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Von Coronavirus-Impfstoffen bis hin zu
Medikamenten gegen Krebs, Multiple
Sklerose oder Alzheimer —die Anwendungs-
moglichkeiten fir mMRNA-Therapien sind
vielféltig. Doch wie gelangen die Wirkstoffe
optimal in den Kérper? Ein Team von For-
schern der Uni Mainz und Evonik arbeitet
gemeinsam am perfekten Transportsystem.

TEXT TIM SCHRODER

n der Wissenschaft gibt es Momente, da fiigen sich

plotzlich Dinge auf wundersame Weise zusammen.
Gedanken, Ideen, die eigentlich nichts miteinander
zu tun haben, ergeben gemeinsam einen Sinn. So ging
es vor gut zwei Jahren einem Team um den Chemiker
Professor Dr. Holger Frey von der Universitidt Mainz.
Er beschiftigt sich seit vielen Jahren mit der Substanz
Polyethylenglykol, einem nicht toxischen Tausendsassa
unter den chemischen Stoffen.

Polyethylenglycol, kurz PEG, ist ein gut wasserlos-
liches Polymer, also eine lange Molekiilkette. Ihr Grund-
baustein ist Ethylenoxid (EO). Man verwendet PEG unter
anderem in Zahncremes, Shampoos und vielen Kosme-
tika. Fiir solcherlei Anwendungen werden jedes Jahr
weltweit viele Tausend Tonnen PEG verbraucht. Die Sub-
stanz spielt allerdings auch eine wichtige Rolle in der
Medizin: Hier hilft das PEG unter anderem dabei, Wirk-
stoffe durch den Korper zu schleusen. -




Die Chemiker in Mainz suchten nach einem Weg, wie
man PEGs modifizieren kann, um ihnen neue Eigenschaf-
ten zu verleihen und sie somit noch vielfiltiger einsetz-
bar zu machen. Dabei konzentrierten sich Holger Freys
Post-Doktoranden Rebecca Matthes und Philip Dreier
vor allem auf ein vielversprechendes Molekiil, das sehr
eng mit EO verwandt ist: Glycidylmethylether, kurz
GME. GME ist wie EO ein Baustein zur Herstellung von
Polymeren. Beide Bausteine lassen sich auch kombinie-
ren. [hr auf diese Weise modifiziertes Polymer nannten
die Forscher der Uni Mainz rPEG. Das r steht fiir ,,ran-
domized“, weil sich die EO- und die GME-Bausteine
bei der Herstellung zufillig in der Kette verteilen. Inte-
ressanterweise stellen alle Polymere aus den Bausteinen
EO und GME Strukturisomere dar. Das rPEG hat im Ver-
gleich zu PEG zusitzliche Molekiilseitenketten, es ist aber
ebenso gut wasserloslich. Hinzu kommen weitere inter-
essante Eigenschaften.

Medizinische Anwendungen von rPEG hatten die bei-
den Post-Doktoranden anfangs gar nicht im Sinn. Pl6tz-
lich aber fiigte sich ein Bild zusammen: rPEG koénnte
einen Durchbruch in der Entwicklung neuartiger mRNA-
Medikamente bedeuten. Zusammen mit einem For-

Im Hanauer Synthese-
labor wird getestet, unter
welchen Bedingungen
das rPEG an ein Lipid
gekoppelt werden kann.

Mittels Chromatografie wird das
rPEG-Lipid aufgereinigt.

schungsteam von Evonik arbeiten Matthes und Dreier
nun daran, aus ihrer Entdeckung eine fiir die Pharma-
branche nutzbare Technologie zu entwickeln.
mRNA-Medikamente gelten als einer der grofiten
Hoffnungstriger in der Medizin. Wihrend der Covid-19-
Pandemie kamen sie als Impfstoffe erstmals grofd zum
Einsatz und konnten ihre Wirksamkeit sowie ihr Poten-
zial unter Beweis stellen. Experten erwarten, dass sich
damit noch viele andere Krankheiten behandeln lassen,
die heute nur schwer therapierbar sind - etwa Multiple
Sklerose oder Alzheimer. Auch seltene Krebsformen
konnten mit einer mRNA-Therapie bekdmpft werden.
Doch bislang gibt es eine Hiirde: mRNA-Wirkstoffe
werden unter anderem mit hochreinen Spezial-PEG-
Lipiden umbhiillt, damit sie unbeschadet ihre Zielzellen
erreichen. Die Substanz PEG kann jedoch in seltenen

