0.52
und CELmab-0.74 ohne pGL3 zur Kontrolle auf unspezifische Interaktionen. Im AccuBlue™-Assay:

Berechnung unkondensierte DNA in Prozent der Negativkontrolle. [Mittelwert +/- Standardabweichung,
n =3, 1 Wiederholung]

Die makroskopisch erkennbare Abnahme der Fluoreszenzintensitat im Gel war dabei mit der
quantitativ mittels AccuBlue™-Assay errechneten vergleichbar. Es zeigte sich eine Abhangigkeit
der Kondensation der DNA von Polymer, DS und N/P-Verhiltnis. Mit steigendem N/P-Verhaltnis
und steigendem DS sank die Konzentration unkondensierter DNA. Dabei war im AccuBlue™-

Assay (Abbildung 14B) fiir DEXmab-0.30 N/P 10 und N/P 20 im Vergleich zu CELmab-0.31 bei
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gleichen N/P-Verhiltnissen eine um den Faktor 2 héhere Konzentration unkondensierter DNA
nachweisbar. Verglich man den Einfluss des N/P-Verhiltnisses auf die Kondensation der DNA, so
lag der Anteil unkondensierter DNA fiir DEXmab-0.30 bei N/P 10 1,5-fach hoher als bei N/P 20.
Ahnliches lieR sich auch fiir CELmab-0.31 zeigen, wo der Anteil unkondensierter DNA bei N/P 10
1,4-fach hoher als bei N/P 20 lag. Fiir die derivatisierten Dextrane lag ab einem DS von 0,52 und
einem N/P-Verhiltnis von 20 der Anteil unkondensierter DNA mit 4,7 +/- 0,6 % auf Hohe der
Positivkontrolle (3,9 +/- 0,2 %). Dies konnte fiir CELmab ab einem DS von 20,62 festgestellt
werden. Der hohere DS der Zellulosederivate konnte dabei fiir die starke Kondensation der DNA
verantwortlich sein, die fiir CELmab-0.62 N/P 20 und CELmab-0.74 N/P 10 und 20 mit einem
Anteil von 1,5 +/- 0,2 bis 2,4 +/- 0,3 % unkondensierter DNA der Positivkontrolle (3,9 +/- 0,2 %)

Uberlegen war.

Zusammenfassend wiesen sowohl mit Methylaminobutyrat substituierte Dextrane als auch
Zellulosen die Fahigkeit auf, DNA zu komplexieren. Die Kondensation hing von Grundgerust,
N/P-Verhaltnis und DS ab. Bei vergleichbaren DS zeigte modifizierte Zellulose eine starkere
Kondensation als die Dextranderivate. Der Anteil unkondensierter DNA war bei beiden
Polymeren ab DS 20,52 gleich oder lag sogar unterhalb der Positivkontrolle, was auf eine hdhere
Bindeeffizienz der Methylaminobutyrat-substituierten Vektoren im Vergleich zum Goldstandard

hinweist.

Doch nicht nur die Komplexierung der DNA war eine wichtige Voraussetzung zum Einsatz des
Vektors zum Gentransfer, sondern auch die mit der Kondensation einhergehende Reduktion der
GroRe der Komplexe. Wie in der Literatur beschrieben, liegt die bevorzugte GroRe fiir Komplexe
zum Gentransfer zwischen 20 und 200 nm [15, 32]. Nach elektrostatischer Interaktion des
Vektors mit der DNA ist ein Uberschuss an positiver Ladung fiir die Interaktion mit der
Zellmembran von Vorteil, da dies eine Aufnahme in die Zelle beglinstigt [31, 32]. Aus diesem
Grund wurde der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe mit der Dynamischen
Lichtstreuung (DLS) und das Zetapotential mit Hilfe der Laser-Doppler-Anemometrie (LDA)
gemessen. Die Komplexe aus Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen und Zellulosen mit
pGL3 bei N/P 10 und 20 wurden in deionisiertem Wasser hergestellt, um Einflisse der
lonenstadrke des Losungsmittels auszuschliefen. Nach Untersuchung auf Komplexierung und
Kondensation der DNA wurde angenommen, dass sowohl die derivatisierten Dextrane als auch
Zellulosen kationische Nanokomplexe formten. Wie erwartet, zeigten Methylaminobutyrat-
substituierte Dextrane mit pGL3, unabhdngig vom N/P-Verhéltnis und Substitutionsgrad
Komplexe im GréRenbereich von 84 +/- 3 bis 113 +/- 2 nm (Abbildung 15A). Der PDI lag zwischen
0,228 +/- 0,014 und 0,386 +/- 0,011. Die Messung der Brownschen Bewegung der Komplexe aus
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Zellulose und pGL3 mittels DLS ergab keine Korrelationskurve, so dass eine Bestimmung des
hydrodynamischen Durchmessers sowie die diffusionsbasierte Messung des Zetapotentials

mittels Laser-Doppler-Anemometrie nicht moéglich waren.

A 140 1,0 B 80
5 OHydrodynamischer Durchmesser | 0.9
ﬁ 120 1 o ppJ = | 08 50 - o
% 100 - o 07 % ~}
5 80 - ES - 0,6 = 40
a = O
g E 60 058 £ 30
© L o 04 =
8 o
£ 40 (#) < - 0.3 8 o |
I < @
c - 0,2 N
2 20 - 0.1
E M 10
= 0 - 0,0
T NP|10 | 20|10 20 | 10 | 20 0
DEXmab- | DEXmab- | DEXmab- N/P| 10 20 10 ‘ 20 10 ‘ 20
0.30 0.39 0.52 DEXmab-0.30 | DEXmab-0.39 | DEXmab-0.52

Abbildung 15: Hydrodynamischer Durchmesser und PDI bestimmt mittels dynamischer Lichtstreuung (A)
sowie Zetapotential bestimmt mittels Laser-Doppler-Anemometrie (B) von Komplexen aus pGL3 und
Methylaminobutyrat-subsituierten Dextranen (DEXmab) mit verschiedenen Substitutionsgraden und N/P-
Verhdltnissen von 10 und 20. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 1, 1 Wiederholung]

Da fiir die Herstellung der Komplexe aus DEXmab und pGL3 ein Uberschuss des kationischen
Polymers (N/P-Verhaltnis von 10 und 20) verwendet wurde, wurde ein positives Zetapotential
der Komplexe erwartet. Tatsachlich bildeten die mit Methylaminobutyrat substituierten
Dextrane mit pGL3 kationische Komplexe mit einem Zetapotential von +14,5+/-0,8 bis
+49,8 +/- 0,6 mV. Dabei hatten die mit einem DS von 0,52 substituierten Dextrane im Komplex
mit pGL3 ein Zetapotential von +49,8+/-0,6 mV und +45,4+/-4,4mV, wahrend das
Zetapotential der niedriger substituierten Dextrane (DS 0,30 und 0,39) im Komplex mit pGL3 mit
steigendem DS und N/P-Verhaltnis auf +32,8 +/- 1,6 mV bis 14,5 +/- 0,8 mV abfiel.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Methylaminobutyrat-substituierte Dextrane kationische
Nanokomplexe formten. Dabei war der hydrodynamische Durchmesser und PDI unabhangig von
N/P-Verhaltnis und DS, wohingegen mit einem DS von 0,52 ein hoheres kationisches

Zetapotential des Komplexes im Vergleich zu DS 0,30 und 0,39 messbar war.

Wie zu Beginn des Kapitels beschrieben, geht mit der Komplexierung und Kondensation der
pDNA durch elektrostatische Interaktion zwischen kationischem Polymer und anionischer DNA
eine Stabilisierung der DNA vor DNasen einher, da durch die Anderung der ridumlichen
Anordnung der DNA im Komplex die DNase am Abbau der DNA gehindert wird [160]. Zur

Untersuchung des Schutzes vor DNasen wurden die Komplexe aus pGL3 und
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Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen bzw. Zellulosen mit DNase | Gber 45 Minuten
behandelt. Anschliefend wurde das Enzym hitzeinaktiviert und pGL3 mittels Dextransulfat aus
dem Komplex geldst und mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Bromphenolblau
wurde zur Ermittlung der Lauffront verwendet. Die unbehandelte DNA wurde ohne Vektor auf
das Gel aufgetragen und zeigte zwei Banden der supercoiled DNA (untere Bande) und linearen
DNA (obere Bande) im Gel (Abbildung 16). Die gleichen Banden waren auch fir die behandelte
DNA ohne Inkubation mit DNase | erkennbar. Diese wurde mit allen Versuchsschritten auBer der
Zugabe von DNase behandelt, um unspezifische Einfliisse des Versuchs, wie die Inkubation in der

Hitze oder Zugabe von Dextransulfat, auszuschlieRen.
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Abbildung 16: Stabilitit der Komplexe aus pGL3 und Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen
(DEXmab) und Zellulosen (CELmab) mit unterschiedlichen Substitutionsgraden und N/P-Verhdltnissen von
10 und 20 gegen enzymatische Abbau durch DNase |. Kontrollen: Bromphenolblau = Kontrolle der
Lauffront im Gel. DNA unbehandelt = Kontroll-DNA, die nicht behandelt wurde. DNA behandelt = DNA
ohne Inkubation mit DNase wdhrend des Versuchsverlaufs. DNA + DNase = DNA ohne Vektor behandelt
mit DNase wdéhrend des Versuchsverlaufs.

Die Positivkontrolle bestehend aus pGL3 und DNase zeigte eine vollstandige Zersetzung der DNA,
da keine Fluoreszenz erkennbar war. Die mit derivatisierten Dextranen geformten Komplexe
zeigten keinen Schutz vor DNasen. Dies war an den fehlenden scharf definierten Banden im
Vergleich zur unbehandelten Plasmid-DNA erkennbar. Die langgezogenen Banden zeigten
Zersetzungsprodukte des enzymatischen Abbaus der DNA. Auch in den Banden der Komplexe aus
derivatisierten Zellulosen und pGL3 zeigten sich Abbauprodukte des enzymatischen Verdauens.
Allerdings waren in den Taschen noch Fluoreszenzen erkennbar, die eine Stabilisierung der DNA

zeigten. Die DNA wurde teilweise unvollstandig durch Dextransulfat aus den Komplexen



Ergebnisse 48

freigesetzt. Ob die restliche im Komplex gebundene DNA intakt war, konnte nicht abgeschatzt
werden. Eine Ausnahme bildet CELmab-0.74 N/P 20, bei dem eine definierte Bande erkennbar

ist.

Fasst man die physikochemischen Eigenschaften der Methylaminobutyrat-substituierten
Dextrane und Zellulosen zusammen, so lie sich eine erfolgreiche Komplexierung und
Kondensation von pGL3 feststellen, was eine Grundvoraussetzung fiir die Anwendung als Vektor
zum Gentransfer ist. Die Kondensation der Zellulosen mit DS 20,62 Ubertraf dabei die des
2.500 g/mol IPEI. Die Untersuchung des hydrodynamischen Durchmessers und des
Zetapotentials zeigte fur  Methylaminobutyrat-substituierte  Dextrane  kationische
Nanokomplexe, die eine geeignete Grofle zum Einsatz als Vektor zum Gentransfer hatten. Unter
den gewadhlten Bedingungen zur Untersuchung des Schutzes der DNA im Komplex vor
enzymatischen Abbau konnte eine ungeniigende Stabilisierung der DNA im Komplex festgestellt

werden.

4.1.3 In-vitro-Transfektionseffizienz ~ Methylaminobutyrat-modifizierter = Dextrane  und
Zellulosen
Um die Eignung der Methylaminobutyrat-substituierten Dextrane und Zellulosen als Trager fir
DNA zu untersuchen, wurde die Transfektionseffizienz der Polymere im Komplex mit pGL3 im
N/P-Verhaltnis von 10 und 20 in vitro getestet. Diese N/P-Verhaltnisse wurden gewahlt, da ein
Uberschuss kationischer Ladung fiir die Interaktion mit der Zellmembran, Aufnahme in die Zelle
und folglich die Transfektion glinstig ist [31]. Daflir wurden die Komplexe aus Polymer und pGL3
in 150 mM Kochsalzlosung hergestellt, um isoton zum Medium zu sein, zu CHO-K1-Zellen
gegeben und fir vier Stunden mit den Zellen im Medium inkubiert. CHO-K1-Zellen wurden
verwendet, da sie fir die Herstellung von rekombinanten Proteinen seit mehr als 25 Jahren
genutzt werden und als Standardzelllinie fr Transfektionsexperimente Anwendung finden [179].
Nach anschlieBendem Waschen der Zellen und Wechsel des Mediums inkubierten die Zellen fir
weitere 44 Stunden, um den transfizierten Zellen Zeit fir Transkription und Translation der
Luciferase zu geben. Im Anschluss wurde die Transfektionseffizienz bestimmt, indem Luciferin
zum Zelllysat gegeben wurde, welches durch die von der Zelle synthetisierte Luciferase, oxidiert
wird, wobei eine Lumineszenz auftritt. Die Transfektionseffizienz wurde als relative Lumineszenz,
bestimmt durch die Aktivitat der Luciferase, im Verhaltnis zur Gesamtkonzentration der, durch

die Zelle synthetisierten, Proteine (RLU/ug Protein) berechnet.

Die Messung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsdaure(BCA)-Assay basierte auf der

Reduktion zweiwertiger Kupferionen in Anwesenheit von Proteinen zu einwertigen Kupferionen,
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die wiederum mit BCA eine Violettfarbung ergaben, welche bei 570 nm absorbierte. Die
Konzentration der Proteine wurde mit Hilfe einer Kalibriergerade bestimmt, welche mit Hilfe
einer Bovines-Serum-Albumin(BSA)-Verdiinnungsreihe ermittelt wurde. DNA ohne Vektor sowie
150 mM Kochsalzlésung, welche als Herstellungsmedium der Komplexe verwendet wurde,
wurden als Negativkontrollen untersucht, um den Einfluss der Komplexe auf die
Proteinkonzentration und Transfektion zu bestimmen. Die Proteinkonzentration und die

Transfektionseffizienz zeigten eine Abhangigkeit von Grundgerist, DS und N/P-Verhaltnis.
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Abbildung 17: Proteinkonzentration nach Behandlung der CHO-K1-Zellen mit Komplexen aus
Methylaminobutyrat-substituierten Dextranen (DEXmab) und Zellulosen (CELmab) mit pGL3 in
verschiedenen Substitutionsgraden und N/P-Verhdltnissen von 10 und 20 nach Transfektion fiir 4 Stunden
und Inkubation fiir 44 Stunden. DNA ohne Vektor und 150 mM Kochsalzlésung, als Herstellungsmedium
der Komplexe, als Negativkontrolle. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Ab einem DS 20,52 von Methylaminobutyrat an Dextran sowie DS 20,62 von Methylaminobutyrat
an Zellulose konnte mit steigendem N/P-Verhaltnis eine sinkende Proteinkonzentration
festgestellt werden. Dieses Absinken der Proteinkonzentration entsprach dem Absinken der
Zellviabilitat (Kapitel 4.1.1), was in der Literatur bereits beschrieben ist [111]. So blieb die
Proteinkonzentration (Abbildung 17) der niedrig substituierten Polymere (DEXmab-0.31, -0.39
und CELmab-0.31) von 1,30+/-0,08 bis 1,46 +/-0,04 mg/ml auf dem Niveau der
Negativkontrollen von 1,32 +/- 0,11 (DNA) und 1,33 +/- 0,06 mg/ml (NaCl). Mit steigendem DS
und N/P-Verhaltnis sank die Proteinkonzentration von DEXmab-0.52 N/P 20, CELmab-0.62 N/P
10 und 20 und CELmab-0,74 N/P 10 auf ca. 50 % der Negativkontrollen und fir CELmab-0.74
N/P 20 weiter auf 16 % der Negativkontrollen.

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz von pGL3 wurde die Lumineszenz nach Zugabe von
Luciferase Assay Reagenz gemessen und, im Verhaltnis zur Proteinkonzentration, aufgetragen.

Das transfizierte pGL3 kodierte fiur Luciferase. Im Luciferase Assay Reagenz ist Luciferin
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enthalten, welches oxidiert wurde und in Folge eine messbare Lumineszenz ergab. Ohne Vektor
lieB sich eine vernachldssigbare Transfektionseffizienz von 269 +/- 282 RLU/ug Protein
(Negativkontrolle, Abbildung 18) feststellen. Mit steigendem DS und steigendem N/P-Verhaltnis
stieg die Transfektionseffizienz der mit Methylaminobutyrat-substituierten Dextrane und
Zellulosen. So stieg die Transfektionseffizienz von DEXmab-0.30 N/P 20 zu DEXmab-0.52 N/P 20
um den Faktor 72 und von DEXmab-0.52 N/P 10 zu DEXmab-0.52 N/P 20 um den Faktor 3. Fir
die Methylaminobutyrat-substituierten Zellulosen stieg z.B. von CELmab-0.31 N/P 20 zu
CELmab-0.74 N/P 20 die Transfektionseffizienz um den Faktor 37 und von CELmab-0.74 N/P 10
zu CELmab-0.74 N/P 20 um den Faktor 8.
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Abbildung 18: Transfektionseffizienz berechnet aus der Lumineszenz des Luciferins nach Inkubation mit
der, von pGL3 kodierten und in den Zellen synthetisierten Luciferase, im Verhdltnis zur
Gesamtproteinkonzentration bestimmt mittels BCA-Assay. CHO-K1-Zellen transfiziert (iber 4 Stunden mit
Komplexen und anschliefSender Inkubation lber 44 Stunden, aus Methylaminobutyrat-substituierten
Dextranen (DEXmab) und Zellulosen(CELmab) mit verschiedenen DS, und pGL3 in N/P-Verhdltnissen von
10 und 20. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Der Anstieg der Transfektionseffizienz fiel fiir die substituierten Dextrane gréBer aus als fur die
Zellulosen. So zeigte sich fiir DEXmab-0.52 bei einem N/P-Verhaltnis von 20 ein um den Faktor
10 hohere Transfektionseffizienz als CELmab-0.74 bei gleichem N/P-Verhaltnis. Das Grundgerust
schien fur die Transfektion einen groReren Einfluss zu haben als der DS, im Gegensatz zur
Komplexierung und Kondensation der DNA, wo der hohere Substitutionsgrad der Zellulose eine
starkere Kondensation der DNA verursachte (Kapitel 4.1.2). Im Vergleich zu 2.500 g/mol IPEI
(Daten nicht gezeigt), welches als Positivkontrolle eingesetzt wurde, da eine hohe
Transfektionseffizienz IPEls dieser molaren Masse lang bekannt ist [180], zeigte DEXmab-0.52

eine um den Faktor 64 niedrigere Transfektionseffizienz.
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4.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen von Dextranen und Zellulosen
als Grundgertist fiir einen potentiellen Vektor zum Gentransfer
In dieser Studie sollte der Einfluss des Grundgeristes auf die Eigenschaften des Vektors zum
Gentransfer untersucht werden. Als Grundgeriste wurden Dextran und Zellulose aufgrund ihrer
Biokompatibilitat und einfachen Modifizierbarkeit gewahlt. Die Modifizierbarkeit war fiir das
Einbringen kationischer Gruppen relevant, wobei in dieser Studie eine etablierte Modifikation
mit Methylaminobutyrat gewahlt wurde. Beide Polymere wurden mit Methylaminobutyrat mit
DS von 0,31; 0,39 und 0,52 fur Dextran und 0,30; 0,62 und 0,74 fir Zellulosen derivatisiert und
verglichen. Fasst man die physikochemischen und biologischen Daten des synthetisierten
Vektors zusammen, so zeigte sich eine Abhédngigkeit der Eigenschaften von Grundgerust,
Konzentration und Substitutionsgrad. Wahrend sowohl Zellulose als auch Dextran eine
konzentrationsabhangige Senkung der Zellviabilitdit von L929 murinen Fibroblasten in vitro
verursachten, zeigte Zellulose im Gegensatz zu Dextran ab DS 20,31 konzentrationsabhangige
Aggregation von Erythrozyten. Die Ausbildung kationischer Nanokomplexe konnte mittels
dynamischer Lichtstreuung und Laser-Doppler-Anemometrie nur flir Komplexe aus Dextran und
pGL3 nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Komplexierung und Kondensation der DNA
zeigte sich sowohl fiir Dextran als auch fir Zellulosen eine hohe Bindeeffizienz mit DNA, wobei
die Kondensation der mit DS von 0,62 und 0,74 substituierten Zellulose starker war als die
Positivkontrolle 2.500 g/mol IPEIl. Sowohl Dextran als auch Zellulose zeigten mit steigendem DS
eine steigende Transfektionseffizienz, welche fir Dextran allerdings starker ausgepragt war, so
dass zusammenfassend Dextran aufgrund seiner geringeren Toxizitdt und hoheren
Transfektionseffizienz fir weitere Studien zur Entwicklung eines optimierten Vektors zum

Gentransfer verwendet werden sollte.

4.2 Einfluss verschiedener Substituenten auf die Eigenschaften von Dextran zum Gentransfer
Auf dem Weg zur Entwicklung malgeschneiderter Polymere zum Gentransfer wurde im
vorangegangenen Kapitel 4.1 Dextran, aufgrund seiner niedrigen Toxizitdt und hohen
Transfektionseffizienz nach Kationisierung mit Methylaminobutyrat, als vorteilhaftes
Grundgerdst fur einen Vektor zum Gentransfer identifiziert. Zur weiteren Optimierung sollten im
Folgenden eine Reihe von Substituenten unterschiedlicher Struktur verglichen werden. Aufgrund
positiver Erkenntnisse bei der Anwendung natlirlicher Substanzen wie Spermin [113, 133, 142,
144], Oligopeptiden [100-103] und Agmatin (decarboxyliertes Argininderivat) [123, 124] an
Dextran, fiel die Wahl auf Aminosauren. Aufgrund des endogenen Vorkommens sind

Aminosduren biokompatibel.
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NH,
Abbildung 19: Struktur der Glycin- (A), 8-Alanin- (B) und Lysinsubstituenten (C).

