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,,0ffnen sich die Schleusentore fiir die Gen-Therapie?“ So titelte kiirzlich
ein Editorial der Zeitschrift Nature Biotechnology [1]. Denn mit Glybera
wurde am 1. November 2012 von der Europaischen Kommission das
erste Gentherapeutikum fiir die Anwendung im Menschen in der
westlichen Welt zugelassen. Das Medikament kann Patienten helfen,

die aufgrund einer fehlenden Lipoproteinlipase (LPL) immer wieder
unter potenziell lebensbedrohlichen Entziindungen der Bauchspeichel-

drise leiden.

Auch viele andere Erbkrankheiten beruhen
darauf, dass wichtige Proteine nicht kor-
rekt produziert werden, und auch hier sind
Gentherapeutika bereits in der Entwick-
lung. Dabei werden fast immer Viren als
Vektoren verwendet [2] (Abb.1). Viren
transportieren die benotigte Erbinforma-
tion effizient in die gewlnschten Gewebe
und 16sen dort die Genexpression aus.
Doch trotz ihrer Erfolge ist diese Form
der Gentherapie keineswegs unpro-
blematisch. Hiufig kommt es zu
einer Immunisierung des Pati-
enten gegen den viralen
=N Vektor, sodass eine zwei-
te Gentherapie mit die-
sem Vektor nicht
.moglich ist. Umso
A mehr dringt sich die
) Frage auf: Gibt es
| zu den Viren mog-
licherweise
Alternative?

eine

Nano-Sterne: ein Durchbruch bei
der nicht viralen Transfektion

Schon seit geraumer Zeit sind in der zell-
biologischen Forschung auch nicht virale,
synthetische Gentransporter (Transfektions-
mittel) bekannt, meist kationische Lipide
oder Polymere [3]. Solche Molekiile zeigen
kaum immunausldésende Wirkung und sind
auch leichter in groflen Mengen herzu-
stellen. Fir eine Anwendung in der Medizin
sind sie dennoch bislang kaum geeignet.
Sie sind um Grofenordnungen weniger
effizient als Viren und wiirden den Patienten
z.B. unnotig mit DNA belasten. Viel wich-
tiger aber ist, dass die bislang beschrie-
benen nicht viralen Transfektionsmittel
kaum fihig sind, die DNA in den Kern von
ausdifferenzierten, sich nicht mehr teilenden
Primirzellen zu transportieren. Man nimmt
an, dass sie an der Kernmembran schei-
tern. Auch bei Blutzellen, beispielsweise
bei T-Lymphozyten, versagen die meisten
der bekannten nicht viralen Transfektions-
mittel.

Nicht wenige Wissenschaftler hatten
deshalb schon die Hoffnung aufgegeben,
dass sich mit nicht viralen Transfektions-

= Adenoviren (n=438)

= Retroviren (n=370)

® Plasmid DNA (n=345)

= \accinia Viren (n=148)

u Lipofection (n=111)
Poxviren (n=95)
Adenoc-assoziert Viren (n=59)
Herpes Simplex Viren (n=59)
Lentiviren (n=55)
andere Kategorien (n=105)
nicht bekannt (n=64)
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y Clinical Trials Worldwide website at: http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical.

mitteln nennenswerte Fortschritte bei der
Therapie genetisch bedingter Krankheiten
erzielen lassen. Doch seit Kurzem gibt es
Lichtblicke, denn einer Forschungsgruppe
an der Universitit Bayreuth ist jetzt ein
Durchbruch gelungen, der die bisherigen
Einschrinkungen bei der nicht viralen
Transfektion relativiert [4]. Bei ihren Unter-
suchungen zu den Mechanismen der nicht
viralen Transfektion haben die Bayreuther
Wissenschaftler neuartige Nanopartikel aus
Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat)
(PDMAEMA) verwendet, deren Synthese
das Bayreuther Polymerchemie-Team um
Prof. Axel Miller erst vor Kurzem etablie-
ren konnte (Abb.2). Thre Existenz verdan-
ken diese Nanopartikel (,Nano-Sterne*)
einer dramatischen Entwicklung, die seit
einigen Jahren in der Polymerchemie zu
beobachten ist. Durch kontrollierte (le-
bende“) Polymerisationsverfahren lassen
sich zunehmend komplexere polykatio-
nische Strukturen reproduzierbar herstel-
len; jingstes Beispiel sind die Bayreuther
Nano-Sterne, bei denen von einem zentra-
len Silsesquioxan (SiO; 5)-Kern mehr als ein
Dutzend PDMAEMA-Arme in alle Raumrich-
tungen ausgehen. Schon gingige biotech-
nische Produktionszellen wie CHO-Zellen
wurden durch die Nano-Sterne wesentlich
besser transfiziert als durch das Standard-
transfektionsmittel PEI (Polyethylenimin) [4].

