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Kapitel 1 Einleitung

In den letzten Jahren wurden zahlreiche auf oligomeren Nukleinsauren basierende
Strategien entwickelt, um eine Vielzahl zelluldrer Funktionen zu modulieren (Ubersicht siehe
Opalinska et al. 2002). Oligonukleotide besitzen ein groRRes therapeutisches Potential und
sind aufgrund ihrer hohen spezifischen Wirkung sehr gute molekularbiologische
Forschungswerkzeuge. Zudem konnen sie entweder rational entworfen (z.B. antisense-
Oligonukleotide, siRNAs) oder in vitro selektiert werden (u.a. Aptamere, Ribozyme), so dass
nicht mehr eine gro3e Zahl an Substanzen, wie bei den traditionellen screening-Ansatzen,
getestet werden muss.

Im Allgemeinen kombinieren Nukleinsauren eine bemerkenswert hohe Spezifitat, eine
geringe Tendenz zum Auftreten von Nebenwirkungen und die Eigenschaft praktisch nicht-
immunogen zu wirken. Durch die Entwicklung chemisch modifizierter Nukleotide (z.B. durch
gezieltes Anfliigen von Polyethylenglykol (PEG)) mit erhdhter Serumstabilitat, héherer
Affinitat und niedrigerer Toxizitat, konnten in den letzten Jahren entscheidende Fortschritte
im Bereich der Stabilitat, Bioverfuigbarkeit und Pharmakokinetik erzielt werden. Trotz all
dieser Fortschritte und der in zahlreichen in vitro-Studien nachgewiesenen Effizienz, gibt es
ein groRes ungeldstes Problem hinsichtlich einer effizienten zellularen Aufnahme, ohne die
Wirkorte innerhalb der Zellen nicht erreicht werden kénnen (siehe Abbildung 1.1). Aufgrund
dieser Limitierung liegt die therapeutische Verwendung von Nukleinsdurewirkstoffen auch
nach optimistischen Einschatzungen bestenfalls fern am Horizont (Li et al. 2006). Diese
ungeléste  Problematik  verlangt eindringlich nach  sicheren und effizienten
Transfektionssystemen flr Nukleinsauren.

Peptide, die als Shuttle fir einen kontrollierten =zellularen Transport von kurzen
Nukleinsduren fungieren, reprasentieren ein neues und innovatives Konzept als Ldsung fur
das oben genannte Problem. Die Grundlage hierfir legte die Entdeckung, dass das humane
Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) transaktivierende Protein Tat sowie die Antennapedia
Homeodomane von Drosophila Melanogaster in Saugerzellen translozieren kdnnen (Frankel
et al. 1988; Green et al. 1988; Joliot et al. 1991). In den folgenden Jahren konnte gezeigt
werden, dass Peptide, abgeleitet von Tat, Antennapedia und anderen Proteinen, einen
Transport makromolekularer Kargos Uber die Zellmembran vermitteln (Fawell et al. 1994,
Allinquant et al. 1995, Schwarze et al. 2000). Basierend auf diesen viel versprechenden
Ergebnissen entwickelte sich ein rasch expandierendes Forschungsgebiet, das sich der

Entwicklung von zellpenetrierenden Peptide (cell-penetrating peptides, CPP) widmet.
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Abbildung 1.1: Zellulare Wirkorte verschiedener therapeutisch nutzbarer
Oligonukleotide. Aptamere kénnen gegen Zielstrukturen innerhalb und aufierhalb der Zelle
gerichtet sein, immunstimulatorische CpG-Oligonukleotide binden in Saugerzellen an den toll
like receptor 9 (TLR9) im endoplasmatischen Retikulum (ER), antisense- und decoy-
Oligonukleotide sowie siRNAs kénnen im Zytoplasma und Zellkern aktiv sein, triplexbildende
Oligonukleotide (TFO) und Plasmide mussen den Zellkern erreichen, um wirken zu kénnen
bzw. transkribiert zu werden. (Abbildung enthommen aus Veldhoen 2006)

Im Folgenden wird zuerst ein Uberblick Uiber ausgesuchte oligomere Nukleinsaurewirkstoffe
gegeben, gefolgt von einer kurzen Darstellung der Aufnahmewege in die Zelle. Abschlielend
werden die gangigen Methoden zum Nukleinsduretransfer vorgestellt, wobei ein
Schwerpunkt auf den CPPs liegt, und die Problematik der endosomalen Freisetzung kurz

umrissen.

1.1 Oligomere Nukleinsaurewirkstoffe

Wie bereits erwahnt gibt es mittlerweile eine Vielzahl an potentiellen Wirkstoffen auf
Nukleinsaurebasis. Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

genauer betrachtet.

11.1  Aptamere

Aptamere sind kurze Oligonukleotide mit einer Lange von 30-70 Basen, die definierte
dreidimensionale Strukturen ausbilden. Dies fuhrt zu einer Bindung an das Zielmolekil mit
hoher Affinitat und Spezifitdt, da die Erkennung Uber die komplementare dreidimensionale-
(3D-)Struktur erfolgt (Ellington et al. 1995; Famulok et al. 2000; Joyce 1994; Klug et al.

1994). Diese Klasse von Nukleinsauren kann aus groRen kombinatorischen
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Sequenzbibliotheken mit 10™ bis 10" Sequenzen durch die in vitro-Selektionsmethode
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) isoliert werden
(Ellington et al. 1990; Robertson et al. 1990; Tuerk et al. 1990). So wurden bereits gegen
Proteine (z.B. Gold et al. 1995), Viren (z.B. Pan et al. 1995; Wang et al. 2000), Parasiten
(z.B. Goringer et al. 2003) und kleine organische Molekule (z.B. Famulok 1999) Aptamere
selektioniert. In vielen Fallen binden Aptamere nicht nur an ihr Zielmolekll, sondern
inhibieren zusatzlich seine Funktion, weshalb sie sich sehr gut zur Untersuchung von
Proteinfunktionen eignen. Da theoretisch gegen jedes beliebige Zielmolekil (im Folgenden
als target bezeichnet) ein Aptamer selektiert werden kann, ist die Wahl eines klinisch
relevanten targets nahe liegend. Es gibt bereits eine Reihe von Aptameren, die gegen Tumor
relevante oder virale Zielmolekile gerichtet sind und sich bereits in klinischen Studien
befinden (Thiel 2004).

Abbildung 1.2: A: Roéntgenstruktur der verwendeten pseudoknot-RNA mit typischer
Pseudoknotenfaltung, B: Kokristallstruktur von HIV-1 Reverser Transkriptase (blau) mit
gebundener pseudoknot-RNA (rot). Aminosaurereste, deren Abstand zur RNA <5 Angstrom
ist, sind gelb eingefarbt. Die Abbildung wurde von T. Restle zur Verfugung gestellit.

Das in dieser Arbeit verwendete Aptamer, das HIV-1 Reverse Transkriptase (HIV1-RT)
bindende RNA-Oligonukleotid pseudoknot, wurde von Tuerk et al. selektioniert (Tuerk et al.
1992) und weist eine sehr hohe Affinitdt zu seinem target auf (Kensch et al. 2000). In 293T-
Zellen, die mit einem chimaren RNA-Expressions-System, bestehend aus der humanen
tRNAM. und dem anti-HIV1-RT-Aptamer-Modul, transfiziert wurden, konnte eine effiziente
Inhibition der HIV-Replikation gezeigt werden (Chaloin et al. 2002). Die pseudoknot-RNA ist
damit ein potentielles Therapeutikum gegen die Krankheit AIDS (Acquired Immune

Deficiency Syndrome).
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11.2 Antisense- und steric block-Oligonukleotide

Antisense-Oligonukleotide (AS-ON) sind kurze (15-25 Nukleotide (nt)) DNA- oder RNA-
Oligonukleotide, die komplementéar zu Abschnitten einer mRNA sind (Ubersicht siehe
Kurreck 2003). Prinzipiell gibt es zwei Wirkmechanismen fur AS-ONs: 1) die Bindung an den
komplementaren Sequenzabschnitt der Ziel-mRNA aktiviert die RNase H, welche die
Spaltung von DNA-RNA-Duplexen katalysiert (Crooke 1998) oder 2) Bindung in der Nahe
der Translations-Initiationsstelle der Ziel-mRNA und dadurch Blockierung der
Translationskomplexbildung und damit der Translation an sich (Braasch et al. 2002).
Chemisch modifizierte antisense-ONs mit erhdhter Stabilitdt und verringerter Tendenz zur
unspezifischen Proteinbindung eignen sich auch fir in vivo-Anwendungen (Brown et al.
1994; Christensen et al. 2001; Elayadi et al. 2001; Guvakova et al. 1995; Orum et al. 2001;
Zamaratski et al. 2001).

Zunehmendes Interesse gewinnt auch der Einsatz von antisense-ONs zur Korrektur von
SpleiRvorgangen. Bei bis zu 70% aller humanen multi-Exon Gene erfolgt ein alternatives
Spleilen und verschiedene genetisch bedingte Krankheiten wie B-Thalassemia, Zystische
Fibrose, Duchenne’s Muskeldystrophy sowie verschiedene Krebstypen (z.B. Prostata- und
Brustkrebs) werden durch aberantes Spleifien verursacht. In verschiedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass durch eine Blockierung der mutierten Spleil3stelle eine Korrektur des
SpleiRens maglich ist (Ubersicht siehe: Kole et al. 2001, Faustino et al. 2003). Da die
Wirkung der eingesetzten antisense-ONs auf der sterischen Blockade eines Abschnitts des
Ziel-mRNA-Molekdls beruht, werden sie als steric block-ONs bezeichnet.

Zur Untersuchung derartiger Phanomene wurde von Ryszard Kole und seiner Gruppe ein so
genannter splice correction assay (SpleilRkorrektur-Reportersystem) entwickelt (Kang et al.
1998), welcher mittlerweile eine weite Verbreitung als Reportersystem fiur die Peptid-
vermittelte zelluldre Aufnahme von steric-block Oligonukleotiden gefunden hat (Abes et al.
2006b; Abes et al. 2006a; Astriab-Fisher et al. 2002; El-Andaloussi et al. 2006; Kang et al.
2005; Kang et al. 1999; Rasmussen et al. 2006; Shiraishi et al. 2006; Thierry et al. 2006;
Vacek et al. 2003; Wolf et al. 2006). Aufbau und Verwendung dieses Reportersystems

werden im Kapitel 3.3.6 im Detail vorgestellt.
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1.1.3 RNA-Interferenz (RNAi) und siRNAs

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein potenter und hochspezifischer Mechanismus der
posttranskriptionalen Suppression der Genexpression in Eukaryonten. Der Begriff wurde
durch Versuche von Fire et al. in Caenorhabditis elegans gepragt (Fire et al. 1998). Der

postulierte RNAi-Mechanismus ist in Abbildung 1.3 graphisch dargestellt.

Abbildung 1.3: Postulierter Mechanismus der RNA-Interferenz. DICER spaltet hairpin-
oder lange dsRNA-Substrate in kleinere (~21 nt) siRNAs mit 2-nt-Uberhdngen am 3’-Ende
und einer Phosphatgruppe am 5-Ende (notwendig fir Ladung in RISC). Alternative kbnnen
direkt in Zellen eingebrachte siRNAs durch zellulare Kinasen am 5-Ende phosphoryliert
werden. Die so modifizierte siRNA wird in den RNA-induced silencing complex (RISC)
eingebaut, der aus AGO2, Dicer und anderen zelluldren Faktoren besteht. Im nachsten
Schritt wird ein aktivierter RISC (siRISC) gebildet, der nur noch den antisense- (guide)
Strang enthalt und Uber diesen die farget-mRNA erkennt und spaltet. Dieser Prozess
(Erkennung und Spaltung) lauft multizyklisch ab (verandert nach Rana 2007).
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Die Reaktion wird initiiert, indem doppelstrangige RNA-Molekile (dsRNA) durch das RNase
llI-Enzym Dicer in kleinere, aus 21-23 Basenpaaren (base pair, bp) bestehende short
interfering RNAs (siRNAs) prozessiert werden. Die siRNA wird dann in den RNA-induzierten
silencing Komplex (RISC) eingebaut. Im aktivierten RISC liegt nur noch der antisense-Strang
der siRNA vor. Da dieser die Zielsequenz erkennt, wird er als guide-Strang bezeichnet.
Dieser Komplex bindet nun an die Ziel-mRNA und spaltet diese zwischen den Basen an
Position 10 und 11 vom 5-Ende des guide-Strangs aus gezahlt. Die abschlielRend
freigesetzten Spaltprodukte werden dann durch zellulare Nukleasen vollstandig abgebaut.
Die Komplementaritat von guide-Strang und target-mRNA bedingt eine bemerkenswerte
Spezifitat der RNA-Interferenz. Dieser Mechanismus ist dartiber hinaus wesentlich effizienter
als die antisense-Technologie, da eine guide-RNA durch multizyklische Prozessivitat des
RISC zur Spaltung mehrerer mRNA-Molekile genutzt wird (Haley et al. 2004; Hutvagner et
al. 2002; Martinez et al. 2004). Von besonderer Bedeutung fur den therapeutischen Einsatz
waren die Studien von zwei Arbeitsgruppen, in denen gezeigt wurde, dass kurze dsRNA
(~21-23 bp) nach ihrer Transfektion in Saugerzellen eine effiziente und sequenz-spezifische
Stilllegung eines Gens bewirkten (Caplen et al. 2001; Elbashir et al. 2001a). Dadurch wurde
die durch dsRNA (>30 bp) induzierte Interferon-Antwort umgangen, die den
sequenzspezifischen Abbau von mRNAs verursacht und damit die Nutzung dieses
Mechanismus in humanen Zellen bisher verhinderte. Im Zuge dieser Studien etablierte sich
die Verwendung von siRNAs zur Untersuchung von Genfunktionen in Sdugerzellen in relativ
kurzer Zeit. Mehrere Studien zeigten sogar schon die erfolgreiche in vivo-Applikation von
siRNA-Konjugaten (Dykxhoorn et al. 2005; Krutzfeldt et al. 2005; Palliser et al. 2006).

1.2 Aufnahmewege in die Zelle

Biologische Membranen stellen fur alle hydrophilen Molekule und lonen eine unpassierbare
Barriere dar. Die Plasmamembran von Saugerzellen ist dabei keine simple
Lipiddoppelschicht, sondern vielmehr eine komplexe Konstruktion aus verschiedenen Lipiden
und darin integrierten bzw. intra- oder extrazellular angelagerten Proteinen. lonenkanale
ermoglichen eine passive Diffusion von z.B. Natrium- oder Kaliumionen, in der Regel entlang
eines Konzentrationsgradienten. Kleinere hydrophile Moleklle wie Glukose und essentielle
Aminosauren werden Uber spezielle Transporter in die Zellen eingeschleust. Makromolektle
werden von Zellen in der Regel endozytotisch aufgenommen und im endosomalen
Kompartiment verdaut, so dass sie nur in Form ihrer Abbauprodukte das Zytosol erreichen.
Nur geringe Mengen gelangen intakt ins Zytosol. Es sind jedoch Mechanismen bekannt,

mittels derer Viren und Toxine die Barriere der Plasmamembran intakt Uberwinden. Diese
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stellen irregulare Aufnahmewege fir Makromolekule dar und werden in einem gesonderten
Abschnitt behandelt (Kapitel 1.2.2).

Die Peripherie von Zellen wird als extrazellulare Matrix (EZM) bezeichnet. Dies umfasst ein
komplexes Gebilde aus Proteinen und anderen Makromolekilen (z.B. Proteoglykane,
Kollagene, Laminin, Fibronectin und Glykoproteine), die zum Teil in die Membran integriert
oder Uber andere Komponenten an die Zelle gebunden sind. Bestandteile der EZM sind an
wichtigen  Prozessen, wie der mechanischen Stabilisierung eines Gewebes,
Zellkommunikation und -proliferation, Signaltransduktion und der Abwehr von Pathogenen
beteiligt.

Speziell erwahnt seien hier die Proteoglykane. Dies sind Proteine, die stark negativ-geladene
Glykosaminoglykanketten enthalten (Heparansulfat, Chondroitinsulfat, Keratansulfat,
Hyaluronsaure). Diese Makromolekiile GUbernehmen Aufgaben bei der Aktivitatsmodulation
von Wachstumsfaktoren und fungieren als Rezeptoren flr viele endozytotisch

aufzunehmende Makromolekiile (Kreis et al. 1993).

1.21 Endozytose

Endozytose ist der natlrliche Weg, auf dem Makromolekile in Zellen aufgenommen werden.
Es ist sehr wahrscheinlich, dass auch CPP-basierte Transfektionssysteme diesen Weg
nutzen, weshalb in diesem Abschnitt die verschiedenen Arten der Endozytose beschrieben
werden.

Als Endozytose werden Prozesse bezeichnet, bei denen Makromolekule durch Einstllpung
und Abschnlrung von Teilen der Plasmamembran in Vesikel eingeschlossen und in die Zelle
transportiert werden. Zellen maximieren die Effektivitat der endozytotischen Aufnahme durch
hochspezifische Rezeptoren, die in speziellen Transportvesikeln konzentriert werden.
Endozytose erfolgt lber verschiedene Mechanismen, die grob in zwei Kategorien unterteilt
werden kénnen: Phagozytose oder ,Zellfressen® (die Aufnahme sehr groRer Partikel) und
Pinozytose oder ,Zelltrinken“ (die Aufnahme von L&sungen). In Vielzellern ist die
Phagozytose typischerweise auf spezialisierte Zellen beschrankt, wahrend alle Zellen zur
Pinozytose befahigt sind. Bei letzterer unterscheidet man vier grundsatzliche Mechanismen:
Makropinozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose (CVE), Caveolin-vermittelte Endozytose
und  Clathrin- und  Caveolin-unabhangige  Endozytose. @ Diese = mechanistisch
unterschiedlichen und prazise regulierten Endozytosewege spielen eine Rolle in komplexen
Vorgangen wie hormonvermittelter Signaltransduktion, Immuniberwachung, Antigen-
Prasentation und zellularer Homeostasis. Zur Erforschung dieser Endozytosewege und zur

Bestimmung des genutzten Weges eines Transfektionssystems werden oftmals
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Inhibitoren/Effektoren der Endozytose verwendet. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick tber die

bekanntesten.

Inhibitor/Effektor

Wirkung

Referenz

4°C

Hemmung von energie-abhangigen
Prozessen

Dunn et al. 1980; Haylett et
al. 1991

Chloroquin

Hemmung der Ansauerung von
Endosomen

Ciftci et al. 2001; Luthman et
al. 1983; Maxfield 1982

Cytochalasin B/D

Depolymerisation von Mikrofilamenten,
Hemmung der Makropinozytose

Silverstein 1977; Stahlhut et
al. 2000

Filipin-Komplex Bindet Sterol, Hemmung der Caveolin- | Gumbleton et al. 2000;
vermittelten Endozytose Sieczkarski et al. 2002;
Simons et al. 1997
Monensin Hemmung der Ansauerung von Braulke et al. 1987
Endosomen
Nystatin Bindet Sterol, Hemmung der Caveolin- Brezis et al. 1984; Zhang et

vermittelten Endozytose

al. 2006

Okadainsaure

Aktiviert/Induziert die Caveolin-
vermittelten Endozytose

Cohen et al. 1990; Parton et
al. 1994; Thomsen et al.
2002

Sukrose Hemmung der Clathrin-vermittelten Gilbert et al. 2000; Nicola et
Endozytose al. 2003
Wortmanin Hemmung der Fusion von Endosomen | Araki et al. 1996; Sato et al.

1996

Tabelle 1.1: Bekannte Inhibitoren und Effektoren der Endozytose.

An einigen dieser endozytotischen Prozesse sind cholesterolreiche Mikrodoméanen, die so
Dies sind kleine Membranstrukturen von 40-50 nm
Zelloberflache Die

Lipidzusammensetzung der lipid rafts fuhrt zu einer spezifischen Anreicherung von

genannten lipid rafts beteiligt.

Durchmesser, die frei Uber die diffundieren. spezielle

Membranproteinen und/oder Glykolipiden in diesen Membrandomanen aufgrund ihrer

Transmembrandomanen (Anderson et al. 2002; Edidin 2001).
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Abbildung 1.4: Ubersicht der Endozytosewege. Die etablierteste Route ist die Clathrin-
vermittelte Endozytose, welche Uber Clathrin-umhdllte Vesikel (CCV) zum endosomalen
Kompartiment fuhrt (frihe bzw. spate Endosomen). Frihe Endosomen kdnnen als recycling-
Endosomen zur Plasmamembran zurlckkehren oder zu spaten Endosomen und schliel3lich
Lysosomen werden. Weitere Aufnahmewege sind die Makropinozytose, Caveolin-vermittelte
Endozytose oder Clathrin-Caveolin-unabhangige Endozytose. Der Golgi-Apparat spielt eine
zentrale Rolle im intrazelluldaren Transport und ist Teil der sekretorischen und
endozytotischen Wege (verandert nach Sieczkarski et al. 2002).

Makropinozytose wird vom Phanomen des membrane ruffling (Membranausstilpungen)
begleitet, welches in vielen Zellen durch Stimulation mit z.B. Wachstumsfaktoren ausgelost
wird. Wie bei der Phagozytose sind GTPasen der Rho-Familie an der Signalkaskade
beteiligt, welche die Aktin-getriebene Bildung von Membran-Ausstlilpungen wie z.B.
Lamellipodia (siehe Abbildung 1.5) auslésen. Anders als bei der Phagozytose wird jedoch
kein Liganden-umhilltes Partikel umschlossen, sondern die Ausstulpungen Kkollabieren
zurick auf die Plasmamembran und verschmelzen mit dieser, um so grofe Vesikel mit
einem Durchmesser von bis zu 1 um zu bilden, die Makropinosomen. Die Makropinozytose
erfullt verschiedene Funktionen, wie z.B. die Herunterregulation aktivierter Signalmolekdle.
Die Aktivierung von Antigen-prasentierenden dendritischen Zellen I0st eine extensive und
anhaltende Makropinozytose aus, wodurch diese Zellen groRe Mengen extrazellularer
Flussigkeit aufnehmen, durchforsten und so ihre Rolle in der Immunuberwachung erflllen
(Mellman et al. 2001).
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Abbildung 1.5: Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme einer HeLa-Zelle mit Lamellipodien.
Ein Lamellipodium ist eine flache, breite
Ausstllpungen der Zellmembran in
eukaryotischen Zellen. Sie dient insbesondere der
Zellmigration, tritt aber auch in Verbindung mit
Makropinozytose auf. Gebildet werden
Lamellipodien durch das Aktin-Zytoskelett unter
Einfluss von Rho-GTPasen. Die Aufnahme wurde
von Sabine Gerbal-Chaloin zur Verfigung gestellt.

Die Clathrin-vermittelte Endozytose lauft konstitutiv in allen S&ugerzellen ab. Uber sie
erfolgt die kontinuierliche, Rezeptor-vermittelte Aufnahme von essentiellen Nahrstoffen (z.B.
den Cholesterin-beladenen low density lipoprotein (LDL) Partikeln und dem Eisen-tragenden
Transferrin (Tfn), welche an die jeweiligen Rezeptoren binden (Brodsky et al. 2001; Schmid
1997) und die Entfernung bzw. Herunterregulation von aktivierten Rezeptoren. Das
namengebende Clathrin bildet zusammen mit weiteren verschiedenen Proteinen ein
polygonales Gitter an der intrazellularen Seite der Zellmembran. Die dadurch entstehenden
Membraneinstilpungen, clathirn coated pits genannt, werden unter Mitwirkung von GTPasen
abgeschnirt und bilden ca. 120 nm grol’e Vesikel. Nach Auflésung der Clathrinschicht
gehen die Vesikel in die Sortierungsmaschinerie der Zelle ein. Die Clathrin-vermittelte
Endozytose wurde urspriinglich als rezeptorabhangige Endozytose bezeichnet, was aber
missverstandlich ist, da spezifische Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen an den meisten

pinozytotischen Prozessen beteiligt sind.

Die Caveolin-vermittelte Endozytose, auch lipid raft-assoziierte Endozytose genannt,
zeichnet sich durch so genannte Caveolae aus, flaschenformige Einstllpungen der
Plasmamembran mit einem Durchmesser von 50-70 nm (Anderson 1998), deren Form und
Struktur durch das dimere Protein Caveolin bestimmt werden. Da Caveolin Cholesterin
bindet, konzentrieren sich die Caveolae zusammen mit vielen verschiedenen
Signalmolekilen und Membrantransportern in den cholesterol- und sphingolipidreichen
Bereichen der Zellmembran. Dementsprechend ist die Caveolin-vermittelte Endozytose auch
an der Signaltransduktion und dem intrazelluldaren Transport von lipid raft-assoziierten
Molekilen beteiligt (Simons et al. 1997; Simons et al. 2000).
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Die Clathrin- und Caveolin-unabhangige Endozytose und ihre Mechanismen sind bis jetzt
kaum verstanden. Wie die Bezeichnung zeigt, ist lediglich bekannt, dass der Prozess von
Clathrin und Caveolin unabhangig ist und an diesem Prozess ebenfalls die

cholesterolreichen lipid rafts beteiligt sind.

1.2.2 Mechanismen der Internalisierung von Viren und Toxinen

Die bisher beschriebenen Aufnahmewege in die Zelle stellen streng regulierte Portale dar,
die eine prazise Kontrolle der aufgenommenen und abgegebenen Substanzen ermdglichen.
Prinzipiell gibt es keinen natirlichen Weg flr intakte Makromolekule in das Zytoplasma. Nur
die Abbauprodukte der Makromolekile, z.B. die einzelnen Aminosduren von Proteinen
gelangen schliel3lich dorthin. Am Beispiel von Viren und Toxinen kdénnen jedoch eine Reihe
von Strategien erkannt werden, wie die vorhandenen Barrieren umgangen und vollstandige
Makromolekiile in das Zytoplasma geschleust werden kénnen. Diese Strategien, die auch flr
die Transfektion von Nukleinsauren von Interesse sind, werden in diesem Abschnitt

vorgestellt.

1.2.21 Aufnahmewege von Toxinen

Bakterien produzieren eine Vielzahl an Protein-Toxinen mit intrazelluldren targets wie z.B.
Kinasen, Aktin oder Rho-Proteinen. Zweck der Toxine ist z.B. die Férderung der eigenen
Aufnahme. Dazu injizieren manche Bakterien Toxine in Zellen, die Rho-GTPasen aktivieren
und eine verstarkte Makropinozytose auslosen (Steele-Mortimer et al. 2000). Andere
bakterielle Toxine, u.a. das Choleratoxin nutzen die Caveolin-vermittelte Endozytose
(Nichols et al. 2001).

Allen Toxinen ist gemein, dass sie das Zytosol erreichen missen um ihre Wirkung zu
entfalten. Nach ihrer endozytotischen Aufnahme nutzen Toxine hauptsachlich zwei Wege.
Der erste ist der direkte Transport aus den Endosomen in das Zytosol. Dieser wird durch die
Erniedrigung des pH-Wertes in den Vesikeln ausgeldst. Im Falle des Diphteriatoxins erfolgt
eine konformationelle Anderung des Toxin-Molekiils, so dass hydrophobe Bereiche freigelegt
werden. Diese inserieren sich in die Membran und formen Poren, durch die schlieRlich die
enzymatisch-aktive Untereinheit des Toxin in das Zytosol eingebracht wird. Ratts et al.
konnten ein 10-Aminosdure-Motiv identifizieren, Uber das Wechselwirkungen mit
zytosolischen Faktoren erfolgen, die anscheinend fur die Translokation notwendig sind (Ratts
et al. 2005).

Der zweite Weg ist ein Transport der Toxine von der Zelloberflache Uber Endosomen und

Golgi in das ER, von wo aus eine Translokation in das Zytosol erfolgt. Die Effizienz dieser
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Route ist vom Toxin und dem Zelltyp abhangig. In der Regel werden nur 5-10% des
endozytierten Toxins weiter zum Golgi transportiert. Dieser lange Weg erscheint weniger
optimal, ist jedoch aus folgenden Grinden sinnvoll: 1) Einige Toxine werden erst durch
zellulare Proteasen aktiviert, mit denen sie auf diesem Weg in Kontakt kommen (Sandvig et
al. 2002), 2) Die ER-Membran ist aufgrund ihres niedrigen Cholesterolgehalts
mdglicherweise durchlassiger als die Plasma- oder endosomale Membran, 3) im ER
befinden sich Chaperone und Translokatoren, die den Transport vom ER in das Zytosol
erleichtern (Lencer et al. 2003; Romisch 1999; Simpson et al. 1999; Zhang et al. 1997).

Obwohl Toxine keine Freisetzung des endosomalen Inhalts durch Zerstérung der Vesikel
bewirken, kénnen sie zum Transport von Molekilen verwendet werden. Einige Toxine
wurden bereits erfolgreich fur die Transfektion von Proteinen (Aullo et al. 1993; Wiedlocha et
al. 1994) oder MHC-Klasse1-Epitopen (Smith et al. 2002) eingesetzt. Weiter konnte gezeigt
werden, dass ein Gentransfer mittels Diphteriatoxin (Fisher et al. 1997; Uherek et al. 1998),
Anthraxtoxin (Gaur et al. 2002), Pseudomonas Eotoxin A (Fominaya et al. 1996, Fominaya et
al. 1998), Shigatoxin (Facchini et al. 2001) und Choleratoxin (Barrett et al. 1999; Barrett et al.
2004) prinzipiell moéglich ist. Ein Beweis fur die Freisetzung des Kargo Uber die fir die Toxin-
typische Route ist bis jetzt nicht erbracht. Die Mdglichkeit besteht, dass das Kargo das
Zytosol von anderen Kompartimenten aus erreichte. So lange nur einige wenige Molekile im
Zytosol fur den gewunschten biologischen Effekt bendétigt werden, kann dieser Transportweg

wirkungsvoll sein.

1.2.2.2 Virale Internalisierungsmechsnismen

Als intrazellulare Parasiten muissen alle Viren zur Replikation das Zellinnere erreichen.
Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass Viren neben der direkten Fusion mit der
Plasmamembran auch die endozytotischen Wege nutzen (siehe Tabelle 1.2). Die
Endozytose wird von Viren oft als Hauptroute, teilweise aber auch als Nebenroute (z.B. HIV)
genutzt. Die Internalisierung von HIV-1 |auft folgendermafRen: 1) Bindung an die Zielzelle
Uber CD4, Korezeptor und Heparansulfate, 2) Fusion mit der Plasmamembran und damit 3)
Freisetzung des viralen Kerns in das Zytoplasma (Nisole et al. 2004). Wichtigster Schritt des
komplexen Fusionsmechanismus ist die Enthlllung des Fusionspeptids als Initiator der
Fusion, welche durch die Bindung des Glykoproteins 120 (gp120) an den CD4 und den
Korezeptor ausgel6st wird.

Im Falle der endozytotischen Aufnahme mussen die Viren die endosomale Membran
entweder penetrieren oder mit ihr fusionieren um das Zytoplasma zu erreichen. So
durchlaufen die an der Fusion/Penetration beteiligten Komponenten vieler Viren

pH-abhangige konformationelle Anderungen, welche die Fusion, Penetration und/oder
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Freisetzung des Genoms auslésen. Daher sind solche Viren auf eine endosomale Aufnahme
angewiesen. Diese bieten zusatzlich den Vorteil eines schnellen Transit-Systems durch die
Plasmamembran und das enggepackte Zytoplasma. Viren, die im Nukleus replizieren,
kénnen zudem via Endosom direkt in die Nahe von Kernporen gelangen (Whittaker et al.
1998).

