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(57) Abstract: The invention relates to nanocomplexes of polyanions and cationic peptides, which are suitable, for example, for the
transport of drugs into cells and the controlled release of said drugs in the organism, and to a complex material in which the
nanocomplexes are bonded to a biologically active unit for the selective recognition of tissues, cells, or organelles.

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Nanokomplexe aus Polyanionen und kationischen Peptiden,
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welche beispielsweise fiir den Transport von Arzneistoffen in Zellen und deren kontrollierte Freisetzung im Organismus geeignet
sind, sowie ein Komplexmaterial, in dem die Nanokomplexe mit einer biologisch aktiven Einheit fiir die selektive Erkennung von
Geweben, Zellen oder Organellen verkniiptt sind.
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Polyanion-Nanokomplexe fiir therapeutische Anwendungen

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Nanokomplexe aus Polyanionen und Peptiden,
welche beispielsweise fiir den Transport von Arzneistoffen in Zellen und deren kontrollierte
Freisetzung im Organismus geeignet sind. Bestimmte strukturelle Eigenschaften eines Peptids
ermdglichen es diesem mit Polyanionen kooperative elektrostatische und hydrophobe
Interaktionen auszubilden. Dies fihrt auf molekularer Ebene zur Ausbildung von
Nanokomplexen, dic vorzugsweise lincar sind. Kennzeichen der Komplexe ist, dass pro

negativer Ladung des Polyanions cine positive Ladung eines Peptids zur Verfiligung gestelit

Nukleinsduresequenzen mit wenigen Basenpaaren als Polyanion Nanokomplexe mit einer
Grofe von kleiner 10 nm hergestellt werden. Dies bedeutet eine deutliche Reduzierung der
Grofie beispielsweise gegeniiber Polyplexen aus Polykationen und Polyanionen, bei denen es
zu einer zufdlligen Anordnung von Polyanionen und Polykationen kommt. Ein groBer Vorteil
der Komplexe ist, dass durch die geringe GroBe eine Aufnahme in Zellen ermdéglicht werden
kann. Diese kann durch die Anbindung gecigneter biologisch aktiver Molekiile, die mit
spezifischen Oberfldchenstrukturen von Zellen in Wechselwirkung treten, unterstiitzt werden.
Dartiber hinaus ist es moglich Spacer, wie zum Beispiel PEG-Ketten, an die Peptide zu heften
um die Zirkulationshalbwertszeit der Komplexe im Blut zu verldngern oder die biologisch

aktiven Molekiile am Komplex zu verankern.

Der Transport von Nukleinsduren, Proteinen und Peptiden in Gewebe und Zellen besitzt fiir
die Therapic zahlreicher FErkrankungen des tierischen und menschlichen Organismus

herausragende Bedeutung.

So koénnen angeborene oder erworbene Gendefekte zum Funktionsverlust oder zu einer
Uberexpression von Proteinen fithren. Je nach Aufgabe des betroffenen Proteins kann es zu
Schidigungen des Organismus kommen und damit zur Entstehung von Krankheiten. Solche
Gendefekte konnen durch das gezielte Einbringen von Nukleinsduren in die Korperzellen der
Patienten behandelt werden. Zu den Nukleinsduren zdhlen beispielsweise alle Oligo- und

Polymere der Desoxyribonucleinsidure (DNA), Ribonukleinsdure (RNA), siRNA, zyklische
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DNA (Plasmide), Antisenseoligonukleotide bezichungsweise Derivate all dieser Substanzen.
Urspriinglich entwickelt zur Behandlung monogenetischer FErkrankungen hat sich das
Anwendungsspektrum der Therapic mit Nukleinsduren mittlerweile zusétzlich auf die
Bereiche Krebs, ncurologische- und vaskuldre Erkrankungen und Infektionskrankheiten

ausgeweitet.

Hine wichtiger Entwicklungsschritt fiir die Behandlung von Krankheiten stellt das ,,gene
silencing™ dar. Dabei wird durch den gezielten Transport von siRNA in die Zellen von

Patienten die Expression der fiir die Krankheit mitverantwortlichen Gene unterdriickt.

Die Optimierung der Transporteffizienz von Nukleinsduren in die Zellen eines Patienten stellt

dabei weiterhin eine grofe Herausforderung dar. Beim Transport an den Wirkungsort miissen
mehrere Barrieren, wie Zellmembran oder Membranen im Zellinneren, iberwunden werden.
Dabei stellen sowohl eine zunchmende Grofie als auch ein zunchmender Ladungszustand

eines Moleklils gravierende Handicaps dar.

Nach der Applikation im tierischen oder menschlichen Organismus miissen Nukleinséduren

zunéchst thre Zielzelle finden und nach der Kontaktaufnahme die Zellmembran {iberwinder
um 1ns Zellinnere zu gelangen. Dort schliefit sich der Transport in den Zellkern oder ins
Zytoplasma an. Nukleinsduren sind Polyanionen und damit stark negativ geladene Molekdile,
die in der Regel nicht durch biologische Membranen wie dic Zellmembran permeieren
kénnen. Es ist daher notig, Nukleinsduren durch geeignete Transportstrategien selektiv und

effektiv in die Zielzelle zu transportieren.

An solche Transportsysteme werden nach dem gegenwirtigen Stand der Literatur zwel
wesentliche Anforderungen gestellt: Zunéchst miissen sie die negative Ladung des Polyanions
kompensieren und, so wird derzeit diskutiert, glinstigerweise eine Umladung zu positiven
Partikeln bewirken um cine clektrostatische Wechselwirkungen mit der Zellmembran tiber
anionischen Strukturen wie Proteoglykanen auf der Zelloberfliche zu ermdglichen. Zum
anderen missen die Transportsysteme die Nukleinsdure vor einem Abbau z.B. durch

Nukleasen schiitzen.