Vollig tiberraschend waren dann die Er-
gebnisse mit C2C12-Myoblastenzellen. Die-
se Zellen stellen ab einer gewissen Zell-
dichte die Teilung ein. Durch den Wechsel
des Kulturmediums lassen sie sich zudem
in myotubulire
Wihrend die Transfektionseffizienz von
PEI bei den teilungsarretierten bzw. den

Zellen differenzieren.
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Abb.2 Synthesewege fiir die Bayreuther
Nano-Sterne
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zellen sowie die Produktion von rekombinanten Proteinen in Tierzellen.

differenzierten C2C12-Zellen wie erwartet
sehr gering war (<2%), transfizierten die
Nano-Sterne diese Zellen bei hoher Viabili-
tit vergleichsweise gut (Abb.3). Bei pri-
miren, aus Blutspenden isolierten mensch-
lichen T-Lymphozyten
Nano-Sterne Transfektionseffizienzen von
bis zu 50% erzielen, wihrend die Erfolgs-
raten von PEI bestenfalls im einstelligen
Prozentbereich lagen [4].

konnten  die

Mechanismen der nicht viralen
Transfektion mithilfe von
Nano-Sternen

Was sind mogliche mechanistische Grundla-
gen fiir das Verhalten der Nano-Sterne? Hier
kann derzeit bestenfalls spekuliert werden;
allerdings sind selbst bei den konventio-
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Abb.3 Vergleichder Transfektionseffizienzen
bei C2C12-Zellen orange Symbole: teilungsfa-
hige Zellen, blaue Symbole: nicht-teilungsfahige
Myoblasten, rote Symbole: ausdifferenzierte myo-
tubuléare Zellen, gefillte Symbole: PEI, offene
Symbole: Nano-Sterne
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nellen polykationischen Transfektionsmit-
teln noch lingst nicht alle Details des Gen-
transfers geklirt. Der erste Schritt zu einer
erfolgreichen Transfektion ist die Aufnahme
der verkomplexierten DNA durch die Zellen.
Man nimmt an, dass die positiv geladenen
Komplexe hierbei durch die negativ gela-
dene Zelloberfliche angezogen werden. Da-
bei kommt es zu Wechselwirkungen mit den
Membranlipiden, die vermutlich auch die
hohe Zelltoxizitit vieler Polykationen erkli-
ren. Standardtests fiir Zytotoxizitit (ISO
10993-5, 1292 murine Fibroblasten) und Hi-
molyse ergaben, dass die Nano-Sterne deut-
lich weniger toxisch sind, als man von einem
Polykation dieser GroRe erwarten wiirde [4].
Das spricht fiir Unterschiede in der Wechsel-
wirkung mit der Zellmembran, die vermut-
lich durch die virusihnliche, kugelférmige
Gestalt der Nano-Sterne und die dadurch
bedingte geringe Kontaktfliche zu den
Zellen bedingt sind. Interessant sind auch
die Ergebnisse bei Jurkat-Zellen. Diese Zel-
len sind mit PEI nur schlecht zu transfizieren,
wahrscheinlich, weil ihnen die notwendigen
Rezeptoren auf der Zelloberfliche fehlen.
Die Nano-Sterne erreichen bei diesen Zellen
dennoch durchgehend Transfektionseffi-
zienzen von >50%. Ein grundlegend anderer
Wechselwirkungsmechanismus  mit  bio-
logischen Membranen koénnte dann auch
dazu beitragen, dass die Nano-Sterne sogar
ausdifferenzierte sich nicht
teilende Zellen transfizieren. Es ist moglich,

und mehr
dass in ihrem Fall die intakte Kernmembran
nicht dieselbe Barriere wie etwa fliir PEI
darstellt.