Endozytoseweg Virus, der ihn nutzt
HIV-1 (Nebenroute, Liu et al. 2002; Marechal et al. 2001),
Makropinozytose Adenoviren (Meier et al. 2004),

Vaccinia Virus (Locker et al. 2000),
Ebstein-Barr Virus (Sieczkarski et al. 2002)

HIV-1 (Nebenroute, Daecke et al. 2005),
Influenza Virus (Matlin et al. 1981),

Clathrin-vermittelte Vesikular Stomatitis (Matlin et al. 1982),

Endozytose Semliki Forest Virus (Doxsey et al. 1987: Marsh et al. 1980),
Sindbis Virus (Carbone et al. 1997)

Caveolin-vermittelte Simian Virus 40 (Pelkmans et al. 2001)

Endozytose

Clathrin-/Caveolin-

. Picornaviren (Madshus et al. 1987; Marsh et al. 1989)
unabhangige Endozytose

Tabelle 1.2: Von Viren genutzte Endozytosewege

Im Falle des Influenza Virus, welches die Clathrin-vermittelte Endozytose nutzt, lauft der
Internalisierungsprozess in vier Schritten ab (Skehel et al. 2000): 1) Bindung an Rezeptoren
auf der Zelloberflache, 2) Clathrin-vermittelte (oder Clathrin-/Caveolin-unabhangige)
Endozytose, 3) Transport in Endosomen und 4) pH-induzierte Fusion mit der endosomalen
Membran. Eine wichtige Rolle bei der Infektion spielt das Homotrimer Hamagglutinin (HA).
Jedes Monomer besteht aus zwei Untereinheiten: HA,, eine globulare Rezeptor-bindende
Untereinheit, und HA,, eine faserartige Untereinheit. Letztere enthalt das Fusionspeptid (20
AS), welches bei hohem oder neutralen pH-Wert in das Innere des HA gefaltet ist. Als
Reaktion auf den niedrigen pH-Wert in den Endosomen andert das HA seine Konformation
und enthillt die Fusionspeptide. Diese inserieren dann in die endosomale Membran und
fuhren zu einer Zusammenlagerung der HA-Monomere zu Trimeren. Diese anfanglichen
Ereignisse werden vermutlich von einer strukturellen Anderung der HA-Trimere gefolgt, bei
der virale und endosomale Membran kontaktieren und so die Fusion der Membranen
ausgeldst wird. Desweiteren wird vermutet, dass die Fusionspeptide die endosomale
Membran fir die energetisch-unginstigen Zwischenstadien der Fusion vorbereiten, in dem
die Permeabilitat, Stabilitdt und Ordnung der Lipidketten der Zielmembran verandert wird.
Das Fusionspeptidsegment des HA, ist bereits gut charakterisiert, ebenso synthetische

Varianten. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Peptid in Lipiddoppelschichten inseriert
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und bei niedrigem pH-Wert eine Lyse oder Fusion von Liposomen bewirkt. Diese
Eigenschaften hat das HA-Fusionspeptid sehr attraktiv flr Anwendungen im Bereich des
Nukleinsauretransports gemacht, da viele nicht-virale Vektoren nicht oder nur teilweise aus
dem endosomalen Kompartiment entkommen koénnen (Skehel et al. 2000, siehe auch
Kapitel 1.4).

Neben HA, gibt es noch weitere biologische Quellen flr Fusionspeptidmotive. Fast allen
Fusionspeptidsegmenten sind die folgenden Merkmale gemein: sie sind hydrophob, reich an
Glycin und befinden sich oft am N-Terminus des Fusionsproteins (Epand 2003). Sie férdern
die Lipid-Vermischung zwischen Liposomen, ohne dass der Inhalt der fusionierenden
Partikel austritt (non-leaky fusion) und destabilisieren Membranen und Lipiddoppelschichten
(membrane-perturbing activity).

Synthetische virale Fusionspeptide beschleunigen in der Regel wesentlich ineffektiver eine
Membranfusion als die entsprechenden Fusionspeptidsegmente, denn ein Peptid mit 25 AS
besitzt nicht die volle Funktionalitat wie ein 10 kDa Protein. Es gibt mindestens zwei weitere
Faktoren flr die hohere Aktivitat des intakten Proteins. Zum einen bilden virale
Fusionsproteine stabile Multimere (Hernandez et al. 1996; Markovic et al. 2001), d.h. es
wirken mehrere Fusionssegmente koordiniert und konzentriert zusammen. Zum anderen
sind auch andere Bereiche auflerhalb der Fusionssegmente beteiligt, welche die Fusion
beschleunigen, z.B. die Transmembransegmente und der zytoplasmatische Teil der

Fusionsproteine (Schroth-Diez et al. 2000).

1.2.3 Etablierte Methoden zum Transfer von Nukleinsauren in die Zelle

Prinzipiell kann man die verfugbaren Methoden zum Einbringen von Nukleinsduren in die
drei Bereiche physikalische/chemische Methoden, virale und nicht-virale-Vektoren aufteilen.
Jede dieser Methoden hat spezielle Vor- und Nachteile und ist nur unter bestimmten

Voraussetzungen anwendbar.

1.2.31 Physikalische und chemische Methoden

Bei der Mikroinjektion erfolgt der Transport durch Injektion der Nukleinsauren in die Zelle.
Diese Methode garantiert die hochste Transfektionseffizienz aller Methoden. Jedoch kann
sie nicht in groRem Malstab oder in vivo angewendet werden (Graessmann et al. 1983;
Stephens et al. 2001) und wird daher nur in der Forschung eingesetzt.

Die Elektroporation findet ebenfalls eine breite Anwendung, auch in vivo (z.B. bei
dermatologischen Behandlungen (Zhang et al. 2002)). Nachteilig ist die Schadigung der

Zellen durch die hohen angelegten Spannungen (Neumann et al. 1982). Ahnliches gilt fur die
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Partikelbombardierung. Hierbei wird das Zielgewebe mit Gold- oder Wolframpartikeln
beschossen, die zuvor mit Nukleinsauren beladen wurden. Die Methode eignet sich wie die
Elektroporation zur Behandlung kleiner Hautareale. Tiefere Schichten werden jedoch nicht
erreicht (Kikkert 1998). Die Kalziumphosphatmethode stellt eine sehr einfache Methode des
Nukleinsauretransfers ohne groRen apparativen Aufwand dar. Sie basiert auf der
Koprazipitation von Nukleinsduren mit Kalziumphosphat und der endozytotischen Aufnahme
der dabei gebildeten Partikel. Allerdings kann sie weder in vivo noch in vielen Zelllinien
angewendet werden (Chen et al. 1987; Graham et al. 1973).

Prinzipiell sind physikalische und chemische Methoden recht effizient, aber relativ schadlich

fur die Zielzellen. Zudem ist eine in vivo-Anwendung oftmals nicht moglich.

1.2.3.2 Virale Transfektionssysteme

Die Forschung hat gezeigt, dass virale Vektorsysteme die effizientesten Vehikel flr den
Nukleinsaurentransport sind. Sie werden als Werkzeug fir eine Gentherapie betrachtet, bei
der zur Kompensation von Defiziten vollstandige Gene in Zellen eingefihrt werden.
Verwendet werden neben rekombinanten Herpes Simplex Viren und Adenoassoziierten
Viren, sehr haufig Adenoviren, Onkoviren und Lentiviren (die letzteren beiden gehoéren zur
Familie der Retroviren; zur Ubersicht: Kootstra et al. 2003, Verma et al. 2005). Neben ihrer
hohen Effizienz und lang anhaltenden Wirkung haben virale Transfektionssysteme aber auch
grolRe Nachteile. Die Entwicklung ist kompliziert, da die Viruspartikel zwar in die Zellen
eindringen, sich dort aber nicht replizieren sollen. Theoretisch ist trotz aller Vorkehrungen
stets die Moglichkeit zur Rekombination gegeben, so dass wieder replikationsfahige Viren
entstehen kénnen. Trotz der sehr geringen Wahrscheinlichkeit daflir kann das Risiko doch
nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Bei der Verwendung von viralen
Transfektionssystemen kann es weiterhin zu einer starken potentiell letalen Immunantwort
der behandelten Individuen kommen, wie (mittlerweile abgebrochene) klinische Studien
zeigen. Zusatzlich besteht insbesondere bei der Verwendung von retroviralen Vektoren die
Gefahr der Insertionsmutagenese, welche letztlich zu Tumoren flihren kann (Raper et al.
2002 , Hacein-Bey-Abina et al. 2003, Raper et al. 2003, Check 2005). Trotz groler
Anstrengungen in den letzten 15 Jahren konnten bisher keine absolut sicheren viralen

Transportsysteme entwickelt werden (Kootstra et al. 2003; Verma et al. 2005).
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1.2.3.3 Nicht-virale Transfektionssysteme

Besonders aufgrund von Mutagenesen und heftigen Immunreaktionen bei Verwendung
viraler Vektoren, wurde der Entwicklung von sichereren nicht-viralen Transfektionsmethoden
viel Aufmerksamkeit geschenkt (zur Ubersicht siehe Torchilin 2006). Die nicht-viralen
Transfektionssysteme koénnen in drei Klassen unterteilt werden: Lipid-basierte Systeme,
polykationische Systeme und Peptid-basierte Systeme. Zu letzteren gehdren die
zellpenetrierenden Peptide (cell-penetrating peptides, CPP), die in Kapitel 1.3 ausfihrlich

behandelt werden.

Die Lipid-basierten Transfektionssysteme werden am haufigsten fur Zelltransfektionen in
vitro eingesetzt. In der Regel setzen die Reagenzien sich aus einer oder mehreren Klassen
von kationischen Lipiden und eventuell zusatzlichen neutralen Lipiden zusammen. Bei den
kationischen Lipiden handelt es sich um amphiphile Molekiile. Sie bestehen aus einem
hydrophobem Teil (in der Regel zwei gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffketten),
einem Verbindungsstiick (z.B. Glyzerin) und einer positiv-geladenen Kopfgruppe (z.B. eine
Ammoniumgruppe). Diese Struktur befahigt sie zur Bildung von so genannten Liposomen,
Vesikeln, die aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten bestehen. Durch ionische
Wechselwirkungen der positiv-geladenen Kopfgruppen mit dem negativ-geladenen Ruckgrat
von Nukleinsduren werden stabile Komplexe, die so genannten Lipoplexe gebildet. Diese
weisen eine lamellare oder mizellare Struktur auf (Lasic 1997; Radler et al. 1997).

Die urspruingliche Vermutung, dass das Kargo (z.B. eine oligomere Nukleinsdure) durch eine
direkte Fusion der Lipoplexe mit der Plasmamembran in das Zytoplasma gelangt, wurde
mittlerweile flr viele Lipid-basierte Transfektionssysteme durch Untersuchungen an
Modellmembranen widerlegt (Oberle et al. 2000; Pires et al. 1999; Stegmann et al. 1997). Da
ein Uberschuss an positiven Ladungen fir eine effiziente Transfektion notwendig ist, liegt die
Vermutung nahe, dass die Lipoplexe zunachst an negativ-geladene Oberflachenmolekiile,
z.B. Proteoglykane, binden und anschlielend endozytotisch aufgenommen werden. Dafur
spricht auch die Hemmung ihrer Aufnahme durch Endozytoseinhibitoren (Wrobel et al. 1995;
Zabner et al. 1995; Zuhorn et al. 2002). Die Freisetzung aus den Endosomen erfolgt
vermutlich durch eine Vermischung der kationischen Lipide mit den Lipidmolekllen der
endosomalen Membran. Die Verwendung von Helferlipiden, die eine starkere Tendenz zum
Vermischen haben (z.B. Phosphatidylethanolamin, -cholin oder DOPE) resultierte in
Lipidformulierungen mit verbesserter Effizienz (Farhood et al. 1995; Felgner et al. 1994;
Legendre et al. 1992; Wrobel et al. 1995; Zabner et al. 1995). Bisher konnten neben
Plasmiden auch Oligonukleotide wie siRNA und antisense-Oligonukleotide erfolgreich in
Zellen transportiert werden (Elbashir et al. 2001a; Elbashir et al. 2001c; Elbashir et al.

2001b). Fur in vitro-Anwendungen sind bereits einige Lipid-basierte Transfektionssysteme
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wie DOTAP von Roche, Lipofectamin und Lipofectamin 2000 von Invitrogen, sowie
Transmessenger oder RNAifect von Qiagen kommerziell erhaltlich. Einer in vivo-Anwendung
stehen noch einige Probleme im Weg. Wahrend unspezifische Interaktionen mit Proteinen im
Blut teilweise durch das Hinzuftigen von Polyethylenglykol verhindert werden kdnnen (Lucas
et al. 2004; Mahato 1999; Ogris et al. 1999), bleibt die hohe Toxizitat auch weiterhin ein

zentrales Problem.

Als erstes polykationisches Transfektionssystem wurde Poly-L-Lysin (PLL) 1978 zum
Transport von Proteinen verwendet. Spater wurden auch lineare und verzweigte Formen (1-
300 kDa) fur den Transport von Nukleinsauren eingesetzt (Mahato 1999). Wie schon bei den
Lipid-basierten Transfektionssystemen ist ein Uberschuss von positiven Ladungen im
Komplex essentiell flr eine gute Transfektionseffizienz. Dies deutet auch hier auf eine
Adsorption der Komplexe an negativ-geladene Molekiile der Zelloberflache und eine
anschlielende Aufnahme via Endozytose hin (Mislick et al. 1996).

Polyethylenimin (PEI) eignet sich aufgrund einer extrem hohen Dichte an positiven Ladungen
sehr gut fur die Bindung und Kondensation von Nukleinsduren. Dieses Reagenz wurde
bereits in linearer und verzweigter Form erfolgreich eingesetzt (Demeneix et al. 1998;
Diebold et al. 1999b; Diebold et al. 1999a; Godbey et al. 1999). Bedingt durch die
zahlreichen positiven Gruppen kann PEI die Ansduerung der Endosomen abpuffern und
diese schliellich osmotisch zum Platzen bringen ("Protonenschwammtheorie”, Boussif et al.
1995; Sonawane et al. 2003). Ahnliches gilt auch fir andere Polyamindendrimere wie
Polypropylenimin oder Polyamidoamin. Polyplexe wurden in vielen Studien mit Liganden
konjugiert, um zelltypische Rezeptoren (u.a. LDL-Rezeptor, Integrine, Transferrinrezeptor)
fur die Aufnahme nutzbar zu machen (Bettinger et al. 1999; Erbacher et al. 1999; Zanta et al.
1997) und die Spezifitat der Aufnahme zu erhéhen. Eine niedrige Effizienz der Transfektion,
die zusatzlich vom Zelltyp abhangt, verbunden mit einer relativ hohen Toxizitat und intensive
Interaktionen mit Serumproteinen bei in vivo-Anwendungen, die durch Modifizierung mit
Polyethylenglykol nur teilweise unterbunden werden kénnen (Kircheis et al. 1999; Ogris et al.

1999), stellen wesentliche Nachteile polykationischer Transfektionssysteme dar.
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1.3 Zellpenetrierende Peptide
1.3.1  Allgemeine Eigenschaften

Von den zahlreichen CPPs, die bisher in der Literatur beschrieben wurden, sind die

bekanntesten in der Tabelle 1.3 aufgelistet. Sie lassen sich grob in drei Klassen einteilen:

1. Von natirlich vorkommenden Proteinen abgeleite CPPs, z.B. Tat und Penetratin.

2. Aus verschiedenen Proteindomanen zusammengesetzte, chimare CPPs, z.B.
Transportan.

3. Modell-CPPs, die basierend auf verschiedenen physikalisch/chemischen
Eigenschaften entworfen wurden und keine Homologie zu natlirlich vorkommenden

Sequenzen besitzen, z.B. Oligoarginin (Rs).

Allen bekannten CPPs ist gemein, dass sie aufgrund basischer Aminosduren eine positive
Netto-Ladung bei physiologischem pH-Wert aufweisen. In einem ersten Versuch CPPs zu

definieren wurden die folgenden Regeln aufgestellt:

CPPs bestehen aus weniger als 30 Aminosauren,

2. CPPs werden anscheinend in einem rezeptor-, energie- und temperatur-
unabhangigen Prozess internalisiert,

3. CPPs sind in der Lage die zellulare Aufnahme eines makromolekularen Kargos zu

vermitteln.

Diese Regeln mussten jedoch aufgrund neuerer Erkenntnisse revidiert werden. So wird
zurzeit ein Peptid als CPP betrachtet, wenn es die Eigenschaft besitzt, biologische
Membranen zu Uberqueren.

Im Allgemeinen werden CPP und Kargo kovalent verkniipft (Ubersicht siehe Zatsepin et al.
2005). Handelt es sich bei dem Kargo um ein Peptid oder Protein, wird dies durch die
Expression eines Fusionskonstrukts erreicht. Es gibt jedoch Ausnahmen von dieser
Strategie. In einigen Fallen interagieren Kargo und CPP durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen. Abhangig von der Natur der beiden Bindungspartner ist eine

Zusammenlagerung zu Nanopartikeln zu beobachten.
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Peptid Sequenz Referenz

Tat*%0 GRKKRRQRRRPPQ Vives et al. 1997
Penetratin (Antp**°®) | RQIKIWFQNRRMKWKK Derossi et al. 1994
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL | Pooga et al. 1998a
TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL Soomets et al. 2000
Rs RRRRRRRR Futaki et al. 2001
Pep1 (Chariot) KETWWETWWTEWSQPKKKRKY Morris et al. 2001

Tabelle 1.3: Sequenzen ausgewahliter CPPs.

1.3.2 Mechanismen der zellularen Translokation von CPPs

Trotz intensiver Forschung ist der Mechanismus der zelluldren Translokation von CPPs
kaum verstanden und Gegenstand kontroverser Diskussionen. Bis 2003 wurden
uberwiegend fluoreszenzmikroskopische oder durchflusszytometrische Analysen von
chemisch fixierten Zellen verwendet, um die Lokalisation von fluoreszenzmarkierten
Peptiden in An- oder Abwesenheit von Kargo zu bestimmen. Diesen Untersuchungen zu
Folge wurden Peptide sehr schnell innerhalb weniger Minuten internalisiert (auch bei 4°C).
Daraus wurde geschlossen, dass CPPs Zellmembranen mittels eines energie-unabhangigen
Mechanismus durchdringen kénnen (Derossi et al. 1996; Futaki et al. 2001; Morris et al.
1997; Schwarze et al. 2000; Vives et al. 1997). Obwohl bereits recht frih berichtet wurde,
dass eine chemische Fixierung von Zellen zu Artefakten und damit zu einer Uberschéatzung
der zellularen Aufnahmeraten flhrt, wurde das Ausmaly des Problems erst durch eine
parallele Untersuchung von fixierten und lebenden Zellen erkannt (Richard et al. 2003).
Richard et al. demonstrierten iberzeugend, dass sich das Verteilungsmuster von Tat**®°, Rq
und deren Konjugaten zwischen lebenden und fixierten Zellen unterschied und eine
unprazise Unterscheidung von oberflichengebundenen und internalisierten CPPs eine
weitere grofe Fehlerquelle birgt. Weiter wurde in dieser und einer anderen Studie gezeigt,
dass die Internalisierung von Tat und Penetratin nicht durch eine direkte Penetration,
sondern via endozytotischer Prozesse erfolgt (Drin et al. 2003; Richard et al. 2003).
Basierend auf den oben beschriebenen Ergebnissen von Richards et al. begannen viele
Gruppen ihre Daten zu Uberprifen.

Bei der Mehrzahl der bekannten CPPs wird mittlerweile angenommen, dass im ersten Schritt
der Internalisierung elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den kationischen CPPs
und negativ-geladenen Glykosaminoglykanen der Zelloberflache stattfinden (Console et al.
2003; Rusnati et al. 1997; Rusnati et al. 1999; Tyagi et al. 2001). Der zweite Schritt ist dann

die endozytotische Aufnahme der CPPs. Hinsichtlich der Endozytose sind mindestens vier
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verschiedene Wege bekannt (siehe Kapitel 1.2.1). Da die meisten dieser hochkomplexen
Mechanismen mehrere Gemeinsamkeiten besitzen, ist eine Bestimmung der genauen
endosomalen Route methodisch sehr kompliziert. Trotz betrachtlicher technischer
Fortschritte gibt es immer noch widersprichliche Ergebnisse bei der Bestimmung des
exakten Aufnahme-Mechanismus der jeweiligen CPPs. Dies liegt zum einen darin begriindet,
dass die Endozytose an sich noch nicht vollstandig verstanden ist und bei der Verwendung
von Inhibitoren zur Bestimmung des exakten Endozytose-Weges viele irrefihrende
Ergebnisse produziert werden kénnen. Zum anderen haben aktuelle Studien gezeigt, dass
das Kargo und seine Verknlpfung einen Einfluss auf den Aufnahme-Mechanismus haben
(Fittipaldi et al. 2003; Richard et al. 2003; Richard et al. 2005; Wadia et al. 2004) und damit
fur ein und dasselbe CPP je nach Kargo verschiedene Aufnahmewege bestimmt werden
konnen.

Um die inherente Komplexitat von Zellkultur-basierten Analysen zu umgehen, wurden
biophysikalische Untersuchungen von CPP/Membran-Wechselwirkungen mit
Modellmembranen durchgefuhrt, die zu der Postulation einer direkten Penetration der
Lipidschicht fuhrten (Deshayes et al. 2004b; Deshayes et al. 2004a; Henriques et al. 2004;
Terrone et al. 2003; Thoren et al. 2004). Es ist jedoch sehr problematisch, derartige Daten
auf die zellulare Situation zu Ubertragen, da natirliche Membranen aus einer heterogenen
Mischung von Proteinen und Lipiden mit abgegrenzten Mikrodomanen (wie lipid rafts)
bestehen. Noch schwerer wiegt die Tatsache, dass Zellen von einer extrazellularen Matrix
umgeben sind, die aus verschiedenen Proteinen und Rezeptoren besteht. Es st
offensichtlich, dass einfache Modellmembranen diese in vivo-Bedingungen nicht ausreichend
widerspiegeln kénnen. Nichtsdestotrotz kdnnen solche Studien Prozesse an Membranen
simulieren und damit wichtige Hinweise auf mogliche Peptid/Lipid-Wechselwirkungen geben.
Insgesamt bleibt festzuhalten, dass der prazise Internalisierungsmechanismus bis dato
ungeklart ist und stark von den Eigenschaften des CPPs und des Kargos abhéangt. Die
bisherigen Ergebnisse legen aulerdem nahe, dass mehrere Mechanismen parallel an der
Aufnahme beteiligt sind. Wenn ein Weg blockiert wird, erfolgt vermutlich ein Wechsel auf
einen alternativen Weg.

Im Folgenden sollen einige der bekanntesten CPPs kurz vorgestellt werden.
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1.3.3 Vorstellung einiger bekannter CPPs

Die Fahigkeit des HIV-1 Transaktivator Proteins (Tat) Zellmembranen zu penetrieren,
wurde zum ersten Mal 1988 beschrieben (Frankel et al. 1988; Green et al. 1988). Seitdem
wurde in zahlreichen Studien ein erfolgreicher intrazellularer Transport verschiedener
Makromolekule bis hin zu ganzen Proteinen berichtet, die kovalent mit diesem Protein oder
einem Fragment davon verknlpft waren (Brooks et al. 2005; Wadia et al. 2005). In vivo
konnte gezeigt werden, dass Kargos wie z.B. die Cre-Rekombinase in enzymatisch-aktiver
Form vorlagen. Durch eine systematische Analyse von verkirzten Varianten konnten Vives
et al. (Vives et al. 1997) das Segment Tat**% als das effizienteste identifizieren. Ein noch
kirzeres Peptid, welches fast ausschliellich aus basischen Aminosauren besteht, stellte sich
als essentiell und ausreichend fir den nuklearen Import in Sdugerzellen heraus. Weitere
Studien zeigten, dass die Guadiniumgruppe anderen kationischen Gruppen in der Sequenz
Uberlegen ist (Wender et al. 2000). Mittlerweile wurde die zellulare Translokation von
Konjugaten des Tat-Peptids mit Proteinen (Fawell et al. 1994; Schwarze et al. 1999),
Peptiden (Arnt et al. 2002; Asada et al. 2002; Chen et al. 1999), PNA (Koppelhus et al.
2002), verschiedenen Klassen von Oligonukleotiden (Astriab-Fisher et al. 2000; Astriab-
Fisher et al. 2002; Dom et al. 2003; Moulton et al. 2003; Moulton et al. 2004) und siRNA
(Chiu et al. 2004) gezeigt. Aullerdem konnte der Transport von nicht-kovalent gebundenen
Plasmiden (Ignatovich et al. 2003; Rudolph et al. 2003; Sandgren et al. 2002), Liposomen
(Torchilin et al. 2001; Torchilin et al. 2003; Tseng et al. 2002) und adenoviralen Partikeln

(Gratton et al. 2003) nachgewiesen werden.

Penetratin, urspringlich als pAntp**°® bezeichnet, ist ein Peptid, welches von der dritten
Helix des Drosophila Antennapedia Homeoprotein abgeleitet wurde (Derossi et al. 1994,
Prochiantz 1996). Es ist eines der am detailliertesten untersuchten CPPs mit geringer
Toxizitat und hoher Translokationsrate. Wie auch bei Tat, basiert die Translokationseffizienz
auf bestimmten basischen Aminosauren. Die Beobachtung, dass retro- und enantio-
modifizierte Versionen vergleichbare Eigenschaften zeigen, wurde als ein Hinweis fur einen
Rezeptor-unabhangigen Aufnahmemechanismus interpretiert (Derossi et al. 1996, Drin et al.
2001). Es gibt zahlreiche Beispiele fir einen zellularen Transport von kovalent-verknipften
Kargos wie Proteinen, Peptiden und Oligonukleotiden (Astriab-Fisher et al. 2002; Derossi et
al. 1998; Joliot et al. 2004; Koppelhus et al. 2002).

Transportan, ein chimares Peptid mit 27 Aminosauren, wurde urspringlich in der
Arbeitsgruppe von Ulo Langel entwickelt (Pooga et al. 1998a). Es setzt sich aus zwei
Domanen zusammen: 1) den N-terminalen Aminosauren des Neuropeptids Galanin und 2)

Mastoparan, einem Peptid aus dem Wespengift, welches intensiv mit Membranen
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wechselwirkt. Eine systematische Verkirzung fuhrte zum TP10, einem Peptid mit 21
Aminosauren, das ahnliche Eigenschaften wie das Ausgangspeptid zeigte (Soomets et al.
2000). Far Transportan und einige seiner Analoga konnte gezeigt werden, dass sie Proteine
bis 150 kDa (Pooga et al. 2001), Oligonukleotide und PNAs (Fisher et al. 2004; Pooga et al.

1998b) transportieren kdnnen.

Mikroskopische Studien von Futaki et al. enthillten, dass Oligoarginine und andere Arginin-
reiche Peptide von Zellen aufgenommen werden (Futaki et al. 2001). Als das effizienteste
Molekdl stellte sich Octaarginine heraus (Rs), wahrend Peptide mit <5 und >12 Argininresten
eine vernachlassigbare Translokation zeigten. Studien mit verschiedenen verzweigten
Versionen von Oligoargininen fihrten zu dem Schluss, dass die Anzahl der Arginine
wesentlich entscheidender ist als die Struktur (Futaki et al. 2002). Ein direkter Vergleich von
Nonameren aus Arginin, Histidin, Lysin und Ornithin demonstrierte, dass Oligoarginine am
effektivsten die Plasmamembran penetrieren kénnen. (Mitchell et al. 2000, Wender et al.
2000). Die Ergebnisse einer aktuellen Studie von Nakase et al. lassen einen
Makropinozytose-abhangigen Internalisierungsweg flir Rg vermuten (Nakase et al. 2004).
Diese Annahme basiert auf der Beobachtung, dass Ethylisopropylamilorid (EIPA, ein
Makropinozytose-spezifischer Inhibitor) und Cytochalasin D (ein Inhibitor der F-Aktin
Polymerisation) die Aufnahme signifikant unterdriicken. AuRerdem konnte eine Umordnung
des Aktin beobachtet werden. Die Autoren vermuten, dass der Aufnahmemechanismus des
Rs von dem des Penetratin abweicht, da die Aktin-Umlagerung und der EIPA-Effekt dort nur
bei sehr hohen Konzentrationen auftreten. Interessanterweise zeigen
durchflusszytometrische Analysen, dass Rg ahnlich gut wie Penetratin aber signifikant

weniger als das Tat-Peptid internalisiert wird (Fischer et al. 2004).

1.3.4 In dieser Arbeit verwendete CPPs

Die neue CPP-Familie der sweet arrow peptides (SAPs) wurde 2004 von Fernandez-
Carneado et al. beschrieben (Fernandez-Carneado et al. 2004). Es handelt sich dabei um
amphipathische Prolin-reiche Peptide. Die Hauptvorteile dieser Peptide sind ihre gute
Zellvertraglichkeit, der nicht-virale Ursprung und eine gute Ldslichkeit in wassrigen
Lésungen. Der Entwurf dieser Peptide basierte auf zwei Beobachtungen: 1) die N-terminale
Pro-reiche repetitive Domane des y-Zein, (VHLPPP)s, wechselwirkt mit Phosphatidylcholin
und bildet daher Ablagerungen auf Membranen von Liposomen (Kogan et al. 2004) und 2)
ein lineares Polyprolin-Peptid (Pro14), N-terminal mit Fluoreszein markiert, kann die Membran
von normal rat kidney-(NRK-)Zellen penetrieren (Crespo et al. 2002). Um die Polyprolin I

Helix-Struktur mit 3 Resten pro Windung zu erhalten, wurde ein Minimalgehalt von 50%
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Prolin beibehalten. Eine amphipathische Helix wurde weiter dadurch konstruiert, dass sich
hydrophobe Reste an den Positionen i/i+2, i+6/i+8, i+12/i+14, etc., hydrophile Reste an den
Positionen i+1, j+7, i+13, etc. und Prolin-Reste an den verbleibenden Positionen befinden. In
Analogie zum y-Zein, wurden Valin und Leuzin als hydrophobe Reste gewahlt, was zu der
Sequenz (VXLPPP), flhrte. Verschiedene Varianten mit den kationischen Aminosauren
Histidin, Lysin oder Arginin als Mono-, Di- oder Trimer (n = 1-3) wurden getestet, wobei die
Variante (VRLPPP); am effizientesten in HeLa Zellen translozierte. Aufgrund des nicht-
toxischen Charakters und der Fahigkeit in Zellen zu translokalisieren, wurde das Peptid
sweet arrow peptide (SAP) genannt.

Eine interessante Eigenschaft des SAP ist seine starke Tendenz zur Aggregation. Mittels
atomic force microscopy (AFM) und Transelektronenmikroskopie (TEM) konnten 16 nm
breite und bis zu 1 ym lange Fibrillen beobachtet werden. Unbekannt ist bisher, ob die
Monomere oder die Aggregate aufgenommen werden. Als Aufnahmeweg wurde ein nicht-
klassischer, Clathrin-unabhangiger Weg durch lipid raft-vermittelte Endozytose
vorgeschlagen (Foerg et al. 2005). Der erfolgreiche Transport eines Kargos wurde bisher

nicht berichtet.

Die Peptide der nach den Namen der Erfinder benannten MPG-Familie gehdren zu den
wenigen CPPs, die keine kovalente Verknupfung mit dem Kargo fur einen effizienten
Transport bendtigen. Stattdessen erfolgt eine Komplexbildung durch berwiegend ionische
Wechselwirkungen zwischen der kationischen NLS-Sequenz der Peptide und den negativen
Ladungen des Kargos.

