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Baukasten der Natur

Peter R. Wich

Mit synthetischen Tools kbnnen Chemiker Biomakromolekiile so modifizieren, dass deren Material-

eigenschaften neue Anwendungsgebiete erschliefSen, etwa in der Biomedizin.

@ Biopolymere lassen sich ent-

sprechend ihrer einzelnen Baustei-

ne in drei Hauptklassen einteilen:

RNA/DNA,  Polypeptide/Proteine

und Polysaccharide. Ahnlich wie

ihre synthetischen Analoga beste-
hen sie aus sich wiederholenden

Monomereinheiten:

* Die Verknuipfung einzelner Nu-
kleotide fuhrt zu einzel- oder
doppelstrangigen Nukleinsiu-
ren, also zu RNA und DNA;

e linear verknupfte Aminosauren
reihen sich zu definierten Poly-
peptiden und Proteinen;

e Monosaccharide, die durch gly-
cosidische Bindungen verbun-
den sind, ergeben lineare und
verzweigte Polysaccharide.

Biopolymere sind nicht nur fiir Bio-

logen, sondern auch fur Chemiker

und Materialwissenschaftler eine
interessante Substanzklasse. Die

Grunde dafir liegen in ihren Eigen-

schaften: Biopolymere sind biokom-

patibel, bioabbaubar, weisen niedri-

ge Immunogenitat auf und sind im

>> Biopolymere sind biologisch hergestellte Makro-
molekile mit kettenartigen Wiederholungs-
einheiten. Zu ihnen zahlen Peptide, Proteine,
Polysaccharide sowie Nukleinsauren.

> Bioorthogonale Synthesemethoden modifizieren
Biopolymere chemisch hochgradig spezifisch,
ohne die urspriinglichen Funktionen und Eigen-
schaften zu beeinflussen.

»> Moderne Nanopartikelsysteme sind multifunktio-
nale Alleskonner, die den nattrlichen Vorbildern
(etwa Proteinen, Viren) immer ahnlicher werden.

Proteine

Peptide

Polysaccharide Nukleinsduren

Abb. 1. Beispiele fiir Biopolymere, Makromolekiile natiirlichen Ursprunges, aufgebaut aus

definierten Wiederholungseinheiten (Aminosduren, Zuckern bzw. Nukleotiden).

Fall von Proteinen und Nukleinsiu-
ren genau definiert aufgebaut. An-
wendung finden sie nicht nur als
biologisch abbaubare Werkstoffe
und Verpackungen, sondern insbe-
sondere in der biomedizinischen
Forschung und in der regenerativen
Medizin, etwa als Organ- und Gewe-
beersatz beim Tissue Engineering.

Parallel zu rein synthetischen
Polymeren eroberten sich Biopoly-
mere in den letzten Jahren auch ei-
nen Platz als Bausteine fiir biome-
dizinisch interessante Nanosyste-
me. Speziell beim Wirkstofftrans-
port und in der Gentherapie ent-
standen durch die chemische Mo-
difikation von Biopolymeren at-
traktive Systeme fiir therapeutische
Anwendungen.

Chemische Modifikation
von Biopolymeren

¢ Eine (Bio)Konjugationsmetho-
de zu finden, ist der entscheidende
Schritt in der Funktionalisierung
von Biopolymeren. Anders als bei

klassischen organischen Synthese-

methoden sind der chemische

Werkzeugkasten und die funktio-

nellen Gruppen begrenzt, die fur

eine Modifikation zu Verfigung

stehen (Abbildung 2).D
Wichtige Kriterien bei der che-

mischen Modifikation von Biopoly-

meren sind:

o Selektivitat der kovalenten Bin-
dungen: Oft soll das Biopolymer
ortsspezifisch modifiziert werden.

e Reaktivitat der Bindungspartner:
Gewtnscht sind meist schnelle
Reaktionen bei Raumtemperatur
oder tiefer.