Ein weiterer strukturbedingter Unter-
schied zwischen dem Verhalten der Nano-
Sterne und PEI ist die Bindung und an-
schlieBende Freisetzung der DNA in der
Zelle. Hier ist davon auszugehen, dass die
Nano-Sterne die DNA weniger fest binden
[5] und damit in Kernnihe deutlich leichter
frei geben als PEI. Kinetische Untersu-
chungen zeigen zudem, dass die Nano-
Sterne die DNA auch schneller zum Kern
transportieren. Unterschiede in der Stirke
der Polyelektrolytwechselwirkung konnten
auch hinter einem weiteren experimentellen
Ergebnis stecken. Bei vielen polykationi-
schen Transfektionsmitteln ist die Effizienz
in Gegenwart von Blutserum deutlich herab-
gesetzt, was ein zusitzliches Problem fir
die In-vivo-Anwendung darstellt. Man nimmt
an, dass die Serumproteine die Ladung der
Komplexe abschirmen. Die Nano-Sterne
zeigen dagegen auch in Gegenwart von
10Vol% Serum im ,Transfektionscocktail®
noch ein sehr tiberzeugendes Ergebnis [4].

Nano-Sterne: ein generell
anwendbares Designprinzip?

Viele der interessanten Eigenschaften der
Nano-Sterne lassen sich somit auf ihre Struk-
tur zurGckfithren. Diese ist allerdings nicht
auf die bislang diskutierten Sterne mit einem
Silsesquioxan (SiO, 5)-Kern beschrinkt. Ana-
log lassen sich — ausgehend von superpara-
magnetischen
tische Nano-Sterne [6] oder sogar durch
Mizellbildung aus geeigneten amphiphilen
stabile

Maghimit-Kernen—magne-
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Abb. 4 Suppression der CD4-Expression durch RNA-Interferenz bei pri-
maéren menschlichen T-Lymphozyten. Die T-Lymphocyten wurden entwe-
der mit EGFP-siRNA (Kontrolle) oder mit hCD4-siRNA transfiziert.

30h nach der Transfektion wurden die Zellen mit einem FITC-markierten An-
ti CD4-Antikdrper sowie mit Propidium Jodid (zur Identifikation der toten Zellen)
angefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht; graue Linie: Kontroll-
zellen, schwarze Linie: PEl-transfizierte Zellen, rote Linie: Nano-Stern-trans-
fizierte Zellen

aber nicht kovalent verkntpfte Assoziate [4] erzeugen (Patent einge-
reicht). Im Experiment zeigten auch diese Strukturen die bereits be-
schriebenen tiberlegene Transfektionseigenschaften. Gleichzeitig er-
offnen sie weiter gehende Moglichkeiten. Die Mizellen lassen sich
z.B. mit hydrophoben Molekiilen beladen, wihrend die Magnet-
Sterne durch Anlegen eines magnetischen Feldes gezielt in bestimm-
ten Korperregionen angereichert werden konnten. Bereits gezeigt
wurde die Abtrennung von transfizierten Zellen mittels eines Magnet-
feldes [6].

RNA-Interferenztherapie

Neben der Gentherapie gibt es noch weitere Moglichkeiten, in das
Geschehen im Inneren einer Zelle therapeutisch einzugreifen. In
vielen Fillen geht es weniger darum, ein Gen zu aktivieren, als
vielmehr ein ,uberaktives“ Gen herunter zu regulieren. Das ist
liber eine RNA-Interferenztherapie moglich. Bei diesem Verfahren
wird eine zur mRNA des Gens komplementire, doppelstringige
kurze RNA-Sequenz (siRNA) in die Zelle eingeschleust und verhin-
dert dort die Expression des Gens. Auch fiir das Einbringen von
siRNA in Zellen existieren bislang kaum effiziente Vehikel. Wih-
rend durch PEI ,eingebrachte” siRNA dementsprechend dann auch
keine statistisch signifikante Reduktion in der Expression des
Oberflichenrezeptors CD4 in menschlichen T-Lymphozyten be-
wirken konnte, drehte sich bei Verwendung der Nano-Sterne das
Verhiiltnis von T-Lymphozyten mit hoher (CD4"¢") bzw. geringer
(CD4"™) CD4-Expression innerhalb der betrachteten Population
praktisch um, d.h. von urspriing-lich 68% CD4"%" und 34% CD4"™
auf 30% CD4"#" und 70% CD4"™ nach der Behandlung (Abb. 4).

Fazit Die Gene bestimmen ganz entscheidend, was im Inneren
einer Zelle geschieht. Um auf dieser Ebene therapeutisch eingrei-
fen zu kdnnen, muss eine Vielzahl von Barrieren und Schutzme-
chanismen tiberwunden werden. Viren zeigen uns, dass komplexe
molekulare Aggregate dies in sehr gezielter und variantenreicher
Weise konnen. Synthetische Agenzien sind hiervon — insgesamt
gesehen — noch weit entfernt. Doch die Bayreuther Nano-Sterne
konnten dazu beitragen, die Entwicklung zukinftiger Therapeu-
tika deutlich voranzubringen.
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