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li.: Prof. Dr. Axel Miiller, Lehrstuhl Makromolekulare Chemie Il; re: Prof. Dr. Ruth Freitag, Lehrstuhl
fur Bioprozesstechnik; in der Mitte die beiden Doktoranden, die am Forschungsprojekt zentral betei-
ligt waren: Dr. Anja Schallon, die jetzt promoviert wurde, und Dipl.-Chem. Christopher Synatschke.

Ein biotechnologischer Forschungserfolg:
Neue hocheffiziente Polymere fur die Gentherapie

Es ist ein Meilenstein fur die Entwicklung neuer gentherapeutischer Verfahren: Einem
Forschungsteam an der Universitat Bayreuth ist es durch Einsatz neuartiger Polymere
gelungen, Gene mit hoher Effizienz in lebende Zellen einzuschleusen — und zwar, dies
ist entscheidend, auch in solche Zellen, bei denen bislang hierfir Viren benétigt werden.
Stattdessen werden bei dem in Bayreuth entwickelten Verfahren grof3e sternférmige
Molekiile als nicht-virale Vektoren verwendet. Diese erweisen sich im Vergleich mit
Polyethylenimin (PEI), dem bisher effizientesten nicht-viralen Vektor, als deutlich Uber-
legen. Das Verfahren wurde zum Patent angemeldet.
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Gentherapien: Auf der Suche nach sicheren und zugleich effizienten Verfahren

Bei allen gentherapeutischen Verfahren geht es darum, fehlende Gene zu erganzen,
defekte Gene zu ersetzen oder zumindest die Folgen derartiger Schaden zu kompensie-
ren. Dazu ist es erforderlich, die in der DNA gespeicherten Gene in die Zellkerne einzu-
fuhren, wo sich die Erbinformation befindet. Damit die DNA-Molekiile von aufen in die
Zellen hineinkommen, missen sie von anderen Substanzen dorthin transportiert wer-
den. Diese Transporteure der Gene werden als "Vektoren" bezeichnet, der Ubertra-
gungsvorgang als "Transfektion".

In der Biotechnologie und der Medizin kommen sehr verschiedenartige Vektoren zum
Einsatz. Einige Verfahren arbeiten mit Viren, andere mit nicht-viralen Vektoren. Viren
haben sich seit Jahrmillionen darauf spezialisiert, Gene effizient in verschiedenste Zellen
einzuschleusen. Doch sie sind mdglicherweise infektios oder kdnnen Immunreaktionen
auslosen. Auch sind bei der Verwendung viraler Vektoren bereits Falle von Blutkrebs
aufgetreten. Umgekehrt verhalt es sich mit den nicht-viralen Vektoren, die in der Gen-
therapie bisher verwendet werden: Sie sind sicherer, aber deutlich weniger effizient.
Insbesondere sind sie kaum dazu fahig, Gene in ausdifferenzierte Zellen und sich nicht
mehr teilende Zellen einzuschleusen.

Ein neuartiges gentherapeutisches Verfahren ist die RNA-Interferenz-Therapie. Sie ist
angezeigt, wenn einzelne Gene zu aktiv sind. Dem lasst sich entgegenwirken, indem
Ribonukleinsdure (RNA) in die Zelle eingeschleust wird. Doch hierfir gibt es bisher kein
wirklich effizientes Transfektionsmittel, denn Viren oder andere nattrliche Vektoren sind
fur diese Therapieform ungeeignet.

Erfolgreiche Forschung: Vom interdisziplinaren Projekt zum Patent

In dieser Situation haben Prof. Dr. Ruth Freitag, Lehrstuhl fur Bioprozesstechnik, und
Prof. Dr. Axel Muller, Lehrstuhl fur Makromolekulare Chemie Il, und ihre Mitarbeiter an
der Universitat Bayreuth einen Forschungserfolg erzielt, der die Anwendung genthera-
peutischer Verfahren erheblich voranbringen kann. In einer fachertibergreifenden Zu-
sammenarbeit haben sie neuartige nicht-virale Vektoren entwickelt. In allen Tests an
lebenden Zellen haben sich diese Vektoren als sicher und zugleich als effizient erwie-
sen.
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Grundstruktur eines sternférmigen
PDMAEMA-Molekiils.