¢ Reaktionen muissen oft unter
wissrigen oder gepufferten Be-
dingungen durchgeftihrt werden;
je nach Stabilitit der Biopolyme-
re lassen sich vereinzelt auch po-
lare Losungsmittel wie DMSO
oder Acetonitril verwenden.

* Kontrolle der Stabilitdt: Wenn
gewtnscht kann die Bindung re-
versibel sein, zum Beispiel spalt-
bar unter sauren oder redukti-
ven Bedingungen.
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In allen Fallen ist abzuwagen, ob
und in welchem Umfang die ur-
sprungliche Funktion und Aktivi-
tat des Biopolymers verloren geht,
und ob dies akzeptabel ist. Bei-
spielsweise konnten Proteine ihre
dreidimensionale Struktur einbu-
fSen oder Zucker und Nukleinsau-
ren ihre Loslichkeit verandern.

Mit orthogonalen Anknupfungs-
strategien gelangen in den vergan-
genen 20 Jahren grofSe Fortschritte
in der chemischen Modifizierung
von Biopolymeren. Insbesondere
Klick-Chemie-Strategien haben die
zur Verfugung stehenden naturli-
chen Funktionalitaten stark erwei-
tert. Durch die Weiterentwicklung
der beliebten kupferkatalysierten
1,3-dipolaren Azid-Alkin-Cycload-
dition (CuAAC) sind mittlerweile
auch chemische Ligationstechni-
ken entstanden, die hoch aktiv und
selektiv Reaktionen in lebenden Or-
ganismen erlauben.” Derartige bio-
orthogonale Reaktionen wie die
Staudinger-Ligation oder die span-
nungskatalysierte Azidcycloadditi-
on verzichten auf das toxische Kup-
fer und spielen heute eine wichtige
Rolle in der Biopolymermodifikati-
on. Dieses Konzept der kontrollier-
ten chemischen Kopplung zweier
funktioneller Gruppen — unabhan-
gig von der Gegenwart anderer che-
mischer Funktionalitaten — erlaubt

hoch spezifisch die Oberflache von
biopolymerbasierten Nanopartikeln
zu funktionalisieren.

Ausgangsmaterial
fiir Nanopartikel

@ Um Krebs, Schmerz- und Infek-
tionskrankheiten zu behandeln,
werden effiziente Transporter ge-
sucht, die Wirkstoffe gezielt zu
krankhaften Zellen und Geweben
befordern. Dabei ist es das Ziel, die
Zirkulationszeit des Arzneistoffs
im Korper zu erhohen, ihn vor Ab-
bau zu schiitzen und seine Biover-
fugbarkeit zu steigern. Bioabbauba-
re, natirlich vorkommende Biopo-
lymere haben dabei Vorteile gegen-
uber synthetischen Polymeren, da
ihre geringe Toxizitit und Immu-
nogenitat sie meist vertraglicher
macht. Die Verwendung als Aus-
gangsmaterial fur Nanopartikelsys-
teme gewinnt hier zunehmend an
Bedeutung.

Die Entwicklung nanopartikula-
rer Therapeutika lasst sich bis in
die 1970er Jahre zuruckverfolgen.
Erste liposomale und polymerkon-
jugierte Wirkstoffformulierungen
beschrieben  Gregoriadis
Ringsdorf.” Die Weiter- und Neu-
entwicklung von Nanopartikelsys-
temen brachte mehrere Produkte

und

auf den Markt, darunter Doxil. Bei
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Abb. 2. Gingige funktionelle Gruppen auf Biopolymeren, die zur

chemischen Modifikation genutzt werden kdnnen.

portieren PEGylierte Liposome den
Wirkstoff Doxorubicin.”

Neue analytische und syntheti-
sche Methoden lieferten dabei in
den vergangenen zwei Jahrzehnten
bedeutende Fortschritte fiir das
Verstandnis der grundlegenden Ei-
genschaften von nanopartikularen
Materialien. Mit verschiedenen
Biomaterialien gelang es, Nanosys-
teme herzustellen, die wie ihre na-
turlichen Vorbilder (Proteine, En-
zyme oder Viren) zwischen 10 bis
100 nm grof$ sind (Abbildung 3).