Ihre Carboxylgruppe brachte den Vorteil einer einfachen Kopplung mittels Esterbindung an die
Hydroxylgruppe des Dextrans mit sich. Die kationisierbare Aminfunktion der Aminosauren sorgte
wiederum fir die notwendige elektrostatische Interaktion mit DNA. Um die Struktur-Aktivitats-
Beziehung zu untersuchen wurden Glycin, B-Alanin und Lysin als Aminosdauren mit
unterschiedlicher Stellung der Aminfunktion gewahlt. So befand sich die Aminfunktion fiir Glycin
am a-, fir B-Alanin am B- und fiir Lysin am a- und e-Kohlenstoff der Aminosaure (Abbildung 19).
Zusatzlich wiesen die Aminfunktionen der verschiedenen Aminosduren unterschiedliche pKa-
Werte auf. So hatte die a-Aminfunktion von Glycin einen pKa, von 7,7; die B-Aminfunktion von
B-Alanin 8,9 und die a- bzw. e-Aminfunktion von Lysin 6,8 bzw. 9,9 (Daten zur Verfligung gestellt
von Konrad Hotzel, AG Prof. Heinze, Institut fir Organische Chemie und Makromolekulare
Chemie, Friedrich-Schiller-Universitat, Jena). Glycin, B-Alanin und Lysin (Kapitel 3.1, Tabelle 6)
wurden mittels Esterbindung an 60.000 g/mol Dextran gekoppelt und diese
Aminosauredextranester auf ihre biologischen und physikochemischen Eigenschaften und damit

ihre Eignung als Vektor zum Gentransfer untersucht.

4.2.1 Einfluss der mit Glycin, 8-Alanin oder Lysin substituierten Dextrane auf die Zellviabilitit
von Fibroblasten und Erythrozyten in vitro

Fur die Uberpriifung der Zellviabilitat sollte als Worst-Case-Szenario der Einfluss der mit Glycin,

B-Alanin oder Lysin substituierten Dextrane ohne DNA auf murine Fibroblasten und

Schafserythrozyten untersucht werden.

Die Fibroblasten wurden Gber 24 Stunden mit den mit Glycin, B-Alanin oder Lysin substituierten
Dextranen im Konzentrationsbereich von 3,9 bis 500 ug/ml behandelt. Zelltoxisches Thio-
mersal [177] mit einer Konzentration von 0,02 % wurde als Positivkontrolle verwendet und
verursachte eine Reduktion der Zellviabilitdt auf 1,78 +/-1,74 %. Der Einfluss der mit
Aminosauren substituierten Dextrane auf die Zellviabilitdt L929 muriner Fibroblasten zeigte eine
klare Abhangigkeit von der ausgewahlten Aminosdure, DS und Konzentration. So konnte fir
Glycin-substituierte Dextrane bis zur maximal getesteten Polymerkonzentration von 500 pg/ml

keine Toxizitat festgestellt werden (Abbildung 20A). Im Unterschied dazu zeigte sich beim Einsatz
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von B-Alanin und Lysin als Substituent eine DS und konzentrationsabhangige Toxizitat. Flr B-
Alanin (Abbildung 20B) mit einem DS <0,21 war bis zu einer Konzentration von 500 ug/ml keine
Toxizitat nach DIN EN ISO 10993-5 messbar. Fur DS 20,69 sank die Viabilitdat mit steigender
Polymerkonzentration ab und unterschritt bei 262,5 ug/ml die 70 %-Grenze. Im Vergleich zu B-
Alanin lag die Viabilitdat von mit Lysin substituierten Dextranen bei gleichem DS héher (Abbildung
20C). So unterschritten mit Lysin substituierte Dextrane mit DS 20,68 erst bei einer Konzentration
von 2125 ug/ml die 70 %-Grenze. AulRerdem zeigte sich z.B. beim direkten Vergleich von
DEXala-0.69 und DEXlys-0.68 bei einer Polymerkonzentration von 500 pg/ml fiir das mit Lysin

substituierte Dextran eine um den Faktor 6 hohere Zellviabilitat.
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Abbildung 20: Zellviabilitdt nach 24-stiindiger Behandlung von L929 murinen Fibroblasten mit Glycin (A),
B-Alanin (B) oder Lysin (C) substituierten Dextran mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und
Polymerkonzentrationen untersucht mit Hilfe des MTT-Assays. Zellviabilitit berechnet in Prozent der mit
reinem Medium behandelten Zellen. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 7, 1 Wiederholung]

Zusammenfassend war bei der Untersuchung der Toxizitat der mit Glycin, B-Alanin oder Lysin

substituierten Dextrane ein konzentrations- und DS-abhangiger Einfluss fiir die mit -Alanin oder
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Lysin substituierten Dextrane feststellbar. Wahrend mit Glycin substituierte Dextrane keine
Toxizitat im untersuchten Konzentrationsbereich zeigten, verursachten ab einem DS 20,68
B-Alanin-substituierte Dextrane ab einer Polymerkonzentration 262,5 uyg/ml und Lysin-
substituierte Dextranen ab >125 ug/ml eine Viabilitdt <70 % bei murinen Fibroblasten. Auch bei
hoheren Polymerkonzentrationen zeigte mit Lysin substituiertes Dextran eine geringere Toxizitat

als mit B-Alanin subsituiertes.

Die toxikologische Bewertung des Einflusses der mit Glycin, B-Alanin oder Lysin substituierten
Dextrane auf Erythrozyten war wichtig, da Blut der erste Kontaktpartner nach intravendser

Applikation der Komplexe ist [28, 171].
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Abbildung 21: Aggregation roter Blutkérperchen nach zweistiindiger Inkubation mit Glycin (A), 8-Alanin
(B) oder Lysin (C) substituierten Dextranen mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und
Polymerkonzentrationen. Berechnung als AAbsmex durch Subtraktion der Absorption bei 645 nm von der
Absorption der Negativkontrolle (PBS). Positivkontrolle = 25.000 g/mol  bPEl.  [Mittelwert +/-
Standardabweichung, n = 6, 1 Wiederholung]
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Abbildung 22: Mikroskopische Aufnahmen der Erythrozyten nach zweistiindiger Inkubation mit 8-
Alanin-substituierten Dextranen mit Substitutionsgraden von 0,69; 1,16; 1,50 und 1,68 und verschiedenen
Polymerkonzentrationen. Negativkontrolle = PBS.  Positivkontrolle = 30 ug/ml  25.000 g/mol  bPEI.
[Balkenldnge = 20 um]
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Abbildung 23: Mikroskopische Aufnahmen der Erythrozyten nach zweistiindiger Inkubation mit
Lysin-substituierten Dextranen mit Substitutionsgraden von 0,33; 0,61; 0,68 und 0,77 und verschiedenen
Polymerkonzentrationen. Negativkontrolle = PBS. Positivkontrolle = 30 ug/ml 25.000 g/m
[Balkenldnge = 20 um]
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Abbildung 24: Makroskopische Beurteilung der Aggregation roter Blutzellen nach zweistiindiger
Behandlung mit 68-Alanin (A) oder Lysin (B) substituierten Dextranen mit verschiedenen
Substitutionsgraden (DS) und Konzentrationen getestet an Schafserythrozyten. (Stadium 1 = leichte
Aggregation bis Stadium 3 = starke Aggregation)

Zur Untersuchung der Aggregation roter Blutzellen bei Kontakt mit den Polymeren wurden diese,
nach zweistlindiger Inkubation, bei 645 nm analysiert. Die Absorption der mit den Proben
inkubierten Erythrozyten wurde dann von der Absorption der Negativkontrolle (PBS) subtrahiert,
um die maximale Absorptionsdifferenz zu berechnen. Dieser Wert stieg mit steigender
Aggregation der Erythrozyten nach Behandlung mit den Proben an. In Abbildung 21 wird der
AAbsmax direkt mit der Aggregation der Erythrozyten nach Behandlung der Positivkontrolle
(30 pg/ml 25.000 g/mol bPEI) verglichen. Die Ergebnisse der Zelltoxizitdt an L929 murinen
Fibroblasten spiegelten sich in der Aggregation roter Blutzellen wieder. So war auch in diesen
Experimenten keine Toxizitat der mit Glycin substituierten Dextrane in Form von
Erythrozytenaggregation erkennbar. Weder bei der Messung der Absorption (Abbildung 21A)
noch bei der makroskopischen Begutachtung (Daten aufgrund fehlender Aggregation nicht
gezeigt). Flr die mit B-Alanin substituierten Dextrane zeigte sich, wie bei der Zellviabilitat eine
Abhangigkeit der Aggregation roter Blutzellen von DS und Polymerkonzentration. So waren auch
hier bei der Untersuchung von DEXala mit DS <0,21 keine Aggregation mess- (Abbildung 21B) und
beobachtbar (Abbildung 24A, mikroskopische Aufnahmen aufgrund fehlender Aggregation nicht
gezeigt). Bei einem DS von 20,69 kam es zur Aggregation ab einer Polymerkonzentration von
0,391 pg/ml bei DEXala-1.50, von 0,781 pg/ml bei DEXala-1.16 und -1.68 sowie bei 1,56 pug/ml
bei DEXala-0.69. Dies war ebenfalls am beobachteten Aggregationsstadium 2 erkennbar
(Abbildung 22, Abbildung 24A), dass sich bei DEXala-1.50 bei 0,781 pg/ml, bei DEXala-1.16
und -1.68 bei 3,13 pg/ml und bei DEXala-0.69 bei 12,5 pg/mlim Stadium 3 wiederspiegelte. Diese
Aggregationsstadien waren mit denen der Aggregationsberechnung (AAbsmax, Abbildung 21B)
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vergleichbar. Bei einer Polymerkonzentration von 50 pg/ml zeigten sich fur die DEXala mit DS
>0,69 starke Aggregationen (Stadium 3), die auch an den AAbsmax-Werten erkennbar waren, die
auf dem Niveau der Positivkontrolle lagen. Wie bei der Bestimmung der Zellviabilitat war fir
DEXlys-0.33 ebenfalls keine Toxizitat in Form von Erythrozytenaggregation feststellbar. Und auch
flr die hoher substituierten DEXlys-Derivate zeigte sich eine geringere Toxizitat im Vergleich zu
den mit B-Alanin substituierten Dextranen. So war fur DEXlys-0.77 erst eine leichte Aggregation
(Stadium 2, Abbildung 23, Abbildung 24B) bei einer Polymerkonzentration von 1,56 pg/ml
erkennbar. Fir DEXlys-0.61 bzw. -0.68 trat diese leichte Aggregation (Stadium 2) erst bei
Polymerkonzentrationen von 25 bzw. 3,13 pug/ml auf. Die geringere Aggregation war auch an den
AAbsmax-Werten erkennbar, die bei 50 pg/ml mit fiir DEXlys-0.77 um den Faktor 2 niedriger lagen

als die Positivkontrolle und eine Stadium 2 Aggregation zeigten.

Fasst man die Daten der Untersuchung der Erythrozytenaggregation, verursacht durch mit
Aminosdure  substituierten  Dextrane, zusammen, so ldasst sich analog zur
Zelltoxizitatsuntersuchung an Fibroblasten keine Aggregation roter Blutzellen durch Glycin-
substituierte Dextrane finden. Auch mit B-Alanin und Lysin substituierte Dextrane mit einem
DS <0,33 verursachten keine Aggregation roter Blutzellen, wohingegen es bei héheren DS
konzentrationsabhdngig zur Erythrozytenaggregation kam, die fir Lysin-substituierte Dextrane
maximal Stadium 2 erreichte und flr B-Alanin-substituierte Dextrane bis auf das Niveau der

Positivkontrolle anstieg (Stadium 3).

Neben der Aggregation roter Blutzellen durch die Polymere sollte als weitere Untersuchung der
Toxizitat die Lyse roter Blutzellen getestet werden. Daflir wurden die Erythrozyten mit den
Glycin-, B-Alanin- bzw. Lysin-substituierten Dextranen behandelt, die Absorption des
ausgetretene Hamoglobin bei 544 nm gemessen und ins Verhaltnis zu Positivkontrolle als
prozentuale Hamolyse berechnet. Als Positivkontrolle kam Triton-X 100 zur Anwendung, welches
durch seine oberflachenaktiven Eigenschaften eine vollstandige Zelllyse verursacht [171]. Das als
Negativkontrolle verwendete PBS zeigte keine Lyse der Erythrozyten (Daten nicht gezeigt). Wie
in Abbildung 25 zu sehen, war selbst bei der hochsten getesteten Konzentration von 500 pg/ml
keine Hamolyse fir die mit Glycin und Lysin substituierten Dextrane zu erkennen. Die ASTM
F756-08 legt einen Wert von <2 % Hamolyse fiir nicht hamolytische Substanzen fest. Zwischen
2 - 5% besteht eine leichte Himolyse. Die mit DS von 1,50 und 1,68 mit B-Alanin substituierten
Dextrane zeigten bei der maximal getesteten Polymerkonzentration von 500 pg/ml
2,7+/-1,8bzw. 2,5+/-0,2% Hamolyse, die nach ASTM F756-08 zwischen der Einteilung

nicht- und leicht hamolytisch lagen.
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Abbildung 25: Lyse roter Blutzellen ermittelt nach einstiindiger Behandlung mit Glycin- (Gly), 8-
Alanin- (Ala) oder Lysin-(Lys)substituierten Dextranen mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und bei
einer Konzentration von 500 ug/ml. Berechnet in Prozent der Positivkontrolle (1 % Triton-X 100)
[Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 6, 1 Wiederholung]

Zusammenfassend konnte bei der Untersuchung der Toxizitat der Polymere unter den gewéhlten
Bedingungen keine Hamolyse festgestellt werden. Die Zelltoxizitat an murinen Fibroblasten und
die Erythrozytenaggregation zeigten einen Abhédngigkeit vom Substituenten mit
B-Alanin > Lysin > Glycin sowie eine steigende Toxizitdat mit steigendem DS der Substituenten am
Dextran und Konzentration des Polymers. Wahrend Glycin als Substituent in allen
Viabilitatsuntersuchungen keine Toxizitat zeigte, stieg ab einem DS von 20,61 von mit B-Alanin

bzw. Lysin substituierten Dextranen die Toxizitdt konzentrationsabhangig an.

4.2.2 Untersuchung der Fdhigkeit zur Kondensation, Gréfsenreduktion und Schutz von DNA
vor DNase von mit Glycin, 8-Alanin oder Lysin substituierten Dextranen

Zur Untersuchung der Fahigkeit der mit Glycin, B-Alanin oder Lysin substituierten Dextrane zur

Kondensation von Plasmid-DNA wurden Komplexe mit verschiedenen N/P-Verhiltnissen

untersucht.

Nach Komplexbildung erfolgte die Quantifizierung unkondensierter DNA mittels AccuBlue™-
Assay. Der Anteil unkondensierter DNA wurde Uber die Fluoreszenzintensitdt des DNA-
Interkalationsfarbstoffes nach Inkubation mit den Komplexen im Verhaltnis zu DNA ohne
Polymer berechnet. Bei der Untersuchung der DNA-Bindeeffizienz als eine der wichtigsten
Eigenschaften eines Trdgers zum Transport von DNA zeigte sich eine Abhangigkeit der
Komplexierung und Kondensation der pDNA von substituierter Aminosdure, DS und
N/P-Verhaltnis. Mit Glycin substituierte Dextrane zeigten eine geringe Kondensation der DNA. In

den im Vorversuch untersuchten N/P-Verhaltnissen von 10 und 20 wurde weniger als 30 % der
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DNA kondensiert (Abbildung 26A). Das als Positivkontrolle verwendete 2.500 g/mol IPEI zeigte
bei N/P 20 2,27 +/- 0,05 % unkondensierte DNA. Die mit in dieser Untersuchung mit Glycin
substituierten Dextrane mit einem DS bis 1,09 wurden nicht weiter auf ihre Eignung als Vektor
zum Gentransfer untersucht. Im Gegensatz dazu fand sowohl bei mit B-Alanin als auch mit Lysin
substituierten Dextranen eine Kondensation der DNA statt. Hier zeigte sich, wie auch bei den
Toxizitatsuntersuchungen (Kapitel 4.2.1), eine Abhangigkeit von DS und N/P-Verhiltnis. Fur
DEXala mit DS <0,21 lag unabhdngig vom N/P-Verhaltnis 232,9 % DNA unkondensiert vor
(Abbildung 26B). Ab einem DS von 0,69 allerdings waren bereits ab einem N/P von 0,5 <15 % DNA
unkondensiert. Ab N/P 22 war <5 % DNA unkondensiert. Bei DS >0,69 lagen selbst ab N/P 0,5
weniger als 5 % DNA unkondensiert vor (Abbildung 26B).
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Abbildung 26: Unkondensierte DNA in Komplexen aus pGL3 und mit Glycin (A), 8-Alanin (B) oder Lysin (C)
substituierte Dextrane mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und N/P-Verhdltnissen untersucht
mittels AccuBlue™-Assay. Anteil unkondensierter DNA berechnet in Prozent der DNA ohne Vektor.
[Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 3, 1 Wiederholung]
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Bei mit Lysin substituierten Dextranen waren bei N/P 0,5 und DS <0,77 noch mehr als 70 % der
DNA unkondensiert, wahrend man bei N/P 1 anhand der hohen Standardabweichungen den
Umschlagpunkt der Komplexierung zur Kondensation erkennen konnte (Abbildung 26C). Ab
einem N/P-Verhaltnis von 22 lag bei Komplexen aus mit Lysin substituierten Dextranen weniger

als 10 % DNA unkondensiert vor.

Fasst man die Erkenntnisse aus den mit DEXala bzw. DEXlys und pGL3 hergestellten Komplexen
zusammen so ist ein bereits ab einem N/P-Verhiltnis 22 oder ein DS >0,69 eine fast vollstandige

Kondensation von Plasmid-DNA zu erreichen.

Fiir eine spatere Anwendung als Vektor ist jedoch zusatzlich zur Kondensation auch eine
kationische Ladung des Komplexes von Vorteil, um die Interaktion mit negativ geladener
Zellmembran sowie die Aufnahme in die Zelle zu begtinstigen [31, 32]. Aufgrund der Ergebnisse
der Voruntersuchungen (Daten nicht gezeigt) wurden fir die Bestimmung des
hydrodynamischen Durchmessers und des Zetapotentials N/P-Verhaltnisse von 10, 20 und 40
untersucht. Polymere deren DNA-Bindung nicht ausreichend war, namlich die mit Glycin
substituierten Dextrane sowie DEXala-0.07 und DEXala-0.21, wurden im Folgenden nicht weiter
untersucht. Der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe wurde mit Hilfe der dynamischen

Lichtstreuung und das Zetapotential mit Hilfe der Laser-Doppler-Anemometrie bestimmt.

45
f‘ 140 4 EHydrodynamischer 1.0 B
b Durchmesser - 09 40 -
E 120 | OPDI 08 2
S 100 | 07 Za0
0 e
(m] - 06 © |
= .Eso - I = £ 25
< 0,5 o]
G & o 5 20 - {
E 60 - - 0,4 2
(1] -lq—j 15 -
5 w0 “03 N
5 02 10 -
% 20 - 0.1 5
0,0 0
N/P |10 20 40|10 20 40|10 20 40{10 20 40 N/P |10 20 40|10 20 40|10 20 40 10 20 40
DS | 069 1,16 1,50 1,68 DS 0,69 1,16 1,50 1,68

Abbildung 27: Hydrodynamischer Durchmesser und PDI (A) bestimmt mittels DLS sowie Zetapotential (B)
bestimmt mittels LDA von Komplexen aus mit 6-Alanin substituierten Dextranen mit verschiedenen
Substitutionsgraden (DS) und pGL3 in N/P-Verhdltnissen von 10, 20 und 40. [Mittelwert +/-
Standardabweichung, n = 1, 1 Wiederholung]

Die untersuchten Komplexe aus mit B-Alanin oder Lysin substituierten Dextranen und pGL3
zeigten unabhéangig von DS und N/P-Verhiltnis hydrodynamische Durchmesser zwischen 69 +/- 7

und 113+/- 31 nm in mono- oder bimodaler PartikelgroRenverteilung (PDI von 0,206 +/- 0,034
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bis 0,420 +/- 0,109) sowie Zetapotentiale zwischen 13,2 +/- 1,1 und 35,1+/- 5,3 mV, was ihre
Eignung zum Einsatz als Vektor zum Gentransfer nahelegte. Die bimodale
PartikelgroRRenverteilung kann Folge von Aggregatbildung sein, was sich an einem 2. Peak der
Korrelationskurve zeigte (Daten nicht gezeigt). Ein Unterschied zwischen B-Alanin-substituierten
und Lysin-substituierten Dextranen liel} sich nicht feststellen. So lag der hydrodynamische
Durchmesser der mit B-Alanin substituierten Dextrane zwischen 78 +/- und 113 nm (Abbildung
27A) und flir mit Lysin substituierte Dextrane zwischen 69 +/- 7 und 106 +/- 26 nm (Abbildung
28A). Das Zetapotential von 13,2 +/- 1,1 bis 35,1 +/- 5,3 mV fiir DEXala mit pGL3 (Abbildung 27B)
lag ebenfalls auf dem Niveau der DEXlys mit pGL3 mit 15,4 +/- 6,1 - 24,3 +/- 3,9 mV (Abbildung
28B).

Zusammenfassend waren sowohl mit B-Alanin als auch mit Lysin substituierte Dextrane in der
Lage mit pGL3 kationische Nanokomplexe zu formen, was eine Voraussetzung zum Einsatz als

Vektor zum Gentransfer ist.
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Abbildung 28: Hydrodynamischer Durchmesser und PDI (A) bestimmt mittels DLS sowie Zetapotential (B)
bestimmt mittels LDA von mit Lysin substituierten Dextran mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und
N/P-Verhdltnissen. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 1, 1 Wiederholung]

Da in Blut und Zytosol Nukleasen vorkommen [10], ist eine Stabilisierung von DNA in den
Komplexen essentiell fiir den Einsatz des Polymers als Vektor zum Gentransfer. Wie in den Gelen
zu sehen (Abbildung 29A und B) zeigten unbehandeltes pGL3 und behandeltes pGL3, welches im
Versuch mitlief, aber nicht mit DNase inkubiert wurde, typische Banden der supercoiled Plasmid-
DNA und linearer Plasmid DNA. In Abbildung 29A ist zusatzlich die Bande der offen zirkuldren
Plasmid-DNA (oberhalb der linearen pDNA) erkennbar. Im Gegensatz zu dem intakten Plasmid
der unbehandelten und behandelten DNA zeigte die Kontrolle mit DNase einen Abbau der DNA,

was als fehlende bzw. langgezogene undefinierte Bande im Gel erkennbar war. Beim Schutz der
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DNA in den Komplexen zeigte sich in der mittels Gelelektrophorese untersuchten Stabilitat gegen

DNase | eine deutliche Abhangigkeit von den gewahlten Aminosaure, DS und N/P-Verhaltnis.
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Abbildung 29: Stabilitdt der Komplexe aus pGL3 und mit 8-Alanin (A) bzw. Lysin (B) substituierten
Aminosduredextranestern mit unterschiedlichen Substitutionsgraden (DS) und N/P-Verhdltnissen von 10,
20 und 40 gegen enzymatischen Abbau durch DNase I. Kontrollen: Bromphenolblau = Kontrolle der
Lauffront. DNA unbehandelt = Kontroll-DNA, die nicht behandelt wurde. DNA behandelt = DNA ohne

Inkubation mit DNase wdhrend des Versuchsverlaufs. DNA + DNase = DNA ohne Vektor behandelt mit
DNase wdhrend des Versuchsverlaufs.