Bei Transportsystemen flir die Klasse der Nukleinsduren unter den Polyanionen unterscheidet
man prinzipiell zwischen ,,viralen” und ,nicht-viralen Vektoren®. Der Fachmann nennt den
Prozess des Nukleinsduretransfers in Zellen dann Transduktion (mit Viren) bezichungsweise
Transfektion (ohne Viren). Fir andere Polyanionen gibt es derzeit nur nichtvirale Trager. Bei
viralen Vektoren macht man sich zu Nutze, dass Viren evolutiondr optimierte Strategien
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entwickelt haben um Nukleinsduren in Zellen einzuschleusen. Obwohl virale Vektoren
hocheffizient sind, haben Diskussionen um die Sicherheit bei threr Anwendung am Menschen
die Suche nach nicht-viralen Alternativen verstdrkt. Die Probleme einer viralen Therapie
stellen ihr immunogenes Potential, ein mogliches onkogenes Risiko sowie generalisierte
Virusinfektionen dar (T. Ratko, J. Cummings, J. Blebea, K. Matuszewski; Clinical gene

therapy for nonmalignant disease. Am. J. Med. (2003); 115, 560-569).

Aufgrund dieser zahlreichen Nachteile wurden verschiedene nicht-virale Alternativen
entwickelt die sich grundsétzlich auch fir andere Polyanionen ecignen. Dazu zdhlen

rische d. h. positiv geladene Substanzen wie zum Beispiel Lipide und Polymere. Hierbei
kénnen Polyanionen bedingt durch die negativen Ladungen elektrostatisch mit Kationen unter
Bildung kleiner Partikel interagieren. Partikel aus Nukleinsduren und kationischen Lipiden
kennt der Fachmann unter dem Begriff Lipoplexe, Partikel aus Nukleinsguren und Polymeren
sind thm als Polyplexe bekannt. Nachteilig an diesen Systemen ist, dass sie eine geringere
Transfektionseffizienz aufweisen als virale Systeme zur Ubertragung von Nukleinsduren. D.
h. deutlich weniger als 100 % der Zellen reagieren mit dem gewiinschten biologischen Effekt

auf die transportierte Nukleinsiure.

Komplexe, welche Polykationische Verbindungen umfassen, weisen wie Polyplexe und
Lipoplexe in der Regel eine positive Uberschussladung und damit eine Vielzahl von

Nachteilen auf:

1. Es kann zu einer Interaktion mit negativ geladenen Zellbestandteilen kommen, was zu
toxikologisch bedenklichen Effekten wie Schiddigung der Zellmembran, Hemmung der
metabolischen Zellaktivitit oder sogar bis zum apoptotischen oder nekrotischen Zelltod

fiithren kann.

Fin weiterer Nachteil liegt in  derSchwieirgkeit, die GrofBle dieser Partikel zu

b2

kontrollieren. Der Durchmesser vieler dieser Partikel betrigt mehr als 100 Nanometer.
Das erschwert die Aufnahme in die Zelle und einzelne Zellkompartimente wie den

Zellkem.

3. Ein positiver Ladungstiberschuss, der dem Fachmann in Form eines positiven
Zetapotentials bekannt ist, bedingt elektrostatische Interaktionen mit negativ geladenen
Plasmaproteinen wie z.B. Serumalbumin, Immunglobulinen oder Fibrinogen. Diese

Effekte fithren teils zur Adsorption von Plasmaproteinen nebst folgender Phagozytose,
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teils zu einer Aggregation im Blutstrom und teils zur Anlagerung an Zellen der

Blutgefdsse, die ggf. nicht mit dem Bestimmungsort identisch sind.

Diesen Nachteilen von nicht-viralen Vektoren versucht man mit verschiedenen Strategien,
zum Teil auch in Kombination, zu begegnen. So werden beispielsweise hydrophile
nichtionische Polymere wie Polyethylengylkol (PEG) als abschirmende Komponenten
eingesetzt um unspezifische Interaktionen zu verringern (US20100015050). PEGs verhindern
die Adsorption von Proteinen, wie z.B. solchen des Plasmas, mit der eine Opsonisierung und
damit eine verstirkte Phagozytose einhergeht. Daneben versucht man durch die Anbindung
spezifischer Liganden an die Komplexe diese selektiv zu ihrem Zielort zu steuern und damit
gleichzeitig Nebenwirkungen zu verhindern (US20040241855). Dabei kommen verschiedene
Arten von Liganden, wie Antikdrper, Wachstumsfaktoren, Vitamine, Kohlenhydrate,

Integrine oder Lektine, zum Einsatz.

Eine in ihrer Bedeutung zunchmend relevante Alternative stellen Peptide fiir die
Komplexierung von Polyanionen und insbesondere Nukleinsduren dar. Man unterscheidet
dabei zwischen verschiedenen Arten von Peptiden (A. Mann, G. Thakur, V. Shukla, M.
Ganguli; Peptides in DNA delivery: current insights and future directions, Drug Discovery
Today (2008), 13, 152-160). Es gibt zum einen nukleinsdureverdichtende Peptide, wie
beispielsweise lineare Lysin-basierte Verbindungen. Diese reagieren aufgrund ihrer groBlen
Anzahl von positiv geladenen Aminosduren elektrostatisch mit den Nukleinsduren und bilden
kondensierte Partikel. Des Weiteren gibt es zellpenetrierende Peptide. Hier unterscheidet man
zwischen Lysin-reichen Peptiden wie z.B. Transportan und Arginin-reichen Peptiden wie z.B.
der HIV-1 trans-aktivierende transkriptionelle Aktivator (TAT). Solche Aggregate werden
direkt in das Zytoplasma von Zellen unter Umgchung des endosomal/lysosomalen
Kompartiments aufgenommen. Eine weitere Gruppe stellen fusogene Peptide dar. Thr
Funktionsprinzip besteht aus ciner Verdnderung der Konformation bedingt durch die
Absenkung des pH-Wertes im Endosom. Diese Konformationsdnderung ermdéglicht die
Wechselwirkung mit Phospholipidmembranen und macht dadurch letztendlich die Membran
durchlédssig. Diese Gruppe umfasst natiirliche Peptide (z.B. Hamaglutinin-Untereinheit HA-2
des Influenzavirus) sowie synthetische Peptide (z.B. GALA, KALA). Endosomolytische
Peptide sind Histidin-reiche Peptide deren Prinzip auf einer Protonierung der Imidazol
Gruppe von Histidin beruht welche zur folgenden Fusion und Zerstérung der
Vesikelmembran fiihrt. Daneben gibt es noch die Kernlokalisierungsignal enthalitende Peptide

wie zB. SV40 T-Antigen. Diese enthalten eine stark basische Aminosduresequenz,
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typischerweise mit weniger als 12 Aminosduren, welche durch spezifische intrazelluldre
Rezeptorproteine erkannt wird und deren Transport in den Kern durch Poren in der

Kernmembran ermoglichen.