Fillen die Bildung von Anti-PEG-Antikérpern hervor-
rufen. Fiir kiinftige Anwendungen iiber einen lingeren

Zeitraum, zum Beispiel im Rahmen einer Krebstherapie,
sollte dies ausgeschlossen werden. Die Pharmabranche
sucht deshalb seit Lingerem nach PEG-Alternativen.
Genau solch eine Variante entdeckten Rebecca
Matthes und Philip Dreier vor gut zwei Jahren mit rPEG.
Wihrend die beiden an der Entwicklung von rPEG arbei-
teten, erschienen in Fachzeitschriften gleich mehrere
Artikel, die beschrieben, wie Antikdrper an das PEG
andocken und wie das Immunsystem PEG erkennt. ,,Uns
war sofort klar, dass unser rPEG das Potenzial hat, diese
Immunreaktion zu verhindern®, sagt Matthes. ,,Wir
dachten uns, dass wir das Andocken der Antikorper
durch die zusitzlichen Molekiildste im rPEG verhindern
konnten“, so die Forscherin. ,,Damit miisste das modi-
fizierte PEG fiir das Immunsystem unsichtbar werden.“

EIN DURCHBRUCH FUR DIE PHARMABRANCHE

Es folgten umfangreiche Experimente. Uber mehrere
Wochen synthetisierten die beiden im Labor aus GME-
und EO-Bausteinen verschiedene neuartige rPEG-Poly-
merstrukturen. Das Forschungsduo brachte dann das
neue Polymer mit Antikérpern in Kontakt. Und tatsdch-
lich: Die Wechselwirkung mit dem Antikorper bei ver-
gleichbaren Konzentrationen blieb aus. Die zufillig —
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Die verschiedenen
Fraktionen der Chro-
matografie werden
in Reagenzglasern
aufgefangen.

DIE FORSCHUNGSGRUPPE FREY

Polymere sind Holger Freys Spezialgebiet: Seine Forschungsgruppe an
der Universitat Mainz, wo er seit 2002 Organische und Makromole-
kulare Chemie lehrt, beschéftigt sich mit Synthese, Charakterisierung
und Anwendungen neuer funktionaler Polymere. Seit Herbst 2018 ist
Professor Frey (im Bild links) Mitherausgeber der Zeitschrift ,Poly-
mer Chemistry”. Dr. Rebecca Matthes und Dr. Philip Dreier haben sich
bei Frey promoviert und sind als Post-Doktoranden in seiner Arbeits-
gruppe tétig. Dort treiben sie die Entwicklung von rPEGs fiir eine Viel-

falt pharmazeutischer Anwendungen voran.
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»Als ich den Evonik-
Forschern von unserem
rPEG erzihlte, waren

Eingebaute Abwehr
Wie Lipidnanopartikel (LNP) fiir Antikérper unangreifbar werden

@ LNP mit herkémmlichem PEG-Lipid

klassisches + @ = m + weitere Bestandteile
[PEG) :

Antikérper
docken an

sie sofort begeistert. «

HOLGER FREY, CHEMIEPROFESSOR AN DER UNI MAINZ

Durch Gefriertrocknung wird aus der Reaktionslésung
rPEG-Lipid in Pulverform gewonnen.

verteilten GME-Molekiilseitenketten verhinderten das
Andocken der Antikorper. Die Entdeckung der Main-
zer Forscher konnte fiir die Pharmabranche von gro-
Rer Bedeutung sein. PEG-Lipide gehéren zu den wich-
tigsten Zutaten fiir die sogenannten Lipidnanopartikel
(LNP), mit denen mRNA-Wirkstoffe umhiillt werden.
LNPs sind kugelrunde, winzige Fihren, die den Wirkstoff
durch den Korper bis in die Zellen transportieren. Denn
mRNA ist dufderst instabil. Sie benétigt eine Schutzhtille.