Von einem Zentrum gehen die angehangten,
positiv geladenen Polymerketten ("Arme") in
alle Richtungen. Jede Kette besteht aus
Hunderten von Bausteinen, den Monomeren.
Die positiven Ladungen binden die negativ
geladenen DNA-Ketten.

Die Bayerische Patentallianz (BayPAT), als zentrale Patent- und Vermarktungsagentur
der bayerischen Hochschulen, hat die Erfindung fiir die Universitat Bayreuth mit positi-
vem Ergebnis evaluiert. Die Erfindung wurde daher von der BayPAT im Namen der Uni-
versitat Bayreuth bereits zum Patent angemeldet. Die Erfinderberatung der Universitat
Bayreuth mit Dr. Andreas Kokott und Dr. Heinz-Walter Ludwigs war an der Vorbereitung
der Patentanmeldung wesentlich beteiligt.

Grol3e sternférmige Molekile als hocheffiziente Vektoren

Die neuen nicht-viralen Vektoren bestehen aus einem kugelférmigen Nanopartikel im
Zentrum und aus zahlreichen Armen, die an das Nanopartikel angehangt sind. Die Arme
zeigen wie die Strahlen eines Sterns in alle Richtungen. Sie sind positiv geladen und
kénnen deshalb grol3e Mengen an negativ geladener DNA aufnehmen.

Chemisch gesehen, handelt es sich bei diesen Molekilen um positiv geladene Stern-
molekille aus PDMAEMA. Die Abkiirzung steht fir den komplizierten chemischen
Namen "Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat)". Der sternférmigen Struktur der Mole-
kile ist es zu verdanken, dass sie Uiberhaupt als Vektoren infrage kommen. Lineare
Molekiile mit einer ebenso grofRen Molekilmasse wéren hochtoxisch und daher prinzi-
piell ungeeignet.

Herausgeber: Forschungsmarketing Universitat Bayreuth - Universitatsstr. 30 « D - 95447 Bayreuth
Christian WiBler M.A. « Telefon: +49 (0) 921 / 55-7606 - forschungsmarketing@uni-bayreuth.de



Mitteilungen der Universitat Bayreuth www.uni-bayreuth.de/blick-in-die-forschung

Forschungsergebnisse «+ Kompetenzen « Graduiertenausbildung - Technologietransfer

0.959 Mikrometer

Elektronenmikroskopische Aufnahme des Zellinneren, insbesondere des Zellkerns und seiner
Umgebung. Einige Proteine im Zellkern fluoreszieren griin. Erzeugt wurden diese Proteine auf
Grundlage der in die Zelle eingeschleusten Gene. Rot erscheinen hingegen die PDMAEMA-
Molekile, die als Vektoren eingesetzt wurden und sich auR3erhalb des Zellkerns aneinanderlagern.
Die Pfeile markieren die drei rAumlichen Dimensionen des Bildes.

Die sternférmigen Vektoren, die in den Laboratorien der Bayreuther Makromolekularen
Chemie synthetisiert wurden, sind keineswegs ein teures Kunstprodukt. ,Es gibt inzwi-
schen moderne Verfahren, mit denen PDMAEMA-Sterne in groRen Mengen und relativ
kostengunstig hergestellt werden kénnen®, berichtet Professor Axel Miller. ,Die bisher
verwendeten hochregulér aufgebauten Dendrimere sind deutlich aufwandiger und damit
teurer herzustellen.”

Neue Mdglichkeiten fur die Biomedizin: Effiziente nicht-virale Vektoren
Fur die Biomedizin eréffnen sich mit dieser Entwicklung voéllig neue Moglichkeiten. Denn

ein zentrales Ergebnis der Bayreuther Forschungsarbeiten lautet: Die neuen PDMAE-
MA-Sterne konnen mit hoher Effizienz auch solche Zellen transfizieren, bei denen bisher
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nur Viren als effiziente Vektoren infrage kamen. Es handelt sich dabei um differenzierte
Zellen, sich nicht mehr teilende Zellen und menschliche Blutzellen. Mit den PDMAEMA-
Sternen zeichnet sich nun ein Weg ab, Viren durch nicht-virale Vektoren zu ersetzen —
genauso wirkungsvoll, aber ohne die spezifische Sicherheitsproblematik, die mit dem
Einsatz von Viren unvermeidlich einhergeht. Vor allem die Transfektion von T-Lympho-
zyten ist fur die Humanmedizin attraktiv. Denn T-Lymphozyten sind diejenigen Blutzel-
len, die in entscheidender Weise zur Immunabwehr des Menschen beitragen.