So war fiir mit B-Alanin konjugierte Dextrane ab einem DS von 21,50 und einem N/P-Verhaltnis
von 40 ein Schutz der DNasen erkennbar (Abbildung 29A). Dies zeigte sich an den klar definierten,
mit der unbehandelten pDNA vergleichbaren, Banden im Gel. Zusatzlich war es mit dem Einsatz
von Dextransulfat nicht gelungen alle DNA aus dem Komplex zu |6sen. Es war aber zu vermuten,

dass die Komplexe intakt waren. Ein Nachweis fehlte, da die DNA gebunden an den Vektor in der
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Tasche verblieb. Fur die mit Lysin subsituierten Dextrane war ebenfalls ein N/P-Verhaltnis von 40
notwendig, um vor dem Abbau durch DNase | zu schiitzen (Abbildung 29B). Es zeigte sich bereits
ab einem DS von 20,61 ein Schutz vor DNase |, was an den Banden im Gel und den, wie bei den
Komplexen aus mit B-Alanin konjugierten Dextranen und pGL3, in der Tasche retardierten

Komplexen erkennbar war.

Zusammenfassend waren die untersuchten Aminosduredextranester in der Lage pGL3 vor
DNase | zu schiitzen, wobei fiir Lysin ein geringerer DS an Dextran als fiir f-Alanin notwendig war.
Die Untersuchung der mit B-Alanin oder Lysin substituierten Dextrane auf Schutz vor DNase |
zeigte bei NP 40 fiir erstere ab einem DS 21,50 und fiir die zweite ab einem DS 20,61 einen Schutz
vor DNasen. Zusatzlich konnte im Rahmen der Untersuchungen der physikochemischen
Eigenschaften fir B-Alanin-Dextranester mit einem DS 20,69 eine erfolgreiche Komplexierung
und Kondensation der Plasmid-DNA ab einem N/P-Verhaltnis von 0,5 sowie die Bildung von
kationischen Nanokomplexen bei N/P 10, 20 und 40 nachgewiesen werden. Lysin-Dextranester
zeigten ab einem N/P-Verhiltnis von 2 ebenfalls erfolgreiche Komplexierung und Kondensation
der DNA und auch fir diese Komplexe konnte eine GroBe im Nanometerbereich und eine
kationische Ladung bei N/P 10, 20 und 40 festgestellt werden. Die physikochemischen Daten
legten einen erfolgreichen Einsatz zur Transfektion nahe, die im Folgenden untersucht werden

sollte.

4.2.3 In-vitro-Transfektionseffizienz der mit 6-Alanin bzw. Lysin substituierten Dextrane

Fir die Untersuchung der Aminosduredextranester auf Eignung als Vektor zum Gentransfer sollte
ihre Transfektionseffizienz in vitro getestet werden. Dazu wurden aus den Polymeren mit
passenden physikochemischen Eigenschaften (Kapitel 4.2.2) und pGL3 Komplexe mit einem
N/P-Verhéltnis von 10, 20 und 40 gebildet. Der Uberschuss an kationischen Polymer durch die
gewdhlten N/P-Verhaltnisse sollte die Interaktion mit der Zellmembran und folglich die
Aufnahme in die Zelle zur Transfektion verbessern [31]. Als Vektoren fanden DEXala mit einem
DS von 0,69; 1,16; 1,50 und 1,68 sowie DEXlys mit einem DS von 0,33; 0,61; 0,68 und 0,77
Anwendung. Die Zellen wurden 4 Stunden mit den Komplexen inkubiert und anschlieRend
weitere 44 Stunden wachsen gelassen, um Zeit fur Transkription und Translation der mit pGL3
transfizierten Luciferase zu geben. Bei der Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration mittels
BCA-Assay kam pGL3 ohne Vektor und 150 mM Kochsalzlosung (Herstellungsmedium der
Komplexe) als Negativkontrolle zum Einsatz. Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigte sich eine
Verringerung der Proteinkonzentration bei mit B-Alanin substituierten Dextranen abhangig vom
N/P Verhaltnis. So sank die Proteinkonzentration von ca. 75 - 85 % der Negativkontrolle (DNA)
bei N/P 10 auf 6 — 31 % bei N/P 40 ab (Abbildung 30A). Die verringerte Synthese von Proteinen
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nach Inkubation mit steigenden Polymermengen verhielt sich analog zu den Untersuchungen der

Zellviabilitat in vitro an murinen Fibroblasten (Kapitel 4.2.1).
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Abbildung 30: Proteinkonzentration bestimmt mittels BCA-Assay nach Behandlung der CHO-K1-Zellen mit
Komplexen, aus 6-Alanin-(A) bzw. Lysin-(B) substituierten Dextranen mit verschiedenen
Substitutionsgraden (DS) und pGL3 in N/P-Verhdltnissen von 10, 20 und 40 nach Transfektion fiir 4 Stunden
und Inkubation fiir 44 Stunden. DNA ohne Vektor und 150 mM Kochsalzl6sung als Negativkontrollen.
[Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Im Unterschied zu den mit B-Alanin substituierten Dextranen lag die Proteinkonzentration
Lysin-substituierter Dextrane um den Faktor 1,2 —1,6 hoher als die Negativkontrolle (DNA)
(Abbildung 30B). Auch war der fir B-Alanin-substituierte Dextranester beobachtete Trend der
sinkenden Proteinkonzentration mit steigendem N/P-Verhaltnis lediglich fiir DEXlys-0.68
beobachtbar, wo bei N/P 40 die Proteinkonzentration um den Faktor 1,1 Uber der
Negativkontrolle lag. Im Gegensatz zu DEXala zeigte DEXlys also eine Proteinkonzentration
oberhalb der Negativkontrolle bei allen untersuchten DS und N/P-Verhaltnissen, wohingegen die
Proteinkonzentration nach Behandlung mit DEXala unterhalb der Negativkontrolle lag und mit

steigendem N/P—Verhiltnis sank.

Beim Auftragen der Lumineszenz geteilt durch die Proteinkonzentration (Abbildung 31) zeigte
sich eine fehlende Transfektionseffizienz der DNA ohne Vektor (Negativkontrolle). Fir die
Transfektionseffizienz waren Unterschiede zwischen DEXala und DEXlys erkennbar. Bei DEXala
lag eine starke Abhangigkeit der Transfektionseffizienz von DS und N/P-Verhaltnis vor. Wie in
Abbildung 31A erkennbar stieg die Transfektionseffizienz fiir mit B-Alanin substituierte Dextrane
mit DS >1,50 mit steigendem N/P-Verhaltnis, wahrend ein DS von 0,69 von B-Alanin an Dextran
keine messbare Transfektionseffizienz zeigte. Anhand der mit steigendem N/P —Verhiltnis
steigenden Transfektionseffizienz lieR sich eine giinstige Wirkung eines Uberschusses des

kationischen Polymers auf die Transfektionseffizienz feststellen. AulRerdem zeigen die Daten,
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dass ein DS von mindestens 1,16 war notig, um unter den gewahlten Bedingungen eine
Transfektion zu erreichen. Die mit einem DS von 1,50 bzw. 1,68 substituierten B-Alanin-
Dextranester erreichten bei N/P 40 eine Transfektionseffizienz von 26,5 % bzw. 21,7 % der
Positivkontrolle (2.500 g/mol IPEI N/P 20, Daten nicht gezeigt). Im Unterschied zur
Transfektionseffizienz der mit B-Alanin substituierten Dextrane zeigte sich bei mit Lysin
substituierten Dextranen keine Abhangigkeit der Transfektionseffizienz von DS oder
N/P-Verhaltnis (Abbildung 31B). Fir alle untersuchten Lysin-Dextranester lag die Transfektion bei
<0,02 % der Positivkontrolle (2.500 g/mol IPEI N/P 20, Daten nicht gezeigt) und um den Faktor
360 niedriger als DEXala-1.50 bei N/P 40.
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Abbildung 31: Transfektionseffizienz bestimmt als Lumineszenz des Luciferins oxidiert durch die, nach
Transfektion von CHO-K1-Zellen synthetisierte, Luciferase liber der Gesamtproteinmenge der Zellen.
Transfektion (iber 4 Stunden mit Komplexen aus mit 8-Alanin (A) oder Lysin (B) substituierten Dextranen
mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und pGL3 in N/P-Verhdltnissen von 10, 20 und 40 und
Inkubation fiir 44 Stunden. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Um die Ursache fir die niedrige Transfektionseffizienzen herauszufinden, wurden die mit Lysin
substituierten Dextrane mit Chloroquin behandelt, da eine ungenligende Freisetzung aus dem
Endosom fiir Poly-L-Lysin als Grund niedriger Transfektionseffizienz bekannt ist [165]. Chloroquin
ist eine stark basische Substanz, welche zusammen mit den Komplexen bei Aufnahme in die
Zellen im Endosom vorliegt. Dort verstarkt Chloroquin durch Pufferung des pH-Wertes im
Endosom den Protonenschwammeffekt, was nach Bindung der Wasserstoffionen zum
verstarkten Nachstromen von Salzen und folglich Wasser in das Endosom und zum Platzen des
Endosoms mit Freigabe der Komplexe fihrt [181]. Wie in Abbildung 32 zu sehen, nahm die
Luciferaseexpression der mit Chloroquin und den Komplexe aus DEXlys-0.77 und pGL3
behandelten Zellen im Vergleich zu mit DEXlys-0.77 und pGL3 ohne Chloroquin behandelten
Zellen deutlich zu. So stieg die Transfektionseffizienz um den Faktor 5 bei N/P 20 bis 250 bei
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N/P 10. Damit erreichte DEXlys-0.77 N/P 40 3,1 % der Transfektionseffizienz der Positivkontrolle
(2.500 g/mol IPEI N/P 20, Daten nicht gezeigt).
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= DEXIlys-0.77 & Chloroquin
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10000 |
8000 -
6000 -
4000 -
2000 - "I“
0
10 20 40

N/P-Verhaltnis

Transfektionseffizienz
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Abbildung 32: Transfektionseffizienz der mit Lysin substituierten Dextrane mit Substitutionsgraden (DS)
0,77 und N/P-Verhdltnissen von 10, 20 und 40 mit und ohne Zusatz von Chloroquin nach Transfektion fiir
4 Stunden und Inkubation fiir 44 Stunden. Transfektionseffizienz berechnet als Lumineszenz von Luciferin
nach Inkubation mit der, von pGL3 kodierten und von CHO-K1-Zellen synthetisierten, Luciferase iiber der
synthetisierten Gesamtproteinmenge der Zellen. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Zusammenfassend zeigten mit B-Alanin substituierte Dextrane eine DS und N/P-Verhiltnis
abhangige Transfektionseffizienz, wohingegen sich die Transfektionseffizienz von mit Lysin
substituierten Dextranen unter Zugabe von Chloroquin (zur verbesserten Freisetzung aus dem

Endosom) steigern liels.

4.2.4 Zusammenfassung der Untersuchungen von Dextran substituiert mit Glycin, 6-Alanin
oder Lysin auf Eignung als Vektor zum Gentransfer
In dieser Studie sollte eine Bibliothek von Aminosduren, konjugiert an Dextran, systematisch
untersucht werden, um die Eignung der synthetisierten kationischen Polymere als Vektor zum
Gentransfer zu prifen. Aufgrund der Erfahrungen aus der Literatur [161-163], wo verschiedene
Aminosaduren als kationische Kopfgruppe an lipophile Grundgeriiste konjugiert wurden, wurden
Glycin, B-Alanin und Lysin gewahlt. Diese drei Aminosauren unterschieden sich nicht nur durch
die Stellung ihrer Aminfunktion am a- (Glycin), B- (Alanin) bzw. a- und &- (Lysin) Kohlenstoff,
sondern auch durch die pK;-Werte der Aminfunktionen, die fiir die a-Aminfunktion von Glycin
bei 7,7; die B-Aminfunktion von B-Alanin bei 8,9 und die a- bzw. e-Aminfunktion von Lysin 6,8
bzw. 9,9 lagen. Uber ihre Carboxylfunktion konnten die Aminoséduren (iber eine Esterbindung an
die Hydroxylfunktionen von Dextran konjugiert und damit eine Reihe von kationischen Dextranen
unterschiedlicher  Substitutionsgrade synthetisiert werden. Die biologischen und

physikochemischen Eigenschaften der neuen Vektoren zeigten eine Abhangigkeit von Art der
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Aminosaure, DS und Polymerkonzentration. So zeigten mit Glycin substituierte Dextrane
keinerlei Toxizitdt in den Untersuchungen. Allerdings war fiir sie nur eine geringfligige
Kondensation von DNA feststellbar, weshalb sie fiir die weiteren Untersuchungen auf Eignung als
Vektor ausschieden. Im Unterschied dazu waren sowohl mit B-Alanin als auch mit Lysin
konjugierte Dextrane in der Lage DNA ab einem DS 20,33 fast vollstandig zu kondensieren.
Allerdings wiesen beide Polymere auch eine konzentrations- und DS-abhangige Reduktion der
Zellviabilitdat ab einem DS 20,33 auf. Diese war fiir Lysin-subsituierte Dextrane geringer
ausgepragt als fur B-Alanin-substituierte. Obwohl die mit B-Alanin oder Lysin substituierten
Dextrane mit DS 20,33 kationische Nanokomplexe formten, deren Groéf3e und Ladung unabhangig
von DS oder N/P-Verhaltnis war, zeigten sie in der Stabilisierung der DNA gegen DNase | und der
Transfektionseffizienz in vitro Unterschiede. So geniigte mit Lysin substituierten Dextranen ein
DS von 20,61, um bei einem N/P-Verhaltnis von 40 pGL3 vor dem Abbau durch DNase | zu
schiitzen. Dahingegen war fir B-Alanin-substituierte Dextrane ein DS von 21,50 nétig. Mit
B-Alanin substituierte Dextrane wiesen eine vom N/P-Verhiltnis abhangige Steigerung der
Transfektionseffizienz ab DS 21,50 auf, wohingegen fiir die Steigerung der Transfektionseffizienz
von mit Lysin substituierten Dextranen der Einsatz von Chloroquin zur Unterstlitzung der
endosomalen Freisetzung notig war. Zusammenfassend zeigten sich bei geringer Toxizitat fir
B-Alanin an Dextran eine hohe Transfektionseffizienz und fiir Lysin an Dextran ein
hervorragender Schutz vor DNasen. Um diese Eigenschaften in einem Vektor zum Gentransfer zu
kombinieren sollte im Folgenden B-Alanin und Lysin an ein Dextrangrundgerist konjugiert

werden.

4.3 Kombination der vorteilhaften Eigenschaften von B-Alanin und Lysin konjugiert an Dextran
zum Einsatz als Vektor zum Gentransfer
Wie im Kapitel 4.2 beschrieben, hatten Glycin, B-Alanin und Lysin konjugiert an Dextran
unterschiedlichen Einfluss auf die Eigenschaften des Vektors. Besonders herausragend waren
dabei die hohe Transfektionseffizienz der mit B-Alanin substituierten sowie der Schutz vor
DNasen von mit Lysin subsituierten Dextranen. Aus diesem Grund wurden fir die folgenden
Versuche sowohl B-Alanin als auch Lysin mit unterschiedlichen DS (Kapitel 3.1, Tabelle 6) an ein
Dextrangrundgeriist konjugiert und diese neuen ,gemischten” Aminosauredextranester auf ihre
Eignung als Vektor zum Gentransfer untersucht. Um den Einfluss der beiden Aminosauren an
Dextran zu untersuchen wurde ausgehend von einem DS von 0,42 fir B-Alanin zwei weitere
Vektoren (DEXala-0.68 lys-0.19 und DEXala-0.99 lys-0.16) mit steigendem DS fiir B-Alanin von
0,68 bzw. 0,99 an Dextran synthetisiert, wobei der DS von Lysin ausgehend von 0,21 mit 0,19

bzw. 0,16 anndhernd konstant blieben. Zum Vergleich wurden ebenfalls zwei Polymere mit
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steigendem DS von Lysin synthetisiert. Der DS von Lysin lag, wie bereits erwahnt am ersten
Polymer (DEXala-0.42lys-0.21) bei 0,21 und an den beiden weiteren Derivaten
(DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53) bei 0,39 bzw. 0,53, wohingegen der DS von
B-Alanin mit 0,43 bzw. 0,37 annadhernd konstant blieb. Anhand dieser verschiedenen DS sollte
der Einfluss der einzelnen Aminosaure kombiniert an einem Grundgerist untersucht werden, mit
dem Ziel die positiven Eigenschaften beider Aminosduren, wie niedrige Toxizitat, Schutz vor

DNase und hohe Transfektionseffizienz zu kombinieren.

4.3.1 Untersuchung der Toxizitdt von mit 8-Alanin und Lysin substituierten Dextranen an
murinen Fibroblasten und Erythrozyten in vitro
Um den Einfluss der mit B-Alanin und Lysin substituierten Dextrane auf die Viabilitdt von Zellen
fir eine spatere Anwendung in vivo abzuschatzen, sollte, wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, ihr
Verhalten an murinen Fibroblasten und Erythrozyten in vitro untersucht werden. In der
Untersuchung der Zellviabilitat an L929 murinen Fibroblasten zeigte das als Positivkontrolle
verwendete Thiomersal zeigte keine Viabilitdt der behandelten Zellen (Daten nicht gezeigt). Bei
der Untersuchung der Toxizitdat konnte ein Verhalten analog zu den monosubstituierten
Dextranestern beobachtet werden. Dabei hatte der Lysinanteil der Mischester einen glinstigen
Einfluss auf die Viabilitat der Polymere wahrend mit steigendem DS und Polymerkonzentration

und insbesondere mit steigendem Anteil an B-Alanin die Zellviabilitat sank (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Viabilitédtsuntersuchung in vitro von mit 8-Alanin und Lysin substituierten Dextranen an L929
murinen Fibroblasten mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und Konzentrationen. Zellviabilitét
bestimmt mittels MITT-Assay nach 24-stiindiger Behandlung der Zellen mit den Polymeren. Zellviabilitdit
berechnet in Prozent der mit reinem medium behandelten Negativkontrolle [Mittelwert +/-
Standardabweichung, n = 7, 1 Wiederholung]

So fiel die mittels MTT-Assay getestete Zellviabilitat von DEXala-0.99 lys-0.16 bei einer
Konzentration von 62,5 pg/ml unter die nach DIN EN I1SO 10993-5 festgelegte Grenze von 70 %
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Viabilitat fir untoxische Substanzen (Abbildung 33) ab. Dabei verhielt sich das Polymer in Bezug
auf die Toxizitdat an L929 murinen Fibroblasten wie DEXala-1.16 (Kapitel 4.2.1, Abbildung 20B),
welches einen anndhernd gleichen Gesamt-DS hatte. Verglich man wiederum die mit reinem -
Alanin subsituierte Probe DEXala-0.69, deren DS anndhernd dem von DEXala-0.42 lys-0.21
gleichkam, so fiel die geringere Toxizitat des Mischesters auf, die erst bei einer Konzentration
von 500 pg/ml als toxisch nach DIN EN ISO 10993-5 einzustufen war, wahrend DEXala-0.69
bereits bei 62,5 ug/ml (DEXala, Kapitel 4.2.1, Abbildung 20B) in diese Kategorie fiel. Dies wies auf
einen glnstigen Einfluss des Lysinanteils im Mischester auf die Zellviabilitdt hin, der fir
DEXala-0.99 lys-0.16 vermutlich zu niedrig war, um sich giinstig auf die Zellviabilitat auszuwirken.
Ahnlich der mit Lysin substituierten Proben (DEXlys, Kapitel 4.2.1, Abbildung 20C) sank auch fiir
die Mischester mit hohem Lysinanteil (DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53) die
Viabilitat erst bei einer Konzentration von 125 pg/ml unter die 70 % Grenze, was ebenfalls den

glinstigen Einfluss von Lysin in Kombination mit B-Alanin substituiert an Dextran bewies.