LNPs dhneln Fetttropfen im Wasser: Die Fetttropf-
chen im Nanometerbereich bestehen aus einer sorgfil-
tig designten Kombination verschiedener Lipide. Dabei
stabilisieren die nach auf3en ragenden rPEG-Ketten das
Gebilde und machen es fiir das Immunsystem unsicht-
bar. Nach innen ragen die Wasser abweisenden Fettsdure-
ketten des Lipids. Die mRNA selbst befindet sich im
Innern der LNPs.

»Als wir erkannt hatten, dass sich mit rPEGs
die Bildung von Anti-PEG-Antikorpern vermeiden
lisst, wandten wir uns an die Industrie, berichtet
Frey. Und so meldete er sich bei Evonik. Er wusste,
dass es dort Forschern in der heifien Phase der Covid-19-
Pandemie gelungen war, wichtige Bestandteile fiir die
Impfstoffe von BioNTech herzustellen - unter ande-
rem mafdgeschneiderte Speziallipide. ,,Als ich ihnen
von unserem rPEG erzihlte, waren sie sofort begeis-
tert“, sagt Frey.

Die Evonik-Forscher tibernahmen die Aufgabe, das
rPEG aus Mainz zu Lipiden zu verkniipfen und daraus
funktionelle LNPs zu entwickeln. ,,Wir hatten den gro-
Ren Vorteil, dass wir auf unsere Kompetenzen bei der
Herstellung und Charakterisierung mafigeschneiderter
Speziallipide in Hanau und Dossenheim zuriickgreifen
konnten*, sagt Dr. Thomas Endres, der das Projekt bei
Evonik leitet. Er holte Experten aus mehreren Bereichen
in einem Projektteam zusammen - vor allem aus dem
Syntheselabor in Hanau sowie aus dem Formulierungs-
labor und dem Zellkulturlabor in Darmstadt.
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Polyethylenglykol (PEG)-Lipide sind ein wichtiger
Bestandteil von Lipidnanopartikeln. Sie konnen von
Antikorpern erkannt werden.

e LNP mit neuartigem rPEG-Lipid
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rPEG-Lipide sind fiir das Immunsystem quasi unsichtbar.
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LNP

docken nicht an!

Zunichst galt es, das rPEG aus Mainz mit fettloslichen
Molekiilsegmenten zu einem Lipid zu koppeln, das einer
der Komponenten der Covid-19-Impfstoffe dhnelt (siehe
Infografik oben). In kleinen Glaskolben testete Labormit-
arbeiter Erich Kraus in Hanau verschiedene Bedingungen:
Er variierte die Reaktionstemperatur, die Konzentration
der einzelnen Reagenzien und die Losungsmittel, trennte
unerwiinschte Nebenprodukte ab und isolierte das Produkt.

INDUSTRIEPRODUKTION IM MINIMASSSTAB

,,Die ersten Versuche waren mit einer Ausbeute von nur
etwa 30 Prozent des gewlinschten rPEG-Lipids erniich-
ternd“, berichtet Dr. Ulrich Klockner, der die Arbeit in
Hanau leitet. Schnell wurde klar, dass das funktionale
Ende des rPEG-Molekiils modifiziert werden musste,
um eine bessere Umsetzung zu ermdéglichen. ,,Das ist
den Kollegen in Mainz sehr schnell gelungen*, so Klock-

ner. Mit dem veridnderten Molekiil erreicht das Team in
Hanau inzwischen Ausbeuten von mehr als 70 Prozent.
Das ist auch fiir eine moégliche industrielle Produktion
von Bedeutung, weil ein chemischer Prozess nur dann
rentabel und nachhaltig ist, wenn der Grof3teil der Roh-
stoffe tatsdchlich zum gewiinschten Endprodukt umge-
setzt wird. Im Moment arbeiten die Forscher in Hanau
daran, den Prozess zur Herstellung des rPEG-Lipids noch
effizienter zu gestalten.