Das erste Peptid dieser Familie war das MPGp, welches in der Literatur auch als MPG oder
PB bezeichnet wird. Wahrend die ersten drei Buchstaben der Bezeichnung auf die Initialen
der Erfinder zurlickgehen, beruht der Zusatz " auf der Sekundarstruktur des Peptids.
Zirkulardichroismus-Analysen zeigten, das MPGp in Wasser unstrukturiert vorliegt, in
Anwesenheit von Oligonukleotiden oder Phospholipiden jedoch partiell eine f-
Faltblattstruktur annimmt (Morris et al. 1997). MPGp ist ein aus 27 AS bestehendes Peptid
mit einer Cysteamid-Gruppe am C-Terminus, welches sich aus zwei unabhangigen
Domanen, die durch eine kurze Peptidsequenz miteinander verknipft sind, zusammensetzt.
Die N-terminale hydrophobe Doméane wurde aus der Glycin-reichen Region des gp41-
Fusionspeptidsegments des HIV-1 abgeleitet. Die C-terminale hydrophile Domane entspricht
der Kernlokalisationsequenz (NLS) des groRen Tumorantigens des Affenvirus SV40
(Simianes Virus 40). Die durch den Linker vermittelte Flexibilitdt zwischen den zwei
Domanen ist essentiell fur die Funktionalitat des Peptids (Morris et al. 1997, Chaloin et al.
1997, Vidal et al. 1998), ebenso wie die C-terminale Cysteamid-Gruppe, da ein Fehlen zu

einer stark verminderten Transfektionseffizienz fuhrt (Simeoni et al. 2003).
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Peptid Sequenz Referenz

MPGp GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKYV Morris et al. 1997
MPGB-mNLS GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV Simeoni et al. 2003
MPGa GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKKKRKV Deshayes et al. 2004c

Tabelle 1.4: Sequenzen der MPG-Peptide. Alle MPG-Peptide tragen am N-Terminus eine
Acetyl-Gruppe und am C-Terminus eine Cysteamid-Gruppe. Eine ausfihrliche Auflistung
aller Peptide findet sich in Kapitel 2.5. Verwendeter Farbcode: Fusionspeptidsequenz, linker-
Sequenz, Sequenz der SV40 large T NLS.

In Studien von Morris et al. konnte ein effizienter Transport von Oligonukleotiden und
Plasmiden bei vernachlassigbarer Zytotoxizitdt nachgewiesen werden (Morris et al. 1999).
Biophysikalische Untersuchungen zeigen, dass dieses Peptid stabile Komplexe mit DNA mit
Dissoziationskonstanten im nanomolaren Bereich bildet. Als Stochiometrie wurden fur die
Komplexe molare Verhaltnisse von Peptid zu Oligonukleotid von ca. 20-50:1 bestimmt, ein
Hinweis auf einen Uberschuss an Peptid und damit an positiven Ladungen in den
Komplexen. Uber ionische Wechselwirkungen bindet damit mehr als ein Peptid an ein
Oligonukleotid. Peptid-Peptid-Wechselwirkungen tragen ebenfalls zur Komplexbildung bei
und fuhren zur Bildung von supramolekularen Komplexen. Auf diesen Beobachtungen
basierend wurde das Modell des Peptidkafigs entwickelt, d.h. das Oligonukleotid wird von
einer Hille von Peptiden umgeben, die es gegen den Abbau durch Nukleasen schiitzen
(Morris et al. 1997; Morris et al. 1999).

Eine Variante des MPGp, das MPGB-mNLS enthalt eine mutierte NLS, in der ein Lysin
gegen ein Serin ausgetauscht ist, was zu einer starken Reduktion des Kernimports flhrt
(Cullen 2001). Eine Studie von Simeoni et al. demonstrierte, dass dies einen deutlichen
Effekt auf die Transfektionseffizienz hat (Simeoni et al. 2003). Im Falle der Transfektion von
Plasmiden wurde die Expression im Vergleich zu MPG verzogert beobachtet. Die
Transfektion von siRNA mit MPGB-mNLS war jedoch effizienter. Dies zeigte, dass Uber die
NLS der Zielort in der Zelle bestimmt werden kann.

Das Peptid MPGao ist ein Derivat des MPGB. Durch einen Austausch von sechs
Aminosauren wurde ein hoherer Anteil an a-helikaler Struktur erreicht, was theoretisch zu
verbesserten zellpenetrierenden Eigenschaften fiihrt. Analysen der Konformation zeigen,
dass diese Struktur auch in Anwesenheit von Lipiden und Oligonukleotiden beibehalten wird
(Deshayes et al. 2004c, Deshayes et al. 2004a).

Pep2, ein weiteres Mitglied dieser Familie wird bereits kommerziell von Panomics (Freemont,
USA) unter dem Namen DeliverX plus angeboten. Die Sequenz kann daher aus
patentrechtlichen Grunden nicht angegeben werden. Bekannt ist nur, das es aus ca. 20

Aminosauren besteht, davon fuinf basisch. Uber diese im physiologischen pH-Bereich positiv-
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geladenen Aminosauren erfolgt die Komplexierung von Oligonukleotiden. Mittels einer
DeliverX plus-vermittelten Transfektion von siRNA konnte die entsprechende Ziel-mRNA um

bis zu 90% supremiert werden (personliche Mitteilung von Gilles Divita).

Aus der gleichen Arbeitsgruppe wie die MPG-Peptide stammen auch die CPPs der Pep-
Familie. Mit den MPG-Peptiden haben sie die linker-Sequenz und die
Kernlokalisationssequenz des groflen T-Antigens von SV40 gemeinsam. Ebenso werden
hier keine kovalenten Verknipfungen mit dem Kargo eingegangen, sondern Komplexe durch
nicht-kovalente Wechselwirkungen gebildet. Der hydrophobe Bereich ist sehr tryptophan-
reich, im Gegensatz zu den MPG-Peptide.

Pep1 stellt das bekannteste Peptid dieser Familie dar, da es bereits unter dem Namen
Chariot kommerziell vertrieben wird (Active Motif, Carlsbad, USA). Im Gegensatz zu den
MPG-Peptiden wurde Pep1 fiur den Transport von Proteinen und Peptiden entwickelt.
Biophysikalische Untersuchungen zeigten, dass Pep1 in wassriger Losung sowohl allein als
auch in Komplexen ungeordnet vorliegt. Erst in Anwesenheit von Phospholipiden bildet sich
partiell eine a-Helix aus (Deshayes et al. 2004b). Die kurzlich beschriebenen CPPs Pep2
und Pep3 stellen Weiterentwicklungen des Pep1 dar, welche eine verbesserte

Transfektionseffizienz aufweisen (Morris et al. 2004; Morris et al. 2007; Nan et al. 2005).

Abweichend von der Mehrzahl der bekannten CPPs wird fir die MPG- und Pep-Peptide auch
weiterhin von einem nicht-endozytotischen Aufnahmeweg ausgegangen (Gerbal-Chaloin et
al. 2007; Simeoni et al. 2003). Diese Annahme basiert auf Studien von Deshayes et al.
(Deshayes et al. 2004b, Deshayes et al. 2004a), in denen ausflhrlich die Interaktion von
MPGa, MPGp und Pep1 mit Modellmembranen untersucht wurde. Alle drei Peptide zeigen
starke Wechselwirkungen mit Lipiden und haben die Fahigkeit spontan in
Phospholipiddoppelschichten zu inserieren. Daraus wurde das folgende Modell, in dieser
Arbeit als ,Montpellier-Modell“ bezeichnet, flir den Translokationsmechanismus von MPGj
entwickelt (siehe Abbildung 1.6):
1. Bildung von Komplexen aus Peptid und Oligonukleotid, MPGB nimmt partiell p-
Faltblattstruktur an.
2. Adhasion der Komplexe an die aullere Lipidschicht, die B-Faltblattstruktur von MPGp
wird verstarkt.
3. Insertion der Komplexe in die Membran und Bildung einer porenahnlichen Struktur
(basierend auf einer B-barrel-Struktur).
4. Freisetzung der Komplexe auf der Innenseite der Membran. Einige Peptidmolekile

bleiben auf der AuRenseite der Membran zurtck.



Einleitung 30

Abbildung 1.6: Vorgeschlagenes Modell fiir die Translokation von MPG/Kargo-
Komplexen durch Phospholid-Doppelschichten. Die NLS der Peptide ist in rot und die
hydrophobe Doméane in gelb dargestellt. Die Zahlen 1 bis 4 kennzeichnen die im Text
beschriebenen einzelnen Schritte der Translokation. (enthommen aus Deshayes et al.
2004a)

Fir MPGa und Pep1 wurden vergleichbare Modelle vorgeschlagen. In einer aktuellen Studie
wurde beobachtet, dass die MPG-Peptide an Glykosaminoglykane der Zelloberflache binden
und die Bildung von Lamellipodia und damit Makropinozytose stimulieren. Jedoch
argumentieren die Autoren, dass dies nicht zu einer endozytotischen Aufnahme der
MPG/Oligo-Komplexe fuhrt. Vielmehr hat die Stimulation der Makropinozytose einen Einfluss
auf die Membranfluiditdt, was die Durchlassigkeit fur die MPG/Oligo-Komplexe erhoht
(Gerbal-Chaloin et al. 2007).

1.4 Strategien fur eine Verbesserung der endosomalen Freisetzung

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel (1.3) erértert wurde, sind endozytotische
Aufnahmewege der Hauptpfad fir den Zelleintritt der meisten zellpenetrierenden Peptide.
Ein Groldteil der Peptide scheint nicht in der Lage zu sein, die Zellmembran direkt zu
durchqueren. Die Wechselwirkungen mit der Membran beschranken sich offensichtlich auf
Anlagerung und/oder Insertion, ein Ausloser flr die endozytotische Maschinerie. Zahlreiche
Studien haben bereits gezeigt, dass der Grofteil der aufgenommenen CPPs in endosomalen
Kompartimenten verbleibt und nur sehr bedingt in der Lage ist, daraus zu entkommen (Abes
et al. 2006b; Veldhoen et al. 2008). Daher richtet sich der Fokus des Arbeitsgebiets auf die

Entwicklung von Strategien zur endosomalen Freisetzung.
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Es wurden verschiedene Ansatze fur eine Verbesserung der endosomalen Freisetzung
vorgeschlagen. Diese reichen von saure-labilen Verknlpfungen Uber endosomolytische
Peptide bis hin zu einer Zerstérung der Endosomen durch Laserpulse. In den meisten
Ansatzen wird versucht, die pH-Wert-Erniedrigung in den endosomalen Kompartimenten
auszunutzen. Wahrend der Reifung der Endosomen zu den Lysosomen wechselt dieser von
pH 7,5 auf pH 5,0. Durch die Verwendung von séaure-labilen Verkniipfungen wird das
kovalent-verknlpfte Kargo unter diesen Bedingungen freigesetzt und hat eine bessere
Chance aus den Endosomen zu entkommen. Diese Strategie wurde zuerst fur ein
Modellpeptid, das Neuropeptid Y (NPY), beschrieben. Es bindet an auf Neuroblastomazellen
verstarkt exprimierte Rezeptoren (Langer et al. 2001). Ein Vergleich zweier Daunorubicin-
NPY-Konjugate (eines mit saure-labilen Hydrazon-Linker und eines mit saure-stabilen Amid-
linker) zeigte, dass nur ersteres eine Aktivitat aufwies. Spater wurde diese Strategie auch im
Falle von hCT(9-32)-Daunorubicin-Konjugaten angewendet (Krauss et al. 2003), welches
anstelle des NPY ein Fragment des humanen Calcitonins (hCT) enthalt.

Eine weitere Strategie beinhaltet die Verwendung von endosomolytischen Peptiden.
Prominentester Vertreter dieser Gruppe ist das HA,-Fusionspeptid des Influenza Virus. Diese
Peptide destabilisieren Lipidmembranen bei niedrigem pH-Wert (siehe Kapitel 1.2.2.2).
Wadia et al. zeigten in einer Studie, dass sich eine Tat-Cre-vermittelte Rekombination durch
Zugabe eines Tat-HA-Peptids deutlich verbessern liel3. Da vorher gezeigt wurde, dass die
Tat-Cre-Konjugate in Makropinosomen/Endosomen zuriuck gehalten werden, kann das
Tat-HA-Peptid offensichtlich eine wesentliche Verbesserung der endosomalen Freisetzung
erzielen (Wadia et al. 2004).

Ein weiteres endosomolytisches Peptid ist das 4;E-Peptid (LAEL-LAEL-LAEL). Ahnlich wie
bei dem HA-Peptid bewirkt eine Erniedrigung des pH-Werts eine Anderung der
Konformation, wodurch das Peptid endosomolytisch aktiv wird. Die Zugabe des 4;E-Peptids
zu einer Mischung aus 4¢, einem kationisch-amphiphilen Peptid, und Firefly-Luziferase-
kodierenden Plasmid, flhrte zu einer bemerkenswerten Steigerung des Transfektions-Levels
(Ohmori et al. 1997). Daruber hinaus wurden neben Peptiden auch pH-sensitive Polymere
eingesetzt (Lackey et al. 2002).

Einen dritten Ansatz stellt die endosomale Freisetzung eines Kargo durch Laser-
Bestrahlung dar (Maiolo, Ill et al. 2004). Hierbei wird ein Konjugat bestehend aus Kargo,
Peptid und Fluoreszenz-markiertem CPP transfiziert und anschlielend bestrahlt. Die
Zerstérung der endosomalen Membran wird vermutlich durch bei der Anregung des
Fluorophors entstehende, kurzlebige Sauerstoffspezies vermittelt. Die Autoren schlagen
daher die Verwendung von Fluoreszenz-markierten CPPs als phototrigger zum Auslésen der
Freisetzung aus Endosomen vor. Die photochemische Zerstérung der Endosomen schadigt

die Zellen nur sehr geringfugig.



Einleitung 32

Zur Zeit wird in den meisten in vitro-Experimenten Chloroquin oder Sukrose flr eine
Freisetzung aus dem endosomalen Kompartiment verwendet (Abes et al. 2006b; Turner et
al. 2005). Diese Substanzen neutralisieren den sauren endosomalen pH-Wert und blockieren
dadurch wahrscheinlich den Transfer des Inhalts zu den spaten Endosomen/Lysosomen.
Shiraishi et al. berichteten von einem erfolgreichen Einsatz von Calcium (Shiraishi et al.
2005). Unter dem Aspekt einer therapeutischen Anwendung sind diese Methoden jedoch
unbrauchbar, da es an Spezifitat mangelt und die Koadministration problematisch ist. In einer
sehr aktuellen Studie stellen Abes et al. ein Peptid vor, das in sich bereits die Fahigkeit zu
einer besseren endosomalen Freisetzung tragt (Abes et al. 2006a; Moulton et al. 2007).
Bisher ist jedoch noch nicht bekannt, auf welchen Eigenschaften oder Mechanismen diese

verbesserte endosomale Freisetzung beruht.
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1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse und Optimierung Peptid-basierter
Transfektionssysteme flr den Transport oligomerer Nukleinsdurewirkstoffe in Saugerzellen.
Ausgangspunkt waren Peptide der MPG-Familie, die Uber nicht-kovalente
Wechselwirkungen Nukleinsduren komplexieren und deren Aufnahme in Zellen vermitteln.
Entsprechend dem im Abschnitt Einleitung vorgestellten ,Montpellier-Modell“ kann postuliert
werden, dass die hydrophobe Domane der MPG-Peptide essentiell fur die
Wechselwirkungen mit der zellularen Membran und damit far die
Translokationseigenschaften des jeweiligen Peptids von entscheidender Bedeutung ist.
Basierend auf diesem Modell sollten durch einen Austausch der hydrophoben Doméane
gegen Fusionspeptidsegmente anderer Viren neue zellpenetrierende Peptide mit
gegebenenfalls verbesserten Transfektionseigenschaften generiert werden. Hierzu sollte
ebenfalls geklart werden, inwieweit eine Korrelation zwischen den biophysikalischen
Eigenschaften eines CPPs und seiner Transfektionseffizienz besteht. Zu diesem Zweck
sollten die Wechselwirkungen der MPGs und der neu zu entwickelnden Peptide mit
oligomeren Nukleinsdurewirkstoffen mit Hilfe verschiedener biophysikalischer Methoden
untersucht werden. Parallel dazu sollte die zellulare Aufnahme der Nukleinsduren mit
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen lebender Zellen und ihre biologische Aktivitat

mit entsprechenden zelluldren Reportersystemen vergleichend analysiert werden.
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Kapitel 2 Material
2.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 40 %
Ammoniumpersulfat

Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DMSO

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethanol, p. a.

Ethidiumbromid

Formamid

Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure (HEPES)

Isoamylalkohol, p. a.

Isopropanol, p. a.

KH,PO,

NaQHPO4 -2 Hzo

Nonidet 40 (NP-40)
Paraformaldehyd

Phenol (Roti R Phenol pH 4,5-5,5)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1, pH 7,5-8,0)

Pioloform

Polyethylenglykol 8000 (PEG)
radioaktiv markierte Nukleotide:
[**P]-ATP
Trihydroxymethylaminomethan (TRIS)
Trypanblau

Trypsin/EDTA
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Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich,

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

LKB, Bromma (Schweden)
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Wacker Chemie, Minchen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PerkinElmer (LSA), Boston (USA)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Linaris, Bettingen a.M.

Hier nicht aufgeflihrte Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Merck, Sigma-Aldrich und

Roth bezogen.

2.2 Sonstige Materialien

DEAE-Papier
Nylonmembran Hybond N+

Gewebekulturflaschen (25, 75 und 182 cm?)

Mikrotiterplatten fur Zellkultur
(96-well-Format, transparent und weil})
chambered coverglasses, 8 Kammern
Objekttrager mit 6 Aussparungen,
teflonbeschichtet

Sterilfiltrationseinheiten 0,2 ym und 0,45 um

Gelfiltrationssaulen (Einweg)
NAP, NICK, G-50, G-25

Gelfiltrationssaule Superdex 200 HR 10/30 Saule

PEEK Encased Titanium Frit (2 ym)

Whatman, Kent (UK)

GE-Healthcare, Chalfont St. Giles (UK)
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Nunc, Rochester (USA)
Science Services, Minchen

Schleicher und Schuell, Dassel
GE-Healthcare, Chalfont St. Giles (UK)

GE-Healthcare, Chalfont St. Giles (UK)
ERC GmbH, Riemerling
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2.3 Gerate

DLS DynaPro MS/X

Pipetten Pipetman

Feinwaage

pH-Meter CG 820

Vortexer REAX 1DR

Schuttler IKA Vibrax-VXR
Wasserbad W22

Heizblock Techne DRI-Block® DB 2D
PCR-Block UNO Il

CO, Water Jacketed Inkubator
Sterile Werkbank: Herasafe
Mikroskop Axiovert 100

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (HBO 100)

Spektralphotometer DU®

NanoDrop® ND-1000 Spektralphotometer
FluoroMax-3® Spektralfluorometer
Microfuge®R

Laborzentrifuge 1K15

Rotixa/RP

Varrifuge 3,2 RS

Ultrazentrifuge CO L-70 (Rotor TFT 80-4)
Agarose-Gelkammer Mini-Sub® Cell GT
Electrophoresis Power Supply - EPS 600
Szintillationszahler Wallac 1409

Image Eraser

Storage Phosphor Screens

Millipore Wasseraufbereitungsanlage
Electrophoresis Power Supply - EPS 600
Feinwaage METTLER PM 480 Delta Range
Flussigszintillationszahler Wallace 1409
Geltrockner

HPLC-Anlage Waters 510

LSM 510 Meta (invers)

Netzgerat BioRad Power Pac 300 und 3000
Netzgerat LKB ECPS 3000/150
pH-Meter 761 Calimatic
Polyacrylamidgelkammer (42 cm x 39 cm)
Schuttler KS 250 basic

Speed Vac SC 110-A

Spektrophotometer DU 650

SX20 Stopped-Flow Spektrometer
Tischzentrifuge 5415 C
TRIO-Thermoblock

Typhoon™ Image

Ultraschallbad Sonorex Super RK 103 H
Vortex Genie 2
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Wyatt Technology, Santa Barbara (USA)
Gilson, Villiers Le Bel (Frankreich)
Sartorius, Gottingen

Schott Gerate (Merck), Mainz
Heidolph, Cinnaminson, NJ (USA)
Jahnke & Kunkel, Staufen
Medingen (Preiss Daimler), Wilsdruff
Werner Hassa GmbH, Libeck
Biometra®, Gottingen

Forma Scientific, Marietta (USA)
Heraeus Instruments, Hanau

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Beckman, Palo Alto (USA)

PeQLab Biotechnologies, Erlangen
Horiba JobinYvon, Edison NJ (USA)
Beckman, Palo Alto (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Haraeus Sepatech, Osterode
Beckman (Coulter), Palo Alto (USA)
Biorad, Hercules CA (USA)
Amersham Pharmacia, Freiburg
PerkinElmer, Wellesley, MA (USA)
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Millipore Corp., Billerica, MA (USA)
GE-Healthcare, Chalfont St. Giles (UK)
Mettler-Toledo, Giessen
PerkinElmer (LSA), Boston (USA)
Bio-Rad, Minchen

Waters, Milford (USA)

Carl Zeiss, Oberkochen

Bio-Rad, Minchen

GE-Healthcare, Chalfont St. Giles (UK)
Knick, Berlin

Biometra, Gottingen

IKA Labortechnik, Staufen

Faust, Bochum

Beckman, Fullerton (USA)

Applied Photophysics

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Amersham Pharmacia, Freiburg
Bandelin, Berlin

Bender & Hobein, Zirich (Schweiz)
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2.4 Liste der Peptide

36

MPGp Ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV-NH-CH,-CH,-SH
MPGB-Cys Ac-GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKVC-NH,
MPGa-mNLS Ac-GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKSKRKV-NH-CH,-CH,-SH
MPGa Ac-GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKKKRKV-NH-CH,-CH,-SH
MPGa-oC Ac-GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKKKRKV-NH,

Pep2 unbekannt (20 Aminosauren, davon 5 basische)

SAP (VRLPPP);

SAP-NLS (VRLPPP);-PKKKRKV

SAPcap (VRLPPP):VK saproyL PPP

fpEbola-NLS AIGLAWIPYFGWSQPKKKRKV

fpRSV-NLS FLGFLLGVGSAIASGVAWSQPKKKRKV

sfp KKKWLVLVLVLPGVLVLVLVKKK

fpMVi-NLS YTEILSLFGPSLRWSQPKKKRKV

fpMVn-NLS FAGVVLAGAALGWSQPKKKRKV

fpSV-NLS FFGAVIGTIALGVATSAWSQPKKKRKV

fpHIV-NLS-fpIVHA GALFLAFLAAALSLMGLPGKKKRKVPGRGLFGAIAGFI
fpBLV-NLS SPVAALTLGLALWSQPKKKRKV

fpIVHA-NLS RGLFGAIAGFIWSQPKKKRKV

fpFertilina-NLS KLICTGISSIPPIRALFAAIQIPWSQPKKKRKYV

Motif1-NLS Ac-GALFLGFLGALFLGFLGWSQPKKKRKV-NH,

Motif2-NLS Ac-SASFLAFLSASFLAFLSWSQPKKKRKV-NH,
Motif1E-NLS Ac-GALFLGFLGALGFLGFLGWSQPKKKRKV-NH;
HA-gp41a Ac-GLFGAIAGFIENGWEGMIDGALFLAFLAAALSLMGL-NH,
gp41min-NLS-HSV Ac-AVGIGALFLGFLGAWSQPAVGAGATAEE-NH,
MPGoa-HA Ac-GALFLAFLAAASLMGLWSQPGFIENGWEGMIDG-NH,

Fusogenes Peptid

von Duguid et al. (FPD)

Mellitin-NLS
Tox-NLS

Ac-GLFEALLELLESLWE-NH;

Ac-GIGAVLKVLTTGLPALISWIPKKKRKV-NH,
Ac-TQIENLKEKGWSQPKKKRKV-NH,

NLS: Kernlokalisationssequenz (SV40 grof3es T-Antigen), SAP: “Sweet Arrow Peptide®, cap:
Caproylgruppe -(CH;),CH3. MPG-B, MPG-a und samtliche Derivate dieser beiden Peptide
wurden von Jerini (Berlin) bezogen. Die CPP-Kandidaten wurden in der Arbeitsgruppe Beck-
Sickinger (Institut fur Biochemie, Universitat Leipzig) synthetisiert und aufgereinigt. Die M-
CPP-Kandidaten und alle Helferpeptide wurden von GL Biochem (Shanghai, China)
bezogen. SAP und samtliche Derivate davon wurden von der Arbeitsgruppe um Ernest Giralt
(Universitat Barcelona) zur Verfiigung gestellt. A. Beck-Sickinger und E. Giralt waren
Kooperationspartner im Rahmen des EU-Projektes “Peptides in Drug Delivery*.
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2.5 Zelllinien und Zellkulturmaterial

Zelllinie Medium Antibiotika Herkunft

Hela DMEM - ATCC

100 pg/ml Hygromycin B,

HelLaTetOff-Luc DMEM 100 pg/mi G 418 BD Biosciences
Institut fr

ECV304 Medium 199 - Molekulare Medizin,
UK-SH Libeck
Institut flr

ECV-GFP-Nuc Medium 199 | 100 pg/ml G 418 Molekulare Medizin,

UK-SH Libeck

Tabelle 2.1: Verwendete Zelllinien und entsprechende Medien mit Zusatzen. ECV304-
Zellen wurden zur Verfugung gestellt von Rosel Kretschmer-Kazemi Far (Institut far
Molekulare Medizin). ECV-GFP-Nuc-Zellen wurden zur Verfligung gestellt von Marita
Overhoff (Institut fir molekulare Medizin).

2.6 Liste der verwendeten Oligonukleotide

Wenn nicht anders erwahnt, wurden die verwendeten Oligonukleotide von IBA (Géttingen)
bezogen.

2.6.1 Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide

5’-Hex-pseudoknot-RNA bzw. 5-AUUCCGUUUUCAGUCGGGAAAAACUGAA
5’-Cy3-pseudoknot-RNA

2.6.2 siRNAs und steric block Oligonukleotide

siGL3 siGL3-1 5-CUUACGCUGAGUACUUCGATT
siGL3-2 3-TTGAAUGCGACUCAUGAAGCU

siINV SiINV-1 5-AGCUUCAUAAGGCGCAUGCTT
siINV-2 3-TTUCGAAGUAUUCCGCGUACG

siR206 siR206-1 5-GAUAUGGGCUGAAUACAAATT
siR206-2 3-TTCUAUACCCGACUUAUGUUU

siLam sLam 5'-CUGGACUUCCAGAAGAACATT
asLam 3-TTGACCUGAAGGUCUUCUUGU

Cy3-siLam sLam Cy3-5-CUGGACUUCCAGAAGAACATT
asLam 3-TTGACCUGAAGGUCUUCUUGU

Alexad88-siLam sLam Alexa488-5-CUGGACUUCCAGAAGAACATT
asLam 3-TTGACCUGAAGGUCUUCUUGU

ON705 - 5- CCUCUUACCUCAGUUACA

Cy3-ON705 - Cy3-5'- CCUCUUACCUCAGUUACA
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2.6.3 Plasmide

pGL3 control (Promega, Mannheim)
Kodiert fir die Firefly-Luziferase und Ampicilin- (Amp-)Resistenz.

pGFP-NLS (Clontech, Invitrogen, Carlsbad (USA))

Exprimiert ein Fusionsprotein aus GFP von Aequorea coerulescens ( AcGFP1;
Exitation/Emission 475 nm/505 nm) und einem Kernlokalisations-Signalpeptid, das fir die
Lokalisation im Nukleus sorgt.

pPAcGFP1-Golgi (Clontech, Invitrogen, Carlsbad (USA))

Exprimiert ein Fusionsprotein aus GFP von Aequorea coerulescens ( AcGFP1;
Exitation/Emission 475 nm/505 nm) und 81 Aminosduren der humanen f-1,4-
Galactosyltransferase. Die f-1,4-Galactosyltransferase enthalt ein membranverankertes
Signalpeptid, das fiir die Lokalisation in der trans - und medialen-Region des Golgi-Apparats

sorgt.

2.7 Verwendete Puffer

PBS (pH 7,4) 137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM Na,HPO,

1,8 mM KH,PO,
PBS++ PBS (pH 7,4)

0,5 mM MgCl,

0,9 mM CaCl,
Natriumphosphatpuffer (pH 6,9) 50 mM NaHPO4/NaH,PO,

150 mM NaCl
10x TBE-Puffer (pH 8,0) 216 g Tris/HCI

110¢ Borsaure

14,8 g EDTA

ad 2000 ml  H,O
50x TAE-Puffer (pH 8,5) 242 g Tris/HCI

57 mi Eisessig

37,29 Na,EDTA H,0O

ad 1000 ml  H,O
Hybridisierungspuffer (pH 7,6) 20 mM Tris/HCI

100 mM NaCl
Formamid-Auftragspuffer 80 % Formamid (entionisiert)

10 mM EDTA

je 0,1 % (w/v) Xylencyanol und Bromphenolblau
Ficoll-Auftragspuffer (nativ) 5% Ficoll 400

0,01 % BPB

0,01 % Xylencyanol

1Xx TBE
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Kapitel 3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
und Peptiden

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde photometrisch durch Messen der Absorption bei
einer Wellenlange von 260 nm mit einem Beckman Spektrophotometer bestimmt. Dabei
wurde das Lambert-Beer'sche Gesetz zur Berechnung der Nukleinsaurekonzentration
angewendet: A = ¢ - ¢ - d (A= Absorption der Lésung, ¢ = Extinktionskoeffizient, ¢ =
Nukleinsaurekonzentration und d = Schichtdicke der Klvette (1 cm)).

Fir die Berechnung der Konzentration von Plasmid-DNA wurde die Relation 1 ODgp,m = 50
Mg/ml DNA  zugrunde gelegt. Fur Oligonukleotide wurde der entsprechende
Extinktionskoeffizient in die obige Gleichung eingesetzt.

Die Konzentration von Peptiden wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt.
AuBer mit herkdmmlicher Spektralphotometrie wurde die Konzentration der gelieferten
Oligonukleotide auch durch Konzentrationsbestimmung im NanoDrop® ND-1000
Spektralphotometer (PeQLab Biotechnologies) Uberprift. Das Messprinzip dieses Gerates
beruht ebenfalls auf der Spektralphotometrie, verflgt jedoch Uber ein patentiertes Proben-
Auftrags-Verfahren. Es erlaubt den direkten Auftrag der Proben auf einen Sockel ohne
Verwendung von Kuvetten. Hierbei wurden die Proben unverdinnt in einem geringen
Volumen von 1-3 pl auf den Lichtkanal aufgetragen. Das Gerat erzeugt beim Herunterlassen
des Messarms durch die Oberflachenspannung der Flissigkeit eine Flissigkeitssaule. Durch
die definierte Strecke der erzeugten Saule von 1 mm findet die spektralphotometrische
Messung statt. Es konnen Nukleinsdureproben in einem Konzentrationsbereich von 2 ng/ul-

3,7 ug/ul gemessen werden.

3.1.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Nach Verdinnen des Oligonukleotids auf die gewilinschte Endkonzentration erfolgte die
radioaktive Markierung. Ein 50 pl Markierungsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

12 ul Oligonukleotid-Lésung (1-100 pM)
2 I 10 x PNK-Puffer A (New England Biolabs)
1 ul 1 U/ul PNK
5 pl 0,1 uM y-*2P-ATP (5000 Ci/mmol, 10 pCi/pl)

Nach Inkubation des Ansatzes fur 30 min bei 37 °C wurde das Oligonukleotid mittels

Phenol/Chloroform-Extraktion von Proteinen gereinigt und {iberschiissiges y->?P-ATP Uber
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eine Einweg-Gelfiltrationssaule (ProbeQuantTM G-50 Micro Column) entfernt. Zur
Bestimmung der Oligonukleotid-Konzentration nach diesen Reinigungschritten wurde eine
Didnnschichtchromatographie ~ (DC)  durchgefihrt. Dazu  wurden  Proben des
Markierungsansatzes vor und nach der Reinigung verdinnt und je 1 pl auf eine DC-Platte
(Polygram, CEL 300 PEI/UV254, Macherey und Nagel) aufgetragen. Mit 0,6 M KH,PO,, pH
3,5 als Laufmittel wurde freies *P-ATP von markierter RNA getrennt. Die getrockneten DC-
Platten wurden mit Hilfe einer *’P-sensitiven Bildplatte (Storage Phosphor Sreens;
Amersham Pharmacia) und eines Phosphor-Imager (Typhoon™ Imager, Amersham

Pharmacia) ausgewertet.

