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A facile modular approach toward multifunctional supramolecular 

polyplexes for targeting gene delivery 

Jia Liua,b, c, Wim E. Henninkb, Mies J. van Steenbergenb, Renxi Zhuoa, Xulin Jiang*,a 

Extensive efforts and numerous methodologies have been explored  to develop safe and efficient gene carriers  that are 

capable of overcoming  the multiple extra‐ and  intracellular barriers during  transfection process. However,  it  is a  great 

challenge to fabricate a gene carrier system containing multiple functional components. In this work，we propose a facile 

modular approach to design targeted multifunctional gene delivery systems, which are based on building blocks with pre‐

defined  functions  to  tackle  specific barriers. These building blocks  can be  rationally  combined and  self‐assemble  to an 

integrated gene delivery  system by host‐guest  interactions. As proof of  concept,  three adamantly‐terminated  targeting 

guest modules, adamantyl terminated RGD peptide (Ad‐RGD), folate and lactobionic acid terminated PEGs (FA‐PEG‐Ad and 

LA‐PEG‐Ad), were synthesized, characterized, and employed for post‐functionalizing of adamantly decorated cationic PEI 

based supramolecular polyplexes (PEI‐Ad4/PCD/DNA) through the free CD units of poly(β‐cyclodextran) (PCD) host module. 

These multifunctional targeting supramolecular polyplexes exhibited enhanced cellular uptake and excellent transfection 

activity  in  receptor‐positive  cells.  By modulating  the  functional  components  of  the  supramolecular  platform, we  can 

customize the gene carriers for further research on different tissues or cells in vitro or in vivo.  

Introduction  

Gene therapy is considered as a potential modality to treat patients 
with acquired and  inherited genetic diseases.1‐4 Since nucleic acid‐
based  drugs  (such  as  free  oligonucleotides  and  plasmid DNA)  are 
rapidly degraded by nucleases present in extracellular matrices and 
show  limited cellular uptake,  the design of efficient and safe gene 
delivery  systems,  which  can  condense  the  nucleotides  and 
efficiently transport them to the target cells, is the key of successful 
gene therapy.

5‐8 Extensive efforts have been made to increase gene 
transfection efficiency and to lower toxicity through rational design 
of degradable and multifunctional polymeric vectors, which have to 
overcome multiple extra‐ and  intracellular barriers  in delivering of 
polynucleotides.9‐14 For  instance,  biodegradable  cationic  polymers 
with  low  cytotoxicity  have  been  synthesized  to  complex  nucleic 
acids  to  yield  nano‐sized  particles,6,14  referred  to  as  polyplexes. 15 
Neutral  hydrophilic  polymers  (e.g.  PEG)  were  conjugated  for 
shielding of nanoparticles to prevent nonspecific interactions, avoid 
the clearance by  reticuloendothelial  system  (RES) and prolong  the 

circulation  time  in  blood.
16 ‐19  Antibodies  and  various  targeting 

ligands  were  introduced  to  the  polymeric  vectors  to  promote 
receptor‐mediated  uptake  by  specific  cells.

20 However,  it  is  very 
challenging to produce polyplexes with all these functionalities.21,22 

Recently,  supramolecular  chemistry  has  been  exploited  to 

develop  non‐viral  gene  vectors.23,24 Among  others,  cyclodextrins 

(CDs) based host‐guest interactions provide a feasible approach for 

preparation of gene  vectors by  self‐assembly of different building 

blocks.25‐31 Wang et al. 32 and Xu et al 33‐35 designed various kinds of 

β‐CD  derivate  polycations  to  fabricate  multifunctional 

supramolecular  gene  carriers  through  combining  versatile  guest 

molecules  via  host‐guest  interactions.  In  our  previous  study,  a 

versatile supramolecular gene delivery system based on adamantyl‐

functionalized  polymers  (PEI‐Ad  and  Ad‐PEG)  and  poly(β‐

cyclodextrin)  (PCD) was  reported.36 Low molecular weight  PEI‐Ad4 

(1.8 kDa) complexed with PCD through host‐guest  interactions can 

compact  nuclei  acid  into  nanosized  polyplexes  via  electrostatic 

interactions.  Additionally,  it was  shown  that  the  free  CD  units  of 

PCD could be used for PEGylation using adamantyl‐terminated PEG. 

In the present study, we use our previous system and post‐decorate 

it with  targeting  ligands  based  on  individual  building  blocks with 

pre‐defined  functions  for  rendering  the  polyplexes  cell  specific 

identification  to overcome multi‐obstacles  in  transfection process. 