Da eine intravenodse Applikation des Vektors Ziel der Entwicklung war, war die Untersuchung des
Einflusses der mit B-Alanin und Lysin substituierten Dextrane auf Erythrozyten wichtig, da sie den
grolRten Anteil der im Blut vorkommenden Zellen ausmachen. Die Aggregation roter Blutzellen
wurde nach zweistlindiger Inkubation der Erythrozyten mit B-Alanin- und Lysin-substituierten

Dextranen bestimmt.
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Abbildung 34: Beurteilung der Aggregation roter Blutzellen nach zweistiindiger Behandlung mit 8-
Alanin- und Lysin-substituierten Dextranen mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und
Polymerkonzentrationen. (A) Darstellung der Aggregation mittels Absorptionsmessung bei 645 nm und
anschliefSender Berechnung des AAbsmex durch Abzug der Absorption nach Behandlung mit Polymeren von
der Absorption der Negativkontrolle (PBS). Positivkontrolle = 30ug/ml 25.000 g/mol bPEI. [Mittelwert +/-
Standardabweichung, n =6, 1 Wiederholung] (B) Makroskopische Beurteilung der Aggregation roter
Blutzellen und Einteilung in Aggregationsstadien (1 = leichte Aggregation - 3 = starke Aggregation)
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Abbildung 35: Mikroskopische Aufnahmen der Erythrozyten nach zweistiindiger Behandlung mit
Aminoséuredextranestern substituiert mit 8-Alanin und Lysin mit verschiedenen Substitutionsgraden und
Polymerkonzentrationen. Negativkontrolle = PBS. Positivkontrolle = 30 ug/ml 25.000 g/mol bPEI.
[Balkenldnge = 20 um]

Wiahrend die  Positivkontrolle  bestehend aus 25.000 g/mol bPEl eine starke
Aggregation (Stadium 3, Abbildung 34 und Abbildung 35) verursachte, war fir die
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Negativkontrolle keine Aggregation mess- und erkennbar (Stadium 3, Abbildung 34B und
Abbildung 35). Eine Aggregation roter Blutzellen konnte einem hohen B-Alanin-Anteil zugeordnet
werden (Abbildung 34A&B und Abbildung 35). Allerdings fiel hier die Aggregation geringer aus
als die der B-Alanin-substituierten Dextranen (Kapitel 4.2.1, Abbildung 21B und Abbildung 22).
So erreichte keiner der Mischester ein Aggregationsstadium 3 und ein Unterschied zwischen den
Mischestern mit einem héheren DS an B-Alanin (DEXala-0.68 lys-0.19 und DEXala-0.99 lys-0.16)
war lediglich an einem beginnenden Stadium 2 ab einer Konzentration von 12,5 pug/ml im
Gegensatz zu 25 pg/ml fur DEXala-0.42-lys-0.21, DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53
erkennbar. Dies war auch an den geringen AAbsmax-Werten ersichtlich, die fir DEXala-0.42-lys-
0.21, DEXala-0.43lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53 um den Faktor 3 niedriger als die
Positivkontrolle lagen. Einzig DEXala-0.99 lys-0.16 lag um den Faktor 2 niedriger als die
Positivkontrolle. Dies war im Vergleich zu den mit B-Alanin substituierten Dextranen, die die
gleichen AAbsmax-Werte wie die Positivkontrolle zeigten (Kapitel 4.2.1, Abbildung 21B), gering.
Wie auch bei der Untersuchung der Toxizitdt an L929 murinen Fibroblasten zeigte sich hier ein

glinstiger Einfluss des Lysins im mit B-Alanin und Lysin substituierten Aminosauredextranester.
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Abbildung 36: Lyse roter Blutzellen nach einstiindiger Behandlung mit Polymeren verschiedener
Konzentrationen in Prozent der Positivkontrolle. Zellen behandelt mit Dextranen mit verschiedenen
Substitutionsgraden (DS) von B-Alanin und Lysin. Positivkontrolle = Triton-X 100 1 %. [Mittelwert +/-
Standardabweichung, n = 6, 1 Wiederholung]

Um die mogliche Lyse von Erythrozyten zu untersuchen, wurden diese, wie in Kapitel 4.1.1
beschrieben, Gber eine Stunde mit den B-Alanin- und Lysin-substituierten Dextranen behandelt.
Zur Auswertung wurde die Hdmolyse in Prozent der Positivkontrolle (Triton-X 100) nach Messung
des aus lysierten Erythrozyten freigesetzten Hamoglobins bei 544 nm berechnet. Das als
Negativkontrolle verwendete PBS zeigte keinerlei Lyse roter Blutzellen (Daten nicht gezeigt). Eine

hdamolytische Eigenschaft der gemischten Ester war, wie auch bei den mit Glycin, B-Alanin oder
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Lysin substituierten Dextranen (Kapitel 4.2.1, Abbildung 25), nicht erkennbar (Abbildung 36). Alle
gemessenen Absorptionen berechneten sich zur Negativkontrolle mit <2 %, was nach

ASTM F756-08 [174] nicht-hamolytische Substanzen bezeichnet.

Zusammenfassend zeigte die Untersuchung des Einflusses der mit B-Alanin und Lysin
substituierten Dextrane auf die Viabilitat einen positiven Einfluss des Lysinanteils. So konnte zwar
an den murinen  Fibroblasten wie auch bei den bereits untersuchten
Aminosauredextranestern (Kapitel 4.2.1, Abbildung 20) eine sinkende Viabilitat der Zellen mit
steigendem DS und Polymerkonzentration erkannt werden. Allerdings zeigte sich, dass die nach
DIN EN ISO 10993-5 festgelegte Grenze von 70 % Viabilitdt fir untoxische Substanzen bei
hoheren Polymerkonzentrationen unterschritten wurde, wenn Lysin zusatzlich zum B-Alanin mit
Dextran konjugiert wurde. Auch bei der Untersuchung der Erythrozytenaggregation fiir mit
B-Alanin und Lysin substituierten Dextrane war lediglich eine Aggregation Stadium 2 bei
Polymerkonzentrationen bis 50 ug/ml erkennbar. Im Unterschied dazu zeigten mit B-Alanin
substituierte Vektoren mit vergleichbarem DS, aber ohne Lysinanteil, bereits Blutaggregation

Stadium 3 (Kapitel 4.2.1, Abbildung 24).

4.3.2 Untersuchung der Kondensation, Gréfsenreduktion und des Schutzes vor DNasen von
Plasmid-DNA durch 8-Alanin- und Lysin-substituierte Dextrane

Zur Untersuchung der Komplexe auf unkondensierte DNA wurden Komplexe aus

Aminosaduredextranester mit pGL3 im N/P-Verhéltnis von 0,5 bis 40 gebildet und mittels

AccuBlue™-Assay analysiert.
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Abbildung 37: Untersuchung der Komplexe aus pGL3 und mit 8-Alanin (Ala) und Lysin (Lys) substituierten
Dextranen mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und N/P-Verhdltnissen auf unkondensierte DNA
mittels AccuBlue™-Assay. Unkondensierte DNA berechnet in Prozent der Negativkontrolle (Plasmid DNA
(pGL3) ohne Vektor). [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 3, 1 Wiederholung]
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Dies zeigte eine fast vollstindige Kondensation der DNA in den Komplexen ab einem
N/P-Verhaltnis von eins (Abbildung 37). Analog zu der Untersuchung von mit B-Alanin
substituierten Dextranen (Kapitel 4.2.2, Abbildung 26B) zeigte ein DS 20,68 von B-Alanin an den
mit B-Alanin und Lysin substituierten Dextranen bereits bei N/P-Verhiltnis von 0,5 weniger als
2 % unkondensierte DNA. Bei niedrigerem DS von B-Alanin an Dextran zeigte sich ahnlich, wie bei
mit Lysin substituierten Dextranen (Kapitel 4.2.2, Abbildung 26C) eine unvollstiandige
Kondensation der DNA. So lag bei N/P 0,5 239 % DNA unkondensiert vor. Die fast vollstandige
Kondensation von Plasmid-DNA war demzufolge abhangig vom Substitutionsgrad der
Aminosauren im Komplex und wurde bei einem DS von B-Alanin 20,68 bereits bei N/P 0,5 und

bei geringerem DS B-Alanin ab N/P 1 erreicht.

Da fur die elektrostatische Interaktion mit der Zelloberflache zur Aufnahme in die Zelle eine
kationische Ladung des Komplexes aus pGL3 und mit B-Alanin und Lysin substituierten Dextranen
vom Vorteil war, wurden fir die folgenden Untersuchungen Komplexe mit N/P 10, 20 und 40
hergestellt. Zur Untersuchung des hydrodynamischen Durchmessers und des Zetapotentials
wurde deionisiertes Wasser verwendet, um Einfliisse der lonenstdrke des Losungsmittels
auszuschlieBen. Die Messung des hydrodynamischen Durchmessers erfolgte mittels dynamischer
Lichtstreuung und die des Zetapotentials mittels Laser-Doppler-Anemometrie. Weder der
hydrodynamische Durchmesser der Komplexe aus mit B-Alanin und Lysin substituierten
Dextranen und pGL3 (Abbildung 38A) noch das Zetapotential (Abbildung 38B) zeigten

Abhéangigkeiten vom DS der beiden Aminosduren noch dem N/P-Verhaltnis.
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Abbildung 38: Hydrodynamischer Durchmesser und PDI (A) bestimmt mittels dynamischer Lichtstreuung
sowie Zetapotential (B) bestimmt mittels Laser-Doppler-Anemometrie von Komplexen aus mit 8-Alanin
(Ala) und Lysin (Lys) substituierten Dextranen mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und pGL3 in
N/P-Verhdltnissen von 10, 20 und 40. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 1, 1 Wiederholung]
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Alle untersuchten Polymere waren in der Lage Komplexe mit positiver Oberflachenladung und
GroRen im Bereich von 75 +/- 4 bis 100 +/- 17 nm zu bilden. Die PDI der Komplexe zeigte mono-
bis bimodale PartikelgroRenverteilungen an und lagen zwischen 0,208 +/-0,022 und
0,391 +/- 0,042. Eine Ausnahme bildete DEXala-0.99 lys-0.16 bei N/P20, das mit einem PDI von
0,534 +/- 0,106 eine multimodale PartikelgroRenverteilung zeigte. Das Zetapotential der
Komplexe lag zwischen 16,0 +/- 7,8 und 27,1 +/- 2,8 mV, was eine Grundvoraussetzung fur die
Interaktion mit der Zelloberflaiche und der daraus folgenden Transfektion war. Wie bei der
Untersuchung der mit B-Alanin oder Lysin substituierten Dextrane auf physikochemische
Eigenschaften der Komplexe (Kapitel 4.2.2) zeigten auch die mit B-Alanin und Lysin substituierten

Dextrane die Fahigkeit kationische Nanokomplexe zu formen.

Zur Untersuchung der Komplexe auf Stabilisierung des pGL3 wurden die Komplexe analog zur
spateren Untersuchung der Transfektionseffizienz mit einem N/P von 10, 20 und 40 hergestellt.
Zur Kontrolle des Versuchs wurde zusatzlich unbehandelte DNA und behandelte DNA, die den
Versuch ohne Inkubation mit DNase | durchlief, aufgetragen (Abbildung 39). Beide zeigten die

typischen Banden der supercoiled DNA (untere Bande) und linearen DNA (obere Bande) im Gel.
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Abbildung 39: Stabilitdt der Komplexe aus pGL3 und B8-Alanin- und Lysin-substituierten Dextranen mit
unterschiedlichen Substitutionsgraden und N/P-Verhdltnissen von 10 und 20 gegen enzymatische Abbau
durch DNase I. Kontrollen: Bromphenolblau = Kontrolle der Lauffront im Gel. DNA unbehandelt = Kontroll-
DNA, die nicht behandelt wurde. DNA behandelt = DNA ohne Inkubation mit DNase wdhrend des
Versuchsverlaufs. DNA + DNase = DNA ohne Vektor behandelt mit DNase wéhrend des Versuchsverlaufs.

Als Positivkontrolle diente DNA ohne Vektor, die im Gel keine Banden mehr zeigte, sondern
lediglich Abbauprodukte der Plasmid-DNA am unteren Rand des Gels. Bei der Untersuchung der

Komplexe zeigte sich erneut eine Korrelation zu den mit einer Art Aminosauren substituierten
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Dextranen. So konnte flir DEXala-0.37 lys-0.53 bei N/P 40 ein Schutz vor DNasen anhand von 2
definierten Banden im Gel festgestellt werden (Abbildung 39), was die Bedeutung des Lysin fir
den Schutz vor DNase in den Komplexen aus Mischestern und pGL3 hervorhebt. Dieses Verhalten
zeigte sich analog zu den Untersuchungen von Komplexen aus pGL3 und DEXala (Kapitel 4.2.2,
Abbildung 29A) bzw. DEXlys (Kapitel 4.2.2, Abbildung 29B), wo mit Lysin substituiertes Dextran
mit einem DS 20,61 bei N/P 40 einen Schutz vor DNase | zeigte, wahrend fiir DEXala ein hoherer
DS von 1,50 notig war. Bei den gemischten Estern mit B-Alanin und Lysin schien der DS von 0,53
fur Lysin ausreichend. Die Aminosduredextranester mit niedrigerem N/P-Verhaltnis und
Substitutionsgrad an Lysin zeigten einen unzureichenden Schutz vor DNasen, was an den

fehlenden definierten Banden zu erkennen war.

Zusammenfassend zeigten die untersuchten physikochemischen Eigenschaften adhnlich des
Einflusses auf die Biokompatibilitat einen Einfluss der substituierten Menge der jeweiligen
Aminosaure am Dextran. So konnte, wie auch bei den mit B-Alanin substituierten Dextranen, flr
B-Alanin- und Lysin-substituierte Dextrane mit einem DS von B-Alanin >0,68 eine hervorragende
Kondensation des pGL3 mit weniger als 2% unkondensierter DNA bereits bei einem
N/P-Verhaltnis von 0,5 festgestellt werden. Ab einem N/P von eins waren fiir alle untersuchten
Komplexe weniger als 2% unkondensierte DNA messbar. Die synthetisierten
Aminosauredextranester waren alle in der Lage kationische Nanokomplexe zu bilden. Der Schutz
vor DNasen zeigte, wie schon bei den mit nur einer Aminosaure substituierten Dextranen, eine
Abhangigkeit vom Lysinanteil. So war bereits bei einem DS von Lysin von 0,53 an Dextran ein

Schutz vor DNase erkennbar.

4.3.3 Abhdngigkeit der Transfektionseffizienz der 8-Alanin- und Lysin-substituierten Dextrane
mit pGL3 in vitro vom Substitutionsgrad der Aminoséuren
Um die mit B-Alanin und Lysin substituierten Dextrane auf ihre Eignung als Vektor zum
Gentransfer zu untersuchen, sollte die Transfektionseffizienz invitro an CHO-K1-Zellen
untersucht werden. Die Komplexe aus pGL3 und den B-Alanin- und Lysin-substituierten
Dextranen wurden mit N/P 10, 20 und 40 hergestellt und die Transfektion erfolgte Gber 48 h. Die
Negativkontrolle (nicht komplexierte DNA) zeigte keine Transfektionseffizienz. Bei der
Untersuchung der Transfektionseffizienzen der Komplexe traten die im Kapitel 4.2 untersuchten
Eigenschaften der Aminosauren auch in den Mischestern aus B-Alanin- und Lysin-substituierten
Dextranen auf (Abbildung 40). So zeigte sich fiir DEXala-0.68 lys-0.19 und DEXala-0.99 lys-0.16
der auch fiur die mit B-Alanin substituierten Dextrane (Kapitel 4.2.3, Abbildung 30A) typische
Abfall der Proteinkonzentration mit steigendem N/P-Verhaltnis, der fiir DEXala-0.42 lys-0.21,
DEXala 0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53 weniger ausgepragt war (Abbildung 40A). Der
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Einfluss des B-Alanin zeigte sich bei der Transfektionseffizienz besonders deutlich (Abbildung
40B). So stieg die Transfektionseffizienz mit steigendem N/P-Verhaltnis z.B. fur
DEXala-0.42 lys-0.21 und DEXala-0.99 lys-0.16 von N/P 10 auf N/P 40 um den Faktor 3,5 an. Die
hochste Transfektionseffizienz wurde mit DEXala-0.99 lys-0.16 bei N/P 40 erreicht und lag um
den Faktor 14,0 hoher als die mit einem hohen Anteil an Lysin substituierten
Dextrane (DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53). Diese wiesen wie auch Lysin-
subsituierte Dextranester (Kapitel 4.2.3, Abbildung 31) keinen steigenden Trend der

Transfektionseffizienz mit steigendem DS oder N/P-Verhaltnis auf.
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Abbildung 40: (A) Proteinkonzentration ermittelt mittels BCA-Assay und (B) Transfektionseffizienz
dargestellt als Lumineszenz von Luciferin oxidiert durch die, von pGL3 kodierte und von den Zellen
synthetisierten, Luciferase. Transfektion durch mit 8-Alanin (Ala) und Lysin (Lys) substituierten Dextrane
mit verschiedenen Substitutionsgraden (DS) und N/P-Verhdltnissen von 10, 20 und 40 nach Transfektion
fiir 4 Stunden und Inkubation fiir 44 Stunden. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

4.3.4 Gezielte Steuerung der Eigenschaften des Vektors durch Konjugation von 6-Alanin und
Lysin an ein Dextrangrundgertist
Die im Kapitel 4.2 untersuchten Eigenschaften der Aminosduren B-Alanin und Lysin spiegelten
sich in den Mischestern aus B-Alanin- und Lysin-substituierten Dextranen wieder. So zeigte auch
hier Lysin ab einem DS von 0,53 Schutz vor DNasen und einen geringen Einfluss auf die Viabilitat
der Zellen, wohingegen der Einfluss von B-Alanin auf die Viabilitat moderat war und sich eine
Steigerung der Transfektionseffizienz mit steigendem B-Alanin-Anteil nachweisen lie8. Den
Aminosaduren konjugiert an Dextran war unabhangig von DS und N/P-Verhaltnis gemeinsam, DNA
zu binden und zu kationischen Komplexen mit ca. 100 nm hydrodynamischen Durchmesser zu
verpacken, was ihre Eignung fiir den Einsatz als Vektor zum Gentransfer zeigte. In ihrer
Kombination war es moglich die Eigenschaften von B-Alanin und Lysin konjugiert an Dextran zu

vereinen und einen Vektor zu schaffen, der sich durch niedrige Toxizitat auszeichnete und sich je
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nach Bedarf mit einem gesteigerten Schutz vor DNasen, gesteuert durch den Lysinanteil, und

einer gesteigerten Transfektionseffizienz, gesteuert durch den B-Alaninanteil, ausstatten lielk.

4.4 Lagerstabilitdt der Komplexe

4.4.1 Untersuchung des Einflusses verschiedener Lagerbedingungen auf die
physikochemischen Eigenschaften der Komplexe sowie ihre Transfektionseffizienz
Fiir eine spatere Anwendung als Vektor zum Gentransfer invitro und invivo sollte das
Gentherapeutikum, also der Vektor und die zu transfizierende DNA, nach der Herstellung
moglichst lang stabil sein, um es bei Bedarf direkt anzuwenden und nicht frisch herstellen zu
miussen. Flir Komplexe ist die Lagerstabilitat fir eine Anwendung als pharmazeutisches Produkt
essentiell. Da die Herstellung der Komplexe meist in einem wassrigen Medium erfolgt, sind die
Formulierungen anfallig fliir mikrobielle Kontamination. Dies stellt vor allem ein Problem dar, da
Dextran von verschiedenen Bakterien abgebaut werden kann (Kapitel 1.4). AuRerdem ist aus der
Literatur bekannt, dass die Komplexe nicht lange stabil bleiben, da sie aus Griinden der
thermodynamischen Stabilitdit eine Verringerung ihrer Oberfliche anstreben und
aggregieren [182, 183]. Deshalb sollten im Folgenden Maoglichkeiten der Stabilisierung

untersucht werden.

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Stabilisierungsmethoden wurden Komplexe mit
N/P 10, 20 bzw. 40 aus DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 hergestellt. Diese N/P-Verhéltnisse
wurden gewahlt, da in den vorangegangenen Untersuchungen (Kapitel 4.2 und 4.3) damit die
besten Ergebnisse bezliglich Transfektion erzielt wurden und auch die Kondensation der DNA
und die Bildung kationischer Nanokomplexe im bevorzugten GréRenbereich von 20 bis 200 nm
gegeben waren. Zum Vergleich wurden die Komplexe vor und nach der Stabilisierung auf ihren
hydrodynamischen Durchmesser untersucht. Hierfiir wurde die dynamische Lichtstreuung
verwendet. Zusatzlich sollte die Transfektionseffizienz stabilisierter und rekonstituierter
Komplexe mit frisch hergestellten Komplexen verglichen werden. Dafiir wurden analog zu den

Experimenten im Kapitel 4.1.3 verfahren.

In einem ersten Versuch wurden die Komplexe bei -20 °C tiefgefroren. Dies stellte einerseits eine
sehr einfache Methode der Lagerung dar, da sie mit keinem zuséatzlichen technischen Aufwand
(wie z.B. die Gefriertrocknung) verbunden war. AulRerdem wurde diese Methode in
verschiedenen Publikationen bereits erfolgreich zur Stabilisierung von Komplexen aus Polymer
und Nukleinsdure angewandt [183, 184]. Nach Lagerung der Komplexe Uber 24 Stunden

bei -20 °C wurden sie aufgetaut und untersucht.
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Nach dem Auftauen der Komplexe aus DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 mit pGL3 lieR sich
der hydrodynamische Durchmesser der rekonstituierten Komplexe nicht bestimmen, da mittels
dynamischer Lichtstreuung keine Korrelation der Brownschen Bewegung gemessen werden
konnte. Dies kdnnte an der Ausbildung von Aggregaten liegen, die beim langsamen Einfrieren,
durch das Aufkonzentrieren der Komplexe und folglich starkeren Interaktion zwischen ihnen,
entstanden [185]. Das Einfrieren der Komplexe hatte auf DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16

unterschiedlichen Einfluss im Hinblick auf die Transfektionseffizienz.