Auch in der Patentliteratur (z.B. US2010/0129460 A1) werden Peptide beschrieben, welche
durch die eclektrostatische Interaktion mit Polyanionen und vorzugsweise Nukleinsduren
kondensierte Partikel bilden. Insgesamt bringt die Anwendung der o.g. Peptide jedoch einige

Probleme mit sich:

1. Sie enthalten mehrere positive Ladungen, die alle in der Lage sind mit den negativen
Ladungen der Nukleinsduren zu reagicren. Auch die dadurch entstehende Komplexe
haben einen zufilligen, unregelméfigen Aufbau und einen positiven Ladungsiiberschuss
verbunden mit den oben dargestellten Problemen.

2. Ebenfalls werden aufgrund ihrer Ladung nicht nur diejenigen Verbindungen gebunden,
die man in diec Zellen einschleusen moéchte, sondern auch solche, die natiirlicherweise in
der Zelle vorliegen. IFolglich beobachtet man héufig, dass bei der Verwendung der o.g.
Peptide zur Komplexierung von Polyanionen wie Nukleinsduren toxische Effekte
auftreten, was flir ecine Anwendung im tierischen oder menschlichen Organismus

prohibitiv ist.

Daneben besteht auch auf dem Gebiet der Peptid- und Proteinwirkstoffe erhebliches Interesse
an effizienten Verabreichungssystemen. Erfolgreiche Verabreichungssystemen kénnen
beispielsweise die Pharmakokinetik der Wirkstoffe positiv beeinflussen, den Wirkstoffabbau
minimieren, schddliche systemische Nebeneffekte verhindern, die Bioverfiigbarkeit des
Wirkstoffs erhéhen und/oder erlauben es, die Verabreichungsfrequenz senken. Allerdings
konnten fiir Peptide und Proteine viele dieser Verabreichungsstrategien noch nicht
zufriedenstellend umgesetzt werden, da sie besondere Anforderungen an geeignete Systeme
stellen. Ein Ansatz besteht in der Verwendung eines Hydrogels als Matrix fiir den zu
verabreichenden Wirkstoft, wobei aber hiufig das Abgabeprofil des Wirkstoffs nicht optimal

ist, und eine schnelle Freisetzung nicht verhindert werden kann.

Daher besteht nach wie vor Bedarf an Verabreichungssystemen, mit deren Hilfe Wirkstoffe
wie beispielsweise Nukleinsduren und ihre Oligomere und Polymere, Peptide oder Protemne
auf effiziente Weise dem Organismus zugefithrt und dort vorzugsweise kontrolliert freigesetzt

werden konnen.
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Bei der Untersuchung von Interaktionen zwischen Polyanionen und Peptiden hat sich gezeigt,
dass die Komplexierung von Polyanionen durch bestimmte Peptide zur Bildung von
definierten Nanostrukturen fithrt. Gegenstand der Erfindung sind Komplexe aus Polyanionen
mit Peptiden, die bestimmte Eigenschaften aufweisen. Insbesondere werden im Rahmen der
Erfindung Nanokomplexe bereit gestellt, bestehend aus einem Polyanion und kationischen
amphiphilen Peptidmolekiilen in dquimolarem Verhiltnis zu den negativen Ladungen des
Polyanions. Durch dic Kombination des Polyanions mit derartigen Peptidmolekiile werden
Komplexe gebildet, die durch kooperative molekulare Wechselwirkungen zusammengehalten
werden. Dartiber hinaus wird ein Komplexmaterial bereit gestellt, in dem diese Komplexe mit
einer biologisch aktiven Einheit verkniipft sind, sowie Arzneimittel, die die Nanokomplexc

oder Komplexmaterialien enthalten.

Der Begriff des Polyanions bezeichnet auf dem Fachgebiet generell Molekiile, die mehrere
negativ geladene Gruppen, z.B. Carbonsdureanionen, enthalten. Bevorzugt kommen im
Rahmen der Erfindung solche Polyanionen zu Einsatz, die bei einem physiologischen pH-
Wert, z.B bet einem pH-Wert innerhalb des Bereichs von pH 7,0 bis 7,5 in wissrigen
Losungen, eine Vielzahl negativ geladener Gruppen aufweisen. Insbesondere geeignet sind
dabei Polymere, die polymerisierte Untercinheiten mit jeweils einer oder mehreren
anionischen Gruppen enthalten. Erfindungsgemif besonders bevorzugte Polyanionen sind
damit  zum  einen  Polysaccharide, wic  beispiclsweise  Alginat,  Hyaluronat,
Carboxymethylcellulose, Carrageenan oder Xanthan. Ebenfalls bevorzugt koénnen
Nukleinsduren, — wic beispiclsweise Oligomere oder Polymere einzelstringiger oder
doppelstringiger Ribonukleinsdure (RNA) oder Desoxyribonukleinsdure (DNA) zum Einsatz
kommen. Ein Polyanion im Sinne der Erfindung kann mehr als 10.000 negative Ladungen
tragen. Plasmide sind ein Beispiel fiir solche Molekiile. Bei Alginat, welches ein anderes
typisches Polyanion ist, findet man ca. 1.000 negative Ladungen. Auch small interfering RNA
(siRNA) kann als Polyanion eingesetzt werden, als Einzel- und bevorzugt als Doppelstrang,
beispielsweise im Einzelstrang mit 21 Ladungen, im Doppelstrang mit 42 Ladungen, die von
der Phosphatgruppe stammen. SchlieBlich sind auch Antisensenukleotide als ein Beispiel
geegineter Polyanionen zu nennen. Je nach pH konnen die Basenpaare von DNA und RNA
gef. zusdtzliche positive Ladungen generieren. Auch Derivate dieser beispielhaft aufgefiihrten
Substanzen sind erfindungsgemdl geeignet, soweit die Derivatisierung den polyanionischen