Die DNA-Nanotechnik ist der
jungste unter den biotechnischen
Ansitzen, um kunstliche Nano-

strukturen aus Biopolymeren herzu-
stellen.” Sie nutzt die spezifische
Bindung zwischen komplementaren

es zum Beispiel, schonend und diesem Krebsmedikament trans- Basen, um zwei- und dreidimensio-
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Abb. 3. Beispiele, wie Chemiker und Biotechnologen natiirliche Nanostrukturen wie Proteine und Viren mit kiinstlichen Nanopartikeln nachahmen.
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Abb. 4. Zuckerbasierte Nanopartikel lassen sich fiir den Transport
von normalerweise schwer IGslichen Wirkstoffen einsetzen, etwa
fiir antimikrobielle Silbercarbene (oben);*¥ Die Freisetzung des
Wirkstoffs ist zeitlich einstellbar und wird iiber die Zahl acyclischer
und cyclischer Acetale des Partikelmaterials gesteuert (unten).

nale, selbstorganisierte Strukturen
zu erzeugen. Zwar sind Aufwand
und Kosten noch hoch, doch selbst
komplexe Nanostrukturen wie Bo-
xen und Kafige lassen sich konstru-
ieren und fur den Transport von
Wirkstoffen einsetzen.®

Ebenso als Baumaterial fur
kunstliche Nanosysteme
Proteine. Das Polypeptidruckgrat
bietet dabei eine Reihe an verschie-

dienen

denen Methoden zur Funktionali-
sierung. Nanosysteme auf Protein-

basis sind so vielversprechende
Kandidaten far den Transport von
Medikamenten und genetischem
Material. Proteine wie Albumin,
Kollagen oder Spinnenseide” hal-
fen bereits zur Herstellung thera-
peutischer Nanopartikel.®” Oft wer-
den dabei die nativen Proteinstruk-
turen entweder quervernetzt oder
durch Ausfallen oder Denaturieren
aufgelost. Das Peptidgeriist dient
dann als genau definiertes Polymer,
etwa fur die Herstellung von Mizel-
len zum Transport von Krebsmedi-
kamenten.”

Die Konstruktion von virendhn-
lichen kunstlichen Proteinkafigen
ist eine weitere Anwendung von
Proteinen als Biomaterial. In De-
novo-Designprozessen sind Pro-
teinkapseln in variabler Form und
Grofie herstellbar.'” Die bisheri-
gen Ergebnisse sind noch weit ent-
fernt von der Komplexitat mole-
kularer Maschinen oder der Effi-
zienz von Viren. Sie zeigen aber
das Potenzial proteinbasierter Na-
nostrukturen.

Zuckerbasierte Nanopartikel

@ Polysaccharide tbernehmen in
der Natur hauptsachlich Speicher-
und Strukturfunktionen. Sie sind
zum Beispiel Bestandteile der bak-

teriellen Glykokalyx und der extra-
zelluldaren Membran von eukaryoti-
schen Zellen. Trotz der auf den ers-
ten Blick dhnlichen Monosaccha-
ridgrundbausteine unterscheiden
sich die Eigenschaften einzelner
Polysaccharide deutlich. Sie lassen
sich nach ihrer natiirlichen Ladung
in kationische (Chitosan), anioni-
sche (Alginat, Heparin, Hyaluron-
saure) und nichtionische (Pullu-
lan, Dextran) Biopolymere eintei-
len. Das Zuckergrundgeriist bietet
dabei viele chemische Funktionali-
taten wie Alkohole, Aldehyde,
Amine und Carboxylate, die Aus-
gangspunkte zur chemischen Mo-
difikation sein konnen.