A 250000 B 90000
o frisch Ofrisch -
80000 -
3-20°C T m-20°C
. 200000 | N 70000 |
[ — T =
NS i S 60000 -
£ 5 150000 - 5
2q % @ & 50000 - -
(o] [w]
2 £ 3 40000 -
3 5 100000 - 35
p @ =1 30000 -
g= g —
F 50000 4 = 20000 - |
10000 - ﬂ
0| [ 0 =
10 20 40 10 20 40
N/P-Verhaltnis N/P-Verhaltnis

Abbildung 41: Transfektionseffizienz tiefgefrorener und rekonstituierter Komplexe aus DEXala-1.50 (A)
bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 (B) und pGL3 im Vergleich zu frisch hergestellten Komplexen nach 4 Stunden
Transfektion und 44 Stunden Inkubation an CHO-K1-Zellen. Darstellung als relative Lumineszenz von
Luciferin nach Inkubation mit, durch pGL3 kodierter, Luciferase relativ zur mittels BCA-Assay bestimmte
Gesamtproteinmenge [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Fir DEXala-1.50 (Abbildung 41A) blieb die Transfektionseffizienz der Komplexe bei N/P 10 und
20 unabhéangig vom Einfrieren anndhernd gleich, wahrend sie bei N/P 40 um den Faktor 1,6
abfiel. Dies konnte moglicherweise an einer Aggregatbildung liegen, die zwar flr groRere
hydrodynamische Durchmesser sorgte, aber nicht fiir eine Sedimentation auf die Zellen reichte.
Damit war gleichzeitig die Aufnahme nach elektrostatischer Interaktion in die Zelle durch die
GroRe der Komplexe gehemmt. Wie auch bei den Transfektionsexperimenten (Kapitel 4.2.3)
stieg hier die Transfektionseffizienz mit steigendem N/P-Verhéltnis an. Fir den Mischester
DEXala-0.99 lys-0.16 wiederum konnte eine gesteigerte Transfektionseffizienz gefrorener und
rekonstituierter Komplexe festgestellt werden (Abbildung 41B). So stieg die
Transfektionseffizienz bei N/P 10 um den Faktor 200, bei N/P 20 um den Faktor 129 und bei
N/P 40 um den Faktor 2,3. Die gesteigerte Transfektionseffizienz lasst sich mit der Ausbildung
von Aggregaten begriinden, die in der Zellkultur auf die adhdrenten CHO-K1-Zellen

sedimentierten und so starker transfizierten. Allerdings zeigten die hohen
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Standardabweichungen, dass diese Aggregatbildung und folglich gesteigerte Transfektion in den

Proben nicht gleich ausgepragt war.

Da wahrend des Einfrierens der Komplexe, aus DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 mit pGL3,
bei -20 °C Aggregate entstanden und die physikochemischen Eigenschaften der Komplexe nicht
mehr bestimmbar waren, wurde im Folgenden die Gefriertrocknung zur Stabilisierung
untersucht. Die Gefriertrocknung kam bereits fiir verschiedene Komplexe aus Polymervektoren
und Nukleinsduren zur Anwendung[17, 182, 185] und ist auch fir die Stabilisierung
empfindlicher Stoffe (z. B. Proteine) lange etabliert [186]. Zur Untersuchung des Einflusses dieser
Stabilisierungsmethode wurden die Komplexe direkt nach der Herstellung tGber 24 Stunden
gefriergetrocknet und anschlieSend direkt mit deionisiertem Wasser rekonstituiert. Auch der
hydrodynamische Durchmesser der gefriergetrockneten und, um Einflisse der lonenstarke
auszuschlieBen, mit deionisiertem Wasser wieder rekonstituierten Komplexe war nicht mit
dynamischer Lichtstreuung bestimmbar. Im Unterschied zu den tiefgefrorenen Proben zeigte sich
bei den gefriergetrockneten und rekonstituierten Komplexen sowohl fiir DEXala-1.50 (Abbildung
42A) als auch bei DEXala-0.99 lys-0.16 (Abbildung 42B) ein Anstieg der Transfektion um den
Faktor 4,4 (DEXala-1.50 N/P 40) bzw. 21,5 (DEXala-0.99 lys-0.16 N/P 40) im Vergleich zu frisch

hergestellten Komplexen.

A 700000 B 60000
Ofrisch Ofrisch
600000 | mgefriergetrocknet 50000 | Mgefriergetrocknet
g g
.© = 500000 - L= {_
5 I 5 40000 |
© 2 400000 - I o Q9
co c o
Lo G o 30000 -
X 2 300000 - 2
23 % 2 20000
w i
& . 200000 - s %
= [
100000 - 10000 1
0 ’—I—‘ 0 _ =S|
10 20 40 10 20 40
N/P-Verhaltnis N/P-Verhaltnis

Abbildung 42: Transfektionseffizienz gefriergetrockneter und rekonstituierter Komplexe aus DEXala-1.50
(A) bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 (B) und pGL3 im Vergleich zu frisch hergestellten Komplexen an
CHO-K1-Zellen dargestellt als relative Lumineszenz von Luciferin nach Inkubation mit, durch pGL3 kodierte,
Luciferase relativ zur mittels BCA-Assay bestimmte Gesamtproteinmenge. Transfektion mit den Komplexen
Uiber 4 Stunden gefolgt von 44 Stunden Inkubationszeit. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n=2, 1
Wiederholung]

Dies kdnnte mit einer starkeren Aggregationsbildung aller Komplexe begriindet werden, da bei

der Gefriertrocknung zusatzlich zum Einfrieren auch ein Entzug des Wasser stattfand, was die
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Komplexe weiter aufkonzentrierte und so die Interaktion zwischen ihnen steigen lie8 [185]. Der
Anstieg der Transfektionseffizienz war bei niedrigeren N/P-Verhaltnissen noch ausgepragter, was
zusatzlich fir eine Aggregatbildung spricht, da bei diesen N/P-Verhéltnissen ein geringerer
Uberschuss kationischer Polymere fiir eine geringere Zellinteraktion und folglich erhéhte

Transfektionseffizienz sorgte (Kapitel 4.2.3).

Da bei der Gefriertrocknung von Proteinen als empfindliche Strukturen Kryo- und Lyoprotektoren
verwendet werden, um die Proteine und ihre Konformation zu stabilisieren, sollte dieser Ansatz
auch fir unsere Komplexe verfolgt werden. Unter Verwendung von 5% Glukose als
Herstellungsmedium fiir die Komplexe konnte der hydrodynamische Durchmesser der
gefriergetrockneten und mit deionisiertem Wasser rekonstituierten Komplexe bestimmt werden.
Sowohl fur DEXala-1.50 (Abbildung 43A) als auch fiir DEXala-0.99 lys-0.16 (Abbildung 43B) war
eine Steigerung des hydrodynamischen Durchmessers nach Gefriertrocknung und Rekonstitution
im Vergleich zu frisch hergestellten Komplexen messbar. So stieg der hydrodynamische
Durchmesser von DEXala-1.50 um maximal den Faktor 2,1, wahrend der Anstieg bei
DEXala-0.99 lys-0.16 mit maximal 1,6-facher Steigerung bei N/P 40 etwas geringer ausfiel.
Dennoch lagen nach Gefriertrocknung und Rekonstitution Komplexe mit einem
hydrodynamischen Durchmesser zwischen 121 +/-9 und 223 +/-47 nm vor. Der PDI lag
unabhangig von der Stabilisierung durch Gefriertrocknung und Polymer im Komplex zwischen
0,229 +/- 0,030 und 0,357 +/- 0,024 (Daten nicht gezeigt) und zeigte unter Berucksichtigung der
Korrelationskurven (Daten nicht gezeigt) eine mono- bis bimodale PartikelgroBenverteilung an,

was an vereinzelter Aggregatbildung gelegen haben kénnte.

A 300 B 300

. Ofrisch . Ofrisch

(0] D

% 250 - Dgefriergetrocknet § 250 | Bgefriergetrocknet

£ £

(=) o

5 200 - % 5 200 -

(m} (m}

TE TE

£ E 150 - 2 E 150 5 *}
2 2

E 100 - E 100

c c

> )

E E

5 50 5 50

= )

I I

0 0
10 20 40 10 20 40
N/P-Verhaltnis N/P-Verhaltnis

Abbildung 43: Hydrodynamischer Durchmesser gefriergetrockneter und rekonstituierter Komplexe aus
DEXala-1.50 (A) bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 (B) und pGL3 in 5 % Glukose im Vergleich zu frisch hergestellten
Komplexen gemessen mittels dynamischer Lichtstreuung. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n =2,
1 Wiederholung]
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Nach erfolgreicher Stabilisierung der Komplexe durch Herstellung in 5% Glukose sollte die
Lagerstabilitat (iber einen langeren Zeitraum untersucht werden. Dazu wurden die Komplexe
nach der Gefriertrocknung bei Raumtemperatur (25 °C), im Kihlschrank (4°C) und im
Tiefkihlschrank (-20 °C) gelagert. Diese Lagerorte sind einerseits Gegenstand gangiger
Untersuchungen in Stabilisationsexperimenten fir Vektoren von Nukleinsauren [182, 185, 187,
188] und auBerdem fiir eine spatere Anwendung, im Gegensatz zu z. B. -80°C Tiefklihlschranken,

an vielen Orten verfligbar.
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Abbildung 44: Hydrodynamischer Durchmesser gefriergetrockneter und rekonstituierter Komplexe aus
DEXala-1.50 (A) bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 (B) und pGL3 mit N/P 40 in 5 % Glukose im Vergleich zu frisch
hergestellten Komplexen in Abhdngigkeit von Lagerdauer und —temperatur bestimmt mittels dynamischer
Lichtstreuung. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n=2] (n.d. = nicht definiert. Werte waren nicht
bestimmbar)

Fir die Untersuchung der Lagerstabilitdt Gber einen Zeitraum von einer Woche, einem Monat
und drei Monaten wurden die in 5 % Glukose hergestellten und gefriergetrockneten Komplexe
mit N/P 40 bei 25°C, 4 °C und -20 °C gelagert. AuBer fiir die Lagerung bei Raumtemperatur
konnte bis zu einer Lagerungszeit von 3 Monaten eine Stabilisierung der Komplexe festgestellt
werden. Fiir Komplexe aus DEXala-1.50 und pGL3 (Abbildung 44A) blieb der hydrodynamische
Durchmesser wahrend der Lagerung bei 4 °C zwischen 96 +/-1 und 121 +/- 5 nm dhnlich dem der
frisch hergestellten Komplexe mit 106 +/- 13 nm. Die bei -20 °C gelagerten Komplexe zeigten eine
leichte Steigerung des hydrodynamischen Durchmessers auf das 1,3-fache des Durchmessers
frisch hergestellter Komplexe. Jedoch lag der hydrodynamische Durchmesser immer noch im
optimalen Bereich zwischen 20 und 200 nm [15, 32]. Im Unterschied dazu zeigte sich fur die
Lagerung bei Raumtemperatur eine starke Aggregation Uber die Lagerzeit, so dass nach drei
Monaten kein hydrodynamischer Durchmesser mehr bestimmbar war. Ahnlich verhielten sich

die Komplexe aus DEXala-0.99 lys-0.16 und pGL3 wahrend der Lagerung (Abbildung 44B). So war
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fir die bei 4 °C bzw. -20 °C gelagerten Komplexe nach einwdchiger Lagerung ein Anstieg des
hydrodynamischen Durchmessers auf das 2,7-fache bzw. das 1,8-fache im Vergleich zu frisch
hergestellten Komplexen erkennbar, wahrend nach dreimonatiger Lagerung der
hydrodynamische Durchmesser den gleich dem frisch hergestellter Komplexe war. Allerdings
lagen auch hier die hydrodynamischen Durchmesser noch im geeigneten Bereich flr eine
Transfektion. Wie auch bei DEXala-1.50 stieg der hydrodynamische Durchmesser der aus
DEXala-0.99 lys-0.16 und pGL3 geformten Komplexe wahrend der Lagerung bei 25 °C an, so dass
nach drei Monaten keine Bestimmung mehr moéglich war. Fir alle hergestellten Komplexe zeigten
sich, abgesehen von den nicht messbaren Aggregaten, nach Lagerung bei 25 °C Giber drei Monate
ein PDI zwischen 0,290 +/- 0,055 und 0,583 +/- 0,002, was fiur eine mono- bis multimodale
PartikelgroRenverteilung spricht. Das Zetapotential lag unabhangig von Polymer, Lagerdauer und
-temperatur zwischen 14,2 +/-0,2 und 24,8 +/-4,2 mV. Damit waren die Komplexe aus
DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 und pGL3 hergestellt in 5% Glukose und stabilisiert
mittels Gefriertrocknung Uber drei Monate bei 4°C und -20°C stabil beziglich ihres
hydrodynamischen Durchmessers und Zetapotentials. Eine Lagerung bei 25 °C hingegen fiihrte
nach drei Monaten zur Aggregation der Komplexe, was sich an einer fehlenden Messbarkeit der

Brownschen Bewegung mittels dynamischer Lichtstreuung zeigte.
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Abbildung 45: Transfektionseffizienz gefriergetrockneter und rekonstituierter Komplexe aus DEXala-1.50
(A) bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 (B) und pGL3 mit N/P 40 in 5 % Glukose im Vergleich zu frisch hergestellten
Komplexen in Abhdngigkeit von Lagerdauer und —temperatur. Transfektionseffizienz dargestellt als
Lumineszenz, nach Umwandlung von zugegebenen Luciferin durch die von pGL3 kodierte Luciferase, iiber
die Gesamtproteinmenge ermittelt mittels BCA-Assay. [Mittelwert +/- Standardabweichung, n = 2]

Trotz der fehlenden Stabilisation des hydrodynamischen Durchmessers der Komplexe bei 25 °C
zeigten die bei dieser Temperatur gelagerten Komplexe aus DEXala-1.50 und pGL3 (Abbildung
45A) bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 und pGL3 (Abbildung 45B) die stabilste Transfektionseffizienz
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Uber den Lagerzeitraum, wahrend es bei den Lagertemperaturen von 4 °C und -20 °C nach drei
Monaten zu einer leicht abnehmenden Transfektionseffizienz kam. Wahrend die bei
Raumtemperatur gelagerten gefriergetrockneten und nach drei Monaten rekonstituierten
Komplexe aus DEXala-1.50 und pGL3 im Vergleich zu frisch hergestellten Komplexen mit gleicher
Effizienz transfizierten, zeigten die bei 4 bzw. -20°C gelagerten Komplexe eine
Transfektionseffizienz von 43 bzw. 66 % der Transfektionseffizienz frisch hergestellter Komplexe.
Der Verlust der Transfektionseffizienz trat bereits nach einer Woche auf. Dabei zeigten die bei
4°C gelagerten Komplexe noch 71% und die bei -20°C gelagerten noch 54 % der

Transfektionseffizienz frisch hergestellter Komplexe.

Das Verhalten der Transfektionseffizienz bei Komplexen aus DEXala-0.99 lys-0.16 und pGL3 war
ahnlich. So war die Transfektionseffizienz der bei 25 °C gelagerten Komplexe auch nach drei
Monaten noch gleich der frisch hergestellten Komplexe, wohingegen es bei der Lagerung bei
4 °C bzw. -20 °C nach einer Woche zu einer Abnahme der Transfektionseffizienz auf 43 bzw. 27 %
der Transfektionseffizienz frisch hergestellter Komplexe kam. Nach drei Monaten betrug die
Transfektionseffizienz der bei 4 °C bzw. -20 °C gelagerten Komplexe aus DEXala-0.99 lys-0.16
und pGL3 noch 0,1 bzw. 7,5 % der frisch hergestellten Komplexe.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass sowohl nach Einfrieren
bei -20 °C als auch nach Gefriertrocknung Komplexe aus DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16
und pGL3 eine hohe Transfektionseffizienz aufwiesen, aber eine Charakterisierung hinsichtlich
ihres hydrodynamischen Durchmessers nicht moglich war. Aus diesem Grund wurde 5 % Glukose,
ein etablierter Kryo- und Lyoprotektor, als Herstellungsmedium der Komplexe vor der
Gefriertrocknung verwendet. Die anschlieBenden Untersuchungen zeigten einen leicht
gesteigerten hydrodynamischen Durchmesser nach der Gefriertrocknung, der im Bereich
optimaler KomplexgroBen zur Transfektion lag. AnschlieBend wurden die hergestellten
Komplexe bei 25 °C, 4 °C und -20 °C Uber einen Zeitraum von 3 Monaten gelagert und ihr
hydrodynamischer Durchmesser sowie die Transfektionseffizienz bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass es wahrend der Lagerung bei 25 °C nach drei Monaten zur Ausbildung grolRer Aggregate
kam, wahrend der hydrodynamische Durchmesser der bei 4 °C und -20 °C gelagerten Komplexe
stabil blieb. Im Gegensatz dazu fiel die Transfektionseffizienz der bei 4 und -20 °C gelagerten
Komplexe mit steigender Lagerzeit ab. Wahrend die bei 25 °C gelagerten Komplexe genauso
effizient transfizierten wie frisch hergestellte Komplexe. Dies kdnnte an der Aggregatbildung und
folglich an der Sedimentation der Komplexe auf die adhdrenten Zellen liegen. Da das

Zetapotential und der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe wahrend der Lagerung bei
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4 °C und -20 °C stabil blieben, muss ein Grund fir die reduzierte Transfektionseffizienz weiter

untersucht werden.

4.4.2 Untersuchung des Einflusses von Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen auf den
hydrodynamischen Durchmesser und das Zetapotential der Komplexe

Da die zur Stabilisierung wahrend der Lagerung eingesetzte Gefriertrocknung und die

anschlieBende Rekonstitution Stressoren fiir die Komplexe sind [185, 188], sollte ihr Einfluss auf

die Komplexe untersucht werden. Dazu wurden in Vorversuchen (Kapitel 4.2 und 4.3) geeignete

Vektoren flr eine spatere Anwendung zum Gentransfer identifiziert.
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Abbildung 46: Hydrodynamischer Durchmesser und PDI bestimmt mittels dynamischer Lichtstreuung (A)
und Zetapotential bestimmt mittels Laser-Doppler-Anemometrie (B) von Komplexen aus DEXala-1.50 und
pGL3 in Abhdngigkeit von N/P-Verhdiltnis und Rekonstitutionszyklus. [Mittelwert +/- Standardabweichung,
n=2]

Aufgrund ihrer herausragenden Eigenschaften flir den Einsatz zum Gentransfer wurden
DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 verwendet und mit pGL3 im N/P-Verhaltnis von 10, 20 und
40 Komplexe in 5% Glukose hergestellt. Diese N/P-Verhéltnisse wurden gewahlt, da ein
Uberschuss an kationischer Ladung fiir die Transfektion nétig ist und damit in Vorversuchen gute
Transfektionen erreicht wurden. Flinf % Glukose wurde verwendet, da aus den Untersuchungen

der Lagerstabilitat (Kapitel 4.4.1) ein positiver Einfluss dieses Herstellungsmediums auf die
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Stabilitat der Komplexe anhand stabiler hydrodynamischer Durchmesser und Transfektions-
effizienz nach Rekonstitution, festgestellt werden konnte. Nach Gefriertrocknung wurden die
Komplexe im Ausgangsvolumen deionisierten Wassers rekonstituiert und der hydrodynamische
Durchmesser mittels dynamischer Lichtstreuung sowie das Zetapotential mittels Laser-Doppler-

Anemometrie bestimmt.

Wahrend der Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen konnten fiir alle Komplexe aus
DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.991ys-0.16 und pGL3 in 5% Glukose ein Anstieg des
hydrodynamischen Durchmessers zwischen erster und letzter Rekonstitution bei stabilem
Zetapotential festgestellt werden. Eine Ausnahme bildete DEXala-1.50 mit einem N/P-Verhaltnis
von 10, dessen Zetapotential leicht anstieg. Der Einfluss von Gefriertrocknung und Rekonstitution
auf Komplexe aus DEXala-1.50 und pGL3 ist in Abbildung 46 dargestellt. Der PDI und die
Korrelationskurven der Brownschen Bewegung zeigten unabhangig von Rekonstituitionszyklus
und N/P-Verhéltnis eine mono- bis bimodale PartikelgroBenverteilung. Der PDI lag zwischen
0,228 +/- 0,034 und 0,389 +/- 0,072. Betrachtet man den Einfluss der Gefriertrocknungs- und
Rekonstitutionszyklen auf den hydrodynamischen Durchmesser so war eine Steigerung mit
steigender Anzahl der Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen beobachtbar. So stieg
zwischen erstem und siebtem Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklus der
hydrodynamische Durchmesser fiir DEXala-1.50 bei N/P 10 um das 1,4-, bei N/P 20 um das
2,0- und bei N/P 40 um das 1,3-fache an. Dabei nahm der hydrodynamische Durchmesser bei
N/P 20 und 40 stetig zu, wohingegen sich bei N/P 10 je nach Rekonstitutionszyklus ein Abfall und
Anstieg des hydrodynamischen Durchmessers beobachten lie. Allerdings lag der
hydrodynamischen Durchmesser auch nach sieben Rekonstitutionszyklen mit 174 +/- 23
bis 235 +/- 44 nm noch im Bereich von 20 bis 200 nm und war damit als Vektor zum Transport
von DNA in Zellen geeignet[15, 32]. Das Zetapotential lag zwischen +10,1+/-1,6 und
+19,2 +/- 1,0 mV und zeigte lediglich fir DEXala-1.50 N/P 10 eine Steigerung um den Faktor 1,4
zwischen erstem und siebtem Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklus, allerdings ohne

klaren Trend der Steigerung nach jedem Zyklus.