Viele chemische Produkte werden im Tonnenmaf3-
stab hergestellt. Bei der Produktion von LNPs und mRNA-
basierten Impfstoffen oder Medikamenten dagegen
l4uft alles miniaturisiert ab. Der Covid-19-Impfstoff
Comirnaty von BioNTech/Pfizer enthélt gerade einmal
30 Mikrogramm mRNA. Gespritzt werden 0,3 Milliliter.
Ein 300-Liter-Fass wiirde reichen, um Impfdosen fiir
Millionen Menschen zu lagern. -



Labormitarbeiterin
Melanie Liefke beléddt in
Darmstadt kleine GeféRe
mit Lipidnanopartikeln.

»Die rPEG-Technologie
hat das Potenzial,
zukiinftige mRNA -
Medikamente sicherer
und besser zu

machen. «

THOMAS ENDRES,
PROJEKTLEITER BEI EVONIK

Melanie Liefke stellt im Darmstddter Labor von Evonik
aus den rPEG-Lipiden und weiteren Komponenten die
fiir weitere Tests benotigten LNPs her. Am Laborabzug
sitzend dosiert sie mit Pipetten verschiedene Fliissigkei-
ten prizise in ein fingerhutgrof3es Plastikgefafd - rPEG-
Lipide, drei weitere Lipide und mRNA. Ihre Erfahrung
und Geschicklichkeit erméglichen es ihr, funktions-
tiichtige LNPs in den gewtiinschten Grofien herzustel-
len. ,,Man muss ziigig und kontrolliert mischen, weil die
mRNA sehr empfindlich ist“, erklirt sie.

Dass sich bereits beim kontrollierten Mischen wohl-
strukturierte LNPs bilden, liege auch daran, dass sich die
mRNA, das rPEG-Lipid und die anderen Komponenten
von allein zusammenfinden, erklirt Molekularbiologin
Dr. Anne Benedikt, die das Zellkulturlabor in Darmstadt
leitet. ,,Das hat mit der Selbstorganisation der Materie zu
tun. Die Fettsduren zum Beispiel orientieren sich vom
Wasser weg, und tiber die elektrische Ladung der Kom-
ponenten kénnen wir vorgeben, wie sie sich zusammen-
lagern.“ Die eigentliche Herausforderung beim Han-
tieren mit mRNA bestehe darin, dass diese abgebaut
werden konne, wenn man nicht sauber arbeitet. ,,Das
liegt daran, dass wir Menschen auf unserer Haut Enzyme

Die Lipidnanopartikel werden zuerst
auf physikalische Parameter wie GréRe und
Ladung untersucht.

tragen, die korperfremde mRNA schnell abbauen - das
ist unser natiirlicher Schutz*, so Benedikt. Wer im Labor
mit mRNA arbeitet, muss deshalb fiir eine absolut reine
Umgebung, frei von diesen Enzymen, sorgen.

BIOLOGIE UND CHEMIE TUR AN TUR

In Darmstadt werden die LNPs nicht nur hergestellt, son-
dern auch getestet. Das Team untersucht ihre Interak-
tion mit lebenden Zellen. Katrin Hifner, Senior Scien-
tist im Zellkulturlabor, deutet auf eine durchsichtige
Kunststoffplatte unter dem Laborabzug, deren Vertie-
fungen mit Fliissigkeit gefiillt sind. In manchen ist die
Fliissigkeit eher orange, in anderen violett. ,,In diesem
Test priifen wir, bis zu welcher LNP-Konzentration die
Zellen diese gut vertragen“, sagt sie.

Einen Raum weiter wird gepriift, ob die LNPs ihren
Job erledigen und die mRNA in die Zielzellen einschleu-
sen. Dies wird an speziellen Testsystemen untersucht,
die bei erfolgreicher Ubertragung der mRNA und nach-
folgender Produktion der Zielsubstanz ein schwaches
Licht aussenden, das von einem Sensor gemessen wird.
Dieses Licht ist umso stirker, je besser das Trigersystem
funktioniert. -
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»EIN INNOVATIVES s
GEBIET, DASSICHSEHR
SCHNELL ENTWICKELT«

Dr. Andrea Engel, zustandig fir Wachstumsprojekte der Business Line

Health Care von Evonik, Gber die Bedeutung von Lipidnanopartikeln
(LNPs) fiir die mRNA-Wirkstoffe der Zukunft

Frau Engel, Lipidnanopartikel sind vielen Menschen wéhrend der
Covid-19-Pandemie bekannt geworden. Warum haben sie fiir die
Medizin eine so groBe Bedeutung?