So vielfiltig wie die chemische
Modifizierbarkeit sind auch die
bisherigen Ansatze, polysaccharid-
basierte Nanopartikel herzustellen.
Ein hiufig angewandtes Prinzip be-
ruht auf der Partikelformation
durch die Komplexierung gegen-
satzlich geladener Bausteine. Posi-
tiv. und negativ geladene Poly-
saccharide bilden dabei selbstorga-
nisierte Partikelsysteme, die Wirk-
stoffe einschliefSen. Auch die direk-
te Polyplexbildung von negativ ge-
ladener DNA/RNA wund kationi-
schen Polysacchariden hat sich als
effektiv zur Transfektion erwiesen.

Einfache Herstellung von Partikeln
mit kontrollierbarer Gr6Re
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Abb. 5. Acetalmodifizierte Polysaccharide wie Dextran sind durch verschiedene Emulsionstechniken fiir die Herstellung von scurelabilen

Partikelsystemen einsetzbar. Die Partikel kbnnen als multifunktionale Transportplattform mafSgeschneidert fiir die jeweilige therapeutische

Anwendung eingesetzt werden.
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Abb. 6. Der Einbau eines Amins in das Polysaccharidmaterial erhoht die Beladung des Partikels mit siRNA. Die zusdtzlichen elektrostatischen Wechselwirkungen

verhindern ein langsames Herausdiffundieren der Nukleinsduren.

Eine alternative Methode, Na-
nopartikel herzustellen, ist das Ein-
fithren von hydrophoben Segmen-
ten in das hydrophile Polysaccha-
rid-Grundgerast. Die chemisch
modifizierten Ketten konnen dann
nach Dialyse oder in Fallungsver-
fahren selbstorganisierende Struk-
turen wie Mizellen oder Partikel
bilden.'"

Die meist kovalente Quervernet-
zung einzelner Zuckerketten ist die
dritte Alternative, um Partikel her-
zustellen. Das geschickte Einbauen
saurelabiler oder enzymatisch ab-
baubarer Sollbruchstellen erhoht
die Bioabbaubarkeit der Partikel.
Zusatzlich ist eine stimuliresponsi-
ve Freisetzung des transportierten
Wirkstoffs moglich. Uber Querver-
netzung durch Grenzflachenpoly-
merisation in einem Miniemulsi-
ons-Verfahren sind auch hohle Na-
nokapseln herstellbar.'?

Ein weiteres vielversprechendes
Material fur therapeutisch interes-
sante Nanopartikel ist acetalisiertes
Dextran.'” Das pH-sensitive Mate-
rial umschlief$t in einem dichten
Netz sowohl hydrophobe als auch
hydrophile Wirkstoffe.
ein bakteriell hergestelltes Homo-

Dextran,

polysaccharid der Glukose, ist auf-
grund seiner Verfiigbarkeit, Bio-
kompatibilitat, Bioabbaubarkeit
und der einfachen chemischen Mo-
difizierbarkeit ein attraktives Poly-
mer fir Biomaterialien. Um es in
Nanopartikel zu verarbeiten, lasst
sich Dextran durch eine Modifika-
tion der Zucker-Hydroxylgruppen

in einer Reaktion mit 2-Methoxy-
propen in ein hydrophobes Materi-
al umwandeln. Die hohe Dichte der
nun eingefithrten cyclischen und
acyclischen Acetale macht das neue
acetalisierte Dextran (Ac-DEX) los-
lich in organischen Losungsmitteln
wie Dichlormethan, Ethylacetat

oder Aceton. Die Maskierung der
Hydroxylgruppen erlaubt zum ei-
nen die Loslichkeitsainderung, die
notig ist, um das Polymer mit
Emulsionstechniken in Tragerteil-
chen zu verarbeiten, zum anderen
ermoglicht sie eine einstellbare pH-
Empfindlichkeit der Partikel. Unter

CHEMIKER
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leicht sauren Bedingungen hydro-
lysieren die anhingenden Acetal-
gruppen, und das Tragermaterial
wandelt sich wieder in seine natur-
liche, wasserlosliche Dextranform
zurick.