Zusammenfassend liel§ sich flir DEXala-1.50 mit pGL3 auch nach sieben Gefriertrocknungs- und
Rekonstitutionszyklen die Stabilitdat der kationischen Nanokomplexe nachweisen, was die
Eignung des Vektors zum Gentransfer auch nach Gefriertrocknung nahelegt. Die mono- bis
bimodale PartikelgroBenverteilung zeigte keinen Unterschied zu frisch hergestellten Komplexen

(Kapitel 4.2.2).
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Fir den Mischester DEXala-0.99 lys-0.16 war ein stark vom N/P-Verhiltnis und
Rekonstitutionszyklus abhdngiger Anstieg vom hydrodynamischen Durchmesser feststellbar. So
stieg der hydrodynamische Durchmesser nach sieben Gefriertrocknungs- und
Rekonstitutionszyklen fiir N/P 10 um den Faktor 2,3; fir N/P 20 um den Faktor 1,4 und fur N/P 40
um den Faktor 1,7 im Vergleich zum ersten Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklus an und
lag nach sieben Rekonstitutionszyklen bei 165 +/- 12 bis 280 +/- 48 nm. Im Unterschied dazu
blieb das Zetapotential zwischen 14,3+/-0,62 und 22,9+/-3,74 mV unabhangig vom
Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklus. Der PDI lag zwischen 0,176 +/- 0,079 und
0,368 +/- 0,038 und zeigte damit, wie auch bei DEXala-1.50, fiur die Komplexe aus

DEXala-0.99 lys-0.16 eine mono- bis bimodale GréRenverteilung an.
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Abbildung 47: Hydrodynamischer Durchmesser und PDI bestimmt mittels dynamischer Lichtstreuung (A)
und Zetapotential bestimmt mittels Laser-Doppler-Anemometrie (B) von Komplexen aus
DEXala-0.99 lys-0.16 und pGL3 in Abhédngigkeit von N/P-Verhdltnis und Rekonstitutionszyklus. [Mittelwert
+/- Standardabweichung, n = 2]

Zusammenfassend lieRen sich sowohl fiir Komplexe aus DEXala-0.99 lys-0.16 mit pGL3, wie auch
fir Komplexe aus DEXala-1.50 und pGL3, nach sieben Gefriertrocknungs- und

Rekonstitutionszyklen ein Erhalt der Nanokomplexe mit kationischem Zetapotential nachweisen.
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Die Untersuchung des Einflusses von Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen zeigte eine
Korrelation zwischen Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen und dem hydrodynamischen
Durchmesser auf. Zusammenfassend zeigten sowohl DEXala-1.50 als auch DEXala-0.99 lys-0.16
eine Steigerung des hydrodynamischen Durchmessers nach mehreren Gefriertrocknungs- und
Rekonstitutionszyklen.  Allerdings  lagen nach sieben Gefriertrocknungs-  und
Rekonstitutionszyklen immer noch kationische Nanokomplexe vor, deren Zetapotential
unabhangig vom Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklus konstant blieb. Somit ist ein
erfolgreicher Schutz der Formulierung vor dem physikalischen Stress der Gefriertrocknung und

Rekonstitution nachgewiesen.
5 Gesamtdiskussion

Die Gentherapie ist eine vielversprechende Therapieform bei einer Vielzahl an Erkrankungen, die
mit niedermolekularen Substanzen nicht behandelbar sind [27]. Fiir die intravendse Applikation
ist, wie im Kapitel 1.2 diskutiert, ein Vektor fir die eingesetzte Nukleinsdure von Vorteil. Dieser
Vektor muss einer Vielzahl von Anforderungen geniigen [13]. Im Rahmen dieser Dissertation
sollte ein innovativer polysaccharid-basierter Vektor zum Gentransfer entwickelt werden. Viele
synthetische Polymere, wie z. B. der aktuelle Goldstandard Polyethylenimin (PEl), bringen den
Nachteil hoher Toxizitdat und fehlender Bioabbaubarkeit mit sich [121]. Als Alternative sollten in
einer ersten Studie modifizierte natirliche Polymere, wie Dextran und Zellulose untersucht

werden.

Sowohl Dextran [75, 76] als auch Zellulose [189, 190] kdnnen aus nachwachsenden natirlichen
Ressourcen gewonnen werden und gelten als biokompatibel und bioabbaubar, was exzellente
Voraussetzungen fir die Anwendung als Vektor zum Gentransfer sind. Zusatzlich bestehen beide
Polymere aus verknlpften Anhydroglukoseeinheiten (AGUs), die aufgrund ihrer
Hydroxylgruppen einfach modifizierbar sind [73, 191]. Strukturell bestehen sowohl Dextran als
auch Zellulose aus verknlipften Anhydroglukoseeinheiten (AGUs). Allerdings unterscheidet sich
die Art der Verknipfung. Wahrend die AGUs bei Zellulose B-(1->4)-verknlipft sind und im Winkel
von 180° zueinander stehen (Abbildung 8A) [176], sind sie bei Dextran hauptsachlich Gber
a-(1->6)- und zusatzlich a-(1->2), a-(1-3) und a-(1->4)-glykosidische Bindungen verknipft
(Abbildung 3, Kapitel 1.4) [73]. Die a-(1->6)-glykosidische Bindung des Dextrans ist fir die
Flexibilitat und gute Wasserloslichkeit des Polymers verantwortlich [192]. Zellulose hingegen ist
durch intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen vom O(3‘)-H-hydroxyl zum O(5)-
Ringsauerstoff der nachsten AGU, sowie vom O(2)-H-hydroxyl zum O(6‘)-hydroxyl der nachsten
AGU wasserunloslich [191] und weist durch die Anordnung der AGUs im Winkel von 180°
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zueinander eine helikale Struktur auf (Abbildung 8A, Kapitel 4.1). Dies bedingt aulRerdem eine
hohere Steifigkeit der Zellulose im Vergleich zu Dextran [176]. Die Kationisierung von Zellulose
bedingt wiederum eine gute Wasserloslichkeit [167]. Die Konjugation kationischer Gruppen an
das Grundgerist ist flr den Einsatz von Polymeren als nicht-virale Vektoren zum Gentransfer
vorteilhaft. Sie ist vom Vorteil, um die Komplexe mit DNA (ber elektrostatische
Wechselwirkungen zu stabilisieren sowie die Transfektion durch Zellmembraninteraktion und
Aufnahme der Komplexe in die Zelle moglich zu machen. Durch die gleiche Interaktion kann aber
auch eine Zerstorung der Zellmembran verursacht werden, was als Nachteil anzusehen ist. Dieses
sogenannte ,lLadungsdilemma” ist ein Hindernis der Anwendung neuer nicht-viraler
Vektoren [32]. Fiir Dextran sind zahlreiche Modifikationen zur Optimierung als Vektor fiir den
Gentransfer beschrieben (Kapitel 1.5), wohingegen es fiir Zellulose bisher lediglich eine geringe
Anzahl von Studien zum Gentransfer gibt. Dabei wird Zellulose hauptsachlich zur Unterstiitzung
etablierter Trager, wie bPEl, eingesetzt, um deren Toxizitdt zu reduzieren [193]. Allerdings wurde
in einer aktuellen Untersuchung Zellulose nach Modifizierung mit 3-Chloro-2-
hydroxypropyltrimethylammoniumchlorid zur erfolgreichen Komplexierung und Transfektion
von Plasmid-DNA (pDNA) eingesetzt und zeigte eine Transfektionseffizienz wie
Lipofectamin® 2000 [194]. Ein systematischer Vergleich von Dextran und Zellulose auf ihre
Eignung als Vektor zum Gentransfer stand allerdings bisher aus. Aus diesem Grund sollten in einer
ersten Untersuchung Dextran und Zellulose auf ihre Eignung als Grundgerist fir Vektoren zum

Gentransfer systematisch verglichen werden.

Zur Kationisierung der Grundgeriste wurde eine sowohl fir Dextran (DEX) als auch fir
Zellulose (CEL) in der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Heinze (Institut fiir Organische Chemie und
Makromolekulare Chemie, Friedrich-Schiller-Universitat, Jena) entwickelte, intensiv untersuchte
und gut steuerbare Modifikation mit Methylaminobutyrat (mab) [166, 167] verwendet. Dabei
wurden Dextrane mit einem Substitutionsgrad (DS) von 0,30; 0,39 und 0,52 sowie Zellulosen mit
einem DS von 0,31; 0,62 und 0,74 synthetisiert. Die Benennung der Verbindung ergab sich aus
dem Polysaccharid, dem Substituenten und dem DS (z.B. CELmab-0.62 entspricht
Methylaminobutyrat-substituierter Zellulose mit einem DS von 0,62). Die beiden Polysaccharide
wurden mit einer molaren Masse von 75.000 g/mol eingesetzt, um sie vergleichen zu kdnne. Die
molare Masse wurde gewahlt, da flir Dextran die Biokompatibilitat durch Anwendung als
Plasmaexpander lang bekannt ist und die Zirkulationszeit in vivo zur Transfektion aufgrund der
Nierenschwelle bei >20 Stunden liegt [73, 80, 88, 89]. Die kationisierbare Gruppe war eine
Methylaminfunktion im C4-Abstand zum Grundgeriist. Sekunddare Amine, wie beispielsweise im

Spermin, konjugiert an ein Grundgerust, wie z. B. Dextran, wurden bereits als vorteilhaft fir den
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Gentransfer beschrieben [133, 134]. Sie wiesen eine hohe Bindeeffizienz fir Nukleinsduren auf
und setzten diese wahrend der Transfektion auch wieder aus dem Komplex frei. Im Gegensatz
dazu wurden tertidgre oder quartire Amine, wegen einer fehlenden Freisetzung von
Nukleinsauren aus dem Komplex aufgrund ihrer hohen Bindeeffizienz, als nachteilig fir die
Transfektion beschrieben [135]. Sowohl mit Methylaminobutyrat substituierte Dextrane
(DEXmab) als auch Zellulosen (CELmab), im Komplexe mit pDNA, zeigten eine effiziente
Komplexierung und Kondensation der pDNA. Diese Bindeeffizienz stieg mit Erhéhung des
Verhaltnisses von Stickstoff im Polymer zu Phosphat in der DNA (N/P-Verhaltnis) von 10 auf 20
sowie der Erh6hung des Substitutionsgrads (DS). Ab einem DS von 20,52 war die Bindeeffizienz
gleich oder besser der Bindeeffizienz von 2.500 g/mol IPEI, das als etablierter Vektor [180] hier
als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Dieser vom DS und N/P-Verhéltnis abhdngige Anstieg der
Kondensation ist sowohl fiir natlirliche Substituenten wie Arginin, als auch fiir synthetische, wie
Glycidyltrimethylammoniumchlorid, bekannt[124, 195]. Im direkten Vergleich zeigte sich
CELmab beziglich der Kondensation von pDNA gegeniiber DEXmab (iberlegen. Analog zur
Literatur konnte gezeigt werden, dass flr kationisierte Dextrane meist ein gesteigertes
Ladungsverhéltnis kationischer Polymere (N) zu anionischer DNA (P) fiir eine Kondensation notig
ist [124, 195]. Im Unterschied dazu ist fiir die beschriebenen Zellulosederivate meist bei einem
niedrigen N/P-Verhaltnis eine effiziente Bindung der DNA zu beobachten [194]. Doch nicht nur
die Komplexierung und Kondensation der pDNA sondern auch die Kompaktierung auf eine GréRRe
von ca. 100 nm ist fir einen effizienten Gentransfer wichtig. Komplexe <10 nm haben den
Nachteil rapider renaler Elimination [15], wohingegen groere (>200 nm) verstarkt durch
Makrophagen aufgenommen werden [23]. Nach langjéhriger Forschung an optimalen Vektoren
zum Gentransfer wurden hydrodynamische Durchmesser in einem Bereich von 20 bis 200 nm als
geeignet beschrieben [15, 32]. Die mit DEXmab geformten Komplexe zeigten dabei unabhangig
vom N/P Verhiltnis und DS mit ca. 100 nm einen geeigneten hydrodynamischen Durchmesser
sowie ein positives Zetapotential zur elektrostatischen Interaktion mit der Zellmembran und
folglich der Transfektion. Fiir mit CELmab geformte Komplexe war wiederum keine Korrelation
der Brownschen Bewegung mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) messbar, was durch ein
polydisperses System bedingt sein kdnnte. Die fehlende Korrelation in der Messung kdnnte auch
mit Aggregation, Instabilitdt der Komplexe oder der fehlenden Ausbildung spharischer Komplexe
begriindet werden. Zellulose besitzt, im Gegensatz zu Dextran, durch ihre helikalen Anordnung
der B-(1->4)-verknlpften Anhydroglukoseeinheiten, ein sehr rigides Grundgeriist, was zur

Ausbildung stabférmiger Strukturen fiihren kann [176].
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Betrachtet man den Einfluss von DEXmab und CELmab auf die Viabilitdit L929 muriner
Fibroblasten so lieB sich eine sinkende metabolische Aktivitdit mit steigender
Polymerkonzentration und steigendem DS feststellen. Der Einfluss war fir DEXmab geringer
ausgepragt als CELmab. Im Unterschied dazu war nur bei Inkubation mit CELmab die Aggregation
von Erythrozyten feststellbar. Interessanterweise sank die Aggregation der Erythrozyten fir
CELmab-0.62 bei Konzentrationen >12,5 ug/ml wieder, was vermutlich an einer vollstandigen
Bedeckung der Oberflache der roten Blutzellen mit Polymer und folglich AbstoBung der Zellen
lag. Dieser Effekt ist z. B. flir Eisenoxidnanopartikel mit kationischer Oberflachenmodifikation
durch verzweigtes PEl bekannt [miindliche Mitteilung von Florian Schlenk, AG Prof. Fischer,
Institut fir Pharmazie, Friedrich-Schiller-Universitat, Jena]. Warum dieser Effekt weder bei dem
niedriger substituierten CELmab-0.31 noch bei dem hoher substituierten CELmab-0.71 auftrat,
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. In der Literatur ist die Umhillung von Zellen mit
kationisierter Zellulose und folgender Aggregation und Zelllyse beschrieben [196], doch trotz
hoherer Toxizitat in Bezug auf die Erythrozytenaggregation zeigte CELmab, genauso wie DEXmab,

keine Lyse der Zellmembran der Erythrozyten.

Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen kationischen Polymeren und pDNA schiitzen
die pDNA im Komplex durch Kompaktierung und verursachen damit eine sterische Blockade der
DNase [12, 14]. Analog zur beobachteten starkeren Kondensation der pDNA durch CELmab war
ein besserer Schutz vor DNase nachweisbar, was sich durch einen geringen Abbau der pDNA
durch DNase | zeigte. Damit war CELmab in Bezug auf den Schutz vor Nukleasen DEXmab

Uberlegen, welches unzureichend vor Abbau durch DNase | schiitzte.

Ein Absinken des Proteingehalts bei der Untersuchung der Transfektionseffizienz, bei dem die
CHO-K1-Zellen mit den Komplexen aus CELmab bzw. DEXmab und pDNA behandelt wurden,
konnte sowohl fiir DEXmab mit DS >0,39 als auch fiir CELmab mit DS >0,31 beobachtet werden.
Dieses Verhalten wird in der Literatur als ein Indikator fiir die Toxizitdt und Interaktion des
Vektors mit der Zellmembran beschrieben [111]. Betrachtet man den Einfluss von DEXmab-0.52,
CELmab-0.62 und CELmab-0.74 auf die Zellviabilitat, so lasst sich fiir diese drei Polymere eine
starkere Reduktion der Viabilitat mit steigender Polymerkonzentration und ein gegeniber
DEXmab mit DS <0,39 und CELmab-0.31 verringerter Proteingehalt feststellen. Dabei zeigte sich
aullerdem keine Abhangigkeit vom Zetapotential, das fir DEXmab-0.39 niedriger lag als
DEXmab-0.30 und dennoch eine geringere Zellviabilitit an L929 murinen Fibroblasten

verursachte.
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Die Transfektionseffizienz stieg flir Dextranderivate mit steigendem N/P-Verhaltnis der Komplexe
mit pDNA und steigendem DS. Diese Abhangigkeit ist bereits fiir andere synthetische
Seitenketten an Dextran z.B. PEI[116] oder Glycidyltrimethylammoniumchlorid [195]
beschrieben. Auch fiir die mit Methylaminobutyrat substituierten Zellulosen war ein Anstieg der
Transfektionseffizienz mit steigendem DS und N/P-Verhaltnis messbar. Dieser fiel im Vergleich
zu Dextran geringer aus, so dass die Transfektionseffizienz von CELmab-0.74 N/P 20 im Vergleich
zu DEXmab-0.52 N/P 20 um den Faktor 10 niedriger lag. Dies konnte wiederum mit der héheren
Steifigkeit der Zellulose begriindet werden, was eine fehlende Ausbildung spharischer Komplexe
und eine schlechte Aufnahme in die Zellen bedingt. Auerdem konnte damit eine Erklarung der
fehlenden Messbarkeit eines hydrodynamischen Durchmessers mit Hilfe von DLS erbracht
werden, da trotz hoher kationischer Ladung und hervorragender Bindeeffizienz fir DNA, eine
Aufnahme in die Zelle erschwert war. Der starke Anstieg der Transfektionseffizienz von
DEXmab-0.52 im Vergleich zu DEXmab-0.30 und -0.39 kdnnte mit dem zwei- bis dreifach héheren

Zetapotential begriindet werden, dass eine starkere Interaktion mit den Zellen moéglich machte.

Zusammenfassend wurden in dieser Studie erstmals die Eignung von Dextran und Zellulose als
Vektor zum Gentransfer direkt verglichen. Dabei zeigte sich nach Modifikation mit
Methylaminobutyrat eine Abhangigkeit der Eigenschaften der Vektoren vom Grundgeriist. So
war es den durch Methylaminobutyrat modifizierten Polysacchariden moglich pDNA effizient zu
binden und fiir DEXmab konnte die Bildung kationischer Nanokomplexe nachgewiesen werden.
Sowohl fir DEXmab als auch CELmab nahm mit steigendem DS und N/P-Verhiltnis die
Transfektionseffizienz zu, was mit den Literaturdaten korreliert [124, 195]. Flir DEXmab war diese
Abhangigkeit besonders ausgepragt. Dahingegen lieR die Untersuchung des Schutzes der
komplexierten pDNA vor Abbau durch DNasen eine effizientere Abschirmung gegen Nukleasen
durch modifizierte Zellulosen vermuten. Die kationisierten Polymere zeigten mit steigender
Konzentration und steigendem DS eine steigende Toxizitdt an Fibroblasten, wohingegen weder
fir DEXmab noch fir CELmab eine Lyse der Erythrozyten zu beobachten war. Im Unterschied zu
DEXmab stieg die Aggregation der Erythrozyten bei Behandlung mit CELmab mit steigendem DS
und steigender Konzentration. Da sich der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe aus
DEXmab mittels DLS bestimmen lief} und die Komplexe eine hohere Transfektionseffizienz bei
niedrigerer Toxizitat im Vergleich zu CELmab aufwiesen, wurde fiir die folgenden Studien Dextran

als Grundgerust verwendet.

Fiir die Entwicklung eines mafRgeschneiderten Vektors mit hoher Biokompatibilitat wurden fiir
die folgende Studie natlirliche Substanzen zum Einbringen kationischer Gruppen an Dextran

gesucht. Aufgrund der zahlreichen Studien zu natiirlichen Substanzen, wie Peptiden [113] oder
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Agmatin [124], dem decarboxylierten Derivat von Arginin, fiel die Wahl auf Aminosauren.
Aminosaure-gekoppelte Polymere waren in den letzten Jahren aufgrund ihrer herausragenden
Eigenschaften  Ziel zahlreicher  wissenschaftlicher  Untersuchungen [197-199]. Als
zellpenetrierende Peptide (CPPs) fanden Aminosduren schon lange Anwendung als Vektoren zum
Gentransfer [200, 201]. In CPPs konnten die vorteilhaften Eigenschaften einzelner Aminosauren
in einem Peptid kombiniert werden. So wurde z. B. Lysin zur Kondensation von DNA, Histidin zur
endosomalen Freisetzung und Valin zur DNA-Komplexierung eingesetzt [202]. AuBerdem zeigen
CPPs eine niedrige Toxizitat aufgrund ihrer Abbaubarkeit zu Aminosduren [62]. Auch
polymerisierte Aminosauren sind flr die Anwendung als Vektoren zum Gentransfer untersucht
worden. So sind z. B. Poly-L-Arginin [203] und Poly-L-Lysin [164, 204] fir Anwendung als
Vektoren zum Gentransfer lang bekannt. Gekoppelt an Dextran fanden die basische Aminosdure
Arginin [205] oder ihr decarboxyliertes Derivat Agmatin [124] aufgrund kationischer Ladung und
der zellpenetrierenden Eigenschaft der Guanidinfunktion [123] Anwendung. Dabei war die
Struktur der Konjugate wichtig, wie Azzam et al. [113] beschrieb. In einer Studie untersuchten sie
Uber 300 an Dextran gekoppelte Oligoamine unterschiedlicher Struktur auf ihre
Transfektionseffizienz und waren lediglich mit Spermin erfolgreich. Die strukturellen
Unterschiede bezogen sich unter anderem auf die molare Masse der Polyamine und den Abstand
zwischen den Aminfunktionen im Molekil. Auch fir Aminosduren ist eine strukturelle
Abhangigkeit der Tragereigenschaften beschrieben. So wurden z. B. Lysin, Glycin und Histidin an
Tocopherol gekoppelt und fiir Lysin und Glycin eine stiarkere DNA-Bindung im Vergleich zu
Histidin gefunden. Die Transfektionseffizienz zeigte sich wiederum far
Lysin > Histidin > Glycin [161]. Auch beim Vergleich von Serin, Alanin und B-Alanin als Kopfgruppe
an Fettsduren verschiedener Linge konnte ein starker Einfluss der Struktur in Form einer
Uberlegenheit der Alanin und B-Alanin-Kopfgruppe beziiglich der Transfektionseffizienz
gegeniber Serin gefunden werden [162]. Dies wurde mit einem geringeren Schutz der an Serin
gebundenen DNA begriindet. Unterschiede zeigten sich auRerdem beim Vergleich von Glycin und
B-Alanin als Kopfgruppe an Cholesterol, bei welchem die Transfektionseffizienz von Glycin der
von B-Alanin deutlich unterlegen war, was mit doppelt so grol8 geformten Lipoplexen der Glycin-

Derivate im Vergleich zu den B-Alanin-Derivaten begriindet wurde [163].