3.1.3 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Zur Hybridisierung von komplementaren DNA- oder RNA-Strangen wurden die
entsprechenden Oligonukleotide in einem molaren Verhaltnis von 1:1 in dem gewlnschten
Puffer gemischt. Zur Denaturierung wurde die Lésung flr 3 min bei 95 °C inkubiert. Wahrend
der anschliefenden langsamen Abkuhlung auf 37 °C erfolgte die Hybridisierung der
Einzelstrange. Zur Uberpriifung der vollstandigen Hybridisierung wurden die Anséatze

anschlieRend mittels nativer PAGE (siehe Kapitel 3.1.5) analysiert.

3.1.4 Isolierung von RNA aus Saugerzellen

Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits aus Saugerzellen nach Angaben des
Herstellers isoliert. Die Homogenisierung der Zellen erfolgte dabei durch QIlAshredder-
Saulen nach Angaben des Herstellers. Die RNA wurde in 50 pyl RNase-freiem Wasser eluiert
und bei -80 C° gelagert.

3.1.5 Analytische native PAGE

Zur Trennung doppelstrangiger siRNAs von Einzelstrangoligonukleotiden wurde ein 1 mm
dickes 20 %iges Polyacrylamidgel (11 cm x 12 cm) gegossen. Dazu wurden 15 ml der
Gellésung (3 ml 20 % Acrylamid (29:1), 1,5 ml 10x TBE) mit 15 pyl TEMED und 150 pl
Ammoniumpersulfat (APS) versetzt und luftblasenfrei in den Zwischenraum der Glasplatten
gegossen. Die Proben wurden mit 30 % (v/v) Auftragspuffer fir native Gele (20 % Ficoll, je
0,1% (w/v) Bromphenolblau und Xylencyanol in TBE-Puffer) versetzt und dann fir 3 bis 4 h
bei 16 mA im Gel aufgetrennt. Die Banden im Gel wurden durch Farbung mit Stains-All-
Losung sichtbar gemacht oder im Fall von radioaktiv markierten siRNAs mittels

Autoradiographie analysiert.
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3.2 Biophysikalische Methoden
3.21 Fluoreszenzspektroskopie

Um die Wechselwirkung von Peptiden mit Oligonukleotiden zu untersuchen, wurden
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit Hilfe eines FluoroMax-3® Spektralfluorometer
durchgefihrt. Zur Vermeidung von Streueffekten wahrend der Messung, die durch
Fremdpartikel verursacht werden kénnen, wurden die verwendeten Puffer zunachst filtriert
(Porengrofie 0,22 um) und dann fir 15 min in einem Ultraschallbad entgast. Die Titrationen
wurden in einer auf 25 °C temperierten 700 pl Quarzkivette (10 x 2 x 45 mm, Hellma)
durchgeflhrt.

3.211 Gleichgewichtstitrationen

Im Fall von intrinsischen Fluoreszenzmessungen wurde die von einem Tryptophan
ausgehende Eigenfluoreszenz des Peptids MPGao ausgenutzt (vgl. Peptidsequenzen in
Kapitel 2.6). Dazu wurde das Peptid in dem gewlnschten Puffer vorgelegt und entsprechend
des Absorptionsmaximums von Tryptophan angeregt (s. Tabelle 3.1). Nach Zugabe des
Interaktionspartners, in diesem Falle verschiedene Oligonukleotide, wurde die Anderung des
Fluoreszenzsignals mit Hilfe der geratespezifischen Software Datamax aufgezeichnet. Es
folgten weitere Titrationsschritte, bis sich bei Zugabe weiterer Mengen von Oligonukleotiden
keine Signaldnderung mehr ergab. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Ky) wurden
die Messdaten mit Hilfe des Programms Grafit (Erithacus Software) unter Verwendung einer
quadratischen Gleichung ausgewertet (siehe Kapitel 7.2). Fir extrinsische Fluoreszenz-
messungen wurden fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide in Puffer vorgelegt und mit Peptid
titriert wie beschrieben. Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore und entsprechenden

Anregungs- bzw. Emisionswellenlangen sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Fluorophor Anregung (nm) Emission (nm)
Trp (intrinsisch) 290 340
CF 492 516
HEX 535 556
Cy3 551 565

Tabelle 3.1: Anregungs- und Emisionswellenlangen der verwendeten Fluorophore.

Die mathematische Auswertung der Gleichgewichtsmessungen ist in Kapitel 7.2 erlautert.
Hierbei ist zu bedenken, dass die verwendete quadratische Gleichung die Wechselwirkung

zweier Bindungspartner mit einer Stdchiometrie von 1:1 beschreibt. Da mit einem
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Oligonukleotidmolekll jedoch mehr als ein Peptidmolekll jeweils gleichzeitig interagieren
kann, handelt es sich im vorliegenden Fall um ein multiples Gleichgewicht. Eine eventuell
auftretende Kooperativitat der Bindung wird in der mathematischen Beschreibung des
Bindungsgleichgewichts nicht berlcksichtigt. Demzufolge liefert dieses einfache
Bindungsmodell lediglich Naherungswerte, die fur eine vergleichende Analyse der
experimentellen Daten jedoch ausreichend ist. In die Berechnung der Dissoziationskonstante
geht die Konzentration beider Bindungspartner ein. Folglich kdnnen daraus Rickschlisse
auf die Bindungsstochiometrie und demnach auch Aussagen Uber die Ladungsverhaltnisse
(Lv) in den Komplexen getroffen werden. Dies erlaubt eine vergleichende Analyse von
Komplexen aus unterschiedlich langen Oligonukleotiden und Peptiden mit ungleicher Anzahl
von Ladungen. Das Ladungsverhaltnis kann aus dem molaren Verhaltnis (mV) wie folgt
berechnet werden:

Lv = MV x pL/nL, wobei pL der Anzahl positiver Ladungen des Peptids und nL der Anzahl

negativer Ladungen des Oligonukleotids entspricht.

3.21.2 Dissoziations-Experimente

Zunachst wurde zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz die Basislinie im FluoroMax 3
Uber 5 min aufgezeichnet. Soweit nicht anders beschrieben, wurde als nachstes 30 nM des
HEX-markierten pseudoknots im gewlnschten Puffer vorgelegt und das maximale
Fluoreszenzsignal bestimmt; dieses wurde dann gleich 100% freies Oligonukleotid gesetzt.
Durch Zugabe des Peptids (die Konzentration variierte je nach gewlnschtem molaren
Verhaltnis, siehe jeweiliges Experiment im Ergebnisteil) erfolgte dann die Komplexbildung,
die an einem deutlich erniedrigten Fluoreszenzsignal erkennbar war. Dieses wurde dann
gleich 0% freies Oligonukleotid gesetzt. Die Dissoziation wurde dann durch die Zugabe von
Heparin (Endkonzentration = 15 U/ml) oder HIV1-RT (Endkonzentration = 60 nM) gestartet

und Uber einen Zeitraum von 60 min aufgezeichnet.

3.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Dynamische Lichtstreuung ist eine Messmethode zur GréRenbestimmung submikroner
Partikel, bei der primar die stochastische Bewegung der Teilchen (Diffusion) in Lésungen
bestimmt wird (zur Ubersicht siehe Brown 1993). In dieser Arbeit wurde ein DynaPro MS/X
der Firma Wyatt Technology eingesetzt. Die Probe wurde in einer auf 20 °C temperierten
Quarzkuvette (Fassungsvermdgen 12 pl) mit Laserlicht einer Wellenlange von 825 nm
durchstrahlt. Das durch die Partikel gestreute Licht wurde in einem Winkel von 90° relativ
zum eingestrahlten Licht detektiert. Die Messzeit betrug jeweils 5 s pro Messwert.

Mindestens 10 Messwerte wurden flir eine Messung zugrunde gelegt. Wahrend der
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Messung wurde unter anderem die Photonenzahlrate angezeigt, die Aufschluss Uber die
Intensitat der Streustrahlung gibt. Die geratespezifische Software DYNAMICS erlaubt eine
Analyse von mono- und bimodalen Proben mit verschiedenen Algorithmen. Bei der Analyse
von polydispersen Komplexsuspensionen wurde die integrierte Software DynalS verwendet,
die die erforderliche Prozessierung der Diffusionskoeffizientenverteilung ermdglichte. Fur die
Analysen wurden gleiche Volumina einer Lésung mit 5 yM MPGp oder MPGa und 500 nM
pseudoknot-RNA oder siRNA im jeweils angegebenen Puffersystem gemischt und direkt

vermessen.

3.2.3 EMSA-Experimente

Fir diese Versuche wurde entweder eine Cy3- oder eine radioaktiv-markierte pseudoknot-
RNA verwendet. Die markierte pseudoknot-RNA wurde in Wasser oder OptiMEM verdinnt
(Endkonzentration 30 nM) und mit unterschiedlichen Mengen an Peptid (Konzentrationen
siehe jeweiliges Experiment) zu gleichen Volumenanteilen gemischt. Nach ca. 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden jeweils 10 yl eines Ansatzes 1:1 mit nativem Ficoll-
Auftragspuffer (siehe Kapitel 2.7) gemischt und mittels analytischer nativer PAGE untersucht
(siehe Kapitel 3.1.5).

3.3 Zellkulturmethoden

Die humanen Zelllinien HeLa (DSMZ), HelLaTetOffLuc, HelaLuc 705, ECV304 und ECV-
GFP-Nuc wurden im Inkubator bei 37 °C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5
% CO2 in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsfliche von 75 cm? kultiviert. Die
verwendeten Medien und Antibiotika sind in Tabelle 2.1 aufgefuhrt. Alle Medien wurden mit
10 % FCS supplementiert. Alle zwei Monate wurden die Zellen mittels PCR-basiertem
Nachweis auf mogliche Mycoplasmenkontaminationen Uberprift. Dazu wurde der VenorGEM

Mycoplasmentest nach Herstellerangaben verwendet.

3.3.1  Kryokonservierung von Zellkulturzellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zunachst expandiert und dann in Medium mit 90 %
FCS und 10 % DMSO in 1 mi-Aliquots langsam Uber Nacht bei -80 °C eingefroren, um sie
danach in flissigem Stickstoff langfristig zu lagern. Um gleich bleibende Eigenschaften der
Zellen in den Experimenten zu garantieren, wurden die Zellen nach héchstens 20 Passagen

durch neuaufgetaute Zellen ersetzt.
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3.3.2 Auftauen der Zellen

In eine Zellkulturflasche wurden 12 ml auf 37° C vorgewarmtes Medium vorgelegt. Es wurde
ein 1ml-Aliquot (enthielt 1/5 Zellen der jeweiligen Zelllinie aus einer 75 cm? Zellkulturflasche)
der in flissigem Stickstoff (-196° C) gelagerten Zellen enthommen und durch Spilen mit dem
aufgewarmten Medium moglichst schnell aufgetaut und schrittweise in das vorbereitete
Medium Uberfihrt. AnschlieRend wurden die Zellen bei 1000 rpm fur 5 min pelettiert, in 13 ml

Medium resuspendiert und wie beschrieben im Brutschrank kultiviert.

3.3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl mit Trypanblau

Die Bestimmung der Lebendzellzahl einer Zellsuspension wurde mit Hilfe des Farbstoffes
Trypanblau (0,4 % (w/v) in 0,85 % NaCl, Invitrogen) und einer Neubauer-Zahlkammer
durchgefihrt. Dazu wurden 50 ul der Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau-Losung vermischt.
Tote Zellen lagern den Farbstoff im Gegensatz zu lebenden Zellen ein und erscheinen daher

im Durchlicht blau.

3.3.4 Bestimmung der relativen Lebendzellzahl mittels
Fluoreszeindiacetat

Fluoreszeindiacetat (FDA) ist ein nicht-fluoreszierender, unpolarer Stoff, der Zellmembranen
durchdringen kann und intrazellular durch unspezifische Esterasen zu Fluoreszein umgesetzt
wird. Fluoreszein emittiert nach Anregung mit Licht der Wellenldnge 488 nm Licht im Bereich
von 518 nm. Die Fluoreszenzintensitat ist hierbei proportional zur Lebendzellzahl und kann
daher zur Normierung der verschiedenen Proben untereinander verwendet werden. Die zu
testenden Zellen wurden in eine weil3e Mikrotiterplatte (Greiner) ausgebracht und fur die
gewunschte Zeit inkubiert. Im Fall von adharenten Zellen fand ein Waschschritt mit 200 pl
PBS mit Magnesium- und Calciumchlorid (PBS++, s. Kapitel 2.7) statt. Danach wurde die
Platte auf Eis gestellt und die Zellen mit 100 pl/well einer eiskalten FDA-L6sung (20 pM)
Uberschichtet. Die Inkubation auf Eis verhinderte ein Starten der Reaktion schon wahrend
des Pipettiervorganges. In einem Fluoroskan Ascent® FL (Thermo Labsystems) wurde die
relative Fluoreszenz in den einzelnen Vertiefungen in Intervallen von 1 min fir einen
Zeitraum von 10 bis 30 min bei Raumtemperatur gemessen. Zur Auswertung wurde die
Fluoreszenz gegen die Zeit aufgetragen und im anfanglich linearen Bereich die Steigung der
Geraden bestimmt. Nach einer von der Zellzahl abhangigen Zeit flachte der Anstieg des
Fluoreszenzsignals ab, vermutlich weil nicht mehr ausreichend Substrat zur Verfigung stand
oder eine Produkthemmung auftrat. Direkt im Anschluss an diese Messung konnte die FDA-

Lésung abgenommen und der Luziferaseaktivitatstest (Kapitel 3.3.7) durchgefihrt werden.
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3.3.5 Transfektion von Saugerzellen

Fir alle in dieser Arbeit durchgeflihrten Transfektionen von adharenten Zellen wurden die
Zellen wahrend der exponentiellen Wachstumsphase ca. 24 h vor der Transfektion in die
jeweiligen Kulturgefalte umgesetzt. Die Anzahl der Zellen pro Gefal ist jeweils in der

Beschreibung der einzelnen Experimente aufgefihrt.

3.3.5.1 Standardtransfektionsprotokoll fiir Lipofectamine™ 2000

Fur Transfektionen mit Lipofectamine™ 2000 (LF2000, Invitrogen) wurden sowohl die
entsprechenden Nukleinsauren, als auch LF2000 in OptiMEM (Serum-reduziertes Medium
fur Transfektionen von Invitrogen) verdinnt. Nach 5 minatiger Inkubation der LF2000-Lésung
wurden gleiche Volumina beider Lésungen gemischt. Die Endkonzentration von LF2000
betrug unabhangig von der Menge an Nukleinsaure 10 pg/ml. Nach einer Inkubationszeit von
20 min bei Raumtemperatur wurde das Transfektionsgemisch auf mit OptiMEM
gewaschenen Zellen gegeben und fur 3-5 h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss daran
wurde das Transfektionsgemisch von den Zellen abgenommen und durch Medium mit 10 %

FCS ersetzt. Die Zellen wurden dann fiir die gewlinschte Zeit weiter inkubiert.

3.3.5.2 Standardtransfektionsprotokoll fiir Peptide

Da in dieser Arbeit verschiedene Bedingungen fiir die Transfektionen mit Peptiden getestet
wurden, sind abweichende Angaben jeweils in den entsprechenden Methoden- oder
Ergebnisteilen aufgefihrt. Wenn nicht anders erwahnt, wurden die Komponenten fir eine
Transfektion einzeln in OptiMEM verdinnt und gleiche Volumina der Verdinnungen
zusammengegeben. Die Inkubationsszeit der beiden Komponenten (= Prainkubationszeit)
bei Raumtemperatur betrug ca. 1-2 min. Die zu transfizierenden Zellen wurden einmal mit
OptiIMEM gewaschen, mit dem Transfektionsgemisch Uberschichtet und fur 2-4 h im

Brutschrank inkubiert.

3.3.6 Aufbau und Durchfiihrung des SpleiBkorrektur-Reportersystems

In der vorliegenden Arbeit wurde das von Kang et al. beschriebene Spleilkorrektur-
Reportersystem verwendet (Kang et al. 1998). In diesem Reportersystem fungiert das 2’-O-
Methylphosphorothioat modifizierte RNA-Oligonukleotid ON705 als ein steric block-
Oligonukleotid, welches das korrekte spleiRen der Luziferase-mRNA bewirkt, was letztlich
die Expression einer aktiven Luziferase und damit schlieBlich eine Hochregulation der

Luziferaseaktivitat zur Folge hat. Das diesem Reportersystem zugrunde liegende Prinzip ist
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in Abbildung 3.1 dargestellt. Die Verwendung der Peptide im Spleil3korrektur-Reportersystem
erfolgte nach dem Standardprotokoll (siehe Kapitel 3.3.5).

Abbildung 3.1: Prinzip des SpleiRkorrektur-Reportersystems. Das Intron 2 der
B-Thalassamie-assoziierten humanen p-Globin pra-mRNA wurde mit einem T-zu-G
Basenaustausch an der Position 705 des Firefly-Luziferasegen mutiert. A Die so veranderte
Spleillstelle flhrt zu einer fehlerhaften Prozessierung der Luziferase-pra-mRNA und
schlieBlich inaktiven Luziferase. B Das 18 Nukleotide lange 2’-O-Methylphosphorothioat
modifizierte RNA-Oligonukleotid ON705 verhindert durch Maskierung der Spleil3stelle das
irregulare Spleillen, was zu korrekt gespleiRter mRNA und damit zu einem funktionell
aktivem Luziferaseprotein fuhrt.

3.3.7 Standardluziferasetest

Zunachst wurde die relative Zellzahl mit Hilfe von Fluoreszeindiacetat (FDA) in lebenden
Zellen bestimmt (s. Kapitel 3.3.4). Die FDA-L6sung wurde abgenommen und 70 pl des auf
Raumtemperatur equilibrierten Luziferasepuffers LP3 wurde in die Vertiefungen gegeben.
Neben den in Tabelle 3.2 aufgefihrten Komponenten enthielt LP3 1,5 % Triton-X-100, um
die Zellen innerhalb von 1 bis 2 min zu lysieren. Unmittelbar nach Zugabe von LP3 wurde die
Luziferasemessung im Lumineszenz-Lesegerat (Fluoroskan Ascent FL) gestartet, wobei die
Platte zunachst im Geréat fir 5 s geschiuttelt wurde, um eine vollstandige Durchmischung des
Zelllysats in dem Puffer zu erreichen. Die aus den Zellen freigesetzte Luziferase katalysiert

die Umsetzung des im Puffer enthaltenen D-Luziferins zu Oxoluziferin unter Freisetzung von
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Lumineszenz. Die gemessenen relativen Lichteinheiten (RLU) geben die Lichtausbeute pro

Zeiteinheit an, die sich proportional zur Enzymaktivitat verhalt.

Komponente Endkonzentration
Tricin pH 7,8 28 mM

MgSQO4 15 mM

EDTA 0,2 mM

ATP 0,5 mM
Coenzym A 0,25 mM
Dithiothreitol 33 mM
D-Luziferin 0,25 mM
Glyzerin 5 % (vIv)
Triton-X-100 1,5 % (vIv)

Tabelle 3.2: Standardluziferasepuffer LP3.

3.3.8 Normierung der Luziferaseaktivitat mit Hilfe der relativen
Lebendzellzahl

Nach einer Transfektion von Luziferase exprimierenden Zellen wurde gemal Kapitel 3.3.4
und 3.3.7 die relative Lebendzellzahl (in RFU) bzw. die relative Luziferaseaktivitat (RLU)
bestimmt. Um Variationen in der Zelldichte innerhalb einer 96-well-Platte auszugleichen und
auch das Ausmal} des durch die Transfektion der Zellen verursachten Zelltods zu erfassen,
fand eine Normierung der Lumineszenzdaten mit Hilfe der relativen Lebendzellzahl statt.
Dazu wurden die RLU durch die RFU dividiert und mit dem maximalen RFU-Wert der

Zellkontrolle multipliziert.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Analyse der intrazellularen Verteilung von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden nach
deren Transfektion in Saugerzellen wurden fluoreszenzmikroskopische Methoden eingesetzt.
Es wurden dazu verschiedene Protokolle sowohl fur die Transfektion (vgl. Grundprotokoll in
diesem Abschnitt sowie das Standardtransfektionsprotokoll fir Peptide, Kapitel 3.3.5.2) als
auch fur die Praparation der Zellen angewandt, auf die im jeweiligen Ergebnisteil

hingewiesen wird.
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3.41 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Das in dieser Arbeit eingesetzte konfokale Laser-Scanning-Mikroskop war ein inverses
LSM510 Meta von Zeiss, die verwendeten Wellenlangen der Laser waren 364 nm, 488 nm
bzw. 543 nm. Zusatzlich konnten die Zellen in weillem Licht durch einen differenziellen
Interferenzkontrast aus der gleichen optischen Ebene wie die Fluoreszenzbilder abgebildet
werden. Die verwendeten Objektive waren C-Apo40/1,2W bzw. C-Apo63/1,2W. Mit Hilfe der
Zeiss-Software LSM510 (Version 3.2SP2) wurde fir jedes Praparat ein optimaler
Durchmesser des pinhole eingestellt und die Daten verarbeitet. Mit dieser Technik kdnnen im
Allgemeinen optische Schnitte mit einer Dicke von ca. 1 pm von einem Praparat erzeugt
werden. Dabei limitiert die verwendete Wellenldange, wie auch bei der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie das Aufldsungsvermdgen, welches in XY-Richtung etwa der Halfte

der eingesetzten Wellenlange entspricht, in Z-Richtung jedoch etwa um Faktor 3 geringer ist.

3.42 Semi-Konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie

Das in dieser Arbeit verwendete semi-konfokale Fluoreszenz-Mikroskop war ein inverses
Zeiss Axiovert 200M, ausgeristet mit einem Zeiss ApoTome. Die Beleuchtung erfolgte tber
eine HBO 100 Beleuchtungseinrichtung mit Osram HBO 103W/2 Quecksilberdampflampe.
An Objektiven standen zur Verfligung ein "A-Plan" 10x/0,25 Ph1, ein LD "A-Plan" 40x/0,50
Ph2 (LD = Long Distance ) Objektiv flr groflen Arbeitsabstand, ein EC "Plan-Neofluar"
40x/0,75 M27 ( EC= Enhanced Contrast ) mit Streulichtminimierung und Optimierung fir
Fluoreszenzmikroskopie und ein  "Plan-Apochromat" 63x/1,40 Oil M27 OI-
Immersionsobjektiv. Die Aufnahme und Digitalisierung der Bilder erfolgte mittels einer
Axiocam MRm-Kamera (CCD Basisauflésung: 1388 x 1040 = 1,4 Megapixel, spektrale
Empfindlichkeit: ca. 350 nm - 1000 nm). An Filtern flr Fluoreszenzaufnahmen standen
folgende Filtersatze zur Verfigung: Filter Zeiss Nr. 38HE (Anregung: BP 470/40 (HE),
Strahlenteiler: FT 495 (HE), Emission: BP 525/50 (HE), als GFP-Kanal bezeichnet), Filter
Zeiss Nr. 43HE (Anregung: BP 550/25 (HE), Strahlenteiler: FT 570 (HE), Emission: BP
605/70 (HE), als Cy3-Kanal bezeichnet) und Filter Zeiss Nr. 49 (Anregung: G 365,
Strahlenteiler: FT 395, Emission: BP 445/50, als DAPI-Kanal bezeichnet). Die Steuerung und
zum grolten Teil auch die Bildbearbeitung erfolgte mittels der Software Zeiss AxioVision
(Rel. 4.5). Fur die quantitative Auswertung der Kolokalisation und der Erstellung der
Fluoreszenzintensitatsprofile wurde das Programm ImagedJ verwendet

(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).
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3421 Das technische Prinzip der ApoTome Aufnahmen

Die ApoTome-Technologie der Firma Zeiss verbessert das Signal-Rausch-Verhaltnis und die
Auflésung. Mit dieser Technologie kdnnen so genannte Stapelaufnahmen, also Aufnahmen
von mehren Fokusebenen der Zelle erstellt werden. Das ApoTome besteht aus einem
Einschub in den Strahlengang des Mikroskops und einer Kontrolleinheit. Mittels des
Einschubs werden zwei Glasplatten in den Strahlengang eingebracht. Auf die Glasplatten ist
eine metallische Gitterstruktur aufgedampft. Durch den Strahlengang des Anregungslichtes
wird diese Gitterstruktur in die Fokusebene des Praparats projiziert. Durch Kippbewegungen
der zweiten Glasplatte wird das Gitter in der Fokusebene verschoben.

Das technische Prinzip, das man sich bei ApoTome-Aufnahmen zunutze macht, wird
Gitterprojektion oder strukturierte Beleuchtung genannt (Bauch et al. 2006). Dabei wird die
Gitterstruktur in die Fokusebene projiziert und seitwarts in drei Schritten bewegt. An jeder der
drei Positionen wird eine Aufnahme mit einer CCD-Kamera gemacht. Diese drei Rohbilder
werden zu einer Aufnahme verrechnet. Das Bild stellt einen so genannten optischen Schnitt
dar. Bei Aufnahmen ohne Gitterprojektion strahlen Bereiche, die oberhalb und unterhalb der
Fokusebene liegen, in die Fokusebene und erzeugen Uberlagerungen. Bei Aufnahmen mit
ApoTome kdnnen diese Bildanteile mittels eines Algorithmus ermittelt und aus der Aufnahme

entfernt werden.

3.4.3 Herstellung von Praparaten fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Wenn nicht anders erwahnt, wurden exponentiell wachsende Zellen 24 h vor der
Transfektion auf verschiedene Tragermaterialien ausgebracht, so dass sie zum Zeitpunkt der
Transfektion eine Konfluenz von ca. 70 % aufwiesen. Die verschiedenen Tragermaterialien
und entsprechend eingesetzten Zellzahlen und Transfektionsvolumina sind in Tabelle 3.3
aufgelistet. Als Tragermaterialien wurden teflonbeschichtete Objekttrager (Science Services,
Munchen) oder Deckglaser mit darauf befestigter Inkubationskammer (chambered
coverglasses, CCG, Nunc) eingesetzt. Je nach gewlnschter Anwendung boten die
teflonbeschichteten Objekttrager die Moglichkeit, viele verschiedene Bedingungen bei
moglichst geringem Materialaufwand zu testen, da diese Beschichtung 6 kreisrunde
Aussparungen von 8 mm Durchmesser aufweisen, in die 50 ul in Tropfenform aufgetragen
werden konnen.

Das zunachst angewendete Grundprotokoll zur Transfektion von Zellen mit
Peptid/Oligonukleotid-Komplexen  umfasste  folgende Arbeitsschritte:  Peptid und
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide wurden separat in serumfreiem Medium verdinnt und
gleiche Volumenanteile beider Komponenten gemischt. Nach einer ca. 1 mindtigen

Prainkubationszeit der Komplexe bei Raumtemperatur wurde das Transfektionsgemisch auf
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die zuvor mit OptiMEM gewaschenen Zellen gegeben (Transfektionsvolumina in Tabelle
3.3). Nach 1 bis 4 h Inkubation der Zellen mit den Komplexen bei 37 °C, wurde das
Transfektionsgemisch abgenommen und die Zellen dreimal mit OptiMEM gewaschen.
Abweichungen von diesem Grundprotokoll sind im Ergebnisteil beschrieben. Nach der
Transfektion wurden mit Ausnahme der ECV-GFP-Nuc-Zellen die Zellkerne mit Hoechst-
33342 gefarbt (Kapitel 3.4.3.3) und erneut mit PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die
Zellen in der Regel lebend im Semi-konfokalen Mikroskop oder Laser-Scanning-Mikroskop
betrachtet. Fur eine langer andauernde Betrachtung wurde HEPES-Puffer (pH 7.0)
hinzugefiigt, um eine Absenkung des pH-Wertes des Bicarbonat-gepufferten OptiMEM zu
verhindern. Eine Ausnahme von dieser Vorgehensweise stellen Versuche dar, bei denen
einer Anfarbung des Zytoskeletts mit Rhodamin-Phalloidin erfolgte, da dies eine Fixierung

der Zellen erforderte. In diesem Fall wurden die Zellen auf teflonbeschichteten Objekttragern

ausgebracht.
Format Zellzahl U ERI e Tragermaterial
volumen
teflonbeschichteter
96-well 5x10° 50 pl Objekttrager mit 6
Aussparungen
g-well 1.8 x 10 400 yl Deckglas _mlt befestigter
Inkubationskammer

Tabelle 3.3: Versuchsbedingungen fiir die Transfektion in verschiedenen Formaten
und anschlieBende Fluoreszenzmikroskopie.

3431 Farbung des Aktin-Zytoskeletts mittels Phalloidin-Rhodamin

Fiir dieses Experiment wurden 2,5 x 10 Zellen in 50 pl auf teflonbeschichtete Objekttrager
(Science Services) ausgebracht. Nach 24 h wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und anschlieBend fir 20 min mit Transfektions-Mischungen (Zusammensetzung: siehe
jeweiliges Experiment) inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Zellen fixiert (siehe Kapitel
3.4.3.2). Nach Permeabilisierung (0,1% Triton-X-100 in PBS++ fir 3 Minuten) folgte eine
Inkubation mit 50 pl einer Rhodamin-Phalloidin-Lésung (1 mg/ml) fir 30 min bei
Raumtemperatur im Dunklen. Abschlielend wurden die Zellen eingebettet, in dem ein

Tropfen Mowiol auf das Praparat gegeben und ein Deckglas aufgelegt wurde.

3.4.3.2 Fixierung von Zellen

Zur Fixierung der Zellen wurden diese entweder mit 3,7 % (w/v) Formaldehyd in PBS

(Stockldsung: 37 %ige (w/v) Formaldehydldsung stabilisiert mit 10 % (v/v) Methanol) oder mit
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frisch gelostem 3,7 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS fur 10-15 min bei Raumtemperatur
Uberschichtet. Um Formaldehydreste zu entfernen wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und konnten dann fur die Kernfarbung, Aktin-Farbung und schliel3lich Einbettung

verwendet werden.

3.43.3 Kernfarbung

Mit PBS gewaschene, fixierte oder lebende Zellen wurden mit einer Ldsung von
Hoechst-33342 (12 ug/ml, Sigma) in PBS fir 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff kann durch die Zellmembran in die Zelle eindringen und interkaliert in
doppelstrangige DNA. Die Interkalation induziert eine Fluoreszenz (Anregung: 355 nm,
Emmision: 465 nm), welche die Zellkerne im Fluoreszenzmikroskop deutlich sichtbar macht.
Die Kernfarbung ist zur Analyse der Lokalisation eines transfizierten Oligonukleotids in der

Zelle wichtig.

3.44 Heparinbehandlung von Zellen

Um vor fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen den Grofdteil der extrazellular an die
Zelle gebundenen CPP/Kargo-Komplexe zu entfernen, wurde im Anschluss an die
Transfektion eine Behandlung der Zellen mit Heparin durchgefihrt. Dieses durch
Sulfatgruppen stark negativ-geladene Glykosaminoglykan kompetitiert zum einen mit der
siRNA um die Bindungsstellen am CPP, zum anderen mit negativ-geladenen Molekllen auf
der Zelloberflache und minimiert auf diese Weise die Adsorption von nicht internalisierten
Komplexen an der Zelle, wie in dieser Arbeit eindrucksvoll nachgewiesen werden konnte. 4 h
nach der Transfektion wurden die Komplexe (LF2000 oder Peptid mit siRNA) abgenommen,
und die Zellen 1 mal mit OptiMEM gewaschen. Im CCG-8-well-Format wurden die Zellen mit
400 ul OptiMEM Uberschichtet, das 15 U/ml Heparin enthielt und 3 x 20 min bei 37 °C
inkubiert. Anschlielend wurde die Heparinlésung gegen OptiMEM mit 50 mM HEPES (pH
7,2, Invitrogen) ausgetauscht. Um den Effekt der Heparinbehandlung beurteilen zu kdnnen,

wurden auf gleiche Weise transfizierte Zellen betrachtet, ohne das Heparin zuzugeben.