Charakter der Substanzen nicht beeintrichtigt.
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[m Sinne der Erfindung finden insbesondere kationische Peptide Verwendung, die je Molekiil
weniger als 5 positive Ladungen tragen. Bevorzugt sind solche, die 2 und ganz besonders
bevorzugt solche, die 1 positive Ladung tragen. Ladungstriger konnen eine entsprechende
Anzahl an natiirlichen oder nicht-natiirlichen Aminosduren sein, die entweder permanent oder
pH-abhingig cine positive Ladung tragen. Beispicle fiir geeignete natiirliche Aminosiduren
sind Arginin oder Lysin. Im Sinne der Erfindung kdnnte auch das Aminoende eines Peptids
allein Ladungstrager scin. Soweit die Ladung in Abhingigkeit vom pH-Wert auftritt, werden
Peptide bevorzugt, die je Molekiil bei cinem physiologischen pH-Wert, z.B bei einem pH-
Wert innerhalb des Bereichs von pH 7,0 bis 7,5 in wissrigen Ldsungen, weniger als 5,
insbesondere 2 und ganz besonders bevorzugt 1 positive Ladungen tragen. Peptide im Sinne
der Erfindung kénnen auch molekulare Bausteine enthalten, die aufgrund ihrer Struktur zwar
keine Aminosduren sind, aber protonierbare oder permanent positiv geladener funktionelle
Gruppen enthalten. In jedem Fall enthalten die Peptide mindestens 1 natlirliche oder nicht-
natiirliche Aminosdure. Bevorzugt enthalten kationische Peptide zur erfindungsgeméBen
Verwendung bis zu 20 Aminosiduren. Die erfindungsgeméBen Komplexe kénnen, je nach
Bedarf und gewiinschten Eigenschaften des Komplexes, einen Typ oder ein Gemisch von

zwel oder mehr Typen der kationischen Polymere enthalten.

Die Peptide orientieren sich in den erfindungsgeméfien Komplexen so zum Polyanion, dass
siec tber die Wechselwirkung zwischen positiver Ladung des Peptids mit einer negativen
Ladung des Polyanions an dieses binden. Komplexe im Sinne der Erfindung sind durch die
ionische Wechselwirkung zwischen Polyanion und Peptid stabilisiert. Eine zusitzliche
Stabilisierung wird durch weitere molckulare Wechselwirkungen zwischen Peptidmolekiilen
erreicht, wodurch es zu ciner kooperativen Wechselwirkung kommt. Die kooperativen
molekularen Wechselwirkungen, die fiir den Zusammenhalt der erfindungsgemifen
Nanokomplexe sorgen, beinhalten damit sowohl die ionischen Wechselwirkungen zwischen
Polyanion und kationischem Peptid, als auch zusdtzliche kooperative Wechselwirkungen
zwischen den kationischen Peptidmolekiilen. Solche Wechselwirkungen  konnen
beispielsweise Wasserstoffbriickenbindungen, oder van der Waals Wechselwirkungen sein.
Weitere Mechanismen sind dem Fachmann aus der Literatur der molekularen
Wechselwirkungen oder der Protein/ Protein Wechselwirkungen bekannt. Ganz besonders
bevorzugt sind  Peptide, deren einzelne Molekille untereinander  hydrophobe
Wechselwirkungen ausbilden. Dazu eignen sich hydrophobe natiirliche oder nicht-natiirliche
Aminosduren oder auch andere hydrophobe molekulare Bausteine. Diese enthalten

beispiclsweise gesittigte oder ungesittigte Kohlenwasserstoffe oder Aromaten, wie
7
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beispielsweise einen oder mehrere Phenylreste, einen oder mehrere Naphtylreste oder einen
oder mehrere Pyridinylrest in ihrer molekularen Struktur. Dabei sollten die Bezeichnungen
Phenyl® usw. nicht so verstanden werden, dass nur cinwertige Reste dieses Typs flir eine
entsprechende Wechselswirkung sorgen konnen, sondern dass derartige Aromaten auch als
zwei oder hoherwertige Reste innerhalb des Peptids vorliegen koénnen.Beispiele fiir
hydrophobe natiirliche Aminosduren mit aromatischen Ringen sind Tryptophan, Tyrosin oder

Phenylalanin.

Kationische Peptide, die sich im Sinne der Erfindung als ganz besonders fiir eine
Komplexbildung eignen, sind amphiphil. Aufgrund ihrer positiven Ladung fiir die ionische
Wechselwirkung mit einer negativen Ladung des Polyanions und der hydrophoben Struktur
zur Wechselwirkung mit anderen Peptidmolekiilen reichern sich solche Peptide gerne in
Grenzflichen an. Diese Peptide haben in der Regel eine oder mehrere der folgenden
Fdhigkeiten: Herabsetzen von Grenzflichenspannungen, Senken der Oberfldchenspannung
von vorzugsweise wissrigen Flissigkeiten, Bildung von Mizellen, Bildung von inversen
Mizellen. Beispiele fiir solche Peptide kennt der Fachmann unter dem Namen Cetrorelix,

Degarelix, Ozarelix oder Abarelix.

E

Die Komplexe aus Polyanion und Peptid entstehen vorzugsweise spontan bei Mischung
zweier Losungen. Dazu werden Polyanion und Peptid in jeweils einem Losungsmittel, z.B.
Wasser, geldst in definierter Konzentration und definiertem Volumen zusammengegeben.
Dies kann auBerhalb des menschlichen oder tierischen Organismus erfolgen oder in situ, d.h.
im Rahmen der Applikation beispiclsweise durch Injektion wie mit einer Zweikammerspritze.
Optional kann es sein, dass es erforderlich ist, physikochemische Parameter wie pH,

Tonenstirke oder osmotischen Druck vor oder nach dem Mischen einzustellen.

Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen, bei der Herstellung der Komplexe das
Verhiltnis zwischen den Polyanionen und den kationischen Peptidmolekiile so einzustellen,
dass sich im Komplex cin dquimolares Verhiltnis der kationischen Peptidmolekiile zu den
vorhandenen negativen Ladungen des Polyanions ergibt Insbesondere ist es wie vorstehend
dargelegt bevorzugt, Peptide mit genau ciner positiven Ladung einzusetzen, so dass flir jedes
Mol negativ geladener Gruppen des Polyanions ein Mol kationisches Peptid mit einer Ladung

vorliegt, und der Ladungsausgleich auf diese Art und Weise hergestellt wird.