Da ein systematischer Vergleich verschiedener Aminosauren konjugiert an ein
Polymergrundgerist bisher ausstand, sollte in dieser Studie anhand von Glycin (gly), B-Alanin
(ala) und Lysin (lys) mit a-, B- bzw. a- und e-Aminfunktion an 60.000 g/mol Dextran (DEX)
gekoppelt und untersucht werden. Diese molare Masse garantiert eine lange Zirkulationszeit bei

spaterer Anwendung invivo, da sie oberhalb der Nierenschwelle liegt. Zusatzlich ist die
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Anwendung als Plasmaexpander lang bekannt [73, 80, 88, 89]. Mit der Kopplung der
Aminosauren Uber eine Esterbindung an Dextran nahm der pKs-Wert der Aminfunktionen ab. So
sank er fiur Glycin von 9,6 auf 7,7; flir B-Alanin von 10,2 auf 8,9; fiir die a-Aminfunktion von Lysin
von 9,0 auf 6,8 und fiir die e-Aminfunktion von Lysin von 10,5 auf 9,9. Demzufolge waren die
Aminosdauren gekoppelt an Dextran bei gleichem pH-Wert des umgebenden Mediums im
geringeren Malle protoniert als die freien Aminosduren. Der niedrige pKs-Wert der
a-Aminfunktion konnte ein Grund fiir die fehlende Komplexbildung mit pDNA der mit Glycin
konjugierten Dextrane (DEXgly) sein. Ein weiterer Grund koénnte die Kiirze der Kohlenstoffkette
von nur einem Kohlenstoff zwischen Carboxyl- und Aminfunktion von Glycin sein. Dies kdnnte
einerseits zu sterischer Hinderung der Komplexbildung aufgrund der Ndhe der Aminfunktion zum
Dextrangrundgeriist gefiihrt haben und andererseits die fehlende Protonierung durch die Nahe
der Carboxylfunktion bedingt haben. Die Datenlage dazu ist in der Literatur nicht eindeutig. Die
fehlende Komplexierung in unseren Versuchen steht im Gegensatz zu bisherigen
Untersuchungen an z. B. mit Glycin modifizierten dendritischen Amphiphilen bei denen bei
vergleichbaren Substitutionsgraden eine Komplexierung moglich war [206]. Allerdings lieRe sich
dadurch die fehlende Transfektion der Cholesterol-Glycin-Derivate [163] begriinden, wobei der
grofle hydrodynamische Durchmesser dieser Lipoplexe Indiz fiir eine schwache Kondensation
und GrofRenreduktion der DNA im Komplex war. Ein weiterer Hinweis auf die geringe
Kationisierung der Glycin-substituierten Dextrane war die fehlende Interaktion mit Zellen im
Rahmen der Toxizitatsuntersuchungen. Sowohl bei Untersuchung der Viabilitdit von L1929
murinen Fibroblasten als auch der Erythrozyten war keinerlei Toxizitat durch DEXgly unabhangig
vom Substitutionsgrad im untersuchten Bereich bis 1,09 und dem untersuchten
Konzentrationsbereich der Polymere bis 500 pg/ml feststellbar. Da die elektrostatische
Interaktion kationischer Polymere mit DNA eine Voraussetzung fiir den Einsatz zum Gentransfer

ist, wurde DEXgly in dieser Studie nicht weiter untersucht.

Im Unterschied zu Glycin lagen die B-Aminfunktion von B-Alanin und die e-Aminfunktion von
Lysin mit einem pKa von 8,4 bzw. 9,4 vermutlich bei physiologischem pH-Wert in hherem Male
kationisiert vor, so dass sich Komplexe mit ca. 100 nm hydrodynamischen Durchmesser bildeten.
Allerdings war diese Komplexbildung auch abhangig vom Substitutionsgrad, was an der
fehlenden Komplexbildung von mit B-Alanin substituiertem Dextran mit einem DS <0,21
ersichtlich war. Dies zeigte sich auch daran, dass fiir DEXala mit DS >0,69 und DEXlys mit DS 20,77
bereits bei geringen Polymermengen im Komplex (N/P 0,5) eine fast vollstandige Bindung der
pDNA mit <5 % unkondensierter pDNA zu beobachten war. Bei niedrigeren Substitutionsgraden

von DEXlys war ein héheres N/P-Verhiltnis fiir eine Kondensation nétig. Ahnliche Ergebnisse sind
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fir Arginin in Kombination mit Dextran nachgewiesen [205] und auch bei der Konjugation
synthetischer Polymere, wie linearem PEI, an Dextran kam es mit steigendem Substitutionsgrad
bereits bei niedriger Polymermenge zu einer starkeren Bindung der DNA [116]. Der
hydrodynamische Durchmesser von ca. 100 nm der Komplexe aus DEXala bzw. DEXlys und pDNA
war geeignet flir die Aufnahme in die Zellen [1, 207]. Der Polydispersitatsindex (PDI) zeigte eine
mono- bis bimodale PartikelgroRenverteilung, die aufgrund von Aggregation, Instabilitdt oder
nicht-spharischer Form der Komplexe entstanden sein kénnte. Zusammenfassend zeigten sowohl
mit B-Alanin als auch mit Lysin substituierte Dextrane die Fahigkeit mit pDNA spontan stabile
Komplexe im GrofRenbereich von 100 nm mit kationischer Oberflachenladung zu bilden, was laut

Literatur die Transfektion beglinstigt [20].

Die biologische Aktivitat zeigte sich von Art der Aminosaure und Substitutionsgrad, nicht aber
vom Stickstoffgehalt, abhangig. Beim Vergleich von DEXala und DEXlys beziglich des Einflusses
auf die Zellviabilitat war eine niedrigere Aktivitat flir DEXlys beobachtbar, obwohl ein
vergleichbarer DS bei Lysin aufgrund zweier Aminfunktionen auch einen doppelten Gehalt an
Stickstoff zur Folge hatte (Tabelle 6). Dies konnte vor allem an der Zellviabilitdt der L929 murinen
Fibroblasten sowie der Aggregation roter Blutkdrperchen beobachtet werden. Mit steigender
Polymerkonzentration nahm die Erythrozytenaggregation zu, wobei der Anstieg fir DEXlys
wesentlich geringer ausgepragt war als fiir DEXala. Die geringere Toxizitat von DEXlys wiirde die
These der fehlenden Kationisierung der a-Aminfunktion bei Glycin stiitzen, da mit Protonierung
der a-Aminfunktion von Lysin zusatzlich zur e-Aminfunktion eine héhere Toxizitat bei gleichen
Substitutionsgrad im Vergleich zu DEXala erwartet worden ware. Auch der in den
Transfektionsexperimenten gemessene Proteingehalt, als Indikator fir das Zellwachstum, war
mit den Zellviabilitatsstudien vergleichbar [111]. So fiel die Proteinkonzentration der mit B-Alanin
substituierten Dextrane mit steigendem N/P-Verhaltnis starker ab als mit Lysin-substituierten
Dextranen. In Bezug auf die Toxizitdit reichte die Konzentration der hier getesteten
Aminosauredextranester nicht fir eine Lyse der Erythrozyten aus. Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zur Literatur, wo Lysin konjugiert an Cholesterol oder o-Tocopherol dem
Ladungsdilemma einer gesteigerten Toxizitat mit steigender Bindeeffizienz ausgesetzt war [161,
208]. Dies wies auf den Vorteil eines natiirlichen Polymergrundgeriists fiir die Kationisierung zum

Gentransfer hin.

Wahrend der Untersuchung der Transfektionseffizienz wiesen die mit Lysin substituierten
Dextrane den gleichen Nachteil wie Poly-L-Lysin, ndmlich eine geringe endosomale Freisetzung,
auf [165]. Die Transfektionseffizienz konnte durch den Einsatz von Chloroquin, welches aufgrund

seiner Basizitat die Freisetzung aus dem Endosom verbessert [38], gesteigert werden. Im
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Gegensatz zu DEXlys war fiir DEXala eine vom DS und N/P-Verhéltnis abhédngige Steigerung der
Transfektionseffizienz feststellbar, was mit der Literatur zu mit Agmatin substituierten Dextranen
korreliert [124]. DEXala-1.50 erreichte bei N/P 40 eine um den Faktor 360 hohere
Transfektionseffizienz im Vergleich zu mit Lysin substituierten Dextranen. Durch den Einsatz von
Chloroquin lag die Transfektionseffizienz von DEXala-1.50 bei N/P 40 nur noch um den Faktor 8,6
hoher als DEXlys-0.77 bei N/P 40. Verglich man die Transfektionseffizienz von DEXala-1.50 N/P 20
mit der von DEXmab-0.52 N/P 20 so wurde durch den Einsatz der nattirlichen Aminosaure im
Vergleich zu Methylaminobutyrat eine Steigerung der Transfektionseffizienz um den Faktor 4,3
erreicht. Dies ist insofern interessant, als das die molare Masse des Dextrans von DEXmab-0.52
mit 75.000 g/mol hoher war als die des DEXala mit 60.000 g/mol. Aus der Literatur zu z. B. bPEI
ist eine gesteigerte Transfektion mit steigender molarer Masse bekannt [64, 65]. Allerdings spielt
auch der hohere Substitutionsgrad der mit B-Alanin im Vergleich zu mit Methylaminobutyrat
substituierten Dextrane eine Rolle, da mit steigendem Substitutionsgrad mehr protonierbare
Funktionen zur Verfigung stehen. Im Vergleich zu an Dextran mittels 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid  (EDC) gekoppeltem  Polyethylenimin  bei  N/P 25
(CMO0.3-dex-g-IPEls) [116] zeigte DEXala-1.50 bei N/P20 ebenfalls eine hohere
Transfektionseffizienz. Das strukturelle Element einer C2-Gruppe zwischen Amin- und
Carboxylfunktion, wie in B-Alanin, schien einen wesentlichen Einfluss auf die
Transfektionseffizienz zu haben, was bereits bei Poly((2-dimethylamino)ethylmethacrylat) als
vorteilhaft erkannt wurde [209]. Beim Vergleich des Schutzes vor DNase | wiederum zeigte mit
Lysin substituiertes Dextran bereits bei DS 20,61 hervorragende protektive Eigenschaften,
wohingegen fir DEXala ein DS 21,50 no6tig war. Der Schutz vor DNasen ist fiir Poly-L-Lysin bekannt
und schien sich hier auch beim Einsatz von Lysin als Substituent an Dextran durch den Schutz der

DNA vor enzymatischen Abbau positiv ausgewirkt zu haben [210].

Fasst man die Erkenntnisse zu den untersuchten Aminosauren konjugiert an Dextran zusammen,
so wurde Glycin aufgrund seiner fehlenden Fahigkeit der Kondensation der pDNA aus der Studie
ausgeschlossen. Dagegen zeigten sowohl B-Alanin als auch Lysin neben der hervorragenden
Kondensation von pDNA, Bildung kationischer Nanokomplexe und niedriger Toxizitat weitere
positive Eigenschaften. So wiesen mit B-Alanin konjugierte Dextrane einen starken Anstieg der
Transfektionseffizienz mit steigendem DS und N/P-Verhdltnis auf und Lysin substituierte
Dextrane zeigten einen herausragenden Schutz vor DNase | selbst bei niedrigem DS. In dem
Versuch die Vorteile beider Aminosdauren zu kombinieren, wurden sie in verschiedenen
Mischungsverhaltnissen an ein Dextrangrundgerist konjugiert und auf ihre Eigenschaften fiir den

Einsatz als Vektor zum Gentransfer untersucht.
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Mit dem Ziel die mit Aminosdure modifizierten Dextrane als neu synthetisierte Klasse von
Vektoren zum Gentransfer weiter zu optimieren, wurden B-Alanin und Lysin mit verschiedenen
DS an ein Dextrangrundgerist gekoppelt. Die Verteilung der Aminosauren am Dextran erfolgte
durch gleichzeitige Reaktion des Dextrans mit B-Alanin und Lysin zufdllig. Wie bei der
Kombination mehrerer Aminosauren in CPPs zur Vereinigung ihrer vorteilhaften Eigenschaften
fir den Gentransfer [102, 202, 211] sollte auch hier mit dem gleichen Ziel eine Kombination der
Aminosauren konjugiert an Dextran erreicht werden. Vorteilhaft erwies sich die Kombination
mehrerer Aminosauren auch bei der Kationisierung von Tocopherol [161], wo die mit Dipeptiden
aus Glycin und Histidin bzw. Glycin und Lysin konjugierten hydrophoben Strukturen eine um
mindestens den Faktor 10 hohere Transfektionseffizienz im Vergleich zu den mit einfacher
Aminosaure konjugierten zeigten. Um den Einfluss der einzelnen Aminosduren am Dextran
analysieren zu konnen wurden ausgehend von DEXala-0.42 lys-0.21 zwei Mischester mit
héherem Anteil an B-Alanin (DEXala-0.68 lys-0.19 und DEXala-0.99 lys-0.16) und zwei Mischester
mit hoherem Lysinanteil (DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53) synthetisiert. Bei der
Untersuchung der neu synthetisierten Aminosduredextranester lieBen sich die Einflisse der
einzelnen Aminosauren je nach Substitutionsgrad erkennen. So zeigten auch hier Vektoren mit
hoherem B-Alanin-Anteil (DEXala-0.68 lys-0.19 und DEXala-0.99 lys-0.16) bereits bei N/P 0,5 eine
fast vollstandige Bindung der DNA, wahrend fir Vektoren mit hoéherem Lysin-Anteil
(DEXala-0.43 lys-0.21, DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53) ein N/P >1 notwendig war.
Dies hebt wiederum die vorteilhafte Struktur eines C2-Abstandes zwischen Amin- und
Carboxylfunktion fiir die Bindeeffizienz hervor [209]. Alle synthetisierten Mischester formten mit
pDNA Komplexe mit einer GrofRe von ca. 100 nm und einem positiven Zetapotential, was auf ihre
Eignung als Vektor hinwies und aufgrund der vorherigen Ergebnisse aus der Untersuchung der

Aminosauredextranester zu erwarten war [169].

Bei der Untersuchung der Toxizitat der Vektoren zeigte sich, wie auch bei den Monoestern, eine
Abhangigkeit vom DS an B-Alanin und Konzentration des damit substituierten Dextrans. Ein
hoherer DS von Lysin mit gleich bleibendem DS an B-Alanin erhohte die Toxizitat nur geringfiigig.
Auch war im Vergleich zu den Monoestern bei gleichem DS an Mischestern eine hdhere Viabilitat
der Zellen feststellbar. Damit wies der Anteil an Lysin einen gilinstigen Einfluss auf die Viabilitat
der Zellen auf. So lag die Viabilitat L929 muriner Fibroblasten bei DEXala-0.69 im Vergleich zu
DEXala-0.42 lys-0.21, das einen anndhernd gleichen Gesamt-DS der Aminosauren hatte, bei einer
Polymerkonzentration von 500 ug/ml um den Faktor 9 niedriger. Allerdings war dieser positive
Einfluss bei einem geringeren Lysinanteil wie beispielsweise bei DEXala-0.99 lys-0.16 nicht mehr

festzustellen. Verglich man DEXala-0.99 lys-0.16 mit DEXala-1.16, welches den gleichen
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Gesamt-DS aufwies, so zeigte sich kein Unterschied in der Viabilitdt. Analog zu den
Viabilitatsstudien war auch bei der Untersuchung der Proteinsynthese eine verringerte
Proteinkonzentration [111] bei Behandlung mit Komplexen mit héherem B-Alanin-Anteil
(DEXala-0.68 lys-0.19 und DEXala-0.99 lys-0.16) mit steigendem DS und N/P-Verhaltnis
feststellbar. Im Unterschied dazu blieb die Proteinkonzentration der mit hohem Lysin-Anteil
substituierten Dextrane (DEXala-0.43 lys-0.21, DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53)
analog zu DEXlys gleich der DNA ohne Vektor. Dieser Unterschied zeigte sich auch anhand der
Erythrozytenaggregation. Hier war fiir die Dextrane mit hohem Lysinanteil (DEXala-0.43 lys-0.21,
DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53) eine doppelt so hohe Konzentration der Polymere
notig, um ein Aggregationsstadium 2, was einer leichte Aggregation mir vereinzelter Ausbildung
,minzrollenartiger” Strukturen entspricht, zu verursachen. Folglich hatte Lysin konjugiert mit
B-Alanin an Dextran auch bei den Mischestern einen giinstigen Einfluss auf die Viabilitat der
behandelten Zellen. Auch auf den Schutz vor DNase | hatte ein DS von Lysin 20,53 einen positiven
Einfluss, wahrend mit steigendem B-Alanin-Anteil kein Schutz vor DNase 1 erkennbar war. Die
Transfektionseffizienz lieR sich einem hohen B-Alanin-Anteil zuordnen und stieg, wie auch bei
DEXala bereits festgestellt wurde mit steigendem DS und N/P-Verhaltnis. Im Unterschied dazu
blieb die Transfektionseffizienz unabhangig vom DS bei den Mischestern mit hohem Lysinanteil

(DEXala-0.43 lys-0.39 und DEXala-0.37 lys-0.53) gleich.

Zusammenfassend spiegelten sich die Eigenschaften der einzelnen Aminosduren in den
Mischestern wieder. Damit wurde die Struktur-Aktivitdts-Beziehung der untersuchten
Aminosduren an Dextran bestatigt und es eroffnet sich die Moglichkeit der Synthese
malRgeschneiderter Vektoren zum Gentransfer durch Anpassung der DS der jeweiligen
Aminosdauren am Polymergrundgerist. Weiterhin konnen dieser Bibliothek weitere Aminosauren
z. B. Histidin [208, 212-216], Agmatin [124] oder Arginin [205, 212, 216, 217] hinzugefiigt
werden, deren Vorteile nach Analyse ebenfalls in die gemischten Ester eingebracht und so die

Eigenschaften der Vektoren weiter optimiert werden.

Nicht-virale Vektoren werden bereits in vielen klinischen Studien untersucht. Dabei erwies sich
die fehlende Stabilitdt von Komplexen in fliissigen Formulierungen als ein Nachteil [16, 182, 185,
218]. Die Instabilitdat begriindet sich im Bestreben der Komplexe ihre Oberflache zu verringern
und so ihre thermodynamische Stabilitat zu steigern, was zur Aggregation fihrt [182, 183]. Bisher
zeigten nur wenige Komplexe eine Stabilitat in Losung Gber ldngere Zeit z. B. Lipopolyplexe mit
DNA oder siRNA [184, 219]. Nach intensiver Suche nach optimalen Vektoren zum Gentransfer
sollte die Stabilitdt der Komplexe aus DEXala-1.50 und DEXala-0.99 lys-0.16 untersucht und

gegebenenfalls verbessert werden. Die Vektoren wurden gewdhlt, da sie in den bisherigen
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Untersuchungen dieser Arbeit auf Eignung als Vektor die besten Ergebnisse hinsichtlich
Transfektion zeigten. In einem ersten Versuch wurden die Komplexe nach Standardherstellung
bei-20 °C eingefroren. Diese Methode wurde einerseits in der Literatur bereits zum erfolgreichen
Stabilisieren von Komplexen aus Chitosan und DNA [220], sowie PEl und siRNA [183] verwendet.
AuBerdem ist sie technisch einfach, da Tiefkiihlschranke zur géangigen Ausstattung von Laboren
oder auch, fiir die spatere Anwendung gedacht, Krankenstationen gehoren. AuRerdem ist die
Stabilitat von DNA wahrend des Einfrierens schon seit 50 Jahren bekannt [221]. In Folge des
Einfrierens und der Rekonstitution konnte der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe
nicht mehr mittels DLS bestimmt werden, was fiir eine Polydispersitat des Systems aufgrund von
Zerfall oder Aggregation der Komplexe spricht. Dies konnte eine Folge der zu langsamen
Eiskristallbildung sein. Die langsame Eiskristallbildung fihrt dabei zum Aufkonzentrieren und
folglich zur starkeren Interaktion der Komplexe [185]. Dieser Effekt wurde z.B. bei
Lipoplexen [16] sowie Komplexen aus Chitosan und DNA [220] beschrieben. Interessanterweise
verhielt sich die Transfektionseffizienz nach dem Auftauen von mit B-Alanin substituierten
Dextran anders als der untersuchte Mischester mit B-Alanin und Lysin. Wahrend bei ersterem die
Transfektionseffizienz abnahm, stieg sie bei DEXala-0.99 lys-0.16 an. Eine mogliche Erklarung des
Anstiegs ware die Ausbildung groBer Aggregate und folglich eine starkere Sedimentation der
Komplexe auf die adharenten Zellen am Boden der Platte. Der Verlust der Transfektionseffizienz
im Vergleich zu frisch hergestellten Komplexen kénnte mit einer Aufspaltung eines Teils der
Komplexe erklart werden. Diese teilweise Dissoziation von Komplexen wahrend der Lagerung
wurde bereits flr chitosan-basierte Vektoren beschrieben [220]. In diesem Fall schien der
Lysinanteil im Mischester einen stabilisierenden Effekt auf den Komplex zu haben indem er die

Aufspaltung des Komplexes verhinderte.