These different building blocks can be rationally combined and self‐

assemble  to  an  integrated  gene  delivery  system  by  host‐guest 

interactions.  

It  is well known  that  the  tri‐peptide Arg‐Gly‐Asp  (RGD) binds  to 

the  ανβ3  integrin  receptor  which  is  overexpressed  on  tumor 

endothelium.37 Moreover  folate  (FA)  is  used  to  target  the  folate 

receptor  (FR) which  is  frequently overexpressed on  cancer  cells,38 
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monkey  kidney  (COS‐7)  cells    were  incubated  in  Dulbecco’s 

Modified  Eagle’s  Medium  (DMEM)  containing  10%  fetal  bovine 

serum (FBS), 100 units/mL penicillin and 100 g/mL streptomycin at 

37oC under a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2. 

Formulation of multifunctional polyplexes 

PCD,  PEI‐Ad4,  Ad‐PEG,  Ad‐RGD,  FA‐PEG‐Ad  and  LA‐PEG‐Ad  were 

dissolved  in Hepes buffer  (20 mM. pH 7.4),  respectively. PCD and 

PEI‐Ad4 were diluted to proper concentrations  in Hepes and mixed 

with  150  µL  of  pCMV_Luc  solution  (50  ng/µL,  20 mM  Hepes)  in 

sequence,  and  incubated  30 min  at  room  temperature  to  obtain 

PEI‐Ad4/PCD/DNA  polyplexes.  The  feed  ratio  of  Ad(PEI‐Ad4)/CD(PCD) 

was 1:2, because this ratio showed highest transfection efficiency in 

our  previous  paper. 43  The  PEI‐Ad4/PCD  based  supramolecular 

polyplexes are further termed as PPS.  

RGD  functionalized  polyplexes were  prepared  by mixing  PPS 

with  Ad‐RGD  followed  by  incubation  for  30  min  at  room 

temperature.  The  feed  ratio  of  Ad(PEI‐Ad4)/CD(PCD)/Ad(Ad‐RGD)  was 

1:2:0.5, and the polyplexes are  termed as RGD‐PPS. 

PEGylated  polyplexes were  prepared  by mixing  PPS  and  Ad‐

PEG  followed by  incubation  for 30 min at  room  temperature. The 

feed  ratio  of  Ad(PEI‐Ad4)/CD(PCD)/Ad(Ad‐PEG)  was  1:2:0.5,  and  the 

polyplexes  are    termed  as  PEG‐PPS.  Folate  and  lactobionic  acid 

decorated  polyplexes  were  fabricated  with  same  method  by 

incubating PPS with Ad‐PEG and FA‐PEG‐Ad  (or  LA‐PEG‐Ad)  for 30 

min at room temperature. The feed ratio of Ad(PEI‐Ad4)/CD(PCD)/Ad(Ad‐

PEG)/Ad(FA‐PEG‐Ad or LA‐PEG‐Ad) was   1:2:0.3:0.2, and  these polyplexes are 

termed as FA‐PEG‐PPS and LA‐PEG‐PPS, respectively. The obtained 

polyplex dispersions were adjusted to 20 mM Hepes, 130 mM NaCl 

(HBS) by a 20 mM Hepes, 1.95 M NaCl solution (pH 7.4) before use. 

The stability of polyplexes in physiological salt.  

The polyplexes with/without PEG coating at N/P 10 were prepared 

in 20 mM Hepes  as described  above,  and  subsequently  a 20 mM 

Hepes,  1.95 M NaCl,  pH  7.4  solution was  added  to  yield  20 mM 

Hepes and 130 mM NaCl. Next,  the particle size of  the polyplexes 

was monitored over  time by Dynamic Light Scattering  (DLS) on an 

ALV  CGS‐3  system  (Malvern  Instruments, Malvern,  UK)  equipped 

with a JDS Uniphase 22 mW He‐Ne laser operating at 632.8 nm. The 

morphology  of  PEI‐Ad4/PCD/DNA  polyplexes  (PPS)  and  PEI‐

Ad4/PCD/DNA/PEG  (PEG‐PPS)  prepared  at  N/P  ratio  of  10  was 

observed by transmission electron microscope (TEM). The polyplex 

solution was dropped on a copper grid and stained with 0.2% (w/v) 

phosphotungstic  acid  solution.  The  copper  grid  was  dried  and 

performed on a HITACHI H‐7650 TEM. 

In vitro cytotoxicity assay  

Cytotoxicity  experiments  were  performed  with  HeLa  and  HepG2 

cells using  MTT assay. In detail, the cells were seeded  in a 96‐well 

plate at a density of 8000 cells/well and incubated at 37oC for 24 h. 