Die Besonderheit des Systems
liegt darin, dass die Hydrolyserate
des Partikels durch den Gehalt an
Acetalen einstellbar ist. Tragt der
Zucker hauptsachlich acyclische
Acetale, so entsteht ein sich rasch
auflosendes Material. Bei einem
hohen Gehalt an thermodynamisch
stabileren cyclischen Acetalen er-
hélt man hingegen ein Material mit
einem langsameren Aufloseverhal-
ten (Abbildung 4). Das Verhiltnis
beider Gruppen lasst sich durch
unterschiedliche Reaktionszeiten
wihrend der Acetalisierung der Po-
lysaccharide kontrollieren. Da-
durch kann je nach gewtinschter
Anwendung das passende Aus-
gangsmaterial fir die Partikelher-
stellung ausgewahlt und dadurch
der transportierte Wirkstoff zeitlich
einstellbar  freigesetzt ~ werden.
Halbwertszeiten von wenigen Mi-
nuten bis mehreren Stunden sind
moglich.'”

Die zur Hydrolyse benotigten
leicht sauren Bedingungen finden
sich zum Beispiel in entztindeten
Geweben mit niedrigem pH-Wert,

in Tumoren und lysosomalen Zell-
kompartimenten. Mit verschiede-
nen Emulsionstechniken lassen
sich Nano- sowie Mikropartikel
(70 nm bis 10 um) herstellen. Sie
konnen sowohl hydrophobe, nie-
dermolekulare Wirkstoffe wie anti-
mikrobielle ~ Silbercarbene!®
auch grofSere, hydrophile Biomole-
kule wie Proteine und Plasmid-

als

DNA einschliefen und sie erfolg-
reich in Zielzellen transportieren
(Abbildungen 4 und 5, S. 130).

Mit einem speziell fur siRNA-
Transport optimierten Ac-DEX-
System gelang es, in den Protein-
Haushalt von Krebszellen (HeLa)
einzugreifen und dies mit einem
Luciferase-Reporter-System nach-
zuweisen.'” Dazu wurde das Aus-
gangsmaterial zusatzlich mit dem
Amin Spermin modifiziert, um die
Beladung mit siRNA zu erhohen
(Abbildung 6, S. 131). Die Mi-
schung aus priméren und sekunda-
ren Aminen erlaubt nicht nur eine
hohe Nukleinsdurenbindung, son-
dern ist zusitzlich aufgrund der
guten Pufferkapazitat von Vorteil
far die endosomale Freisetzung der
RNA ins Cytosol der Zelle. Der be-
sonders effiziente Einschluss von
Nukleinsauren kommt zustande
durch die ionischen Wechselwir-
kungen zwischen dem Polymer
und den negativ geladenen Gertist-
strukturen der RNA und DNA. An-
ders als bei reinen Polyplex-Trans-
portsystemen beruht der Transport
aber hauptsachlich auf dem physi-
kalischen UmschliefSen des geneti-
schen Materials im Innern des Par-
tikels. Die zusatzlichen kationi-
schen Ladungen dienen hier pri-
mir als molekularer Klebstoff, der
das langsame Herausdiffundieren
der siRNA verhindert.

Ausblick

@ Das Potenzial von Biopolyme-
ren als naturliche Bausteine fir Na-
nopartikelsysteme ist bei weitem
noch nicht ausgeschopft. Wird die
einfache chemische Modifizierbar-
keit und die hohe Biokompatibili-
tat genutzt, lassen sich Material-
eigenschaften erhalten, die mit

kunstlichen Polymeren nicht oder
nur mit hohem synthetischen Auf-
wand erzielt werden konnen. Es
sollte das Ziel sein, nicht nur natiir-
liche Vorbilder wie Viren nachzu-
ahmen, sondern tber den Wirk-
stofftransport hinaus neue biomi-
metische Systeme fur bisher uner-
schlossene therapeutische Anwen-
dungen zu entwickeln.
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