Die Stabilitit der Komplexe ldsst sich tiber die Bindungskonstante K ausdriicken die

beispiclsweise tiber isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt werden kann.
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Komplexe im Sinne der Irfindung haben in der Regel K-Werte, die groBer als 10.000 Mol™
sind. Bevorzugt sind solche Komplexe mit K-Werten groBer als 100.000 Mol™ und ganz
besonders bevorzugt solche mit K-Werten tiber 1.000.000 Mol™”, wobei dic entsprechenden

Werte bequem bei Raumtemperatur, d.h. 25 °C, bestimmt werden kénnen.

In wissriger Losung kann also die positive Ladung des Peptids elektrostatisch mit der
negativen Ladung eines Polyanions, wic zum Beispiel den Phosphatgruppen einer
Nukleinsdure, interagieren. Durch die Interaktion weiterer Peptidmolekiile mit dem Polyanion
stehen sich benachbarte Pcptidmolckulc so nahe, dass dies zur Ausbildung von molekularen
Wechselwirku

ungen wie zum Beispiel hydrophoben Wechselwirkung

Diese zusdtzlichen Wechselwirkungen fiihren zu einer Stabilisierung der gebildeten
Komplexe. Um das Polyanion bildet sich durch die kooperative elektrostatische und
beispiclsweise hydrophobe Wechselwirkung eine ,Peptidhiille’ aus, welche die Ladungen des
Polyanions nach auflen hin abschirmt. Auf diese Weise kann beispielsweise durch die
Auswahl der kationischen Polymere die Form der Komplexe kontrolliert werden, und es
kénnen Komplexe mit einer definierten Form bereit gestellt werden, deren Bestandteile eine

regelmifige Anordnung aufweisen.

Ein Beispiel eines solchen Komplexes ist in Abb. 1 schematisch in dreidimensionaler
Darstellung gezeigt, wobet der Fachmann verstehen wird, dass die Seitenfldchen des als
Zylinder dargestellten Komplexes ecinen Schnitt durch eine typische Komplexstruktur
wiedergeben. Auch Abbildung 2 verdeutlicht in  zweidimensionaler Form beispielhaft den
Autbau eines entsprechenden Komplexes, bei dem sich einfach geladene Peptide um ein
Polyanion anordnen. Bei Verwendung eines Polyanions mit linearer Struktur kdénnen so nach
einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung lineare Komplexe erzeugt werden. . Die
Lange der vorzugsweise linearen Komplexe wird bestimmt durch die Anzahl der Monomeren
des Polyanions, wiec zum Beispiel dic Anzahl der Basen einer Nukleinsdure, und betrdgt
zwischen 1 und mehr als 100 nm. Je mehr Monomere die Kette eines Polyanions enthilt desto
Jédnger” wird der entsprechende Komplex. Der Durchmesser der vorzugsweise linearen
Komplexe ldsst sich dagegen tiber die rdumliche Struktur der Aminosduresequenz des Peptids
steuern. Der Durchmesser liegt in der Regel bei 1 bis 100 Nanometern. Vorzugsweise ist er
kleiner als 50 Nanometer. Ganz besonders bevorzugt sind Durchmesser kleiner als 20
Nanometer. Verzweigte Polyanionen konnen insgesamt auch zu verzweigten Komplexen

fiihren.
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Das Verhiltnis von angelagerten Peptidmolekiilen pro ladungstragendem Monomer des
Polyanions, welches beispielsweise tiber isothermale Titrationskalorimetrie bestimmt werden
kann, liegt zwischen 0,1 und 10. Bevorzugt liegt es zwischen 0,2 und 5 und ganz besonders
bevorzugt zwischen 0,5 und 2. Ein Verhdltnis zwischen 0,9 und 1,1 ist als weiterhin

bevorzugt anzuschen, wobei insbesondere ein Verhéltnis von 1 am stédrksten bevorzug ist.

Dic Komplexe konnen als solche angewendet oder weiter unter Bildung eines
Komplexmaterials modifiziert werden (siche Abbildung 2). So kénnen an die Peptide vor
oder nach der Bildung des Komplexes Spacer (Abstandshalter) angehingt werden, z.B. durch
kovalente Verkniipfung durch auf dem Fachgebict bekannte Reaktionen. Solche Spacer
kénnen als abschirmende Komponente zum Schutz gegen Enzyme, oder wie oben dargestellt
gegen Adsorption von Proteinen und damit einhergehender Opsonisierung und sich
anschlieBender Phagozytose cingesetzt werden. Der Spacer kann auch je nach eigener Ladung
die Ladung des entstandenen Komplexes neutral oder negativ werden lassen. Der Spacer kann
je nach Bedarf eine charakteristische chemische Struktur aufweisen. Die Zahl der Spacer kann
mit der Zahl der im Komplex vorhandenen kationischen Peptidmolekiile ibereinstimmen,
kann aber auch dartiber liegen (z.B. bei Einsatz von mehr als einem Spacer je Peptidmolekiil),
oder geringer sein. Finerseits eignen sich Molekiile, die dem Fachmann als sog. Linker
bekannt sind, andererseits solche aus der Gruppe der Polymere. Solche Polymere konnen z.B.
eine Molmasse bis 50.000 Dalton aufweisen. Besonders eignen sich Polymere mit einer
Molmasse bis 5.000 Dalton. Ganz besonders bevorzugt sind solche mit einer Molmasse bis
1.000 Dalton. Bevorzugt werden Materialen verwendet, die bekannt daftir sind Stealth-
Figenschaften zu vermitteln, wie hydrophile anionische oder nichtionische Polymere.
Beispiele sind Polyethylenglykole, Polysaccharide wie Polysialinsdure, Polyoxazoline und

Polyglycerol.