Als Alternative zum Einfrieren wurde die Gefriertrocknung angewandt, die durch den Entzug des
Wassers den zusatzlichen Vorteil einer trockenen und damit weniger keimanfalligen Lagerform
hat [16]. AuRerdem sind gefriergetrocknete Formulierungen fiir die Anwendung am Patienten
von medizinischem Personal einfach zu handhaben, da sie mit einem geeigneten Medium leicht
zu rekonstituieren sind. Nach Gefriertrocknen der Komplexe, als milde Methode der
Stabilisierung [182], und Rekonstitution wies die fehlende Korrelation der Brownschen
Bewegung wahrend der DLS-Messung erneut auf eine Aggregation der Komplexe hin. Der
stabilisierende Einfluss von Dextran, das auch selbst als Kryoprotektor eingesetzt wird, war bei
den Komplexen nicht feststellbar [222]. Es war allerdings sowohl fiir DEXala-1.50 als auch fir
DEXala-0.99 lys-0.16 eine Steigerung der Transfektionseffizienz feststellbar. Dies legte die

Ausbildung aggregierter Komplexe nahe, was mit dem zusatzlich zum Einfrieren stattfindenden
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Entzug von Wasser und der daraus folgenden weiteren Aufkonzentrierung der Komplexe
begriindet sein konnte [185]. Durch die Sedimentation dieser Aggregate kdnnte es, wie oben
erwdhnt, zu einer gesteigerten Kontaktzeit der Komplexe mit den Zellen und folglich einer
verstarkten Transfektion kommen. Diese Ergebnisse standen im Gegensatz zum unstabilisierten
Gefriertrocknen von Polyplexen aus 25.000 und 800.000 g/mol bPEI und IPEl, wo die
Transfektionseffizienz aufgrund der Dissoziation der Komplexe sank [187, 223, 224]. Um die
Komplexe wahrend der Gefriertrocknung zu stabilisieren, sollte im Folgenden der Einsatz von
Kryo- und Lyoprotektoren untersucht werden [16, 218]. Der Unterschied zwischen
Lyoprotektoren, welche wahrend der Trocknungsphase stabilisieren, und Kryoprotektoren,
welche wahrend der Einfrierphase stabilisieren, liegt nicht an der Art ihrer Wirkung, sondern
lediglich an der Definition. Kryo- und Lyoprotektoren stabilisieren wahrend der Gefriertrocknung
indem sie die Hydrathiille um die Formulierung durch Interaktion tiber die eigenen OH-Gruppen
ersetzen. Zusatzlich bilden sie bei der Gefriertrocknung eine glasartige Hille und reduzieren so
die Beweglichkeit der gefriergetrockneten Substanz [186, 225]. Auch kann der Kryo- oder
Lyoprotektor bei der Rekonstitution zur Isotonisierung der Losung beitragen. Die Komplexe
wurden deshalb in 5% Glukose hergestellt und gefriergetrocknet, da fiir Glukose kryo- und
lyoprotektive Eigenschaften beschrieben sind [226]. Fir die Stabilisierung empfindlicher
Makromolekiile wie Proteine ist ihre Anwendung lang bekannt [226]. Zusatzlich kénnen sie
eingesetzt werden, um nach der Rekonstitution eine isotonische Lésung zu ergeben [226]. Aus
diesem Grund wurden fir folgende Untersuchungen Komplexe in 5 % Glukose hergestellt. Dieser
Zusatz fand bereits Anwendung bei Komplexen mit Polyethylenglycol gekoppelt an PEI-Poly-¢-
Caprolacton-Partikeln (PEG-PCL-PEI) [17] und Oligoaminoamiden [188] und stabilisierte dort
sowohl den hydrodynamischen Durchmesser der Komplexe als auch deren biologische Aktivitat,
wie die Transfektionseffizienz. Auch die Stabilisierung des hydrodynamischen Durchmessers von
Komplexen aus DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 mit pDNA wéahrend der Gefriertrocknung
und sofortigen Rekonstitution gelang mit dem Zusatz von 5% Glukose. So war der
hydrodynamische Durchmesser mittels DLS bestimmbar und stieg wahrend der Gefriertrocknung
und Rekonstitution an. Jedoch lag der hydrodynamische Durchmesser der Komplexe unterhalb
von 200 nm und war folglich im geeigneten Bereich fiir die Zellaufnahme zum Gentransfer [1,
207]. Auch fiir 25.000 g/mol bPEI war die Steigerung des hydrodynamischen Durchmessers trotz
Stabilisierung beschrieben [185]. Im Folgenden sollten die Komplexe mit der erfolgreich
angewandten und etablierten Methode stabilisiert und tber einen Zeitraum von drei Monaten
gelagert werden. Zur Untersuchung auf Stabilitdat der Komplexe wurden ihr hydrodynamischer
Durchmesser sowie die Transfektionseffizienz wahrend der Lagerung getestet. Als

Lagertemperaturen wurden 25 °C, 4 °C und -20 °C gewahlt [182, 185, 187, 188], da diese einer
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spateren Lagerung der fertigen Formulierung bei Raumtemperatur, im Kihlschrank oder im
Tiefkiihlschrank entspricht. Diese sollten als gangige Lagerorte fir Arzneimittel in den
anwendenden Institutionen vorhanden sein. Nach einer Woche, einem und drei Monaten war
fur DEXala-1.50 und DEXala-0.99 lys-0.16 nur eine geringfligige Zunahme des hydrodynamischen
Durchmessers wahrend der Lagerung bei 4 °C und -20 °C feststellbar. Der hydrodynamische
Durchmesser blieb <200 nm und zeigte damit die Eignung der Komplexe zur Transfektion [15,
32]. Wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur kam es zum Anstieg des hydrodynamischen
Durchmessers der Komplexe, so dass nach drei Monaten keine Korrelation der Brownschen
Bewegung mittels DLS gemessen werden konnte. Wie aus der Literatur zu Komplexen aus
Chitosan bekannt, kénnte der Grund auch hier eine Aggregation der Komplexe gewesen
sein [220]. Eine Stabilisierung der Komplexe aus Plasmid-DNA (pDNA) und DEXala-1.50 bzw.
DEXala-0.99 lys-0.16 konnte also bei Lagerung bei Raumtemperatur mit der angewandten
Methode nicht gewadhrleistet werden. Wiederum zeigten die Transfektionseffizienzen fir
Komplexe aus DEXala-1.50 und pDNA bei Raumtemperatur stabile Werte (iber die Lagerdauer
und glichen nach drei Monaten Lagerung denen der frisch hergestellten Komplexe. Dahingegen
kam es wahrend der Lagerung bei 4 °C bzw. -20 °C zu einer Abnahme der Transfektionseffizienz.
Dieses Absinken nach Gefriertrockung und Lagerung bei 4 °C wurde z. B. flir Polyplexe aus
25.000 g/mol bPEI und pDNA [185] bereits beschrieben. Fiir Komplexe aus DEXala-0.99 lys-0.16
und pDNA zeigte sich wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur eine stabile
Transfektionseffizienz Giber die Lagerdauer von drei Monaten. Im Unterschied dazu sanken, wie
auch bei Komplexen aus DEXala-1.50 und pDNA, die Transfektionseffizienzen aller Komplexe im
Vergleich zu den direkt vor dem Versuch hergestellten Komplexen tiber die Lagerdauer. Fiir eine
Stabilisierung der Komplexe war also eine Gefriertrocknung und Lagerung bei niedrigen
Temperaturen von 4 °C oder -20 °C nétig, wohingegen die Transfektionseffizienz wahrend der

Lagerung bei 25 °C erhalten blieb.

In einer weiteren Studie sollten die Auswirkungen des wahrend der Gefriertrocknung, durch das
Einfrieren und die Trocknung, auf die Komplexe einwirkenden Stresses [16, 218] untersucht
werden. Dafir wurden die in 5% Glukose hergestellten Komplexe aus DEXala-1.50 bzw.
DEXala-0.99 lys-0.16 und pDNA mehrfach gefriergetrocknet und wieder rekonstituiert und der
Einfluss auf den hydrodynamischen Durchmesser und das Zetapotential untersucht. Dabei kam
es fur Komplexe aus DEXala-1.50 und pDNA zu einer leichten Steigerung des hydrodynamischen
Durchmessers nach sieben Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen. Ein adhnliches
Verhalten ist fiir nicht-virale Vektoren zum Gentransfer bereits beschrieben. So zeigten auch

Formulierungen aus linearem PEI [182, 185] und Oligoaminoamiden [188] vom Stabilisator
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unabhangige  Steigerung des hydrodynamischen  Durchmessers nach mehreren
Gefriertrocknungs- und Rekonstitutionszyklen. Ahnlich verhielt sich auch DEXala-0.99 lys-0.16,
wobei die Steigerung des hydrodynamischen Durchmessers bei N/P 10 besonders stark
ausgepragt war. Dies kdnnte an einer schwacheren Stabilisierung des Komplexes im Vergleich zu
hoheren N/P-Verhéltnissen liegen konnte. Der hydrodynamische Durchmesser blieb aber trotz
Steigerung unterhalb von 200 nm und zeigte damit, dass die Komplexe weiterhin fiir eine
Transfektion geeignet waren. Das Zetapotential blieb Gber sieben Zyklen anndahernd konstant,
was ein Hinweis auf eine fehlende Dissoziation der Komplexe ist. In diesem Fall ware ein Abfallen
des Zetapotentials zu erwarten gewesen [223]. Folglich stabilisierte die Gefriertrocknungin 5%
Glukose die Formulierung der pDNA im Komplex mit DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 auch

unter dem Stress mehrerer Gefriertrocknungs- und Rekonstitutonszyklen.

Zusammenfassend war mittels Einfrieren auf -20 °C und Gefriertrocknung ohne Stabilisatoren
eine stabile Transfektion der Komplexe aus DEXala-1.50 bzw. DEXala-0.99 lys-0.16 und pDNA zu
beobachten. Allerdings waren die hydrodynamischen Durchmesser der Komplexe nicht mehr
bestimmbar. Mit dem Einsatz von 5 % Glukose und Gefriertrocknung wurde eine Mdoglichkeit der
Stabilisierung der Aminosauredextranester (iber einen ldngeren Zeitraum bei verschiedenen
Lagertemperaturen gefunden. Dabei zeigte die Lagerung bei 25 °C die besten Ergebnisse in Bezug
auf die Transfektionseffizienz. Die Stabilisierung mit 5 % Glukose erlaubte auch das wiederholte
Gefriertrocknen ohne Verlust der kationischen Nanokomplexe der Formulierung. Um die
Stabilisierung (iber einen langeren Lagerungszeitraum im Hinblick auf die physikochemischen
Eigenschaften, wie dem hydrodynamischen Durchmesser, weiter zu optimieren, kdnnten eine
Reihe anderer Kryo- und Lyoprotektoren untersucht werden. Dabei konnte auch eine
Kombination sinnvoll sein [218]. Aus der Literatur ist ersichtlich, dass es keine universal
anwendbare Losung fiir alle Komplexe gibt. So zeigte z. B. Glukose eine Konservierung der
Eigenschaften von Komplexen aus PEG-PCL-PEI und siRNA [17] oder Komplexen aus pDNA und
Polyethylenglycol  gekoppelt an PEI mit  einem  ,Endothelial-Growth-Factor“-
Rezeptortargeting [227]. Im Unterschied dazu zeigten Komplexe aus pDNA und mit
Hydroxyethylstarke modifiziertem PEl keine Stabilitit nach Gefriertrocknung in
Glukosel6sung [185]. Sucht man nach Stabilisierungsmoglichkeiten fir aminosaurehaltige
Vektoren findet man z. B. Komplexe aus Poly-L-Lysin und pDNA, deren Stabilisierung mit Hilfe
von Saccharose gelang [187] oder Komplexe aus Oligoaminen und siRNA, bei denen keine
Stabilisierung in Hydroxypropylbetadextran zu beobachten war. Hier war der Einsatz von
Saccharose, Laktosaccharose oder Trehalose nétig, um die Komplexe im Hinblick auf

hydrodynamischen Durchmesser und Knock-Down-Effizienz zu stabilisieren [188]. Folglich



Gesamtdiskussion 103

konnte mit dem Einsatz weiterer Kryo- und Lyoprotektoren das bestehende System der

Stabilisierung mittels 5 % Glukose weiter verbessert werden.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein innovativer Vektor zum Gentransfer entwickelt. Im
Unterschied zu dem synthetischen Polyethylenimin als Goldstandard polymerer Vektoren war
das Ziel die Entwicklung eines nattrlichen, biokompatiblen und bioabbaubaren Vektors. Dieser
sollte einfach zu modifizieren sein und sich fir die Anwendung als Tragersystem fir

Nukleinsduren in seinen Eigenschaften malRgeschneidert anpassen lassen.

Aus diesem Grund wurden auf der Suche nach passenden Tragersystemen die aus Glukose
bestehenden Polymere Dextran und Zellulose gewahlt. Beide brachten die Vorteile der
Biokompatibilitat mit sich. Durch die zahlreichen Hydroxylgruppen der Anhydroglukoseeinheiten
war eine einfache Modifikation zur Kationisierung gegeben. Zum direkten Vergleich wurden
beide Polymere mit verschiedenen Substitutionsgraden an Methylaminobutyrat modifiziert.
Diese Modifikation bot ein sekundares Amin als kationisierbare Gruppe, um die elektrostatische
Interaktion mit der anionischen Nukleinsdure moglich zu machen. Im Vergleich der Eignung als
Tragersystem fiir Plasmid-DNA (pGL3) konnte sowohl fiir Dextran als auch fiir Zellulose eine
hervorragende Komplexierung und Kondensation von DNA festgestellt werden. Dabei zeigte sich
die kationisierte Zellulose als Grundgeriist im Hinblick auf die Bindeeffizienz fir pGL3 und Schutz
vor DNasen dem modifizierten Dextran Uiberlegen. Flr Dextran und pGL3 konnte die Ausbildung
kationischer Nanokomplexe nachgewiesen werden, was fir eine Aufnahme in die Zellen von
Vorteil ist. Im Hinblick auf die Toxizitat in vitro erwies sich Dextran der Zellulose tiberlegen und
zeigte keinerlei Aggregation der Erythrozyten. Sowohl Dextran als auch Zellulose zeigten eine
geringe Toxizitdt, die mit steigender Polymerkonzentration an L929 murinen Fibroblasten
anstieg. Eine Toxizitat hinsichtlich der Lyse roter Blutzellen war nicht feststellbar. Nach der
Behandlung mit den Polymeren stieg mit steigendem N/P-Verhaltnis und Substitutionsgrad die
Transfektionseffizienz in vitro. Die Steigerung der Transfektionseffizienz war fiir das modifizierte
Dextran ausgepragter als fiir die kationisierte Zellulose, weshalb die weitere Optimierung des

Vektors mit Dextran als Grundgerust fortgesetzt wurde.

Um das natirliche Polymer Dextran mit einer gut biokompatiblen natiirlichen Substanz zu
modifizieren, wurden verschiedene Aminosduren auf ihre Eignung zur Kationisierung des
Dextrangrundgeriistes systematisch untersucht. Aufgrund der bisherigen Untersuchungen auf
Eignung als Vektor zum Gentransfer an lipophilen Tragersystemen, in zellpenetrierenden
Peptiden (CPPs) und polymerisiert fiel die Wahl auf Glycin, B-Alanin und Lysin. Diese Aminsduren
unterscheiden sich einerseits im pKs-Wert ihrer Aminfunktion(en) und dem Abstand zwischen

Carboxylfunktion und Aminfunktion. Ihre Carboxylfunktion bot dabei eine einfache Méglichkeit
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der Kopplung Uber eine Esterbindung an die Hydroxylgruppen des Dextrans. Die primdren
Aminfunktionen dienten als kationisierbare Gruppe, um die elektrostatischen Wechselwirkungen
mit DNA zu ermoglichen. Im Rahmen der Untersuchung zeigte sich keine Toxizitat des Glycin-
substituierten Dextrans im Bereich der untersuchten Substitutionsgrade. Die geringe Reduktion
der Zellviabilitdit L929 muriner Firboblasten nach Behandlung mit Lysin- oder B-Alanin-
Dextran-Derivate stieg mit steigendem Substitutionsgrad und Konzentration an, wobei der
Anstieg fir Lysin geringer ausgepragt war als fur B-Alanin. Im Gegensatz dazu liel sich die
Kondensation des pGL3 mit B-Alanin > Lysin > Glycin beschreiben. Dabei war sowohl fir
B-Alanin- als auch fiir Lysin-subsituiertes Dextran eine geringe Polymerkonzentration fiir eine fast
vollstandige Bindung des pGL3 notwendig. Untersuchte man den Schutz vor Nukleasen zeigte
sich Lysin dem pB-Alanin Uberlegen, da bei gleicher Polymerkonzentration die Halfte des
Substitutionsgrades am Dextran fiir den Schutz vor DNase | ausreichte. Dennoch wiesen beide
einen Schutz vor DNasen ebenso wie eine mit steigendem Substitutionsgrad der Aminosaure am
Dextran und steigender Polymerkonzentration im Komplex steigende Transfektionseffizienz auf.
Der Anstieg der Transfektionseffizienz war flir mit B-Alanin substituierte Dextrane groRer als fiir
mit Lysin substituierte, deren Transfektionseffizienz sich unter Zugabe von Chloroquin steigern

lieR.

Da eine Verknipfung verschiedener Aminosauren zur Kombination ihrer Eigenschaften fir
zellpenetrierende Peptide bekannt ist, wurden fiir die folgende Untersuchung Lysin und B-Alanin
an ein Dextrangrundgerist konjugiert und so erfolgreich ihre herausragenden Eigenschaften, wie
hohe Transfektionseffizienz und Schutz vor DNasen kombiniert. Die Eigenschaften dieses neu
entwickelten Vektors mit Lysin und B-Alanin konjugiert an ein Dextrangrundgertst lassen sich
individuell durch den Substitutionsgrad der konjugierten Aminosaure anpassen. Zusatzlich bietet
dieser Vektor die Basis fir weitere Entwicklungen. So kdnnten weitere Aminosduren mit
vorteilhaften Eigenschaften an Dextran konjugiert werden, wie z.B. Arginin, dessen
Guanidinfunktion die Zellmembranpenetration verbessert oder auch Histidin oder Valin, welche
in CPPs zur endosomalen Freisetzung oder zur DNA-Kondensierung eingesetzt werden. In
weiteren Arbeiten sollte eine systematische Untersuchung der Eigenschaften weiterer
Aminosauren an Dextran untersucht werden, um den hier entwickelten Vektor weiter zu

optimieren.

Die in dieser Arbeit entwickelten Vektoren wurden auBerdem hinsichtlich ihrer Lagerstabilitat
untersucht und optimiert. So konnten die Komplexe aus dem Aminosduredextranestern und
pGL3 ohne Verlust ihrer Transfektionseffizienz bei -20 °C oder nach Gefriertrocknung eingesetzt

werden. Der zusatzliche Einsatz von 5% Glukose im Herstellungsmedium und anschlieRende
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Gefriertrocknung sorgte Uber drei Monate fiir einen stabilen hydrodynamischen Durchmesser
der Komplexe wahrend der Lagerung bei 4°C oder -20°C und einer konstante

Transfektionseffizienz bei Lagerung bei 25 °C.

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit der direkte Vergleich zwischen kationisierten Dextranen und
Zellulosen in Bezug auf ihre Eignung als Vektor zum Gentransfer gezogen. Aufgrund ihrer
vorteilhaften Eigenschaften wurden weitere kationisierte Dextrane entwickelt und durch die
Konjugation von Aminosduren eine neue innovative Gruppe Vektoren synthetisiert. Dabei
zeigten sich Lysin- und B-Alanin-konjugierte Dextrane als eine herausragende Klasse von
Tragersystemen zum Gentransfer, die eine Basis zur weiteren Modifikation durch zusatzliche
Aminosaduren bietet. AuRerdem gelang es die Lagerung der Komplexe zu optimieren, so dass die
Formulierung nach Gefriertrocknung jederzeit mittels einfacher Rekonstitution fir die

Anwendung bereit ist.
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Annex I: Summary

This work dealt with the development of an innovative vector for gene delivery. In difference to
synthetic polyethylenimine as gold standard of polymeric vectors for gene delivery the design of
a natural, biocompatible and biodegradable vector was to be achieved. Additionally the vector

should be easy to modify to facilitate a tailor made adjustment of his characteristics.

In a first step the glucose-based polymers dextran and cellulose, which are both known for their
biocompatibility, were examined. The anhydroglucose units have the advantage of hydroxyl
groups, which are easy-to-modify. Both polymers were cationized using methylaminobutyrate to
compare their suitability for use as vector for gene delivery. Methylaminobutyrate has a
secondary amine group, which interacts electrostatically with anionic plasmid-DNA (pGL3).
Cationized dextran as well as cellulose proofed to have a high DNA binding efficiency with
cellulose revealing superior DNA binding efficiency as well as protection of bound DNA against
DNase compared to the modified dextran. Determination of hydrodynamic diameter as well as
zeta potential indicated the formation of cationic nanocomplexes of the cationized dextran with
pGL3. Concerning the toxicity, dextran proofed to be superior to cellulose as no aggregation of
erythrocytes occurred. Cellulose as well as dextran showed low toxicity, which increased with
rising polymer concentration during treatment of murine fibroblasts, but both did not reveal
hemolysis during the treatment of erythrocytes. Methylaminobutyrate modified dextran as well
as cellulose showed increased transfection efficiency with rising N/P-ratio as well as rising degree
of substitution. The increase of transfection efficiency was more pronounced for cationized
dextran than for modified cellulose. Following these results dextran was used for further

examinations.

To cationize dextran with a natural and biocompatible substance different amino acids were
chosen to examine their suitability as new vectors for gene delivery after conjugation to dextran.
Glycine, B-alanine as well as lysine were chosen as conjugates as they were already used in cell-
penetrating peptides (CPPs), conjugated onto lipophilic backbones or polymerized to investigate
their suitability for gene delivery. They differed in their structure like the distance between
carboxyl- and amine group as well as pK; values of their amine groups. The carboxyl group could
be conjugated via ester bond to the dextran backbone and the amine group facilitated
electrostatic interaction with pGL3. During the investigation dextran modified with glycine did
not show any toxicity in vitro while lysine as well as B-alanine substituted dextran exhibited low
toxicity, which increased with rising polymer concentration. Even though with lysine substituted

dextran showed lower toxicity than with B-alanine substituted dextran. In difference DNA binding



Annex I: Summary 120

efficiency was found to be B-alanine>lysine>glycine with very low polymer concentrations of
B-alanine or lysine substituted dextrans needed for almost complete binding of DNA and forming
cationic nanocomplexes. In contrast, the results regarding the protection of pGL3 against DNase
showed dextran modified with lysine being superior to B-alanine-dextran derivatives. In this case
only half of the degree of substitution of lysine in comparison to B-alanine was necessary to
protect DNA from degradation. Both lysine as well as B-alanine substituted dextrans revealed
rising transfection efficiency with increased polymer concentration and degree of substitution.
Transfection efficiency of B-alanine substituted dextran was superior to lysine substituted

dextran, which could be enhanced using chloroquine.

Combining the properties of different amino acids is known for cell penetrating peptides.
Therefore, lysine as well as B-alanine were both conjugated on one dextran backbone to
successfully combine their superior characteristics like high transfection efficiency as well as
protection against DNase. This new developed vector with B-alanine as well as lysine conjugated
on one backboneis ideal for further development like additional conjugation of other amino acids
with advantageous properties like histidine, which is used in CPPs for enhancing endosomal
escape or histidine which is used for DNA condensation. Arginine is an interesting option as well,
as its guanidine function is known to enhance cell membrane penetration. Hence, the here

synthesized vector could be further optimized to develop tailor made vectors.

The developed vectors were additionally optimized regarding their storage stability. Complexes
of amino acid conjugated dextran and pGL3 did not suffer reduction of transfection efficiency
after freezing or freeze-drying. When complex formation was performed in glucose 5% and
complexes were freeze-dried hydrodynamic diameter could be stabilized over 3 months during

storage at 4 °C and -20 °C. During storage at 25 °C transfection efficiency was stabilized.

In summary, in this work an innovative class of vectors for gene delivery was developed. For this
purpose, in a first step dextran and cellulose were cationized and examined for their suitability.
Since modified dextran proofed superior regarding its transfection efficiency of pGL3 it was used
for further modifications. After cationization of dextran with amino acids a new vector for gene
delivery was developed. Additionally, the advantageous properties of lysine and B-alanine could
be combined in one vector. This made the development of tailor-made vectors for gene delivery
possible by adjusting the degree of substitution of amino acids or adding additional amino acids
to the dextran backbone to combine their superior characteristics. Furthermore, storage stability
of the new developed vector was optimized leading to a ready-to-use formulation for gene

delivery.
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