3.5 Computer-basierte Analyse von Peptidsequenzen

Die Computer-basierte Analyse von Peptidsequenzen wurde mit Hilfe des Programms CLC
Free Workbench (Version 2.5.2) durchgefiuhrt. Programm und Handbuch kénnen unter der
folgenden Internetadresse gefunden werden: http://wwweclcbio.com. Die Analysen wurden
mittels der Funktion Create alignment durchgefiihrt, wobei den Anweisungen des

Programms gefolgt wurde.
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Kapitel 4 Ergebnisse

4.1 Modifikation der hydrophoben Domane: Test neuer CPP-
Kandidaten

Basierend auf dem in der Einleitung beschriebenen ,Montpellier-Modell* (siehe Kapitel 1.3.4
und Abbildung 1.6) war davon auszugehen, dass die Transfektionseigenschaften der MPG-
Peptide mit der hydrophoben Domane verknUpft sind. Da das Fusionspeptidsegment des
gp41 ursprunglich willkirlich als hydrophobe Doméne selektiert wurde, sollte nun in der
vorliegenden Arbeit ein systematischer Austausch der hydrophoben Doméane gegen
Sequenzen von Fusionspeptidsegmenten anderer Viren durchgefihrt und die
Transfektionseigenschaften dieser neuen MPG-Varianten mittels Fluoreszenzmikroskopie

sowie Zellkultur-basierter Reportersysteme untersucht werden.

41.1 Planung und Entwurf der Sequenzen der CPP-Kandidaten

Die Modifikation der MPG-Peptide erfolgte durch Veranderung der Sequenz des
hydrophoben Bereichs. Fiir gezielte Modifikationen, d.h. fir einen rationalen Ansatz wie den
Austausch einzelner Aminosauren, fehlten zu Beginn dieser Arbeit notwendige Kenntnisse
Uber Bedeutung und Funktion der einzelnen Aminosauren der hydrophoben Doméane. Ein
random approach (willkirlicher Ansatz), bei dem ein Austausch einzelner Aminosauren an
jeder Position des hydrophoben Bereichs gegen a) andere hydrophobe Aminosauren oder b)
willkirlich gegen alle anderen 19 Aminosauren vorgenommen wirde, war aufgrund der
immensen Anzahl an zu synthetisierenden Peptide nicht durchfiihrbar. Deshalb wurde ein
anderer Weg basierend auf folgenden Uberlegungen gewahlt: Der hydrophobe Bereich des
MPGp entspricht dem Fusionspeptidsegment des gp41-Proteins von HIV1 (siehe Kapitel
1.3.4). Tauscht man nun die hydrophobe Domane gegen die Sequenzen anderer viraler
Fusionspeptide aus, so kdnnten neue zellpenetrierende Peptide entstehen. Die wichtigsten
Charakteristika der so entworfenen Peptide, im folgenden als CPP-Kandidaten bezeichnet,

sind in Tabelle 4.1 zusammengestellt.
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Bezeichnung

Sequenz, Herkunft &
Referenzen

Position des
Fusionspeptid

Fusion
bei pH

Lange
(AS)

fpEbola-NLS

AIGLAWIPYFGWSQPKKKRKV

Ebola, Filoviridae
(Adam et al. 2004; Schornberg et
al. 2006)

N-terminal

<6

21

foRSV-NLS

FLGFLLGVGSAIASGVAWSQPKKKRKYV

Respiratory Syncytical Virus
Paramyxoviren (Ruiz-Arguello et
al. 2004; Skehel et al. 2001)

N-terminal

27

sfp

KKKWLVLVLVLPGVLVLVLVKKK

Synthetisches fusogenes Peptid
(Hofmann et al. 2004)

23

fpMVi-NLS

YTEILSLFGPSLRWSQPKKKRKV

Masernvirus
Paramyxoviren (Doyle et al. 2006;
Lamb et al. 2006)

intern

23

foMVn-NLS

FAGVVLAGAALGWSQPKKKRKV

Masernvirus
Paramyxoviren (Hsu et al. 1995)

N-terminal

22

fpSV-NLS

FFGAVIGTIALGVATSAWSQPKKKRKV

Sendai Virus
Paramyxoviren (Rapaport et al.
1994; Skehel et al. 2001)

N-terminal

27

fpHIV-NLS-
folVHA

GALFLAFLAAALSLMGLPGKKKRKVPGRGLFGAIAGFI

HIV/Influenza Virus Konstrukt
Retro-/Orthomyxoviren

N-terminal

7/5-6

38

foBLV-NLS

SPVAALTLGLALWSQPKKKRKV

Bovine Leukemia Virus
Retroviridae — Deltaretrovirus
(Voneche et al. 1992)

N-terminal

22

fpIVHA-NLS

RGLFGAIAGFIWSQPKKKRKV

Influenza Virus HA
Orthomyxoviridae (Lague et al.
2005; Skehel et al. 2001)

N-terminal

21

fpFertilina-NLS

KLICTGISSIPPIRALFAAIQIPWSQPKKKRKYV

Fertilin o
Guinea Pig (Cho et al. 2000;
Wolfe et al. 1999)

N-terminal

33

Tabelle 4.1:

Ubersicht

tiber Herkunft

und Eigenschaften der

verwendeten

Fusionspeptide der CPP-Kandidaten. Verwendeter Farbcode: Fusionspeptidsequenz,
linker-Sequenz, Sequenz der SV40 large T NLS.
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41.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der CPP-Kandidaten

Die in Kapitel 4.1.1 beschriebenen CPP-Kandidaten wurden nun auf ihre Funktionalitat
geprift, indem eine durch sie vermittelte Aufnahme fluoreszenz-markierter siRNA qualitativ
bestimmt wurde. Dazu wurden als erster Schritt fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
von Zellen, die mit einem Gemisch aus jeweils einem CPP-Kandidaten und fluoreszenz-
markierter siRNA inkubiert worden waren, durchgefuhrt. Neben den modifizierten Peptiden

wurde auch eine Transfektion mit MPGa als Referenz vorgenommen.

Abbildung 4.1: Mikroskopische Analyse der zelluliren Aufnahme von siRNA in
lebenden Zellen durch CPP-Kandidaten. ECV-GFP-Nuc-Zellen wurden mit 12,5 uM Peptid
(im Fall von MPGa 2.5 yM) und 10 nM Cy3-siLam fir 4 h inkubiert. Gezeigt sind
exemplarische Bilder fur Zellkontrolle und die einzelnen CPPs. Das Fluoreszenz-Signal
wurde nach Integration auf das Signal von MPGa (= 100%) normiert.

In Abbildung 4.1 sind die Ergebnisse in Form von Mikroskopiebildern dargestellt. Im Falle der
Peptide MPGa, fpRSV-NLS, sfp, fpSV-NLS, fpBLV-NLS, fplVHA-NLS und fpFertilino-NLS
konnte eine siRNA-Aufnahme beobachtet werden, hingegen nicht fir die Peptide fpEbola-
NLS, fpMVi-NLS, fpMVn-NLS und fpHIV-NLS-fpIVHA. Die entsprechende Cy3-Fluoreszenz
wurde integriert und um einen der Belichtungszeit entsprechenden Faktor korrigiert, so dass
eine Abschatzung der Aufnahmeeffizienz gemacht werden konnte. Es ergab sich folgende
Reihenfolge: MPGa > fpRSV-NLS = fpFertilina-NLS >> sfp > fpSV-NLS = fpBLV-NLS =
fpIVHA-NLS. Die gemessenen Werte wurden auf den MPGo-Wert normiert und sind in

Prozent von diesem angegeben.
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41.3 Test der CPP-Kandidaten mittels Zellkultur-basierter
Reportersysteme

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen im vorangegangenen Abschnitt hatten
gezeigt, dass ein Teil der CPP-Kandidaten den Import eines Nukleinsdure-Kargos vermittelt.
Im nachsten Schritt sollte nun Uberprift werden, ob das Kargo in den Fallen eines erfolgten
Imports auch funktional an seinem Wirkort vorlag. Dies wurde mit Hilfe eines RNAi-basierten

und eines SpleilRkorrektur-basierten Reportersystems in Zellkultur Gberpruft.
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Abbildung 4.2: Test der CPP-Kandidaten im RNAi-basierten Reportersystem. HTOL10
Zellen wurden mit 4,2 yM MPGa bzw. 10 uM CPP-Kandidat und 10 nM siR206 transfiziert.
Die Luziferaseaktivitat wurde 24 h nach Transfektion gemessen, auf die Zellviabilitat normiert
und wird in % von der jeweiligen siINV-Kontrolle angegeben.

Das Ergebnis des RNAI-Tests ist in Abbildung 4.2 zusammengefasst. Keiner der getesteten
CPP-Kandidaten konnte einen signifikanten RNAIi-Effekt vermitteln. Auch nicht der Einsatz
von niedrigeren oder hdheren Konzentrationen der CPP-Kandidaten (bis zu 100 yM) konnte

einen Effekt vermitteln.
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Abbildung 4.3: SpleiBkorrektur nach Peptid-vermittelter Transfektion von ON705 in
HelLa Luc/705 Zellen. HelLa Luc/705 Zellen wurden mit 2,5 yM MPGo und 278 nM ON705
oder 12.5 yM CPP-Kandidat und 347 nM ON705 transfiziert. In Parallelexperimenten wurden
die Zellen zusatzlich nach der Transfektion mit 100 uM Chloroquin (CQ) inkubiert. Die
Luziferaseaktivitat wurde 24 h nach Transfektion gemessen, auf die Zellviabilitdt normiert
und wird im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen als Faktor der Hochregulation
angegeben.

Im zweiten Testsystem, dem SpleilRkorrektur-Reportersystem, ergab die fpRSV-NLS-
vermittelte Transfektion von ON705 eine Hochregulation der Luziferaseaktivitat um den
Faktor 7 (siehe Abbildung 4.3). Damit war dieses Peptid in seiner Effizienz zwar um eine
ganze Groflenordnung schlechter als MPGa, doch der Effekt hob sich deutlich vom
Hintergrund ab. Fir drei weitere Peptide — sfp, fpHIV-NLS-fpIVHA und fpFertilina-NLS —
ergaben sich in Einzelmessungen Werte Uber dem Hintergrund. Insgesamt konnte aber fur
keines dieser Peptide eine verlassliche Hochregulation reproduziert werden. Eine Variation
der Peptidkonzentration zwischen 0,1 und 100 pM konnte den biologischen Effekt der

getesteten Peptide nicht verbessern.
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4.2 Bestimmung des Aufnahmeweges der MPG/Nukleinsaure-

Komplexe mittels Fluoreszenzmikroskopie

Durch  einen  Austausch  der hydrophoben Domane des MPGa gegen
Fusionspeptidsegmente konnte mit dem Peptid fpRSV-NLS ein neues, funktionales CPP
entworfen werden. Es stellte sich jedoch die Frage, weshalb der Austausch gegen die
anderen Fusionspeptidsegmente keine funktionalen CPPs ergeben hatte. Aulerdem konnte
in  fluoreszenzmikroskopischen = Aufnahmen  eine  punktuelle  Verteilung des
Fluoreszenzsignals beobachtet werden, was allgemein als eine vesikulare Verteilung des
Kargos interpretiert wird und auf eine endozytotische Aufnahme der MPGo/Nukleinsdure-
Komplexe hindeutete. Dies steht im Widerspruch zum ,Montpellier-Modell“ (siehe Abbildung
1.6). Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie sollte daher die MPGa-vermittelte Aufnahme von
oligomeren Nukleinsauren untersucht und die zellulare Lokalisation der MPGa/Nukleinsdure-
Komplexe bestimmt werden. Von den Ergebnissen wurde erwartet, dass sie auf eine direkte
Penetration der Komplexe hinweisen und so das ,Montpellier-Modell“ belegen, oder es in

Form eines Nachweises einer endozytotischen Aufnahme widerlegen.

421 Effekt der MPG-Peptide auf das Aktin-Zytoskelett

Die oben vorgestellten Ergebnisse der CPP-Kandidaten-Tests deuteten auf eine
endozytotische Aufnahme hin. Um nun zusatzlich zu der vesikuldren Verteilung des
Fluoreszenzsignals (siehe Abbildung 4.1) einen weiteren Hinweis auf eine endozytotische
Aufnahme der Komplexe zu erhalten, wurde die Wirkung der MPG-Peptide auf das Aktin-
Zytoskelett der Zellen untersucht.

Wie von Gerbal-Chaloin et al. und weiteren Arbeitsgruppen gezeigt, besteht fir CPPs eine
Korrelation zwischen der Transfektionseffizienz und der Fahigkeit zur Stimulation der
Makropinozytose (Gerbal-Chaloin et al. 2007, zur Ubersicht siehe Jones 2007). Letzteres
zeigt sich  durch eine erhdhte Aktivitat von Rho-GTPasen und - was
fluoreszenzmikroskopisch erkennbar ist — in der Ausbildung von Lamellipodia; lamellenartige
Ausstllpungen der Zelle (Abbildung 1.5). Erkennbar werden diese durch eine Farbung des
Aktin-Zytoskeletts mittels Rhodamin-markiertem Phalloidin, ein Pilzgift das sich an die
Aktinfasern anlagert und deren Depolymerisation inhibiert.

Daher wurde auch in dieser Arbeit die Stimulation der Makropinozytose als Indikator fur
diesen Aufnahmeweg sowie fur eine hohe Transfektionseffizienz von Peptid/Nukleinsaure-

Komplexe untersucht.
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Abbildung 4.4 zeigt die Ergebnisse einer Phalloidin-Farbung nach Inkubation mit dem
kationischen Transfektionsreagenzien LF2000 und den Peptiden MPGa und MPGp. Neben
der Zellkontrolle (A) ist auch eine Kontrolle mit einem DNA-primer allein gezeigt (B), in der
bei einzelnen Zellen Filopodien erkennbar waren. Zellen, die mit einer LF2000/primer-
Mischungen inkubiert wurden (C), zeigten eine starkere Ausbildung von Filopodien, die bei
den MPG-Peptiden schwacher ausfiel. Im Vergleich untereinander war die Ausbildung im
Falle von MPGa. (D-F) etwas schwacher als bei MPGp (G-I).

Zusammenfassend betrachtet, weisen die Ergebnisse flir das kationische Lipid LF2000 und

die MPG-Peptide auf eine makropinozytotische Aufnahme der Komplexe hin.

Abbildung 4.4: Phalloidin-Farbung des Aktin-Zytoskeletts in fixierten HeLa-Zellen nach
Inkubation mit LF2000, MPGa oder MPGB. Hela-Zellen wurden 24 h zuvor auf
teflonbeschichtete Objekttrager ausgebracht. Anschlielend erfolgte fir 20 min eine
Inkubation mit LF2000, MPGa. oder MPGB und einem 18mer DNA-primer. Fixierung und
Phalloidin-Farbung erfolgten wie in Kapitel 3.4.3.1-2 beschrieben. Die Analyse erfolgte im
Axioskop 2. Gezeigt sind Aufnahmen durch einen Rotffilter (Cy3). Im Einzelnen erfolgte die
Inkubation mit: A OptiMEM (Zellkontrolle); B DNA-primer allein; C LF2000 + DNA-primer; D-
F 10 yM MPGa + DNA-primer; G-1 10 uM MPGp + DNA-primer.
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422 Bestimmung der intrazellularen Lokalisation markierter
Nukleinsaurekargos mittels Fluoreszenzmikroskopie

Der Verdacht auf eine endozytotische Aufnahme der MPG/Nukleinsdure-Komplexe aufgrund
der punktuellen Verteilung des Fluoreszenzsignals wurde durch die Beobachtung gestutzt,
dass bei niedrigen Temperaturen (4 °C) keine Aufnahme von siRNA im

Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden konnte (siehe Abbildung 4.5).

Abbildung 4.5: Temperatur-Abhangigkeit der MPGa vermittelten siRNA-Aufnahme.
Mikroskopische Analyse der zellularen Aufnahme von siRNA in ECV304 Zellen. Die Zellen
wurden fir 4 h mit 2 yM MPGa und 10 nM 5’-Alexa488-siLamin (grine Fluoreszenz) bei 4 °C
(A) oder 37 °C (B) inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Kernfarbung mit HOECHST 33342
(blaue Fluoreszenz).

Um einen direkten Nachweis einer endozytotischen Aufnahme zu erhalten, sollte die
intrazellulare Lokalisation der aufgenommenen Komplexe mittels Kolokalisationsstudien
bestimmt werden. Hierzu wurden Fluoreszenzmarker fir verschiedene zellulare
Kompartimente (Nukleus, Makropinosomen, Lysosomen und Golgi-Apparat) eingesetzt. Auf
eine Fixierung der Zellen wurde zur Vermeidung von Artefakten verzichtet. Die Ergebnisse

dieser Studien werden nachfolgend vorgestellt.

4.2.21 Kolokalisationsstudien mit fluoreszenzmarkierten Nukleinsaure-
Kargos und nuklearen Markern

Der Theorie nach sollte die in der Peptidsequenz der MPG-Peptide enthaltene NLS den
Transport der Komplexe in den Zellkern vermitteln. Dies wurde experimentell Gberprift. Die
fur diese Versuche verwendeten ECV-GFP-Nuc-Zellen exprimieren stabil ein green
fluorescence protein (GFP). Aufgrund eines NLS-Motivs ist dies im Kern lokalisiert und
macht diesen im GFP-Filter sichtbar. Dies ersparte eine Kernfarbung und erméglicht den

parallelen Einsatz von blau und rot fluoreszierenden Agenzien. Die Nukleoli erscheinen stets
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intensiver angefarbt. Da es sich um polyklonale Zellen handelte, wurde das GFP-NLS in den
einzelnen Zellen unterschiedlich stark exprimiert, was sich in unterschiedlich intensiver
Fluoreszenz der Kerne zeigte.

In Abbildung 4.6 sind die Ergebnisse einer Transfektion von ECV-GFP-Nuc-Zellen mit Cy3-
siLam und verschiedenen Peptiden der MPG-Familie dargestellt. Sie zeigt eine Transfektion
mit MPGa, MPG, MPGa-mNLS und mit gp41min-NLS, einer MPG-Variante mit verkurztem
hydrophoben Sequenzabschnitt. Die Peptide wurden im Detail in Kapitel 1.3.4 vorgestellt.

Abbildung 4.6: Semi-Konfokale Ubersichtsaufnahmen von lebenden ECV-GFP-Nuc-
Zellen nach Transfektion mit Peptiden der MPG-Familie und Cy3-siLam. ECV-GFP-Nuc-
Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in chambered coverglasses ausgebracht. Die
Transfektion mit 5 pM MPG-Peptid und 10 nM 5-Cy3-siLam erfolgte nach dem
Standardprotokoll flr Peptide (Kapitel 3.3). Nach 4 h wurden die Zellen mit OptiMEM
gewaschen und mit Heparin behandelt (Kap. 3.4.4). Die lebenden Zellen wurden mit Hilfe
des semi-konfokalen Mikroskops Axiovert 200M analysiert (obere Reihe: 63er Obijektiv,
untere Reihe: 42er Objektiv). Gezeigt ist eine Uberlagerung der Cy3-Fluoreszenz (siRNA)
mit der GFP-Fluoreszenz (Kern).

Gezeigt ist hier eine Uberlagerung des Cy3-Kanals (rote Fluoreszenz, siRNA) mit dem GFP-
Kanal (grine Fluoreszenz, Kern). Es zeigten sich fir alle Peptide die folgenden
Gemeinsamkeiten: 1) Vermittlung der zellularen Aufnahme von Cy3-siLam, 2) Punktuelle

Verteilung des Fluoreszenzsignals, und 3) Keine Lokalisation des Kargos im Nukleus.
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Letztere ware im Falle von MPGa, MPGp und gp41min-NLS aufgrund ihres NLS-Motivs zu
erwarten gewesen. Dieses Motiv hatte der Theorie nach einen Import der Komplexe in den
Kern vermitteln sollen, wie von Simeoni et al. experimentell gezeigt wurde (Simeoni et al.
2003). In den fluoreszenzmikrokopischen Aufnahmen war jedoch kein Unterschied zwischen
den Peptiden mit intakter und mutierter NLS festzustellen. Tendenziell konnte anhand der
Anzahl der Partikel und der Starke des Fluoreszenzsignals darauf geschlossen werden, dass
im Fall von MPGa und MPGa-mNLS etwas mehr siRNA aufgenommen wurde als im Fall von
MPGp und dort wiederum mehr als bei Verwendung von gp41min-NLS.

Einer Studie von Berezhna et al. zufolge kann die Lokalisation einer siRNA von ihrem Zielort
abhangen (Berezhna et al. 2006). Die Arbeitsgruppe verwendete die siRNA si7SK, deren
Zielort der Kern ist, und konnte eine deutliche Akkumulation dieser siRNA im Kern von Huh-
7- und CHO-Zellen nach LF2000-vermittelter Transfektion nachweisen. Zudem wurden
unterschiedliche Lokalisationen fur den sense- und den antisense-Strang beobachtet. Daher
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Lokalisation des Fluoreszenzsignals im Fall einer
Transfektion mit MPGa vom Zielort und der Markierung der siRNA (Fluorophor am sense-
oder antisense-Strang) abhangt bzw. ob eine Kernlokalisation zu beobachten ist oder nicht.
Wie bei Berezhna et al. beschrieben, wurden als Positiv-Kontrollen zusatzlich Transfektionen
mit LF2000 durchgefuhrt.

In Abbildung 4.7 sind im oberen Teil ECV304-Zellen nach LF2000-vermittelter Transfektion
von (A) 5-Cy3-sense-Strang markierter bzw. (B) 5’-Cy3-antisense-Strang markierter si7SK
dargestellt. Um die Lokalisation des Cy3-Fluoreszenzsignals in Relation zum Kern besser zu
zeigen, ist jeweils rechts vom Bild ein Intensitatsprofil der beiden Kanale entlang der in den
Aufnahmen eingezeichneten Linie dargestellt. Wie zu erkennen ist, war der antisense-Strang
etwa gleichmaRig in Zytoplasma und Kern verteilt, wahrend der sense-Strang etwas starker
im Zytoplasma akkumulierte. Damit konnte in Ubereinstimmung mit Berezhna et al. fir die
si7SK-siRNA eine nukleare Lokalisation beobachtet werden, was die Funktion des fur diese
Arbeit verwendeten Systems bestatigte.

Wie die Bildausschnitte C und D (Abbildung 4.7) zeigen, hat der Zielort keine Auswirkung auf
die Lokalisation der siRNA im Falle einer MPGa-vermittelien Transfektion. Unabhangig
davon, ob sense- oder antisense-Strang fluoreszenz-markiert waren, konnte nach MPGa-
vermittelter Transfektionen kein Fluoreszenzsignal im Nukleus detektiert werden, sondern
lediglich die Ubliche punktuelle Verteilung des Fluoreszenzsignals im Zytoplasma.

Insgesamt konnte soweit mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Methoden keine nukleare
Lokalisation eines Nukleinsdure-Kargos nach MPG-vermittelter Transfektion beobachtet

werden.
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Abbildung 4.7: Semi-Konfokale Aufnahmen von lebenden ECV304-Zellen nach
Transfektion von Cy3-si7SK-siRNAs mit LF2000 oder MPGa. ECV304-Zellen wurden 24
h vor der Transfektion in chambered coverglasses ausgebracht. Die Transfektion von 10 nM
5'-Cy3-sense-si7TSK bzw. 5-Cy3-antisense-si7SK erfolgte mit 5 ng/ml LF2000 (A und B)
bzw. 4,2 uM MPGa (C und D) nach dem entsprechenden Standardprotokoll (s. Kap. 3.3).
Nach 4 h wurden die Zellen mit OptiMEM gewaschen und die Zellkerne mit Hoechst-33342
gefarbt. Gezeigt ist eine Uberlagerung der Cy3-Fluoreszenz (rot, siRNA) mit der HOECHST
33342-Fluoreszenz (blau, Kern) und ein Intensitatsprofil entlang der eingezeichneten Linie.

4.2.2.2 Kolokalisatiosstudien mit fluoreszenzmarkierten Nukleinsaure-
Kargos und Golgi-Markern

Ein Vergleich von Aufnahmen der MPGo/ON705-Komplexe mit Aufnahmen von Zellen, in
denen das Golgi-Kompartiment markiert war (Overhoff 2005), zeigte ein ahnliches Muster:
perinuklear auf einer Seite des Zellkerns. Daher wurden Kolokalisationsstudien durchgefihrt
um zu Uberprifen, ob MPGa/ON705-Komplexe mdglicherweise im Golgi-Kompartiment
lokalisiert sind.

Fir den Versuch wurden ECV304-Zellen mit einem Golgi-Plasmid transfiziert, welches fir
ein Fusionsprotein aus GFP von Aequorea coerulescens und 81 Aminosauren der humanen
B-1,4-Galactosyltransferase kodiert. Letztere enthalt ein Membrananker-Signalpeptid, das flr
die Lokalisation in der trans - und medialen-Region des Golgi-Apparats sorgt. Etwa 24 h
nach Transfektion des Plasmid erfolgte die Transfektion von Cy3-markiertem ON705 mittels
LF2000 oder MPGa. Abbildung 4.8 zeigt reprasentativ Kontrollzellen (A), LF2000/Cy3-
ON705 (B) und MPGa/Cy3-ON705 transfizierte Zellen (C). Die erste Spalte zeigt eine
Uberlagerung aller Kanale und der HOECHST 33342-Fluoreszenz (blau, Kern), die zweite
den GFP-Kanal (grine Fluoreszenz, Golgi), die dritte den Cy3-Kanal (rote Fluoreszenz,
ON705) und die vierte eine Uberlagerung des GFP- und Cy3-Kanals.
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Abbildung 4.8: Semi-konfokale Aufnahmen von lebenden ECV304-Zellen mit
markiertem Golgi nach Transfektion mit LF2000/Cy3-ON705 bzw. MPGa/Cy3-ON705.
ECV304-Zellen wurden in chambered coverglasses ausgebracht und 24 h spater mit dem
Plasmid pAcGFP1-Golgi (grine Fluoreszenz des exprimierten Proteins) transfiziert. Die
Transfektion von 10 nM 5°-Cy3-ON705 (rote Fluoreszenz) erfolgte mit 5 ng/ml LF2000 bzw.
4,2 yM MPGa nach dem entsprechenden Standardprotokoll (Kapitel 3.3.5.1-2). Die
Kernfarbung erfolgte mit HOECHST 33342 (blaue Fluoreszenz). Gezeigt sind A Kontrolle
(nur Golgi-Plasmid); B Transfektion mit LF2000/Cy3-ON705; C Transfektion mit MPGa/Cy3-
ON705.

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, lokalisiert das Kargo mit dem Golgi-Kompartiment zwar
in eng benachbarten Zellbereichen, doch konnte in keinem der Ansatze eine Kolokalisation

beobachtet werden.

4.2.2.3 Kolokalisationsstudien mit fluoreszenzmarkierten Nukleinsaure-
Kargos und lysosomalen Markern

Als Marker flr das lysosomale Kompartiment standen mit dem LysoTracker und dem
LysoSensor zwei Reagenzien zur Verfigung. Beide Reagenzien sind im unprotonierten
Zustand membrangangig und nicht-fluoreszierend. Gelangen sie in saure Kompartimente der
Zelle (< pH 6), werden sie dort protoniert und dadurch nicht-membrangangig und

fluoreszierend. Der LysoSensor fluoresziert zudem pH-Wert-abhangig bei unterschiedlichen
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Wellenlangen (siehe Abbildung 4.9). Damit ist eine Unterscheidung von frihen (pH 6) und
spaten (pH 5) Endosomen moglich. Die oft diffuse Verteilung des Fluoreszenzsignals in den
Aufnahmen ist durch das Ausbleichen der Farbstoffe aufgrund ihrer geringen Photostabilitat

zu erklaren.

Abbildung 4.9: Exitations- und Emissionsspektrum des LysoSensor Yellow/Blue bei
pH 3 und 9. Die Spektren wurden mit Hilfe des Fluorescence Spectra Viewer von Molecular
Probes/Invitrogen dargestellt (http://probes.invitrogen.com/resources/spectraviewer/).

Abbildung 4.10: Konfokale Aufnahmen von lebenden ECV304-Zellen nach Transfektion
mit MPGa und Cy3-siLam — Kolokalisation mit LysoSensor. ECV304-Zellen wurden 24 h
vor der Transfektion in chambered coverglasses ausgebracht. Die Transfektion mit 4,2 pM
MPGa und 10 nM 5°-Cy3-siLam erfolgte nach dem Standardprotokoll fir Peptide (Kapitel
3.3). Nach 4 h wurden die Zellen mit OptiMEM gewaschen und mit Heparin behandelt (s.
Kapitel 3.4). AnschlieRend folgte eine Inkubation mit 5 uM LysoSensor Yellow/Blue. Gezeigt
ist A) eine Uberlagerung aller Fluoreszenzen und des Phasenkontrasts, B) die Cy3-
Fluoreszenz (siRNA), C) die LysoSensor-Fluoreszenz und D) eine Uberlagerung der Cy3-
und LysoSensor-Fluoreszenz; kolokalisierende Partikel sind mit Pfeilen markiert.
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Abbildung 4.10 zeigt Zellen, die flr 4 h mit MPGa/Cy3-siLam-Komplexen inkubiert wurden.
Nach dem Heparin-Waschschritt folgte fir 1 h eine Inkubation mit dem LysoSensor. Da der
LysoSensor im Uberstand nicht fluoresziert, wurde das Medium nach LysoSensor-Zugabe
nicht mehr ausgetauscht, was zu intensiveren und stabileren Signalen flhrte. Die Bilder
wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Andreas Gebert (Institut fir Anatomie, Universitat
Libeck) an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. Gezeigt ist eine
Uberlagerung der LysoSensor- und Cy3-Fluoreszenz und des differentiellen
Interferenzkontrasts (A), die Cy3-Fluoeszenz (B, rot, siRNA), die LysoSensor-Fluoreszenz
(C, griin) und eine Uberlagerung der Cy3- und LysoSensor-Fluoreszenz. Eine Kolokalisation
ist hier deutlich in gelb zu erkennen (siehe Pfeile in Bildausschnitt D).

Aus den Kolokalisations-Studien mit dem LysoSensor konnte bereits geschlossen werden,
dass eine endosomale/lysosomale Lokalisation der MPG/Oligo-Komplexe in den Zellen
vorlag. Zur Bestatigung dieser Beobachtung wurden weitere Kolokalisations-Studien mit dem
LysoTracker durchgefuhrt. Die Durchfuhrung der Kolokalisation-Experimente mit dem
LysoTracker erfolgte analog. Abbildung 4.11 zeigt exemplarische Aufnahmen von
ECV-GFP-Nuc-Zellen nach einer Transfektion von Cy3-siLam mit MPGa (A) und MPGS (B).
Gezeigt ist jeweils eine Uberlagerung aller Kanale, der Cy3-Kanal (rote Fluoreszenz, siRNA),
der DAPI-Kanal (blaue Fluoreszenz, LysoSensor) und eine Uberlagerung des Cy3- und des
DAPI-Kanals. Da die diffuse Fluoreszenz des LysoTrackers in manchen Fallen eine
Kolokalisation mit der Cy3-Fluoreszenz der siRNA vortduschte, sind per Pfeil einige
Beispiele markiert, in denen in beiden Kanalen eindeutig Vesikel zu erkennen sind. In diesen
Fallen kann mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass ein MPGa/siRNA-Komplex in
einem Lysosom lokalisiert war.