Die erfindungsgemifien Komplexe konnen dariiber hinaus mit biologisch aktiven Einheiten
bereit gestellt werden. So kann beispielsweise der Transport der Komplexe zu ihrem Ziel, d.h.
beispielsweise einem bestimmten Gewebe, einer bestimmten Zelle oder einer intrazelluldren
Organelle, unterstiitzt werden. Damit konnen gleichzeitig Nebenwirkungen an gesunden oder
Nicht-Zielzellen verhindert werden. Eine solche biologisch aktive Einheit kann bereits durch
das kationische Peptid selbst, d.h. ohne Spacer, bereit gestellt werden wenn es selektiv,
beispiclsweise tber einen Rezeptor, an das Ziel bindet. Alternativ dazu kann ein
Komplexmaterial durch Modifikation der erfindungsgemifien Nanokomplexe gebildet

werden, indem diese, bevorzugt kovalent, mit einer biologisch aktiven Einheit verkniipft

10
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werden. Diese Finheit kann beispielsweise dirckt oder tber einen Spacer an das Peptid
gebunden sein. Dic biologisch aktive Einheit kann in diesem Fall vor oder nach der Bildung

des Komplexes mit dem Spacer oder Peptid verkniipft werden.

Beispiele fiir derartige biologisch aktive Einheiten sind Liganden fiir verschiedene Rezeptoren
der Zelloberflache, Antikdper und andere Molekiile, die dem Fachmann fiir Zwecke der Zell-
oder Organellerkennung bekannt sind. Je nach Zielgewebe kdénnen sowohl niedermolekulare
Substanzen wie Zucker (Galactose) oder Vitamine (Folsdure) aber auch Peptide und
Makromolekiile wie Proteine (Antikdrper) oder Polysaccharide als Liganden eingesetzt
werden. Fir die selektive Ansteuerung von Tumoren bieten sich Rezeptoren von
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise der epidermal growth factor (EGF) an, die in
Tumorzellen bedingt durch Thre metabolische Aktivitiat oder durch Mutation in erhoéhter
Anzahl auf der Zelloberfliche vorliegen. Weitere Zielstrukturen fiir Liganden konnen G-
Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sein. Ebenso gelten virale Rezeptoren als mogliche
Zielstrukturen wic beispielsweise CD4 bei HIV, PVR bei Polioviren oder Sialinsdure bei
Influenzaviren. Ein weitere Beispiel sind Rezeptoren aus der Gruppe der Integrine. Komplexe
im Sinne der Erfindung bestehen damit mindestens aus Polyanion und einer entsprechenden
Anzahl Peptidmolekiilen. Die Anbindung von Spacern und/oder einer biologisch aktiven

FEinheit ist optional méglich.

Die erfindungsgemifBen Komplexe und die modifizierten Komplexmaterialien eignen sich zur
Anwendung in einem Verfahren zur therapeutischen Behandlung des menschlichen oder
tierischen Kdrpers, d.h. vornehmlich zur Verwendung als Arzneimittel. Dabei umfasst die
Anwendung der Erfindung insbesondere die Verwendung der Komplexe zum Transfer von
Arzneistoffen, z.B. von Nukleinsduren in Zellen. Besonders gut eignen sich Komplexe mit
einer Grofie von weniger als 100 Nanometern fiir den Transfer von Arzneistoffen in Gewebe,
Zellen und deren intrazelluldren Kompartimente und Organellen. Arzneistoffe sind in diesem
Zusammenhang Substanzen, die einen biologischen Effekt herbeifithren. Vorzugsweise kann
dieser cin pharmakologischer Effckt sein. Arzneistoff kann einerseits das Polyanion sein,
beispielsweise wenn es aus der Gruppe der Nukleinsduren stammt. Andererseits ist es aber
auch moglich, dass das Peptid ein Arzneistoff ist. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass
sowohl das Polyanion als auch das Peptid Arzneistoffe sind. In diesem Zusammenhang
ergeben sich interessante Kombinationen von Substanzen die synergistisch wirken kénnen. So
zum Beispiel in der Tumortherapie. Hier konnte beispielsweise das siRNA-silencing in

Kombination mit Peptiden die zytostatisches Potenzial haben, deutliche Synergismen
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erzielen. Uber die einstellbare geringe Grofe der Komplexe ist es dartiber hinaus méglich die
Komplexe nach intravasaler Applikation im Tumorgewebe anzureichern, was dem Fachmann

unter anderem als ,enhanced permeability and retention effect” bekannt ist.

Die Nanokomplexe bzw. Komplexmaterialien konnen aber auch zur kontrollierten
Freisetzung von Arzneistoffen nach parenteraler, insbesondere mnicht-intravasaler d.h.
beispiclsweise subkutaner, intramuskulérer, intraokularer oder sonstiger lokaler Applikation
dienen. Der Arzneistoff kann dabei sowohl lokal, d.h. unmittelbar am Applikationsort, als
auch systemisch, d.h. nach Verteilung im menschlichen oder tierischen Organismus, wirksam
sein. Beispiclsweise konnen die Komplexe im Sinne der Erfindung zur Steuerung der
Freigabe von therapeutisch wirksamen Peptiden oder Nukleinsduren genutzt werden. Dabei

konnen auch Komplexe zum Einsatz kommen, die eine Lidnge von mehr als 100 nm

aufweisen.

Die Nanokomplexe konnen einzeln vorliegen oder sich zu groferen Aggregaten
zusammenschlieBen. In diesem Zusammenhang ist es moglich, dass die Aggregatlinge
wichst, ohne dass sich der Durchmesser dndert. Dariiber hinaus kénnen auch unregelméBige
Aggregate entstchen, bis hin zu Systemen dic einen gelartigen Charakter besitzen. Ihre
Funktionalitit insbesondere fiir die Kontrolle der Freisetzung des Arzneistoffs bleibt dabei

aber erhalten.

Therapeutische Anwendungen der Nanokomplexe bzw. Komplexmaterialien, insbesondere
bei Verwendung von Nukleinsduren als Polyanion, umfassen beispielsweise die Therapie
monogenetischer Erkrankungen, aber auch von Krebs, neurologischen und vaskulédren

Erkrankungen sowie Infektionskrankheiten.