Und noch in einer weiteren Hinsicht eréffnen PDMAEMA-Sterne vielversprechende Per-
spektiven. Sie eignen sich, wie die Bayreuther Wissenschaftler herausfanden, ebenfalls
fur die RNA-Interferenz-Therapie.

Eindeutige Erfolgsbilanz: Die neuen Vektoren im Vergleich mit PEI

Das Bayreuther Forschungsteam wollte Klarheit dartiber gewinnen, wie die Leistungs-
fahigkeit der neuen Vektoren im Hinblick auf den aktuellen Stand der Technik einzu-
schatzen ist. Daher haben sie die PDMAEMA-Sterne speziell mit derjenigen Substanz
verglichen, die sich als nicht-viraler Vektor bisher am besten bewahrt hat. Es handelt
sich hierbei um linear aufgebautes Polyethylenimin (PEI). Eine Grof3e von 25 kg/mol gilt
fur Transfektionen als optimal. Sehr unterschiedliche Zellarten wurden daher einerseits
mit PEI-Molekilen dieser Grof3e, andererseits mit PDMAEMA-Sternen transfiziert. Die
Untersuchungen erstreckten sich beispielsweise auf CHO-Zelllinien, die aus den Eier-
stdcken von Chinesischen Hamstern (Chinese Hamster Ovaries) stammen und fir die
biotechnologische Herstellung von Wirkstoffen wichtig sind. Aber auch spezielle humane
Zelllinien, die bei der Entwicklung von Virenimpfstoffen und Chemotherapeutika verwen-
det werden, und primére Blutzellen wurden transfiziert.

Die Bilanz dieser vergleichenden Untersuchungen ist eindeutig. ,In allen Fallen haben
wir mit den neuen PDMAEMA-Sternen eine bessere — deutlich bessere — Transfektions-
effizienz als mit PEI erzielt, erklart Professor Ruth Freitag.

Vom Irrtum zur Innovation

Was hat die Bayreuther Wissenschaftler auf die Idee gebracht, ausgerechnet PDMAE-

MA-Sterne als Vektoren zu testen? Haben theoretische Uberlegungen die Vermutung
genahrt, diese Molekule kdnnten sich fir Gentherapien eignen? ,Ganz im Gegenteil®,
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berichtet Professor Ruth Freitag. ,Wir waren davon Uberzeugt, dass PDMAEMA-Sterne
wegen ihrer GroR3e viel zu toxisch sind, um fir Transfektionen in Frage zu kommen. Das
war auch die allgemeine, unhinterfragte Einschatzung in der Fachwelt. Mit unseren
Tests wollten wir diesen Konsens bestétigen. Aber so ist das in der Forschung: Sie ist
meistens dann innovativ, wenn etwas vollig anderes herauskommt, als was man erwar-

tet hat.”
Ansprechpartner fir weitere Informationen:

Prof. Dr. Ruth Freitag

Lehrstuhl fur Bioprozesstechnik
Universitat Bayreuth

D-95440 Bayreuth

Tel.: +49 (0)921 55-7371

E-Mail: ruth.freitag@uni-bayreuth.de

Prof. Dr. Axel Miller

Lehrstuhl fir Makromolekulare Chemie Il
Universitat Bayreuth

D-95440 Bayreuth

Tel.: +49 (0)921 55- 3399

E-Mail: axel.mueller@uni-bayreuth.de

Text und Redaktion: Christian WiRler
Foto S. 1: Christian WiRler; zur Verdéffentlichung frei.

Grafik S. 2: Christopher V. Synatschke; Lehrstuhl fir Makromolekulare Chemie |I,
Universitat Bayreuth; zur Veroffentlichung frei.

Aufnahme S. 3: Dr. Valérie Jérbme, Lehrstuhl fiir Bioprozesstechnik,
Universitat Bayreuth; zur Veroffentlichung frei.

Alle Bilder in héherer Auflésung zum Download:
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