Abbildung 4.12 stellt die quantitative Auswertung der Kolokalisationsstudien fir MPGo und
MPGp graphisch dar. Fir jeden gezeigten Datenpunkt wurde eine Aufnahme von 2-5 Zellen
mit Hilfe des Programms Imaged ausgewertet und der prozentuale Anteil der
kolokalisierenden Pixel im Cy3- und DAPI-Kanal bestimmt. Diffuse Fluoreszenzsignale
wurden durch das Setzen eines Schwellenwertes (threshold) herausgefiltert, so dass nur die
Kolokalisation von erkennbaren Partikeln quantifiziert wurde. Ingesamt ergab sich eine breite
Streuung der Datenpunkte. Speziell im Falle von MPGa. traten Extrema auf, bei denen eine
fast 100%-ige oder nur eine ca. 10%-ige Kolokalisation berechnet wurde. Die Werte fur
MPGp differierten weniger stark. Allerdings konnte im Falle von MPGa auch eine gréRere
Zellzahl analysiert werden, so dass die Wahrscheinlichkeit fur Ausreil3er hier grofer war. Far
beide Peptide ist die gemittelte Kolokalisation mit einem Balken markiert und liegt fir MPGa
bei ca. 54% und fur MPGp bei ca. 58%, was fur beide Peptide auf eine deutliche, partielle

Kolokalisation in Lysosomen schlie3en lasst.
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Abbildung 4.11: Semi-konfokale Aufnahmen von lebenden ECV-GFP-Nuc-Zellen nach
Transfektion von Cy3-siLam mit MPGa bzw. MPGp — Kolokalisation mit LysoTracker.
ECV-GFP-Nuc-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in chambered coverglasses
ausgebracht. Die Transfektion von 10 nM 5-Cy3-siLam mit 4,2 yM MPGa bzw. MPGp
erfolgte nach dem Standardprotokoll fur Peptide (Kapitel 3.3). Nach 4 h wurden die Zellen
mit OptiMEM gewaschen und mit Heparin behandelt (s. Kapitel 3.3). AnschlieRend folgte
eine einstliindige  Inkubation mit 5 uM LysoTracker Blue. Gezeigt ist jeweils eine
Uberlagerung der GFP-, Cy3- und LysoTracker-Fluoreszenz, der Cy3-Fluoreszenz (rot,
siRNA), der LysoTracker-Fluoreszenz (blau) und eine Uberlagerung der Cy3- und
LysoTracker-Fluoreszenz (Pfeile zeigen Kolokalisation).
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Nachdem nun also von einer endozytotischen Aufnahme ausgegangen werden konnte,
stellte sich die Frage, ob Endozytose-Effektoren und -Inhibitoren eine in
fluoreszenzmikrokopischen Aufnahmen beobachtbare Relokalisation des Kargos bewirken
kénnen. Da im vorangegangenen Experiment eine deutliche Kolokalisation der
MPGa/siRNA-Komplexe mit Lysosomen festgestellt werden konnte, sollte eine Koinkubation
mit Chloroquin (CQ) als Stimulanz der lysosomalen Freisetzung zu einer deutlich
verringerten Kolokalisation flihren.

In Abbildung 4.13 sind zwei reprasentative Zellen gezeigt, die beide mit MPGa/siRNA-
Komplexen inkubiert wurden. Die Aufnahmen zeigen eine Uberlagerung aller Kanale (GFP-,
Cy3- und DAPI-Kanal). Die rechts dargestellte Zelle wurde im Gegensatz zur links gezeigten
Zelle zusatzlich mit Chloroquin behandelt. Eine Koinkubation mit Chloroquin hatte in allen
Fallen einen nachteiligen Effekt auf die Zellen. Chloroquin erwies sich als relativ toxisch, was
sich in einer verringerten Zellzahl (nachteilig fur die Dokumentation und Analyse) und starker
Vakuolenbildung auferte. Wie im rechten Bildausschnitt deutlich erkennbar, erhdhte sich die
Anzahl der vom LysoTracker angefarbten Vesikel bei gleichzeitiger Abschwéachung bzw.
Diffusion des Signals. Deshalb war eine ausreichende Differenzierung zwischen Signal und
Hintergrund durch Festlegung eines Schwellenwertes und damit eine quantitative
Auswertung der Kolokalisationsexperimente nicht mehr mdglich. Davon unabhangig bleibt
festzuhalten, dass keine signifikante Anderung in der Lokalisation des siRNA-Kargos bei

einer Koinkubation mit Chloroquin erkennbar war.

Abbildung 4.13: Effekt von Chloroquin auf die Lokalisation - Semi-konfokale
Aufnahmen von lebenden ECV-GFP-Nuc-Zellen nach Transfektion mit MPGa und
Cy3-siLam. ECV-GFP-Nuc-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in chambered
coverglasses ausgebracht. Die Transfektion mit 4,2 yM MPGa und 10 nM 5-Cy3-siLam
erfolgte nach dem Standardprotokoll fir Peptide (Kapitel 3.3). Nach 4 h wurden die Zellen
mit Heparin behandelt. AnschlieRend folgte eine einstliindige Inkubation mit 5 pM
LysoTracker Blue. Gezeigt ist eine Uberlagerung des GFP- (griin, Kern) Cy3- (rot, siRNA)
und DAPI-Kanals (blau, LysoTracker).
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Im Gegensatz zu den im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Experimenten, konnte
bei MPGa-vermittelten Transfektionen des Cy3-ON705 ein ausgepragter Effekt des
Chloroquins auf die Lokalisation dieses Kargos beobachtet werden (siehe Abbildung 4.14).
Ohne Chloroquin-Koinkubation zeigte sich die Fluoreszenz nur als punktuelles Muster. Eine
Koinkubation mit CQ hingegen fuhrte zu einer drastischen Relokalisation des antisense-
Oligomers mit gleichmafig verteilter Fluoreszenz in Zytoplasma und Kern. Die vesikularen
Partikel I6sten sich jedoch nicht auf und waren auch nach Chloroquin-Behandlung Uber 24 h
spater noch sichtbar. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass ein signifikanter Anteil
der MPGo/ON705-Komplexe in Endosomen lokalisiert ist.

Abbildung 4.14: Semi-konfokale Aufnahmen von lebenden ECV304-Zellen nach
Transfektion mit MPGa und Cy3-ON705 — Effekt von Chloroquin auf die Lokalisation.
ECV304-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in chambered coverglasses ausgebracht.
Die Transfektion von 10 nM 5-Cy3-siLam mit 4,2 yM MPGa erfolgte nach dem
Standardprotokoll fir Peptide (Kapitel 3.3) jeweils ohne bzw. mit CQ-Koinkubation (100 uM).
Nach 4 h wurden die Zellen mit OptiMEM gewaschen, mit Heparin behandelt (s. Kapitel
3.4.4) und die Zellkerne mit Hoechst-33342 gefarbt (s. Kapitel 3.4.3.3). Gezeigt ist von links
nach rechts eine Uberlagerung aller Fluoreszenzkanale und des Phasenkontrasts, die Cy3-
Fluoreszenz (rot, ON705) und eine Uberlagerung der Cy3- und Hoechst-33342-Fluoreszenz
(blau, Kern) sowie ein Intensitatsprofil entlang der eingezeichneten Linie.

Weitergehende Versuche mit anderen Effektoren der Endozytose brachten keine
zusatzlichen Hinweise auf die intrazellulare Lokalisation. Es bestatigte sich aber die
Vermutung, dass im Fluoreszenzmikroskop nur Auswirkungen starker biologische Effekte (ab
einem Faktor >20) auf die Lokalisation des markierten Kargos beobachtet werden kénnen.
Kleine Veranderungen der biologischen Wirksamkeit der Peptid/Kargo-Komplexe spiegeln
sich auf Grund der groRen Schwankungsbreite und begrenzten Sensitivitdt der Methode

nicht in einer veranderten Verteilung des Fluoreszenzsignals wieder.
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4.3 Untersuchung der MPG-vermittelten Transfektion von

Nukleinsauren mit Hilfe zellularer Reportersysteme

Bislang wurde in der vorliegenden Arbeit lediglich der Import des Nukleinsaure-Kargos und
seine zellulare Lokalisation betrachtet, wahrend dessen biologische Aktivitdt noch nicht
untersucht wurde. Dies liegt nun im Focus des folgenden Abschnitts, in dem mit Hilfe
zellularer Reportersysteme die Bioverfugbarkeit bzw. biologische Aktivitdt des Kargos, und
damit letztlich die Effizienz der untersuchten Transfektionssysteme, bestimmt wurde. Die
verwendeten Reportersysteme basierten jeweils auf einer RNAi-vermittelte Hemmung der
Luziferase-Expression, einer Plasmid-vermittelten Luziferase-Expression und einer

Spleiflkorrektur-vermittelten Hochregulation der Luziferase-Expression.

431 MPG-vermittelte Transfektion von siRNA

Zunachst wurde die Transfektionseffizienz der einzelnen MPG-Varianten mit siRNA als
Kargo bestimmt. Dies beinhaltete neben dem unmodifizierten MPGa auch eine Variante
ohne Cysteamid-Gruppe, das MPGo-0C. Weiter wurden neben einer Variante mit verklrzter
hydrophober Domane (gp41min-NLS) zwei MPGa-Varianten mit Mutationen in der NLS
getestet; eine mit (MPGa-mNLS) und eine ohne Cysteamid-Gruppe am C-Terminus (MPGa-
mNLS-oC). Eine genauere Beschreibung der Peptide und ihrer Sequenzen findet sich im
Kapitel 1.3.4. Die Durchfihrung der Versuche erfolgte wie in Kapitel 3.3 beschrieben. Als
Kontrollen wurden neben der Zellkontrolle auch eine siRNA-Kontrolle und eine Transfektion
mit LF2000 mitgeflhrt. Letztere diente als Positiv-Kontrolle und Standard, an dem die
Effizienz der Peptid-vermittelten Transfektionen gemessen wurde. Abbildung 4.15 zeigt
exemplarisch die Ergebnisse eines Versuchs.

Bei der siRNA-Kontrolle wurde wiederholt eine Erhdhung der Luziferaseaktivitat im Vergleich
zur Zellkontrolle beobachtet. Der Grund hierfur ist unklar. MPGa vermittelte den starksten
RNAI-Effekt in Form einer Reduzierung der Luziferaseaktivitat auf ca. 30%. MPGo-oC und
MPGo-mNLS-oC (in Abbildung 4.15 mit —Cyst. gekennzeichnet) vermittelten einen RNAi-
Effekt von bis zu 50%. Das Fehlen einer Cysteamid-Gruppe am C-Terminus fuhrt damit zu
einem Teilverlust der Transfektionseffizienz. Das Peptid gp41min-NLS ist das einzige Peptid,
das zwar den Import von siRNA (siehe Abbildung 4.6), nicht aber einen signifikanten RNAI-

Effekt vermitteln konnte.
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Abbildung 4.15: Vergleich der Transfektionseffizienz der verschiedenen MPG-
Varianten. ECV-GL3-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in eine weile Mikrotiterplatte
ausgebracht. Die Transfektion erfolgte entsprechend dem Standardprotokoll fir Peptide (s.
Kapitel 3.3) mit einer Peptidkonzentration von 4,2 uM und einer siRNA-Konzentration von
100 nM. Nach 24 h wurde die Luziferaseaktivitat und Viabilitat der Zellen analysiert.

Das MPGa-mNLS zeigte einen um 10% geringeren RNAi-Effekt als MPGa.. Damit konnte die
Beobachtung von Simeoni et al. nicht bestatigt werden (Simeoni et al. 2003), dass eine
Mutation in der NLS einen Kernimport verhindert und die Komplexe im Zytosol verbleiben,
wo das Kargo direkt an den Ort der RNAi-Maschinerie gelangt und einen starkeren RNAI-
Effekt auslost. Da das MPGa-mNLS aufgrund der mutierten NLS eine positive Ladung
weniger tragt und sich in friheren Experimenten bereits zeigte, dass das molare und damit
das Ladungsverhaltnis, einen starken Einfluss auf die Transfektionseffizienz hat, wurden die
Tests mit den Peptiden MPGa und MPGa-mNLS mit  unterschiedlichen
Ladungsverhaltnissen wiederholt.

Wie Abbildung 4.16 zeigt, wurde das Ladungsverhaltnis auf zwei Arten variiert. Zum einen
wurde die siRNA-Konzentration mit 50 nM konstant gehalten und die MPGo.- bzw. MPGa-
mNLS-Konzentration entsprechend einem Ladungsverhaltnis von 1:5-30 (negative zu
positiven Ladungen) angepasst. Zum anderen wurde die MPGa- bzw. MPGao-mNLS-
Konzentration konstant bei 5 pM gehalten und die siRNA-Konzentration dem
Ladungsverhaltnis entsprechend angepasst. Im ersten Fall wurde der starkste RNAIi-Effekt

bei einem Verhaltnis von 1:15, im zweiten Fall bei einem Verhaltnis von 1:15-20 erzielt.
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Interessant war die Beobachtung, das bei einem Ladungsverhaltnis von 1:15 oder 1:20
nahezu der gleiche RNAI-Effekt mit den MPG-Peptiden wie mit LF2000 erreicht wurde.

Abbildung 4.16: Optimierung des Ladungsverhiltnisses bei Transfektion von siRNA
mit MPGa oder MPGa-mNLS. ECV-GL3-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in eine
weille Mikrotiterplatte ausgebracht. Die Transfektion erfolgte entsprechend dem
Standardprotokoll fir Peptide (s. Kapitel 3.3) mit MPGa (M) oder MPGo-mNLS ([1). Dabei
wurden entweder die siRNA-Konzentration (50 nM) oder die Peptidkonzentration (5 uM)
konstant gehalten und der Komplexpartner entsprechend dem Ladungsverhaltnis angepasst.
Nach 24 h wurde die Luziferaseaktivitat und Viabilitat der Zellen analysiert.

Nach diesen Ergebnissen sind diese zwei MPG-Peptide bei einem 15fachen Uberschuss an
positiven Ladungen am effizientesten. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der RNAI-

Effizienz der intakten und der mutierten NLS-Variante des MPGa's festgestellt werden.

4.3.2 MPG-vermittelte Transfektion von Plasmiden

Im vorangegangenen Abschnitt wurde mit der Transfektion von siRNA bestimmt, wie effizient
die MPG-Peptide den Transport ihres Kargos in das Zytosol vermitteln. In den Experimenten
dieses Abschnitts wurde nun untersucht, wie effizient Luziferase-kodierende Plasmide in den
Zellkern transportiert werden und das NLS-Motiv (intakt oder mutiert) einen Einfluss darauf

hat. Dies war bisher nur mit MPGp untersucht worden (Morris et al. 1999). Der Theorie zu
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Folge sollte eine Mutation der NLS den Transport des Kargo in den Zellkern stark
einschranken und damit zu einer verringerten Lumineszenz fuhren (Simeoni et al. 2003).
Zunachst wurde die allgemeine Effizienz bei der Transfektion von Plasmid von einigen der
zur Verfigung stehenden Peptide getestet. Dazu wurde eine bestimmte Konzentration von
Peptid mit steigenden Mengen an Plasmid gemischt und der Transfektionsmix flr 4 h auf die
Zellen gegeben. Danach wurde der Transfektionsmix gegen normales Medium ausgetauscht
und nach weiteren 20 h die Luziferaseaktivitat bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung
4.17A dargestellt.

Abbildung 4.17: Peptid-vermittelte Transfektion des Plasmids pGL3-control. ECV304-
Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in eine weilde Mikrotiterplatte ausgebracht. Die
Transfektion erfolgte entsprechend dem Standardprotokoll fiir Peptide bzw. LF2000. A Der
Transfektionsmix bestand aus 50-250 ng/well Plasmid und 10 pg/ml LF2000 bzw. 5 uM
Peptid. B Der Transfektionsmix bestand aus 50 ng/well Plasmid und 10 pg/ml LF2000 bzw. 5
MM Peptid. Nach 24 h wurde die Luziferaseaktivitdt und Viabilitat der Zellen analysiert (siehe
Kapitel 3.3).

Alle getesteten CPPs zeigten eine deutlich geringere Transfektionseffizienz als LF2000,
wobei im Vergleich zwischen den Peptiden MPGa tendenziell effizienter war. Nachdem sich
im ersten Ansatz kein signifikanter Unterschied in der Effizienz zwischen MPGa und MPGa-
mMNLS feststellen lie3, sollte nun untersucht werden, ob eine zeitliche Abhangigkeit besteht.
Fir MPGa wurde aufgrund der intakten NLS und des damit mdglicherweise verbundenen
direkten Kerntransport eine friihere Expression erwartet. Hierzu wurde eine erneute
Transfektion mit Luziferasemessungen nach 4, 8 und 12 h durchgefuhrt. Die in Abbildung
4.17B dargestellten Ergebnisse zeigten, dass sich im Falle einer Transfektion mit LF2000
bereits nach 4 h eine sehr schwache Luziferaseaktivitat detektieren lieR}, die nach 8 h sehr

deutlich Uber dem Hintergrund lag. In den mit MPGa und MPGoa-mNLS transfizierten Zellen
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liel® sich erst nach 24 h eine signifikante, fur beide Peptide vergleichbare Luziferaseaktivitat
messen. Dies ist konsistent mit der in Abbildung 4.6 dargestellten Kargo-Verteilung, denn
auch dort konnte kein vermehrter, NLS-vermittelter Kernimport des Kargo festgestellt

werden.

43.3 Transfektion des steric block Oligomers ON705

Ein weiteres Reportersystem, mit dem die Transfektionseffizienz der Peptide getestet wurde,
war das Spleilkorrektur-Reportersystem. Das System und die Durchfuhrung sind im Detail in
Kapitel 3.3.6 beschrieben. Vorteil des Systems ist, dass eine erfolgreiche Transfektion des
steric block-Oligomers ON705 in Form eines positiven Signals, d.h. einer Hochregulation der
Luziferaseaktivitat, erkennbar wird. Dadurch werden die Ergebnisse weniger durch
Zytotoxizitat oder andere Einfliisse verfalscht, die eine Verringerung der Luziferaseaktivitat
verursachen konnten.

Abbildung 4.18 zeigt exemplarisch Ergebnisse flr Transfektionen mit LF2000 (5 pug/ml) und
den Peptiden MPGa, MPGa-0C, MPGB und Pep2 (jeweils 2,5 pM) mit 278 nM ON705.
Dargestellt sind die Hochregulationsfaktoren ohne (wei) bzw. mit (grau) Chloroquin-
Koinkubation. Die Luziferaseaktivitat der Kontrollzellen wurde gleich 1 gesetzt. Ohne
Chloroquin konnte nur fir LF2000 (Faktor 20), MPGa-oC (Faktor 15) und Pep2 (Faktor 5)
eine signifikante Hochregulation gemessen werden. MPGa und MPGp lagen nur knapp Uber
dem Hintergrund. Ein deutlich anderes Bild zeigte sich bei Koinkubation mit Chloroquin. Im
Falle von LF2000 (Faktor 25) und MPGa. ohne Cysteamid (Faktor 20) war nur eine relativ
moderate Verstarkung der Luziferaseaktivitat zu beobachten. Kaum einen Effekt hatte die
Koinkubation im Falle von MPGp (Faktor 2). Einen drastischen Effekt hatte die Koinkubation
jedoch im Falle der beiden Peptide MPGa (Faktor 75) und Pep2 (Faktor 65), was auf einen
endozytotischen Aufnahmeweg hinweist. Dies Ergebnis bestatigt eindrucksvoll die

mikroskopischen Beobachtungen (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.18: Test der MPG-Peptide im SpleiBkorrektur-Reportersystem. HTOL705-
Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in eine weile Mikrotiterplatte ausgebracht. Die
Transfektion erfolgte entsprechend dem Standardprotokoll (Kapitel 3.3) mit einer LF2000-
Konzentration von 10 pg/ml bzw. Peptidkonzentration von 2,5 uM und 278 nM ON705. Nach
24 h wurde die Luziferaseaktivitdt und Viabilitdt der Zellen analysiert (s. Kapitel 3.3). Die
Luziferaseaktivitat der Zellkontrolle (Hintergrund) wurde gleich 1 gesetzt.

4.3.4 Quantitative Analyse des Effekts von Endozytose-Modulatoren auf
den Peptid-vermittelten Import und biologischen Effekt von siRNA

Es konnte in dieser Arbeit bisher gezeigt werden, dass die MPG/Nukleinsaure-Komplexe
teilweise in Lysosomen lokalisiert sind (siehe Kapitel 4.2.2.3) und im Falle des steric block
Oligomers ON705 nach Zugabe von Chloroquin (siehe Abbildung 4.18) eine erhebliche
Relokalisation der zytoplasmatischen Komplexe im Fluoreszenzmikroskop zu beobachten
war (siehe Abbildung 4.14). Fir andere Endozytose-Effektoren war kein eindeutiger Effekt
erkennbar gewesen, was an der begrenzten Sensitivitat von Fluoreszenzmikroskopen liegen
konnte. Im Rahmen des EU-Projekts ,TRIoH* wurden von Sandra Laufer und Sandra
Veldhoen (beide AG Restle) der Einfluss von Modulatoren der Endozytose bei MPGa-
vermittelten Transfektionen auf die Menge an aufgenommener siRNA und auf den RNAi-
Effekt mittels einer sensitiveren Methode quantitativ untersucht. Die Quantifizierung der
siRNA erfolgte dabei mit Hilfe eines urspringlich von Overhoff et al. entwickelten so

genannten liquid hybridization assay (Overhoff et al. 2004). Bei dieser sehr sensitiven
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Methode folgt nach der Isolierung der Total-RNA aus den transfizierten Zellen die
Hybridisierung einer radioaktiv-markierten Sonde mit dem antisense-Strang der zu
detektierenden siRNA. Nach Auftrennung der Probe mittels nativer PAGE-Analyse kann die
Menge an intakter siRNA mit einer Sensitivitdt von >10 Molekllen pro Zelle quantifiziert
werden. Die eingesetzten Effektoren/Inhibitoren der Endozytose und eine kurze
Zusammenfassung ihrer Wirkungsweise sind in Tabelle 1.1 zu finden. Die Experimente
wurden mit einer siRNA-Konzentration von 1 nM durchgefihrt, was der Grofienordnung des
ICso-Wertes der verwendeten siR206 entspricht. Unter diesen Bedingungen wurde eine

maximale Wirkung der getesteten Substanzen erwartet.

B
Zellkontrolle | unbehandelt
unbehandelt :
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RNAi-Effekt relative Menge an intrazelluldrer siRNA

Abbildung 4.19: RNAi Effizienz (A) und intrazellulare Mengen an siRNA (B) nach MPGa
vermittelter Transfektion in Gegenwart von Inhibitoren/Effektoren der Endozytose. Vor
der Transfektion mit MPGa/siR206-Komplexen, wurden ECVGL3 Zellen fur 1 h mit
verschiedenen Endozytose-Modulatoren (Tabelle 1.1) vorinkubiert. Diese Modulatoren waren
wahrend des gesamten Experiments anwesend. Zusatzlich wurden Transfektionen bei 4 °C
durchgeflhrt. (A) RNAI Effizienz, angegeben als relative Luziferaseaktivitat, wurde 24 h nach
Transfektion im 96 well Format gemessen. (B) Die Aufnahme von siRNA wurde 4 h und 24 h
nach Transfektion im 24 well-Format entsprechend dem liquid hybridization Protokoll
bestimmt. Die Abbildung wurde von S. Laufer zur Verfligung gestellit.

Abbildung 4.19 zeigt die Ergebnisse dieser Experimente. Der starkste inhibitorische Effekt

(Aufnahme und RNAI) konnte fur Transfektionen bei 4 °C beobachtet werden. Dies war auch
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im Fluoreszenzmikroskop erkennbar (siehe Abbildung 4.5). Der teilweise recht grol3e Fehler
ist durch die Zytotoxizitat der Agenzien bedingt, weshalb die Daten kritisch betrachtet werden
mussen. Bei den Modulatoren Sukrose, Cytochalasin B, Nystatin, Wortmanin und
Okadainsaure trat tendenziell eine Reduzierung des RNAi-Effekts auf. Im Gegensatz dazu
bewirkten Filipin, Monensin und Chloroquin im wesentlichen einen starkeren RNAi-Effekt.
Abgesehen von niedriger Temperatur bewirkten nur Wortmanin und Filipin eine verminderte
Aufnahme der siRNA, sowohl bei einer Bestimmung der aufgenommenen Menge nach 4 h
als auch nach 24 h. Eine Koinkubation mit Chloroquin hatte nur 4 h nach Transfektion eine
gesteigerte Menge an aufgenommener siRNA zur Folge. Nach 24 h war kein Unterschied
mehr erkennbar.

Insgesamt konnte kein einzelner Endozytosemechanismus als Aufnahmeweg flr
MPG/Nukleinsaure-Komplexe bestimmt werden, aber die Ergebnisse zeigten deutlich, dass
endozytotische Prozesse an der Aufnahme der MPGa/siRNA-Komplexe beteiligt sind. Der
Einfluss des Chloroquin unterstiitzt zudem das Ergebnis der Kolokalisationsexperimente,

wonach die Komplexe zumindest zum Teil in sauren Kompartimenten vorliegen.

4.4 Biophysikalische Charakterisierung der hydrophoben Domane

verschiedener CPPs

Der Test der CPP-Kandidaten hatte gezeigt, das die Funktion der hydrophoben Domane
offensichtlich nicht von einem beliebigen Fusionspeptidsegment erflllt werden kann (siehe
Kapitel 4.1.3). Aufgrund der Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
und Tests in Zellkultur-basierten Reportersystemen, die eine endozytotische Aufnahme
wahrscheinlich machen und damit das ,Montpellier-Modell* widerlegten, lag der Schluss
nahe, dass die Funktion der hydrophoben Doméane offensichtlich nicht auf den Eigenschaften
eines Fusionspeptidsegments beruht und ebenfalls nicht in der Ausbildung von
Wechselwirkungen mit der Plasmamembran zur Penetration besteht. Da vorlaufige
Ergebnisse auf eine Rolle in der Komplexbildung hindeuteten, sollte diese mogliche Funktion
der hydrophoben Domane nun genauer untersucht werden. In diesem Abschnitt werden nun
die Ergebnisse der zu diesem Zweck durchgefihrten Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen

und Dissoziationsexperimente beschrieben.
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441 Untersuchung der Peptid/Nukleinsaure-Komplexbildung mittels
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen

Zur Charakterisierung der Komplexbildung, d.h. der Wechselwirkungen von CPPs der MPG-
Familie mit oligomeren Nukleinsduren wurden mittels Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen
die Affinitdt und die Stochiometrie der gebildeten Peptid/Nukleinsdure-Komplexe bestimmt.
Die Affinitat wird dabei als Dissoziationskonstante Ky angegeben. Eine genaue Beschreibung
der Gleichgewichtstitrationen sowie der dabei verwendeten Fluorophore und Oligonukleotide
findet sich in Kapitel 3.2.1.1. Da die entsprechenden biophysikalischen Untersuchungen des
MPGp mit der pseudoknot-RNA durchgeflhrt worden waren (Veldhoen 2006), wurde diese
Nukleinsaure auch fir den Grolteil der biophysikalischen Charakterisierung in dieser Arbeit

verwendet, um die Ergebnisse vergleichen zu kénnen.

Prinzipiell gibt es zwei Varianten der Gleichgewichtsfluoreszenztitration, der intrinsische und
der extrinsische Ansatz. Bei der ersten Variante wird die intrinsische Fluoreszenz eines
Moleklls genutzt, bei der extrinsischen Variante muss einer der Bindungspartner mit einem
Fluorophor markiert sein. Die verwendeten MPG-Peptide weisen ein fir intrinsische
Messungen eingefiigtes Tryptophan in ihrer Peptidsequenz auf. Durch den Vergleich beider
Titrationsvarianten konnten Einflisse des Fluorophors auf die Komplexbildung (Affinitat und
mittlere Komplexstéchiometrie) abgeschatzt werden. Da es sich bei Fluorophoren generell
um hydrophobe Molekile handelt, kann es hier zu erheblichen Wechselwirkungen mit den
Peptiden kommen, welche die berechneten Werte fir die Affinitat verfalschen kénnte. Zudem
kénnen die Fluorophore auch einen Einfluss auf die Stéchiometrie haben, da der von ihnen
beanspruchte Raum ab einer bestimmten MolekullgroRe nicht mehr vernachlassigt werden
kann. Weichen die jeweils intrinsisch und extrinsisch bestimmten Werte fir Affinitat und
Stochiometrie deutlich voneinander ab, so weist dies auf einen deutlichen Einfluss des
Fluoreszenzlabels hin.

In  Abbildung 4.20 sind jeweils eine intrinsische (A) und eine extrinsische
Gleichgewichtstitration (B) in Wasser gezeigt. In diesen Experimenten wurden unter A) 1 uM
MPGa vorgelegt und mit pseudoknot-RNA titriert, und unter B) 30 nM einer 5-HEX
markierten pseudoknot-RNA in OptiMEM vorgelegt und mit MPGa: titriert. Die Anderung der
Fluoreszenz wurde aufgezeichnet und mittels des Programms GraFit 5 durch Anwendung
einer quadratischen Gleichung ausgewertet. Beide Messungen unterscheiden sich in der
Amplitude, d.h. in der maximal erreichbaren Anderung des Fluoreszenzsignals. Diese ist
allerdings von den Versuchsbedingungen wie verwendetem Fluorophor, Puffersystem mit

seinem pH-Wert und dem eingesetzten Peptid abhangig. Die Auswertung ergab einen Kg-
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Wert von 2,1 (£ 0,8) nM fir die intrinsische und 1,4 (x0,5) nM flr die extrinsische Messung,
woraus abgeleitet werden kann, dass das Fluorophor keinen nennenswerten Einfluss auf die
Affinitdt hat. Ein leichter Unterschied zeigt sich bei den ermittelten molaren Verhaltnissen
(Peptid : Nukleinsauren) mit 12:1 bei intrinsischen und 5:1 bei extrinsischen Messungen,
wobei die geringe Differenz zwischen den Werten einen Einfluss des Fluorophor auf die

Komplexstdchiometrie vernachlassigbar macht.
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Abbildung 4.20: Exemplarische Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen von MPGa und
pseudoknot-RNA in Wasser. A Intrinsische Fluoreszenzmessung: 1 yM MPGa, wurde mit
pseudoknot-RNA titriert. B Extrinsische Fluoreszenzmessung: 30 nM 5-Hex-markierte
pseudoknot-RNA wurde mit MPGa titriert. Die Auswertung der Daten erfolgte jeweils unter
Verwendung einer quadratischen Bindungsgleichung und lieferte fur die gezeigten
Experimente eine Dissoziationskonstante von 2,1 (x 0,8) nM (A) bzw. 1,4 (x 0,5) nM (B) und
ein molares Verhaltnis (Peptid : Nukleinsaure) von 5:1 (A) bzw. 12:1 (B).

In Abbildung 4.20B ist erkennbar, dass die Titrationen mit MPGa einem sigmoiden
Kurvenverlauf folgt (siehe Pfeil in Abbildung). Ein solcher Verlauf wurde auch bei Titrationen
mit MPGp beobachtet (Daten nicht gezeigt). Der sigmoide Verlauf war nicht bei allen
Titrationen zu beobachten. Die genauen Bedingungen fir sein Auftreten wurden nicht
systematisch untersucht, jedoch lassen die vorhandenen Daten vermuten, das
Pufferbedingungen und die pro Titrationsschritt hinzugefligte Menge an Peptid entscheidend
sind.

Aus vorangegangenen Stopped-Flow-Messungen von Sandra Veldhoen (Veldhoen 2006)
war bekannt, das die lonenstarke des Puffersystems einen deutlichen Effekt auf die
Komplexbildung hat. Dies sollte nun mittels Gleichgewichtstitrationen genauer analysiert
werden. Als Grundpuffer diente Tris/HCI (pH 7) mit NaCl von 0 bis 150 mM. Die Ergebnisse
der Titrationen sind in Abbildung 4.21 zusammengefasst. Im Falle von MPGa kann eine
leichte  Verschlechterung des Kg-Wertes festgestellt werden, wahrend die
Komplexstdchiometrie nahezu konstant bleibt. Fir MPGp zeigte sich kein Effekt auf den

Ks-Wert, aber eine signifikante Erhéhung des molaren Verhaltnisses.
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Abbildung 4.21: Dissoziationskonstanten (K;) und Stochiometrie von MPG/RNA-
Komplexen in Abhédngigkeit von der NaCl-Konzentration. 30 nM 5’-Hex-markierte
pseudoknot-RNA wurden in 10 mM Tris/HCI, pH 7,6 und 0 bis 150 mM NaCl mit MPGa (O)
bzw. MPGp ([) titriert. Die Bestimmung der Ks-Werte erfolgte durch Auswertung der Daten
mit einer quadratischen Bindungsgleichung. Die Tabelle gibt die aus den Daten bestimmten
molaren Verhaltnisse von Peptid zu RNA an.