LNPs gelten schon ldnger als grofie Hoffnung fiir die Medizin,

weil sie einen Weg zu individuell auf den Patienten zugeschnittenen
Medikamenten ebnen. Vor Covid-19 wurden sie bereits fiir Wirk-
stoffe gegen Krebserkrankungen genutzt, um sie besser vertrig-
lich zu machen. Als Partner der pharmazeutischen Industrie sind
wir permanent auf der Suche nach Innovationen, um Therapie-
moglichkeiten weiter zu verbessern. Wie die neuen rPEG-Lipide
zeigen, sind LNPs ein besonders innovatives Gebiet, das sich sehr
schnell entwickeln diirfte.

Wie bereiten Sie sich auf diesen Boom vor?

Wir entwickeln neue mafigeschneiderte Lipide, konnen Wirk-
stoffe wie mRNA in LNPs formulieren und beherrschen die Prozess-
entwicklung. Wir haben sehr erfahrene Engineering-Teams, die

die Herstellung von wenigen Millilitern im Labor in einen stabilen
Industrieprozess umsetzen, der viele Liter des Produkts in Pharma-
qualitit liefert. Unsere Kunden kénnen alles aus einer Hand bekom-
men. Das beschleunigt die Entwicklung neuer Medikamente.

Wo sind lhre Lipidaktivititen angesiedelt?

Pharmakunden ist es wichtig, dass die Lieferfihigkeit kritischer
Ausgangsmaterialien sichergestellt ist, damit lebenswichtige Medi-
kamente immer produziert werden konnen. Wir haben die Ent-
wicklung und Produktion von Lipiden und LNPs deshalb global
verteilt. In Hanau werden Lipide entwickelt und in kleinen Mengen
hergestellt. An unserem Standort in Lafayette (Indiana, USA) haben
wir gerade in eine grofie Anlage zur Lipidproduktion fiir mRNA-
Wirkstoffe investiert. In Vancouver (Kanada) und Darmstadt finden
die frithe Formulierungsentwicklung fiir LNPs und die ersten Tests
damit statt. In Vancouver entwickeln wir dariiber hinaus die Pro-
zesse zur Bereitstellung von neuen Produkten fiir klinische Studien.

Wer unterstiitzt Sie bei der Entwicklung?

Wir arbeiten mit mehreren Hochschulen zusammen. So sind wir
seit Januar 2023 Partner in einem vom Bundeswirtschaftsminis-
terium gefdrderten Projekt, in dem Hochschulen und Unternehmen
gemeinsam neue Speziallipide fiir mRNA-Medikamente ent-
wickeln. Mit der Stanford University in Kalifornien arbeiten wir an
einer Hiille fiir mRNA, die aus Polymeren besteht. Diese Polymer-
partikel sollen kiinftig unser Portfolio an lipidbasierten Produkten
ergidnzen. Und im Projekt mit der Uni Mainz stehen die neuartigen
rPEG-Lipide im Mittelpunkt.
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Biochemikerin Katrin Hafner
prift an Zellkulturen, wie
gut vertraglich die Lipidnano-
partikel sind.
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Projektleiter Endres ist stolz auf das bisher Erreichte.
» Wir konnten zeigen, dass wir mit rPEG-Lipiden funk-
tionsfihige LNPs fiir mRNA-Wirkstoffe herstellen kon-
nen, die in Zellkulturen den gewiinschten Effekt erzie-
len.“ Und das in ziemlich kurzer Zeit. ,,Von den ersten
Gespréichen tiber die Herstellung und Testung der Sub-
stanzen in den drei beteiligten Laboratorien bis hin zum
erfolgreichen Abschluss der Machbarkeitsstudie hat es
nur ein Jahr gedauert®, sagt er. Forschung und Entwick-
lung im Pharmabereich seien anspruchsvoll und zeit-
intensiv und ndhmen oft viele Jahre in Anspruch.