Arzneimittel, die im Rahmen der Erfindung bereit gestellt werden, kénnen aus den
Nanokomplexen oder Komplexmaterialien als solchen bestehen, oder die Nanokomplexe oder
Komplexmaterialien zusammen mit auf dem Fachgebiet bekannten Hilfsstoffen enthalten,
beispiclsweise ausgewihlt aus Verdiinnungsmitteln — einschlieBlich  Losungsmitteln,
Substanzen zum Einstellen gewlinschter Salzkonzentrationen und/oder eines gewiinschten
pH-Werts und Konservierungsmitteln enthalten. Geeignete, pharmazeutisch vertrégliche
Hilfsstoffe die bei der Herstellung der erfindungsgemédfen Pharmazeutischen
Zusammensetzungen Verwendung finden kénnen sind dem Fachmann bekannt und sind
beispielsweise in Remington’s Pharmaceutical Sciences, 15th Ed., Mack Publishing Co., New

Jersey (1991) beschrieben.

12
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Geeignete pharmazeutische Darreichungsformen kénnen durch im Fachgebiet etablierte,
pharmazeutisch technische Herstellungsverfahren bereitgestellt werden. Dabei kann eine
Vielzahl der dem Fachmann bekannten Darreichungsformen fiir die Formulierung der
Nanokomplexe und Komplexmaterialien geeignet sein. Beispiele fiir pharmazeutische
Darreichungsformen sind feste Arzneiformen (z.B. Lyophilisate, Pulver, Granulate, Tabletten,
Dragecs, Kapseln Implantate etc.), halbfeste Arzneiformen (zB. Salben, Gele, Pflaster,
Fmulsionen, Suspensionen ctc.), fliissige Arzneiformen (Lésungen, Injektions- u.
Infusionszubereitungen, Ocularia ctc.) und therapeutische Systeme (z.B. orale osmotische
therapeutische Systeme, Transdermalsysteme, Inserte ete). Beispiclhaft sei an dieser Stelle auf
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, H.C. Ansel et al., eds., 7th ed,,

Lippincott, Williams, & Wilkins (1999) verwiesen.

In Abhingigkeit vom individuell verwendeten Nanokomplex bzw. Komplexmaterial und der
ausgewihlten Darreichungsform kann die Verabreichung auf eine Vielzahl, dem Fachmann
bekannter Wege erfolgen. Beispiele hierfiir sind perorale, inhalative, topische, intravendse,

intraperitonale, subkutane und intramuskulédre Verabreichung.

Bevorzugt werden die Nanokomplexe und Komplexmaterialien als zur parenteralen
Applikation geeignete Losungen oder Suspensionen formuliert. Dabei kann ein
erfindungsgemifes Arzneimittel in vorteilhafter Weise formuliert werden, indem Polyanionen
mit Polykationen, ggf. unter Zusatz weiterer Hilfsstoffe, gemischt werden. Als ebenfalls
bevorzugte Ausfiihrungsform ist weiterhin anzuschen, dass die zur parenteralen Applikation
geeigneten Darreichungsformen zuvor lyophilisiert werden. Eine Lyophilisation kann vor
allem sinnvoll sein, um eine ausreichende Lagerstabilitdt der zu verabreichenden
Darreichungsform zu gewihrleisten. Geeignete Verfahren zur Gefriertrocknung sowie
konventionell cingesetzte Zusatzstoffe (z.B. kryoprotektive Zusatzstoffe,wie z.B. Laktose,
Mannitol ete.) sind dem Fachmann bekannt. Im Falle der Gefriertrocknung kann z.B. eine zu
verabreichende Losung kurz/unmittelbar vor Gebrauch durch Aufnahme des Lyophilisats in
gecigneten Solventien, wie z.B. Wasser zur Injektion, isotoner Kochsalzldsung, Ringer-

[osung ctc, hergestellt werden.

In Betracht kommt auch, die erfindungsgemiBen Nanokomplexe oder Komplexmaterialien
unmittelbar vor oder wihrend der Applikation durch Mischen der Bestandteile herzustellen,
oder sie sogar im Korper, z.B. nach paralleler oder zeitlich kurz aufeinander folgender

Verabreichung der Bestandteile, entstechen zu lassen.

13
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Beispiele

Beispiel 1

Somatostatin wird in einer Konzentration von 0.225 mg/ml in Wasser pH= 6 geldst.
Doppelstrangige RNA (Strang 1: r(GCAAGCUGACCCUGAAGUUCA)T, Strang 2t
r(GAACUUCAGGGUCAGCUUGCC)dT) Dbestehend aus 22 Basenpaaren in einer
Konzentration von 0,04 mg/ml wird ebenfalls in Wasser geldst. Die entsprec n Mengen
werden dabei so berechnet, dass ein Ladungsausgleich zwischen positiver und negativer
Ladung erreicht wird. Dazu wird dic Konzentration der Nukleinsdurelosung durch die
Molmasse der doppelstrangigen RNA und durch 2 (positive Ladungen pro
Somatostatinmolekiil) geteilt und anschlicBend mit 44 (Menge an negativen Ladungen pro
Mol RNA) und der Molmasse des Somatostating multipliziert, um die Konzentration der
Somatostatinlosung zu erhalten. Es wird 1 ml der Nukleinsdurelgsung in einem Eppendorf
Tube vorgelegt und 1 ml der Peptid Losung langsam zugetropft. Danach wird die Losung auf
cinem Vortexmischer bei Raumtemperatur durchmischt. Anschlieffend wird die Losung bei
Raumtemperatur fiir 1 h auf einen Laborschiittler gestellt um die Ausbildung eines

Gleichgewichts zwischen Komplex und den freien Komponenten zu gewéhrleisten.

Abb. 3 zeigt cine transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der Nanokomplexe

gebildet aus Somatostatin und doppelstrangiger RNA aus Beispiel 1.
Beispiel 2

Dic Herstellung der Ausgangslosungen erfolgt analog zu Beispiel 1. Jedoch wird nun
sundchst die Peptidlosung vorgelegt und anschlicBend die Nukleinséurelésung langsam

zugetropft. AnschlieBend wird die Losung wiederum durchmischt.
Beispiel 3

In #hnlicher Weise wic in Beispiel 1, auBer dass als kationisches Polymer Ozarelix in einer
entsprechenden Menge unter Berticksichtigung einer positiven Ladung pro Peptidmolekiil
cingesetzt wird, werden durch die Verwendung der doppelstrangigen RNA Nanokomplexe
hergestellt. Abb. 4 zeigt die transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von

Nanokomplexen gebildet aus Ozarelix und doppelstrangiger RNA.