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Giralt (Universitat von Barcelona) stand
die NLS-Sequenz als separates Peptid zur Verfligung, womit die Bestimmung des Ky-Werts
fur das NLS-Motiv in Abwesenheit des hydrophoben Sequenzabschnitts mdglich war. Die
dazu durchgefuhrten Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen sind in Abbildung 4.22 gezeigt.
Die Titrationskurve des CF-NLS wich deutlich vom Ublichen Verlauf ab (siehe Abbildung
4.22B), da bei Nukleinsdure-Konzentration Uber 1500 nM ein leichter Anstieg des
Fluoreszenzsignals auftrat. Der Grund fur diesen Fluoreszenzanstieg ist unklar. Um
vergleichbare Daten zu erhalten, wurde lediglich die erste Phase der Titrationskurve zur
Auswertung herangezogen (siehe auch die Experimente mit CF-SAP-NLS, Abbildung
4.24A).

Die bestimmten Werte zeigten, das sich MPGa und das NLS-Peptid deutlich hinsichtlich
Affinitdt und Komplexstéchiometrie unterscheiden. Mit einem Kg-Wert von 24 (+13) nM ist
dieser um den Faktor 17 gegentber dem MPGa erhdht. Somit weist die NLS-Sequenz allein
eine deutlich geringere Affinitdt zu Nukleinsduren auf als die vollstandige Sequenz des
MPGa. Ebenso unterscheiden sich die Peptide merklich in der bestimmten
Komplexstochiometrie.

Da aus sterischen Grinden nicht mehr als ca. 20 Peptide an eine Nukleinsaure dieser
Groflenordnung (z.B. pseudoknot RNA und siRNA) binden kénnen, werden im Folgenden
alle Komplexstéchiometrien >20:1 als ,nicht bestimmbar (n.b.)“ markiert und die berechneten

Werte in Klammern angegeben.
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Abbildung 4.22: Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit MPGa und CF-NLS in H,0. A
30 nM 5’-CF-markierter Flo1-primer (18mer, DNA) wurden mit MPGa titriert. Die Auswertung
der Daten lieferte fiur das gezeigte Experiment eine Dissoziationskonstante von 1,4 (£ 0,8)
nM und ein molares Verhaltnis von 10:1. B 1,5 yM CF-markierte NLS wurde mit dem Flo1-
primer titriert (Ky = 24 (x13) nM, m.V. = 5:1).

Im Rahmen des EU-Projekts ,Peptids in Drug Delivery“ ergab sich die Maoglichkeit, die
Wechselwirkungen oligomerer Nukleinsduren mit einer anderen Peptid-Familie, den Sweet
Arrow Peptides (SAP) zu untersuchen (Details siehe Kapitel 1.3.4).

Von dem SAP-Peptid (VRLPPP); waren jeweils eine unmarkierte und eine
5(6)-Carboxyfluoreszein-(CF-)markierte  Version vorhanden, so dass durch einen
entsprechenden  Vergleich festgestellt werden konnte, welchen Einfluss das
Fluoreszenzlabel hat. Typische Gleichgewichtstitrationen sind in Abbildung 4.23 und die
daraus ermittelten Werte in Tabelle 4.2 gezeigt. Die Ks-Werte liegen mit 74 (+ 18) nM fur
(VRLPPP); und 55 (= 20) nM fir CF-(VRLPPP); in einem vergleichbaren Bereich. Die
molaren Verhaltnisse weichen mit 21:1 fir (VRLPPP); und 11:1 fir CF-(VRLPPP);
voneinander ab. Dies wurde bereits fur MPGa bei einem Vergleich von intrinsischen und
extrinsischen Titrationen beobachtet und deutete vermutlich auch hier daraufhin, das das
Fluorophor einen Einfluss auf die Komplexstdchiometrie, nicht aber auf den Ky-Wert hatte.

In Abbildung 4.24 sind die Gleichgewichtstitrationen von zwei weiteren Peptiden der SAP-
Familie gezeigt. Es handelt sich dabei zum einen um (A) ein SAP-Peptid mit der
Kernlokalisationssequenz (NLS) des SV40 grofden T-Antigen (CF-(VLRPPP);-NLS) und um
(B) eine spezielle Variante der SAP-Peptide, dem (VLRPPP),VcaprilPPP. Das CF-
(VLRPPP);-NLS weist eine abweichende Titrationskurve auf (siehe Abbildung 4.24A), wie sie
bereits fur das NLS-Peptid beobachtet wurde (siehe Abbildung 4.22B), jedoch ist der Verlauf
hier wesentlich ausgepragter. Ab einer Oligo-Konzentration von ca. 275 nM steigt das zuvor
gefallene Fluoreszenzsignal wieder an. Dies konnte auf die Ausbildung von Fibrillen
zurtckzufiihren sein (siehe Kapitel 1.3.4). Um dennoch eine Auswertung mittels

quadratischer Gleichung zu ermdglichen, wurde die 2. Phase nicht in die Berechnung
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einbezogen. Fir das initiale Bindungsgleichgewicht der CF-(VLRPPP);-NLS/Nukleinsdure-
Komplexe ergab sich ein Ky von 1,0 (+ 0,4) nM und ein molares Verhaltnis von 9:1.

Das (VLRPPP);V april PPP-NLS besitzt neben der NLS noch ein Caproyl-Molekul
((CH2)4CHa;), welches uber die Guanidinium-Gruppe des Arginin an das Peptid geknupft ist.
Wie aus Abbildung 4.24B erkennbar, trat bis zu einer Oligo-Konzentration von 2000 nM
keine Abnahme der Fluoreszenz auf. Daher konnten fiir dieses Peptid weder Ki-Wert noch

molares Verhaltnis bestimmt werden.

Abbildung 4.23: Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen der Peptide SAP und CF-SAP
mit DNA in H,0. A: 30 nM 5-CF-markierter Flo1-primer (18mer, DNA) wurden mit SAP
titriert. B 1,5 yM CF-markiertes SAP wurde mit dem Flo1-primer titriert. Die Auswertung der
Daten lieferte fur die gezeigten Experimente eine Dissoziationskonstante von 74 (+ 18) nM
(A) bzw. 55 (+ 20) nM (B).
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Abbildung 4.24: Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen der Peptide CF-SAP-NLS und
CF-SAP_,, mit DNA in H,0. A: 1,5 yM CF-markiertes SAP-NLS wurde mit dem Flo1-primer
titriert. B 1,5 pM CF-markiertes (VLRPPP),VcaproilPPP-NLS wurde mit dem Flo1-primer
titriert. Die Auswertung der Daten ohne Berlcksichtigung der 2. Phase ergab fir das CF-
SAP-NLS eine Dissoziationskonstante von 1,0 (£ 0,4) nM (A).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die SAP-Peptide ohne NLS einen 50-70x
schlechteren Ky-Wert haben als MPGo. Mit der NLS verbessert sich der Ky-Wert auf das

gleiche Niveau wie bei MPGa.

. Molares Verhaltnis | Ladungsverhaltnis

ECRLC 2L, (Peptid : Oligo) (+:-)
(VLRPPP); 74 (£ 18) 21:1 4:1
CF-(VLRPPP); 55 (£ 20) 11:1 1:1

CF-(VLRPPP),-

VcaproilLPPP n.b. n.b. n.b.
CF-(VLRPPP);-NLS 1,0 (+0,4) 9:1 2:1

CF-NLS 24 (+13) 5:1 1:1,5
MPGa 1,4 (£ 0,8) 10:1 3:1
MPGp 0,04 (£ 0,5) 7:1 2:1

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen der SAP-Peptide,
MPGo und MPGB mit dem 18mer DNA-primer Flo1 in H,O0. Es wurden
fluoreszenzmarkiertes Flo1 (Endkonzentration 30 nM) bzw. fluoreszenzmarkiertes SAP-
Peptid (1,5 pM) in H,O vorgelegt und mit SAP bzw. Flo1-primer titriert. Die Auswertung
erfolgte mit einer quadratischen Bindungsgleichung. Es sind die Mittelwerte von mindestens
2-4 unabhangigen Experimenten aufgelistet (Standardabweichung jeweils in Klammern).

Desweiteren wurden Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit den in Kapitel 4.1
beschriebenen CPP-Kandidaten durchgefihrt. Die bisherigen Ergebnisse aus den
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen und Zellkulturversuchen zeigten einen
deutlichen Unterschied in der Effizienz zwischen MPGa und den CPP-Kandidaten. Daher
sollten die im folgenden beschriebenen Titrationen nun klaren, ob sich dieser Unterschied
auch in der Affinitat und Komplexstéchiometrie zeigt.

Die durch Auswertung der Titrationskurven erhaltenen Ki;-Werte und Komplexstéchiometrien
der CPP-Kandidaten sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Mit Ausnahme des Peptids
fpHIV-NLS-fplVHA konnten alle CPP-Kandidaten charakterisiert werden. Vergleicht man die
Werte mit denen des Peptids MPGa, so fallt auf, dass bis auf das sfp alle CPP-Kandidaten

sowohl eine schlechtere Affinitat als auch erhdhte Komplexstdchiometrien aufweisen.
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Gl (rll<l\(;l) stg:hr?oprl::t-rie
MPGa 0.7 (£ 0.3) 6:1
fpEbola-NLS 133 (£ 23) n.b. (162 : 1)
fpRSV-NLS 27 (+7) n.b. (167 : 1)
sfp 1.4 (£0.4) 6:1
fpMVi-NLS 1355 (£ 190) n.b. (107 : 1)
fpMVN-NLS 10 (£ 41) n.b. (261 : 1)
fpSV-NLS 12 (+ 27) n.b. (117 : 1)
IER/'\F/I'ANLS' >2000 (+0) | n.b. (>300: 1)
fpBLV-NLS 24 (£ 4) n.b. (71:1)
fpIVHA-NLS 37 (= 15) n.b. (128 : 1)
fpFertilina-NLS 4.4 (£7.7) n.b. (65:1)

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit den CPP-
Kandidaten und pseudoknot-RNA in OptiMEM. 30 nM 5’-Hex-markierte pseudoknot-RNA
wurde mit dem jeweiligen CPP-Kandidat titriert. Die Auswertung der Daten erfolgte jeweils
unter Verwendung einer quadratischen Bindungsgleichung und lieferte die aufgefiihrten
Dissoziationskonstanten (Standardabweichung in Klammern) und molaren Verhaltnisse.

4.4.2 Untersuchung der Peptid/Nukleinsaure-Komplexstabilitat mit Hilfe
von Dissoziations-Experimenten

Mit Hilfe von Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen konnten im vorangegangenen Abschnitt
Bindungskonstanten und Stdchiometrien fir verschiedene CPP/Nukleinsaure-Komplexe
bestimmt werden. In diesem Abschnitt werden nun die Ergebnisse so genannter
Dissoziations-Experimente vorgestellt, welche die Charakterisierung der Wechselwirkungen
der zellpenetrierenden Peptide MPGa bzw. MPGp mit oligomeren Nukleinsauren fortfihrten.
Der Schwerpunkt dieser Experimente lag auf der Freisetzung des Kargos aus den
Transfektionskomplexen. Dieser Vorgang wurde im Fluoreszenzspektrometer Uber die
korrelierende Signalzunahme beobachtet, da die Fluoreszenz eines unkomplexierten Kargos
nicht mehr ausgeldscht wird. Gestartet wird die Freisetzung, und damit das Experiment,
durch Zugabe einer Substanz, die eine hdhere Affinitdt entweder zum Peptid oder zum
Kargo hat. Die Details dieser Methode und die genaue Durchfiihrung der Experimente sind in
Kapitel 3.2.1.2 beschrieben.
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Abbildung 4.25: Experimente zur Dissoziation von MPGo/HEX-pseudoknot-RNA-
Komplexen in OptiMEM. Zu Komplexen aus 30 nM 5-HEX-markierter pseudoknot-RNA
und 900 nM MPGa wurde Heparin hinzugegeben (Endkonzentration 15 U/ml) und die
Anderung der Fluoreszenz (schwarz) beobachtet. Die Ergebnisse der Auswertung mittels
einer einfach- (griin), doppelt- (rot) bzw. dreifach (blau) exponentiellen Gleichung sind
ebenfalls dargestellt.

Zunachst wurde die Freisetzung von 5’-HEX-markierter pseudoknot-RNA aus Komplexen mit
MPGa durch Zugabe von Heparin beobachtet. Hierbei wurde ausgenutzt, dass das stark
negativ-geladene Heparin mit der pseudoknot-RNA um die Bindung an das positiv-geladene
MPGa kompetitiert. In Abbildung 4.25 ist ein typisches Freisetzungs-Experiment nach
Heparin-Zugabe gezeigt. Nach der Bildung der Komplexe durch Mischen von 30 nM 5’-HEX-
markierter pseudoknot-RNA mit 900 nM MPGa erfolgte der Start des Experiments durch
Zugabe von Heparin (Endkonzentration 15 U/ml). Der Verlauf des Fluoreszenzsignals wurde
in der Regel fur 60 oder 120 min verfolgt. Die experimentellen Daten wurden mit einer
einfach-, zweifach- oder dreifach-exponentiellen Gleichung ausgewertet. Die Ergebnisse
dieser mathematischen Auswertungen sind in Abbildung 4.25A und 4.25B (Ausschnitt der
ersten 10 min) gezeigt. Bereits in Abbildung 4.25A ist deutlich zu erkennen, das nur die zwei-
und dreifach-exponentielle Gleichung eine realistische Naherung an die tatsachlich
gemessenen Datenpunkte ergeben. Das in Abbildung 4.25B gezeigte Zeitfenster der ersten
10 Minuten verdeutlicht, dass die dreifach-exponentielle Gleichung die grofte
Ubereinstimmung mit der experimentell ermittelten Kurve ergibt. Deshalb wurde fir die
Auswertung aller folgenden Dissoziations-Experimente eine dreifach-exponentielle
Gleichung verwendet.

In weiteren Experimenten wurden der Einfluss des molaren Verhaltnisses von Peptid und
Nukleinsaurekargo sowie der Salzkonzentration auf die Freisetzung des Kargos nach
Heparin-Zugabe untersucht.

In Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse der Heparin-basierten Dissoziations-Experimente gezeigt,
bei denen jeweils unterschiedliche molaren Verhaltnisse von Peptid und Nukleinsaurekargo

eingesetzt wurden. In allen Fallen hat die Amplitude der ersten Phase mit ca. 50% den
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héchsten Wert. Die Amplitude der zweiten Phase fallt mit ca. 16% etwas niedriger aus als die
der dritten Phase mit ca. 20%. Die berechneten Geschwindigkeitskonstanten nehmen mit
Phase) Uber ca. 0,2 min' (2. Phase) bis zu 0,02 min® (3. Phase)

naherungsweise je um den Faktor 10 ab.

ca.3 min" (1.

Molares Amplitude (%) Geschwindigkeitskonstanten (min™)
Verhiltnis 1 2 3 1 2 3
10:1 55+ 1 15+ 1 19+1 3,6+0,2 0,33+0,08 | 0,03 0,01
20:1 50 + 1 18+£2 24 +1 3,3+0,8 0,23+0,1 | 0,02+0,01
30:1 48 £ 2 15+3 23+3 25105 0,19%5+0,6 | 0,02+0,01
Tabelle 4.4: Ergebnisse der Auswertung von Dissoziations-Experimenten mit

MPGao/HEX-pseudoknot-RNA-Komplexen in OptiMEM. Zu Komplexen aus 30 nM 5’-HEX-
markierter pseudoknot-RNA und 300, 600 bzw. 900 nM MPGa wurde Heparin hinzugegeben
(Endkonzentration 15 U/ml) und die Anderung der Fluoreszenz beobachtet. Die Berechnung
der Amplituden und Geschwindigkeitskonstanten erfolgte mittels einer dreifach-
exponentiellen Gleichung.

Weiter wurde die Dissoziation von MPGo/pseudoknot-RNA-Komplexen nach Heparin-
Zugabe bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen analysiert. Hierzu wurden Komplexe aus
30 nM pseudoknot-RNA und 900 nM MPGa in Tris/HCI-Puffer (pH 7) mit

Natriumchloridkonzentrationen von 0-150 mM gebildet.

Amplitude (%) Geschwindigkeitskonstanten (min™)
NaCl (mM)
1 2 3 1 2 3
10 43 £1 15+ 1 22 +1 3,7+0,2 0,33 +0,08 | 0,02 0,01
20 42 +1 18+ 2 23+1 3,9+0,8 0,38+0,1 | 0,03+0,01
50 52 +2 16+£3 24 +3 3,2+0,5 0,16+0,6 | 0,01+0,01
150 55+ 1 11 £3 18 +1 25+0,5 0,14 +£0,3 | 0,02 +0,01
Tabelle 4.5: Ergebnisse der Auswertung von Dissoziations-Experimenten mit

MPGo/HEX-pseudoknot-RNA-Komplexen bei variierenden Salzkonzentrationen. Zu
Komplexen aus 30 nM 5-HEX-markierter pseudoknot-RNA und 300, 600 bzw. 900 nM
MPGa in 10 mM Tris/HCI (pH 7.5) mit variierenden Salzkonzentrationen wurde Heparin
hinzugegeben (Endkonzentration 15 U/ml) und die Anderung der Fluoreszenz beobachtet.
Die Auswertung der Daten erfolgte mittels einer dreifach-exponentiellen Gleichung.

Die in Tabelle 4.5 zusammengefassten Ergebnisse lieRen im Uberblick keine wesentlichen
Unterschiede hinsichtlich einer Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration erkennen. Lediglich
die Amplitude der 1. Phase nahm ab einer NaCl-Konzentration von 50 mM um ca. 10% zu.
Des weiteren halbierte sich unter diesen Bedingungen die Geschwindigkeitskonstante der 2.

Phase. Alle weiteren Unterschiede lagen im Bereich des Fehlers.
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Soweit konnte bei den Heparin-basierten Dissoziations-Experimenten also kein Einfluss des
eingesetzten molaren Verhaltnisses oder der lonenstarke festgestellt werden. Ein Vergleich
zwischen den Peptiden MPGa, MPGa-oC und MPGJ zeigte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 4.26). Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Ergebnisse der
Dissoziations-Experimente mit MPGa vermutlich generell auf CPPs mit intakter NLS

Ubertragbar sind.

Abbildung 4.26: Dissoziations-Experimente mit CPP/HEX-pseudoknot-RNA-Komplexen
in OptiMEM. Zu Komplexen aus 30 nM 5-HEX-markierter pseudoknot-RNA und 900 nM
MPGa (rot), MPGa-oC (blau) oder MPGP (grin) wurde Heparin hinzugegeben
(Endkonzentration 15 U/ml) und die Anderung der Fluoreszenz beobachtet. Die Amplituden
und Geschwindigkeitskonstanten lagen im selben Bereich wie in Tabelle 4.4 angegeben.

Bei der nun folgenden Variante der Dissoziations-Experimente konkurriert die Reverse
Transkriptase des HIV-1 (HIV1-RT) mit MPGa um die Bindung an 5-HEX-markierte
pseudoknot-RNA. Allerdings kann die HIV1-RT nur an pseudoknot-RNA binden, die zuvor
aus dem Komplex freigesetzt wurde. Die Freisetzung kann im Fluoreszenzspektrometer
verfolgt werden, da die Bindung der RNA an die HIV1-RT keine Ausldschung der
Fluoreszenz bewirkt. Daher kann ein Anstieg des Fluoreszenzsignals beobachtet werden,
welches mit der Freisetzung der pseudoknot-RNA aus dem Komplex mit MPGa korreliert.
Die Details dieser Methode und die genaue Durchfliihrung der Experimente sind in Kapitel
3.2.1.2 beschrieben.

Abbildung 4.27 zeigt die Dissoziation von Komplexen aus 5-HEX-markierter pseudoknot-
RNA und MPGa nach Zugabe von HIV1-RT.
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Abbildung 4.27: Dissoziations-Experimente mit MPGao/HEX-pseudoknot-RNA-
Komplexen in OptiMEM. Zu Komplexen aus 30 nM 5’-HEX-markierter pseudoknot-RNA
und MPGoa im angegebenen molaren Verhaltnis wurde HIV-1-RT hinzugegeben
(Endkonzentration 60 nM) und die Anderung in der Fluoreszenz beobachtet. Die
entsprechenden Amplituden und Ratenkonstanten sind in Tabelle 4.6 aufgeflhrt. 100%
Fluoreszenzanderung entspricht 100% unkomplexierter RNA.

Anders als im Falle der Heparin-basierten Dissoziations-Experimente wurde eine wesentlich
geringere Signaldnderung beobachtet, die eine geringere Freisetzung vermuten lie3. Bei
keiner Messung Uberschritt die freigesetzte Menge den Wert von 30%; d.h. ca. 70% der
eingesetzten RNA verblieb im Komplex und wurde nicht freigesetzt. Ebenfalls unterschiedlich
war die deutliche Abhangigkeit der Freisetzung vom eingesetzten molaren Verhaltnis. Bei
einem molaren Verhaltnis (CPP:RNA) von 5:1 betrug die Freisetzung ca. 20%, bei 10:1 ca.
11% und bei 15:1 nur noch ca. 2%. Bei hdheren molaren Verhaltnissen (20:1 und 30:1)
wurde keine Freisetzung mehr beobachtet.

Trotz der oben genannten Unterschiede ergab die Auswertung der Daten mit einer dreifach-
exponentiellen Gleichung wie im Fall der Heparin-basierten Dissoziations-Experimente die
beste Naherung. Dies traf flir eingesetzte molare Verhaltnisse bis 10:1 zu. Bei 15:1 sind die
Amplituden bereits sehr klein und gute Naherungen wurden ebenfalls mit einer einfach- oder
zweifach-exponentiellen Gleichung erhalten. Die berechneten Werte der in Abbildung 4.27
dargestellten Kurven sind in Tabelle 4.6 zusammengefasst. Bei einem molaren Verhaltnis
von 5:1 zeigten sich ahnliche Verhaltnisse von Amplituden und Geschwindigkeitskonstanten
zueinander wie im Falle der Heparin-basierten Dissoziations-Experimente. Die erste schelle
Phase zeigte die groRte Signalanderung mit einer Amplitude von maximal 10%, was 10%
freigesetzter RNA entspricht. Die zweite und dritte Phase haben vergleichbare Amplituden-
Werte. Die berechneten Geschwindigkeitskonstanten nehmen von der ersten zur zweiten

Phase naherungsweise um einen Faktor 10 ab, und bis zur dritten Phase nochmals um den
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Faktor 5. Mit steigendem molaren Verhaltnis verringern sich jedoch die beobachteten

Unterschiede. Tendenziell wurden die berechneten Werte dabei zunehmend kleiner.

mv. Amplitude (%) Geschwindigkeitskonstanten (min™)
1 2 3 1 2 3

5:1 10,8 £+ 0,2 55+0,3 6,6+0,2 | 058+0,03 | 0,05+0,01 | 0,01+0,00

10 : 1 3,5+0,1 3,1+0,6 21+06 |057+0,05|0,03+0,01 | 0,04 +0,02

15:1 1,0+0,1 1,2+0,1 0,3+0,0 |0,12+0,02 | 0,03+0,01 | 0,01 +£0,02

Tabelle 4.6: Ergebnisse der Auswertung von Dissoziations-Experimenten mit
MPGao/HEX-pseudoknot-RNA-Komplexen in OptiMEM. Zu Komplexen aus 30 nM 5’-HEX-
markierter pseudoknot-RNA und 300, 600 bzw. 900 nM MPGa wurde HIV-1-RT
hinzugegeben (Endkonzentration 60 nM) und die Anderung der Fluoreszenz beobachtet. Die
Auswertung der Daten erfolgte mittels einer dreifach-exponentiellen Gleichung. Eine
Amplitude von 100% entspricht 100% Kargo-Freisetzung aus den Transfektionskomplexen.

Sehr deutliche Unterschiede zeigten sich jedoch im Vergleich des Dissoziationsverhaltens
zwischen den MPG-Peptiden. Abbildung 4.28 zeigt die Freisetzung von 5’-markierter
pseudoknot-RNA nach Zugabe von HIV-1-RT aus Komplexen mit MPGa, MPG und MPGf-
Cys (jeweils molares Verhaltnis von 30:1). Wahrend im Falle von MPGa unter diesen
Bedingungen keine Freisetzung mehr beobachtet wird (siehe auch Abbildung 4.27), kann im
Falle von MPGp und MPG-Cys ein Wert bis zu 18% freigesetzte RNA bestimmt werden.

Abbildung 4.28: Dissoziationsexperimente mit MPG/HEX-pseudoknot-RNA in
OptiMEM. Zu Komplexen aus 30 nM 5’-HEX-markierter pseudoknot-RNA und 900 nM MPGa
(grin), MPGS (rot) oder MPGB-Cys (blau) wurde HIV1-RT hinzugegeben (Endkonzentration
60 nM) und die Anderung in der Fluoreszenz beobachtet.
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4.4.3 Analyse der Peptid/Nukleinsdaure-KomplexgrofRe mittels
Lichtstreuungsmessung

Mit Hilfe von Gleichgewichtstitrationen und Dissoziations-Experimenten konnte die Affinitat
und Stabilitat der Peptid/Nukleinsaure-Komplexe untersucht und ihre Stéchiometrie bestimmt
werden. Letztere gibt jedoch nur Auskunft Uber das mittlere Mischungsverhaltnis der Peptide
und Nukleinsduren in den Komplexen, nicht aber Uber die GrélRe der gebildeten Partikel.
Dies sollte nun mit Hilfe von dynamischen Lichtstreuungsmessungen (DLS) untersucht
werden. In der Arbeit von Veldhoen (Veldhoen 2006) wurde diese Methode bereits genutzt,
um die Beschaffenheit und Grofle von MPGp/pseudoknot-RNA-Komplexen zu analysieren.
In dieser Arbeit sollte dies nun auch mit MPGa durchgefiuhrt und die Ergebnisse mit den
Daten fur MPGp verglichen werden. Fiur die Versuche wurden 5 uM Peptid allein oder mit
500 nM Oligomer in verschiedenen Puffersystemen gemischt und direkt mittels DLS

untersucht.

In Abbildung 4.29 sind zunachst die fir die jeweiligen Ansatze gemessenen Intensitaten
dargestellt. Die Intensitat entspricht hierbei der Menge an Partikeln in der jeweiligen Probe,
wobei zu bedenken ist, dass groRere Komplexe bei gleicher Menge an Partikeln deutlich
mehr Signal generieren als kleinere Komplexe. Insofern sind hohe Signalintensitaten auch
ein Indiz fur grof’e Partikel. MPGa zeigte in Wasser keine detektierbare Selbstaggregation,
im Gegensatz zu MPGp. In Kombination mit pseudoknot-RNA konnte fur beide Peptide eine
starke Komplexbildung detektiert werden. Interessanterweise wurde bei einer Kombination
von MPGa mit siRNA ein zweifach héheres Signal detektiert, was auf die Bildung grélierer
Komplexe schlieRen lasst.

In PBS bildeten beide Peptide allein deutlich detektierbare Partikel, da vermutlich beide
Peptide bei hdheren Salzkonzentrationen zur Aggregation neigen. Wahrend im Falle von
MPGa eine Zugabe von pseudoknot-RNA die Signalintensitat wie erwartet erhohte, fiel das
Signal fur MPGB um den Faktor 2. Die insgesamt starkeren Signale in PBS im Vergleich zu
Messungen in Wasser lieRen vermuten, dass eine erhohte lonenstarke die Komplexbildung
quantitativ (mehr Aggregate) als auch qualitativ (gréRere Partikel) beeinflusst. In OptiMEM
konnte eine 3-fach niedrigere Komplexbildung, ablesbar an einer reduzierten
Signalintensitat, beider Peptide beobachtet werden. Das Signal fir MPGp/pseudoknot-RNA

war im Vergleich zu MPG allein etwas erhdht.
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Abbildung 4.29: DLS-Messungen vom MPGa und MPGB und deren Komplexen mit
Nukleinsauren. Die Komplexe aus 5 yM MPG oder MPGa und 500 nM pseudoknot-RNA
oder siRNA wurden im angegebenen Puffer gebildet und direkt im DLS vermessen.

Die Abbildung 4.30 zeigt die GréRenverteilung der gebildeten MPG/Nukleinsdure-Komplexe
in Wasser. Hier bildete MPGp sowohl allein als auch in Kombination mit pseudoknot-RNA
Komplexe einer GroRe von ca. 100-200 nm. MPGa bildete mit pseudoknot-RNA und siRNA
Komplexe in der gleichen Grdllenordnung. Komplexe groRer 1 um lagen aullerhalb des
dynamischen Messbereichs des DLS-Gerats und wurden daher nicht ausgewertet.

In PBS bildete MPGa durch Selbstaggregation Partikel von ca. 50-100 nm, 200-400 nm und
bis zu 1 ym GroRe (Abbildung 4.31). In Kombination mit pseudoknot-RNA bildeten beide
Peptide Komplexe zwischen ca. 100 und 1000 nm, wobei die mittlere Grolie ungefahr 300

nm betrug.
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Abbildung 4.30: DLS-Messungen — ermittelte Durchmesser der Komplexe aus MPGa
bzw. MPGp mit Nukleinsduren in Wasser. Komplexe aus 5 yM MPGJ bzw. MPGa und 500
nM pseudoknot-RNA bzw. siRNA wurden in Wasser gebildet und direkt im DLS vermessen.

Abbildung 4.31: DLS-Messungen — ermittelte Durchmesser der Komplexe aus MPGa
bzw. MPGB mit Nukleinsduren in PBS. Komplexe aus 5 pM MPGB bzw. MPGa und
500 nM pseudoknot-RNA wurden in PBS gebildet und direkt im DLS vermessen.

In OptiMEM (Abbildunge 4.32) bildete MPGa ahnlich grolle Aggregate wie in PBS. Im
Gegensatz dazu zeigte MPGp eine geringere Neigung zur Selbstaggregation in OptiMEM als
in PBS mit PartikelgroRen von 100-300 nm. In Kombination mit pseudoknot-RNA bildete
MPGa tendenziell groRere Komplexe als MPGp.
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Abbildung 4.32: DLS-Messungen — ermittelte Durchmesser der Komplexe aus MPGa
bzw. MPGB mit Nukleinsduren in OptiMEM. Komplexe aus 5 yM MPG bzw. MPGa und
500 nM pseudoknot-RNA wurden in OptiMEM gebildet und direkt im DLS vermessen.

444 EMSA-Experimente

Die Methode der Gleichgewichtsfluoreszenztitration von oligomeren Nukleinsauren und
Peptiden beruht auf der Annahme, dass eine Ausloschung der Fluoreszenz durch eine
Bindung der Peptide an das Oligonukleotid verursacht wird (siehe Kapitel 3.2.1.1).
Tatsachlich muss dies jedoch nicht zwingend so sein. Daher wurde mittels einer weiteren
Methode, dem electrophoretic mobility shift assay (EMSA), Uberprift, ob eine Komplexierung
der oligomeren Nukleinsduren erfolgt. Dabei wird eine fluoreszenz- oder radioaktiv-markierte
Nukleinsdure mit seinem potentiellen Komplexpartner gemischt und auf ein natives PAGE-
Gel aufgetragen. Erfolgt eine Partikelbildung, so werden die Oligomere als Teil von
Komplexen aufgrund der GrofRe oder Ladung im Gel zuriickgehalten. So kommt es zu einer
Verschiebung (shift) der Oligomer-Bande.

In Abbildung 4.33 ist das Ergebnis eines EMSA-Versuchs gezeigt. Es wurden 30 nM einer
radioaktiv-markierten pseudoknot-RNA mit steigenden Mengen an MPGa gemischt und auf
ein 8%-iges PAGE-Gel aufgetragen. Wie zu erkennen ist, trat ab einem Ladungsverhaltnis
von 0,5 oberhalb der Bande freier pseudoknot-RNA eine stark verbreiterte, diffuse Bande
auf, die bis zu einem Ladungsverhaltnis von 10 erkennbar blieb. Ab einem Ladungsverhaltnis
von 1 erfolgte eine schnelle Anderung der Signalverteilung. Die Menge an freier pseudoknot-
RNA verringerte sich drastisch, bis ab einem Ladungsverhaltnis von 3 keine Bande mehr
erkennbar war. Die in den Geltaschen detektierte Menge an pseudoknot-RNA nahm bis zu
einem Ladungsverhaltnis von 10 zu, dann jedoch wieder ab.