AUF DEM WEG ZU ERSTEN TESTS

Geholfen habe, dass sich die Eigenschaften und che-
mischen Strukturen von rPEG und PEG stark dhneln.
»ITPEG fligt sich nahtlos in industrielle Produktions-
prozesse ein“, so Endres. Weltweit versuchten weitere
Forschungsgruppen, PEGs durch andere wasserlosliche
Makromolekiile zu ersetzen, um die Bildung von Anti-
korpern zu vermeiden. Diese neuen Substanzen seien
jedoch von PEG chemisch so verschieden, dass fiir Her-
stellung von Makromolekiil und Lipid ganz neue Produk-
tionsprozesse entwickelt werden miissten.

Zur Schnelligkeit trug auch bei, dass sich die Kompe-
tenzen der Partner so gut erginzen. ,,Zusammen decken
wir die ganze Kette von der Grundlagenforschung bis zur
Lipidherstellung im kommerziellen Maf3stab in definier-

ter Pharmaqualitit ab“, so Endres. Gemeinsam wollen die
Uni Mainz und Evonik auch den nichsten Schritt gehen.
Die LNPs mit den rPEG-Lipiden miissen weitere Tests
durchlaufen, bevor an eine Anwendung im Menschen zu

denken ist. Wenn auch diese Tests erfolgreich verlaufen,
kann Evonik Pharmaunternehmen die rPEG-Lipide als
Produkt und die darauf beruhenden LNPs als Formulie-
rungsoption fiir mRNA-Wirkstoffe anbieten. Endres: ,,Das
wire die ideale Ergdnzung unseres Portfolios. “

Das Magazin ,,Der Spiegel“ hat Lipidnanopartikeln
und mRNA-Therapien zur Hochzeit der Covid-19-Pan-
demie eine grofie Geschichte gewidmet. Darin ist sogar
von einer ,,Wunderwaffe* die Rede. Ganz so weit will
Thomas Endres nicht gehen. Aber er ist iberzeugt: Die
rPEG-Technologie hat das Potenzial, zukiinftige mRNA-
Medikamente sicherer und besser zu machen.

Tim Schroder arbeitet als
Wissenschaftsjournalist

in Oldenburg. Beim Besuch in
den Evonik-Laboren hat ihn
einmal mehr erstaunt, wie
unkompliziert Spitzenforschung
manchmal beginnt.
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AUF WACHSTUM
PROGRAMMIERT

mRNA-Technologien revolutionieren die Medizin. Welche Erkrankungen
stehen im Fokus? Wie schnell kommen neue Therapien voran? Und wie gelangen
die innovativen Wirkstoffe in den Kérper? Ein Uberblick in Zahlen
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Jenseits von Covid-19

Anwendungsgebiete von mRNA-Medikamenten und -Impfstoffen’
in der klinischen Entwicklung, in Prozent

Quelle: Roots Analysis, Stand: Januar 2023
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DATA MINING
mRNA startet durch 327 326*
Beginn klinischer Versuche mit
RNA-Medikamenten
Quelle: Beacon Intelligence, Stand: Juli 2022
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Nanopartikel fithren
Wichtigste Transportsysteme fir mMRNA-Wirkstoffe
nach Anzahl von Produktentwicklungen

Quelle: Beacon Intelligence, Stand: Januar 2023

in Verbindung mit Nanopartikeln 391

[l 27 liposomal
Il 24 viral
[l 23 ohne Schutz
13 in Verbindung mit Exosomen

9 andere nicht virale Systeme

Unter die Haut

Formen der Verabreichung von mRNA-
Medikamenten und -Impfstoffen?, in Prozent
Quelle: Roots Analysis, Stand: Januar 2023

43 intramuskular 12 intranasal

33 intravends 12 andere?

Die Branchenpioniere

Wichtigste Entwickler von mRNA-Therapien,
nach Anzahl von Produktentwicklungen
Quelle: Beacon Intelligence, Stand: Juli 2022

I 66 Moderna Therapeutics (USA)
[l 38 Biontech (D)
[l 27 Curevac (D)
[l 21 Sanofi (CH)
[l 18 Pfizer (USA)
[l 16 Etherna Immunotherapies (B)
Jl 12 Stemirna Therapeutics (CN)
[l 11 Arcturus Therapeutics (USA)
11 GlaxoSmithKline (GB)
11 Ziphius Vaccine (B)
10 Factor Bioscience (USA)