Next,  the medium  of  each  well  was  replaced  with  100  µL  fresh 

medium  (DMEM with  10%  FBS),  and  PEI‐Ad4/PCD  based  polyplex 

dispersions  (prepared  as  described  above)  were  added.  After 

incubation  for  48  h,  the medium  was  replaced  by  200  µL  fresh 

medium  and MTT  reagent  (20  µL  in  PBS,  5.0 mg/mL) was  added 

followed by 4 h incubation at 37oC. Then, the medium was removed 

and DMSO  (150  µL) was  added  to  dissolve  the  formed  formazan 

crystals.  The  absorbance  at  570  nm  was  determined  using  a 

Microplate  Reader  (BIO‐RAD  550)  and  the  cell  viability  was 

calculated as follows: 

ሺ%ሻ	ܡܜܑܔܑ܊܉ܑܞ	ܔܔ܍܋	܍ܞܑܜ܉ܔ܍܀ ൌ
ࢋࢇ࢙ࡰࡻ െ ࢇ࢈ࡰࡻ

࢚࢘ࢉࡰࡻ െ ࢇ࢈ࡰࡻ
ൈ % 

where ODsample was the solution absorbance for cells exposed to the 

different  polyplex  dispersions,  ODcontrol  was  the  absorbance  for 

untreated cells (with HBS), ODblank was the absorbance without cells. 

In vitro transfection activity assay 

Transfection activity of the different polyplexes was determined  in 

HeLa,  HepG2  and  COS‐7  cells  using  pCMV_Luc  plasmid  DNA  as 

report gene. The cells were seeded in a 96‐well plate at a density of 

8000  cells/well  and  incubated  for  24  h  before  transfection.  The 

medium of each well was replaced by fresh medium (100 µL DMEM 

with 10% FBS) and  the polyplexes  (in HBS; 0.25  μg DNA per well) 

were  added  and  incubated  with  the  cells  for  48  h  at  37  oC. 

Subsequently, the cells were washed with PBS and lysed with 50 µL 

1×  Reporter  Lysis  buffer  (Promega)  according  to  manufacturer’s 

protocols.  The  luciferase  expression  was  determined  with 

chemiluminometer (Lumat LB9507, EG&G Berthold, Germany). The 

total protein concentration in the cell lysates was measured using a 

Micro BCA Protein Assay kit (Pierce). Luciferase activity is expressed 

as RLU/mg protein (mean ± SD, n=3). 

Cellular internalization assay 

Live cell confocal microscopy was used to study the  internalization 

of the different polyplexes in HeLa and HepG2 cells. The pCMV_Luc 

was  labelled with YOYO‐1  (green molecular probe,  Invitrogen) and 

the nuclei were stained with Hoechst 33258 (blue molecular probe, 

Sigma‐Aldrich). HeLa (or HepG2) cells were seeded in a 6‐well plate 

at a density of 60,000 (80,000) cells/well and incubated for 24 h at 

37oC  under  a  humidified  atmosphere  of  95%  air  and  5%  CO2. 

Subsequently,  the medium was  replaced  by  0.9 mL  fresh  DMEM 

with 10% FBS, and 100  μL polyplexes dispersion  (1  μg pCMV_Luc, 

N/P 20) was added. After 4 h incubation at 37 oC, the medium was 

removed, and the cells were washed with PBS for 3 times followed 

by  fixing with 4% paraformaldehyde  for 30 minutes at 4  oC. After 

that, the cells were washed with PBS for 3 times and 1 mL Hoechst 

33258  solution  (0.01 mg/mL) was  added  and  incubated with  the 

cells  for 20 minutes. Finally,  the cells were washed with PBS  for 3 

times,  and  1 mL  PBS was  added.  The  cells were  imaged  using  a 

confocal laser scanning microscopy (Nikon C1‐si TE2000, Japan). The 

quantitative  fluorescence  analysis  of  confocal  images  was 

performed  by  ImageJ  software,  the  data  are  shown  as  mean 

fluorescence intensity per cell. 

Statistical analysis 

All results were exhibited as mean ± standard deviation (SD) with at 

least three tests. The statistical analysis was performed by student 

t‐test.  *P<0.05  was  considered  to  be  significant;  *P<0.01  was 

considered  to be highly  significant; N.S. was  considered  to be not 

significant. 
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Convenient modular approach for multifunctional supramolecular self-assembly 

polyplexes of poly(cyclodextrin) and mono-adamantane-terminated guest polymers, 

displaying targeting cellular uptake and transfection. 
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