14
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Beispiel 4

Cetrorelix wird in einer Konzentration von 0,00175 mmol/I. in Wasser gelost
Doppelstringige  DNA  (Strang  1: ATGAACTTCAGGGTCAG TTGC, Strang 2:
TACTTGAAGTCCCAGTCGAACG) bestehend aus 22 Basenpaaren in einer Konzentration
von 0,0019 mmol/L wird in Puffer bestehend aus 10 mmol/L Tris, 100mmol/I. NaCl und 1
mmol/L EDTA geldst. Beide [Losungen wurden unmittelbar vor der Messung unter leichtem
Rithren entgast. 1,435 ml doppelstringige DNA werden in der Reaktionszelle der ITC
vorgelegt und langsam mit 0,3 ml der Cetrorelix-Ldsung titriert. Hierbei werden jeweils 10ul
Cetrorelix-Losung (ber 10 Sekunden zugetopft und anschlieBend ein Intervall von 180
Sekunden eingehalten, bis der niichste Tropfen zugegeben wird, um die gesamte freiwerdende

Wirmemenge zu erfassen. Der Versuch wird bei 25+1 °C durchgefiihrt.

Die Daten werden mit MicroCal Origin 5.0 (MicroCal) Software ausgewertet. Hierzu wird ein
nichtlineares Fitting angewendet. Durch Verwendung des ,,one-set of binding sites*-Model
kénnen  die  thermodynamischen  Konstanten — Standardreaktionsenthalpie  (AH),
Bindungskonstante (K), Standardreaktionsentropic (AS) und das stochiometrische Verhiltnis
der Reaktion (n) berechnet werden. Der entstechende Komplex hat eine hohe
Bindungskonstante im  Bereich von 10°, was cine starke Bindung mit elektrostatischen und
hydrophoben Wechselwirkungen anzeigt. Der negative Wert fiir AH und der positive Wert flir
AS sind jeweils energetisch glinstig, wobei AS die hydrophoben Wechselwirkungen
reprisentiert und AH  ein Mal} fir die eclektrostatischen Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen ist. Durch das stéchiometrische Verhiltnis von 0,9247 wird
gezeigt, dass jeweils ein positiv geladenes Peptid an eine negative Ladung der
doppelstringigen DNA bindet. Die folgende Tabelle zeigt die thermodynamischen Parameter
des DNA-Cetrorelix-Komplexes. Abb. 5 zeigt das mittels ITC bestimmt Thermogramm der

Bindung von DNA und Cetrorelix.

n 0,9247 (£0,0330)

K (M™ 2,312x10°
(+6,696x10")

AH (cal*mol ™) 5515 (+277.9)

AS (cal*mol *K™) 6,044

Tabelle 1: Thermodynamische Parameter des DNA-Cetrorelix-Komplexes

15
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Patentanspriiche

Geometrisch  definierte  Nanokomplexe, bestchend aus einem Polyanion und
kationischen amphiphilen Peptidmolekiilen in dquimolarem Verhidltnis zu den
vorhandenen negativen Ladungen, dadurch gekennzeichnet dass sie durch kooperative
molekulare Wechselwirkungen zusammengehalten werden.

Nanokomplexe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Peptidmolekiile
jeweils eine positive Ladung tragen.

Nanokomplexe nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet dass es sich bei dem
Polyanion, den Peptidmolekiilen oder beiden um cinen Arzneistoff fir die Anwendung
im tierischen oder menschlic] rganismus handelt.

Nanokomplexe nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Peptidmolekiile jeweils bis zu 20 Aminosduren enthalten.

Nanckomplexe nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Polyanion ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Polysacchariden, Nukleinsduren
und deren Derivate.

Nanokomplexe nach cinem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet dass sie eine
lineare Form aufweisen.

Komplexmaterial, in dem die Nanokomplexe nach einem der Anspriiche 1 bis 6 mit
einer biologisch aktiven Einheit fiir die selektive Erkennung von Geweben, Zellen oder
Organellen verknlipft sind.

Komplexmaterial nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die biologisch aktive
Einheit jeweils tiber einen Spacer mit dem Nanokomplex verkntipft ist.

Nanokomplexe oder Komplexmaterial nach einem Anspriiche 1 bis 8 zur Verwendung
in der Therapie.

Nanokomplexe oder Komplexmaterial nach einem Anspriiche 1 bis 8 zur Verwendung
bei der kontrollierten Freisetzung von Arzneistoffen nach parenteraler Applikation.
Nanokomplexe oder Komplexmaterial nach einem Anspriiche 1 bis 8 zur Verwendung
beim Transport von Arzneistoffen in Zellen.

Nanokomplexe oder Komplexmaterial nach einem Anspriiche 1 bis 8 zur Verwendung
beim Transport von Nukleinsduren in Zellen.

16
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Nanokomplexe oder Komplexmaterial nach einem Anspriiche 9 bis 12, wobei die
Verwendung auf dic Therapie einer Erkrankung, ausgewidhlt aus monogenetischen
Erkrankungen, Krebs, neurologischen Erkrankungen, vaskuldren Erkrankungen und
Infektionskrankheiten ausgerichtet ist.

Verfahren zur Formulierung eines Arzneimittels, das das Mischen von Polyanionen mit
Peptidmolekiilen unter Bildung der Nanokomplexe nach einem der Anspriiche 1 bis 6
umfasst.

Verfahren zur Behandlung, Linderung oder Vorbeugung einer Erkrankung bei Mensch
oder Tier, umfassend die Verabreichung der Nanokomplexe oder des Komplexmaterials
nach einem der Anspriiche 1 bis 8 an einen Patienten.

Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Erkrankung ausgewdhlt ist aus der Gruppe
bestechend aus monogenctischen Frkrankungen, Krebs, neurologischen Erkrankungen,

vaskuldren Frkrankungen und Infektionskrankheiten.
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Abbildung 1:
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Abb. 4
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