Die schnelle Anderung der Verteilung bei einem Ladungsverhaltnis von 1 korrelierte mit den

Ergebnissen der Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen (siehe Kapitel 4.4.1). Ein



Ergebnisse 93

Ladungsverhéltnis von 1 bei einer RNA-Konzentration von 30 nM entsprach einer
Peptidkonzentration von 216 nM. In entsprechenden Titrationskurven wurde bei dieser
Konzentration die maximale Verringerung der Fluoreszenz erreicht (siehe Abbildung 4.20).
Daraus folgte, dass eine Abnahme der Fluoreszenz in Gleichgewichtstitrationen nur solange
beobachtet wurde, wie freie Oligonukleotide vorhanden waren. Das molare Verhaltnis
entsprach hier 7:1, was mit der per Gleichgewichtstitration bestimmten Stdéchiometrie
Ubereinstimmte (siehe Abbildung 4.22). Somit bestatigte der EMSA-Versuch die per
Gleichgewichtstitration bestimmten Werte und zeigte, dass die Verminderung der

Fluoreszenz auf der Bildung von Komplexen beruhte.
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Abbildung 4.33: EMSA-Experiment mit MPGa/pseudoknot-RNA-Komplexen. 30 nM
einer  radioaktiv-markierten  pseudoknot-RNA  wurde mit MPGa in finalen
Ladungsverhaltnissen (+:-) von 0 bis 30 gemischt, nach 10 min Inkubation bei

Raumtemperatur auf ein 8%-iges natives PAGE-Gel geladen und in freie sowie komplexierte
RNA aufgetrennt.
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4.5 Ansatz zur Optimierung der endosomalen Freisetzung von
Peptid/Nukleinsaure-Komplexen nach zellularer Aufnahme:

Helferpeptide

Wie in Kapitel 1.4 erwahnt, wurden in der Literatur bereits diverse Strategien fir eine
Verbesserung der endosomalen Freisetzung beschrieben. In dieser Arbeit wurde der Ansatz
verfolgt, durch eine Beimischung von so genannten Helferpeptiden zu den MPGa/Oligomer-
Komplexen eine Verbesserung der intrazellularen Freisetzung des Nukleinsdurekargos aus
endosomalen Kompartimenten zu erzielen.

Wadia et al. konnten in einer Studie zeigen, dass durch Beimischung eines TAT-HA-Peptids
zu TAT-Cre-Konjugaten eine deutliche Steigerung der Rekombination erzielt werden konnte
(Wadia et al. 2004). Aus der Studie konnte geschlossen werden, dass eine Verknipfung von
Helferpeptid und Konjugat nicht notwendig ist. Beide binden unabhangig voneinander an die
Zellmembran, werden endozytotisch aufgenommen und gelangen so automatisch in
dasselbe Kompartiment. Dort bewirkt das Helferpeptid TAT-HA aufgrund seiner lytischen
Eigenschaften bei niedrigem pH-Wert eine Freisetzung aus dem endosomalen
Kompartiment. In der vorliegenden Arbeit sollte nun das Konzept eines Helferpeptids auf den
nicht-kovalenten Ansatz von MPGa-vermittelten Transfektionen Gbertragen werden.

In den Voruberlegungen zu den Experimenten in dieser Arbeit entstand jedoch die Idee, die
Helferpeptide Uber nicht-kovalante Wechselwirkungen an die Komplexe zu binden. Eine
nicht-kovalente Verknupfung war in zwei Varianten maoglich:

1) Die Helferpeptide bestanden aus einer endosomolytischen Domane und aus einer
hydrophoben Doméne. Uber die hydrophobe Doméne sollten Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen zum MPG-Anteil der Komplexe ausgebildet werden. Als hydrophobe
Doméanen wurde das Fusionspeptidsegment des gp41 von HIV1 bzw. die hydrophobe
Domane des MPGo ausgewahlt, da fir diese bereits bekannt war, dass sie sich fur die
Ausbildung der gewlinschten Peptid-Peptid-Wechselwirkungen eignen.

2) Statt einer hydrophoben Domane enthielten die Peptide wie das MPG eine NLS-Sequenz.
Uber diese sollten die Helferpeptide Mellitin-NLS und Tox-NLS Wechselwirkungen zur
Nukleinsaure ausbilden und so in den Komplex eingebaut werden.

Zusatzlich wurde ein von Duguid et al. beschriebenes fusogenes Peptid getestet (Duguid et
al. 1998). Dieses Peptid wies keine Domane fir nicht-kovalente Wechselwirkungen auf. Alle

getesteten Helferpeptide und ihre Sequenzen sind in der Tabelle 4.7 aufgelistet.
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Peptid Aminosauresequenz

HA-GP41a Ac-GLFGAIAGFIENGWEGMIDGALFLAFLAAALSLMGL-NH,
gp41min-HSV Ac-AVGIGALFLGFLGAWSQPAVGAGATAEE-NH,
MPGo-HA Ac-GALFLAFLAAASLMGLWSQPGFIENGWEGMIDG-NH,

Fusogenes Peptid von

Duguid et al. (FPD) Ac-GLFEALLELLESLWE-NH,

Mellitin-NLS Ac-GIGAVLKVLTTGLPALISWIPKKKRKV-NH;

Tox-NLS Ac-TQIENLKEKGWSQPKKKRKV-NH,

Tabelle 4.7: Sequenzen der getesteten Helferpeptide fiir die endosomale Freisetzung.

Aufgrund des hohen Gehalts an hydrophoben Aminosauren gestaltete sich die Synthese der
Helferpeptide FPD, MPGa-HA und gp41min-HSV nach Angaben der beauftragten Firma als
sehr problematisch. Spatestens bei der Aufreinigung Uber Reversed-Phase-HPLC
(RP-HPLC) ging das Peptid verloren. So konnte nur ein nicht-aufgereinigter Produktmix
eingesetzt werden, in dem laut MALDI-TOF-Analyse das gewiinschte Peptid enthalten war.
Da die Konzentration des Peptids in dieser Mischung nicht bestimmt werden konnte, werden
die eingesetzten Mengen als prozentuale Anteile der Peptid-Stockldsungen am Volumen des
Transfektionsmix angegeben. Keines dieser drei Helferpeptide konnte unter den getesteten
Bedingungen (Konzentration bis 6%) in ECV-GL3-Zellen eine Verbesserung des RNAI-
Effekts herbeifihren (Daten nicht gezeigt). Sehr hohe Konzentrationen der Helferpeptide
(>6%) hatten lediglich eine Verminderung der Zellviabilitat zur Folge.

Abbildung 4.34 zeigt, dass auch das Helferpeptid HA-GP41a keinen positiven Effekt,
sondern im Gegenteil, eine Verminderung des RNAi-Effekts zur Folge hatte. Ein
Kontrollexperiment in Form von Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen in Gegenwart des
Helferpeptids zeigte keine Veranderung des Kg-Wertes oder der Komplexstéchiometrie
(Daten nicht gezeigt), so dass eine nachteilige Wirkung des Helferpeptids durch Stérung der
Wechselwirkungen zwischen MPGa und Kargo als Ursache ausgeschlossen werden
konnten. Andererseits deutet dieses Ergebnis auch daraufhin, dass HA-GP41a entgegen
den Erwartungen nicht in die MPGa/Kargo-Komplexe eingebaut wird und somit keine

fusogene Aktivitat vermitteln kann.
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Abbildung 4.34: Test
des Helferpeptids HA-
GP41a. ECV-GL3-
Zellen wurden 24 h vor
der Transfektion in eine
weille  Mikrotiterplatte
ausgebracht. Die Trans-
fektion erfolgte nach
dem Standardprotokoll
fur Peptide (s. Kapitel
3.3.5) mit einer Peptid-
konzentration von 1 yM
MPGa und 1 nM siR206
und in Gegen-wart des
Helferpeptids HA-
GP41a. Nach 24 h
wurde die Luzifera-
seaktivitdt und Viabilitat
der Zellen analysiert.

Im weiteren Verlauf der Experimente wurden nun zwei weitere Helferpeptide getestet.
Aufgrund der enthaltenen NLS wurde vermutet, dass sowohl Mellitin-NLS als auch Tox-NLS
eigenstandig Wechselwirkungen mit oligomeren Nukleinsauren ausbilden kénnen. Mittels
Gleichgewichtstitrationen wurde zunachst das Bindungsverhalten Uberprift, d.h. ob diese
Helferpeptide stabile Komplexe mit Nukleinsdure-Kargos bilden. Im Anschluss wurde in
Zellkulturtests ein mdglicher Transport von Nukleinsauren durch diese Helferpeptide allein in

biologisch verfigbarer Form in die Zellen untersucht.

Abbildung 4.35: Gleichgewichtstitrationen der Helferpeptide Tox-NLS und Mellitin-NLS
mit Nukleinsauren. Extrinsische Messungen: 30 nM 5’-Cy3-ON705 wurden in OptiMEM
vorgelegt und mit A Mellitin-NLS oder B Tox-NLS titriert. Intrinsische Messung: C 1 uM Tox-
NLS wurden in Wasser vorgelegt und mit ON705 titriert.

Abbildung 4.35 zeigt fur Melittin-NLS und Tox-NLS jeweils ein exemplarisches Ergebnis
einer extrinsischen Gleichgewichtsfluoreszenztitration mit den Helferpeptiden. Mellitin-NLS
(A) bewirkte im Gegensatz zu Tox-NLS (B) eine Fluoreszenzanderung nach Titration gegen
Cy3-ON705. Andererseits zeigte eine intrinsische Gleichgewichtstitration von Tox-NLS

gegen ON705 ebenfalls eine entsprechende Fluoreszenzanderung (C). Da beide
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Helferpeptide offensichtlich in der Lage waren, Nukleinsduren mit einer ausreichenden
Affinitdt zu komplexieren, wurde anschlielend Uberprift, ob sie auch einen erfolgreichen

Transport vermitteln kénnen.
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Abbildung 4.36: Test der Helferpeptide Mellitin-NLS und Tox-NLS im
SpleiBkorrektursystem. HelLa Luc/705-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in eine
weilte Mikrotiterplatte ausgebracht. Die Transfektion erfolgte entsprechend dem
Standardprotokoll fir Peptide (s. Kapitel 3.3.5) mit 2,5 yM MPGa und/oder 2,5 pM
Helferpeptid und 278 nM ON705. Die Ordnungszahlen geben die Reihenfolge an, in der die
Komponenten zum Transfektionsmix hinzugefligt wurden. Die Prainkubationszeit betrug in
allen Fallen ca. 1 min. Nach 24 h wurde die Luziferaseaktivitdt und Viabilitat der Zellen
analysiert.

Abbildung 4.36 =zeigt die von den Helferpeptiden vermittelte Hochregulation der
Luziferaseaktivitdt nach SpleilRkorrektur (vergleiche Kapitel 4.3.3). Nur fur Mellitin konnte
eine Hochregulation bei sehr hohen Konzentrationen gemessen werden. Allerdings war das
Mellitin-NLS bei diesen Konzentrationen bereits stark toxisch, weshalb die gemessene
Hochregulation sehr wahrscheinlich auf einem Mess-Artefakt beruhte. Somit ist keines der
beiden Helferpeptide alleine ein Transportvehikel flr oligomere Nukleinsduren. Die
Abbildung zeigt weiterhin den Effekt der Helferpeptide auf die MPGa-vermittelte Transfektion
von ON705. Es wurden Transfektionsvarianten getestet, bei denen MPGa, ON705 und ein

Helferpeptid in verschiedenen zeitlichen Reihenfolgen vorgemischt wurden (Details siehe
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Abbildung 4.36). In einigen Fallen ist eine geringe Hochregulation um den Faktor 4 sichtbar,
die aber im Bereich des Fehlers liegt, da MPGa allein schon eine Hochregulation in dieser
Grélenordnung verursacht.

Um abschlieBend zu Uberprifen, ob die fehlende Funktion der Helferpeptide auf einer
Stoérung der Wechselwirkungen des MPGa mit dem Kargo beruht, wurde eine
Gleichgewichtstitration des ON705 mit MPGa in Gegenwart des Helferpeptids Tox-NLS
durchgeflhrt. Die aus den Titrationskurven berechneten Werte sind in Tabelle 4.8 aufgelistet.
Wie man erkennen kann, ist der Ki-Wert unverandert und auch die bestimmte Stochiometrie

der Komplexe liegt im zuvor bestimmten Bereich (siehe Abbildungen 4.20 und 4.21).

. Komplexstochiometrie
Peptid Ky (nM) (Pep.:ON)
MPGa 1,0+0,8 8:1
MPGa + Tox-NLS 1,4+0,7 4:1

Tabelle 4.8: Gleichgewichtstitrationen von MPGa mit ON705 in An- oder Abwesenheit
von Tox-NLS. 30 nM 5-Cy3-ON705 wurde in OptiMEM mit MPGa allein bzw. in
Anwesenheit von Tox-NLS (250 nM) titriert. Die Auswertung der Daten erfolgte jeweils unter
Verwendung einer quadratischen Bindungsgleichung und lieferte die aufgeflhrten
Dissoziationskonstanten und Komplexstéchiometrien.

4.6 Computerbasierte Sequenzanalyse der verwendeten CPP-
Kandidaten

In den vorangegangenen Kapiteln wurden bereits verschiedene, im Rahmen dieser Arbeit
entworfene CPP-Kandidaten vorgestellt, und die Ergebnisse ihrer
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen und Tests in zelluldren Reportersystemen
beschrieben (siehe Kapitel 4.1). Der Ansatz, die hydrophobe Domane des MPGa gegen die
Sequenzen von viralen Fusionspeptidsegmenten (bei Fertilin-a handelt es sich nicht um eine
virale Sequenz) auszutauschen, war insofern erfolgreich, als dass der Grofteil der so
entworfenen CPP-Kandidaten zumindest den Import eines Nukleinsdure-Kargos vermittelte
(siehe Abbildung 4.1) und im Falle des CPP-Kandidaten fpRSV-NLS auch ein biologischer
Effekt des Kargos beobachtet werden konnte (siehe Abbildung 4.3). Die Untersuchung der
Komplexbildungseigenschaften der CPP-Kandidaten mittels Gleichgewichtsfluoreszenz-
titrationen zeigte jedoch eine im Vergleich zum Ausgangspeptid geringere Affinitat fast aller
Kandidaten zu Nukleinsduren und eine zugunsten des Peptidanteils erhdhte Stdchiometrie
der gebildeten Komplexe (siehe Kapitel 4.4.1 und Tabelle 4.3).

In diesem Abschnitt sollte nun Uberprift werden, ob es eine Korrelation zwischen der

Funktion, d.h. dem Vermitteln eines Imports des Kargo, und der Sequenz der hydrophoben
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Domane bzw. des Fusionspeptidsegments gibt. Aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit
solch einer Korrelation wurde erwartet, dass durch eine Computer-basierte Analyse
konservierte Positionen und/oder Sequenzmotive identifiziert werden kdénnten, die ein

gemeinsames Merkmal funktionaler CPPs darstellen.

Mit Hilfe des Programms CLC Free Workbench 2 wurden die variablen hydrophoben
Sequenzen der Peptide (vgl. Tabelle 4.1), d.h. nur die Fusionspeptidsegmente, miteinander
verglichen. Der CPP-Kandidat sfp wurde flr diese Analyse nicht berlcksichtigt, da dieses
Peptid einen deutlich anderen Domanenaufbau als alle anderen Peptide aufwies und ein
Sequenzvergleich demzufolge keinen Sinn gemacht hatte.

Generell gibt es zwei wichtige Parameter, die fir ein Sequenzalignment optimiert werden
missen: die Kosten fiir das Offnen einer Liicke (gap opening penalty) und die Kosten fir
deren Erweiterung (gap extention penalty). Bei den Kosten handelt es sich um fiktive Werte,
deren Summe fiir ein perfektes alignment (absolute Ubereinstimmung der Sequenzen) gleich
Null ist. Da in der Literatur nur Richtwerte fiir das alignment von Proteinsequenzen zu finden
waren (z.B. Reese et al. 2002), wurden diese Ubernommen und getestet. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4.37 dargestellt. FUr Ergebnis A wurden die Kosten auf 0 gesetzt (Kosten
fur Offnung = 0, Kosten fiir Erweiterung = 0). Dementsprechend generierte das Programm
sehr viele Liicken, weshalb z.B. Ubereinstimmungen einzelner Positionen schlecht bestimmt
werden konnten. Fir B wurden mittlere Kosten gewahlt (Kosten fir Offnung = 7, Kosten fir
Erweiterung = 1), was zur Folge hatte, das deutlich weniger Licken generiert wurden. Wie in
der Abbildung 4.37B erkennbar ist, befindet sich relativ nahe am N-Terminus fast aller
Peptide ein Motiv mit der Sequenz FXG. Fur das alignment C wurden sehr hohe Kosten
gewahlt (Kosten fir Offnung = 21, Kosten fiir Erweiterung = 5), was darin resultierte, dass
keine Lucken mehr gedffnet wurden. Ein Motiv war nicht mehr zu erkennen. Nur ein mittiges
Glycin wurde als relativ konserviert erkannt. Insgesamt scheinen die Sequenzen der Peptide
am N-Terminus einander ahnlicher zu sein, wahrend der C-Terminus relativ divers erscheint.
Es wurden noch weitere Zwischenwerte fir die Kosten getestet; es zeigten sich jedoch keine
gravierenden Unterschiede zu den dargestellten Ergebnissen. Vielmehr gab es Springe, d.h.
marginale Veranderungen bis zu bestimmten Kosten mit plétzlich auftretendem neuen Bild.
Die drei gezeigten Ergebnisse spiegeln die aufgetretenen Stufen wieder.

Neben der in Abbildung 4.37 gezeigten Form konnen die Ergebnisse eines
Sequenzalignments auch in einer so genannten Baumform dargestellt werden. Hier kénnen
zwar keine Ahnlichkeiten oder Ubereinstimmungen in der Sequenz dargestellt oder erkannt
werden, aber die Verwandtschaft, d.h. die Ahnlichkeit Gber die ganze Sequenz betrachtet,
wird deutlicher dargestellt. Abbildung 4.38 zeigt die in Abbildung 4.37 gezeigten alignments

in dieser Darstellungsform. Ignoriert man alignment A, bei dem sich kein sinnvolles Ergebnis
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ergab, erkennt man eine enge Verwandtschaft der MPG-Peptide als Ergebnis der alignments
B und C. Das fpRSV-NLS-Peptid, welches als einziger CPP-Kandidat sowohl einen Import
als auch einen biologischen Effekt des Kargos vermittelte, wurde hier als der nachste
Verwandte der MPG-Peptide ermittelt.

Abbildung 4.37: Sequenzalignments der hydrophoben Sequenzabschnitte der
untersuchten CPP-Kandidaten. In die Analyse wurden die Fusionspeptidsegmente der
CPP-Kandidaten einbezogen, die einen zellularen Import des Kargos vermittelten. Fir die
alignments wurden folgende Kosten gewahlt: A Lickendffnung = 0, Lickenerweiterung = 0;
B Lickenoffnung = 7, Lickenerweiterung = 1; C Luckendffnung = 21, Lickenerweiterung =
5. Die weiteren Details sind im Text beschrieben.

Um diese Verwandtschaft bzw. Ahnlichkeit genauer zu untersuchen, wurde ein erneutes
alignment durchgeflhrt, diesmal allerdings nur mit den hydrophoben Domanen der Peptide
MPGo und fpRSV-NLS. Die Sequenzen aller anderen CPP-Kandidaten wurden nun
aufgrund der geringeren Verwandtschaft ausgeschlossen. Die anderen Mitglieder der MPG-

Familie wurden ebenfalls nicht in die Analyse mit einbezogen, da sie aufgrund ihrer hohen
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Sequenz-Ubereinstimmung die generierte Konsensussequenz verfalscht hatten. Dies zeigte
sich bereits in den vorangegangenen alignments, in denen die generierte
Konsensussequenz der Sequenz der MPG-Peptide sehr ahnelte.

Fir das in der Abbildung 4.39 gezeigte alignment der hydrophoben Bereiche von MPGa und
fpRSV-NLS wurden mittlere Kosten gewahlt (Kosten fiir Offnung = 7, Kosten fiir Erweiterung
= 1). Insgesamt zeigte sich hier eine relativ groRe Ahnlichkeit, wie an der Farbung der
Aminosaurereste zu erkennen ist (siehe auch Farbskala in Abbildung 4.37). Nahe dem N-
Terminus zeigte sich ein Abschnitt mit hoher Ubereinstimmung. Beide Peptide weisen dort
das Motiv mit der Sequenz FLXFL, mit X = A oder G, auf. Dieses Motiv ist bekannt dafr,
eine wichtige Rolle bei der Funktion des HIV-1-Peptids zu spielen (Pritsker et al. 1999) und

kommt auch in der Sequenz der anderen MPG-Peptide vor.

A MPG-j3
fpIVHA-NLS
MPG-3-min
MPG-a
] , fpSV-NLS

' fpRSV-NLS
fpBLV-NLS

fpBLV-NLS
fpIVHA-NLS
fpSV-NLS
MPG-q,
MPG-
MPG-3-min
fpRSV-NLS

c | MPG-B-min
' MPG-B
MPG-o.
fpRSV-NLS
— fpIVHA-NLS
fpSV-NLS
fpBLV-NLS

Abbildung 4.38: Ergebnisse des Sequenzalignments aus Abbildung 4.73 in Baumform.
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Abbildung 4.39: Ergebnisse des Sequenzalignments mit MPGa und fpRSV-NLS. Fir
das alignment wurden folgende Kosten gewahlt: Luckenoffnung = 7, Luckenerweiterung = 1.
Ubereinstimmende Aminosauren sind blau markiert.

In einem nachsten Schritt sollte nun Gberprift werden, ob das identifizierte FLXFL-Motiv eine
wichtige Rolle hinsichtlich der Funktionalitat der MPG-Peptide und des fpRSV-NLS-Peptids
spielt. Dazu wurden neue CPP-Kandidaten entworfen und auf ihre Funktionalitat hin getestet.
Insgesamt wurden drei neue Peptide entworfen. Ihre Sequenzen sind in Tabelle 4.9 gezeigt.
Wie schon bei der Konstruktion der ersten Generation wurde bei der zweiten Generation nur

der hydrophobe Bereich modifiziert.

Peptid Aminosauresequenz

Motif1-NLS Ac-GALFLGFLGALFLGFLGWSQPKKKRKYV-NH,
Motif2-NLS Ac-SASFLAFLSASFLAFLSWSQPKKKRKV-NH;
Motif1E-NLS | Ac-GALFLGFLGALGFLGFLGWSQPKKKRKY-NH,

Tabelle 4.9: Sequenzen der CPP-Kandidaten der 2. Generation. Verwendeter Farbcode:
Fusionspeptidsequenz, linker-Sequenz, Sequenz der SV40 Jarge T NLS. Die neuen
Sequenz-Motive sind unterstrichen.

Basierend auf der Annahme, dass das anhand der alignments identifizierte FLXFL-Motiv
wichtig fur die Funktion eines Peptids als CPP ist, sollten die neuen CPP-Kandidaten dieses
Motiv in ihrer hydrophoben Doméane enthalten. Generell gab es nun zwei Varianten fur das
Motiv: 1) die Sequenz FLGFL, wie sie in MPGp und fpRSV-NLS vorkommt und 2) FLAFL,
wie es in MPGa vorkommt. Beide Varianten sollten getestet werden und so wurden zwei
Peptide mit jeweils einem der Motiv-Varianten entworfen. Das Motiv wurde zweimal in die
Sequenz eingesetzt, um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, ein funktionales
zellpenetrierendes Peptid zu erhalten.

Das erste Peptid mit der Bezeichnung M1-NLS enthalt zweimal die Motiv-Sequenz FLGFL.
Die Zwischenraume wurden mit der Sequenz GAL aufgeflllt, wie sie auch in MPGa und
MPGp vorkommt. Das zweite Peptid mit der Bezeichnung M2-NLS enthalt zweimal die Motiv-
Sequenz FLAFL. Um ein hydrophileres und damit leichter synthetisierbares Peptid zu
entwerfen, wurden die Zwischensequenzen mit einem hohen Anteil an der Aminosaure Serin
entworfen. Die dritte Variante, das Peptid mit der Bezeichnung M1E-NLS, basiert auf der
folgenden Annahme: M1-NLS und M2-NLS bilden als Sekundarstruktur eine a-Helix aus,
wodurch jeder dritte Aminosaurerest auf der gleichen Seite der Helix liegen wirde. Innerhalb

der FLXFL-Motive waren die Phe-Reste daher gleich ausgerichtet, nicht aber mit den
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Phe-Resten des zweiten Motivs. Um dies zu erreichen wurde zwischen den Sequenzen ein
weiteres Glycin eingeflgt. Dies sollte zu einer einheitlichen Ausrichtung der Phe-Reste
fuhren und eventuell die Eigenschaften und damit die Effizienz des Peptids als CPP
verbessern.

Die Charakterisierung erfolgte wie schon bei der ersten Generation mittels Gleichgewichts-
titrationen, Fluoreszenzmikroskopie sowie den RNAIi- und SpleilRkorrektur-basierenden
Zellkulturtestsystemen.

In Abbildung 4.40 sind exemplarische Gleichgewichtstitrationen der CPP-Kandidaten
M1-NLS (A), M2-NLS (B) und M1E-NLS (C) mit ON705 gezeigt. Die berechneten Werte fur
Kq und molares Verhaltnis der CPP-Kandidaten sind in Tabelle 4.10 zusammengefasst. Wie
aus den Titrationskurven und den berechneten Werten zu ersehen ist, haben alle drei

Peptide mit MPGa. vergleichbare Werte.
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Abbildung 4.40: Exemplarische Gleichgewichtstitrationen der CPP-Kandidaten der 2.
Generation mit ON705. 30 nM 5’-Hex-markiertes ON705 wurde mit M1-NLS (A), M2-NLS
(B) bzw. M1E-NLS (C) titriert. Die Auswertung der Daten erfolgte jeweils unter Verwendung
einer quadratischen Bindungsgleichung. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 4.12
zusammengefasst.

Peptide Ky (nM) m.V. (Pep.:ON)
Motif1-NLS 21+£0,5 14 : 1
Motif2-NLS 09+0.5 12: 1
Motif1E-NLS 1.1+0.2 7:1

Tabelle 4.10: Nukleinsaurebindungsparameter der CPP-Kandidaten der 2. Generation
30 nM 5-Hex-markiertes ON705 wurde mit dem jeweiligen Peptid titriert. Die Auswertung der
in Abbildung 4.45 gezeigten Daten erfolgte jeweils unter Verwendung einer quadratischen
Bindungsgleichung.

Ein Test der neuen CPP-Kandidaten im Spleif3korrektur-Reportersystem fiel positiv aus. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.41 dargestellt. Alle drei Peptide vermittelten eine signifikante
Hochregulation der Luziferaseaktivitat. Im Falle von M1-NLS und M1E-NLS um einen Faktor
von 10 bzw. 4, allerdings nur bei einer Koinkubation mit Chloroquin. M2-NLS vermittelte
sogar eine Hochregulation um den Faktor 40. Ohne Chloroquin war immerhin ein Faktor 4 zu
beobachten. Was die Hochregulation betrifft, erreicht das M2-NLS fast die Effizienz des

MPGoa, wobei es sogar eine hdhere Effizienz als MPGa-oC aufweist. Die neuen CPP-
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Kandidaten wurden ebenfalls im RNAi-basierten Reportersystem getestet. Dort konnte

jedoch keines der Peptide einen signifikanten Effekt vermitteln (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.41: SpleiBkorrektur nach Transfektion von HelLa Luc/705 Zellen mit
ON705 durch die neuen CPP-Kandidaten. HelLa Luc/705 Zellen wurden mit Komplexen
aus 2.5 pM Peptid und 278 nM ON705 transfiziert. Wenn angezeigt, wurden 100 pyM
Chloroquin dem Medium nach der Transfektion hinzugeflgt. Die Luziferaseaktivitat wurde 24
h nach der Transfektion gemessen, auf die Zellviabilitdét normiert und, bezogen auf nicht-
transfizierte Zellen, als Faktor der Hochregulation berechnet.

Die Ergebnisse der Tests mittels SpleilRkorrektur-Reportersystem zeigten die Notwendigkeit
einer Koinkubation mit Chloroquin um eine maximale Hochregulation zu induzieren, wie
bereits fur MPGa beobachtet. Es wurde daher Uberprift, ob sich der ,,Chloroquin-Effekt” in
Form einer Relokalisation des Cy3-markierten ON705 in lebenden Zellen per
Fluoreszenzmikroskop beobachten lasst.

Die Ergebnisse dieser fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen sind in Abbildung 4.42
dargestellt. Gezeigt ist jeweils eine Uberlagerung aller Kanale (Cy3-Kanal: rote Fluoreszenz,
ON705; DAPI-Kanal: blaue Fluoreszenz, HOECHST-Farbung des Kerns; Hellfeldaufnahme).
Wie aus der Abbildung zu erkennen ist, konnte nur bei MPGa und M2-NLS eine
Relokalisation des ON705 aus vesikularen Strukturen in das Zytoplasma und den Kern
beobachtet werden. Fir M1-NLS und M1E-NLS konnte allenfalls eine sehr leichte Erhéhung
der Cy3-Fluoreszenz im Kern detektiert werden. Dies stimmte jedoch mit der Beobachtung
Uberein, dass diese beiden Peptide eine wesentlich schwachere Hochregulation als M2-NLS

und MPGa vermittelten.
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Abbildung 4.42: Mikroskopische Analyse lebender HelLa Luc/705 Zellen nach
Peptid-vermittelter Transfektion von Cy3-ON705. HelLa Luc/705 Zellen wurden fir 4 h mit
2,5 uM des angegebenen Peptids und 278 nM Cy3-markiertem ON705 mit oder ohne
100 uM Chloroquin transfiziert. Gezeigt ist jeweils eine Uberlagerung des Cy3- (rot, Oligo),
DAPI- (blau, Kern) und Hellfeld-Kanals, sowie ein Fluoreszenz-Intensitatsprofil des Cy3- und
DAPI-Kanals. Der Verlauf der Profil-Linie ist jeweils in der Uberlagerung gezeigt.
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Kapitel 5 Diskussion

Zellpenetrierende Peptide (CPPs) sind eine Klasse von viel versprechenden nicht-viralen
Vektoren fur den Transport von Nukleinsdurewirkstoffen in Sdugerzellen. Sie verdanken ihre
Bedeutung insbesondere den Nachteilen der viralen Vektoren (siehe Kapitel 1.2.3.2). Bei
diesen ist eine sichere therapeutische Anwendung ohne Nebenwirkungen nicht garantiert,
was eine Suche nach alternativen Transfektionssystemen unabdingbar macht. Obwohl
mittlerweile eine Fulle von Informationen Uber CPPs zusammengetragen wurde, sind
nichtsdestotrotz langst nicht alle Aspekte der CPP-vermittelten Transfektion verstanden.
Insbesondere der Internalisierungsmechanismus von zellpenetrierenden Peptiden ist bis
dato ungeklart. Allerdings geht man mittlerweile in den meisten Fallen von einer Beteiligung
endozytotischer Prozesse aus.

Der Uberwiegende Teil der bis heute untersuchten CPPs wird kovalent mit dem
entsprechenden Kargo verknlpft, um dessen Aufnahme in Zellen zu vermitteln. Im
Gegensatz dazu kamen in der vorliegenden Arbeit CPPs der MPG-Familie zum Einsatz, die
auf dem Konzept einer nicht-kovalenten Komplexierungsstrategie basieren. Diese bietet die
folgenden Vorteile: 1) eine einfachere und weniger verlustreiche Synthese der einzelnen
Komponenten und 2) eine hohe Flexibilitdt aufgrund der Moglichkeit der freien Kombination
verschiedener CPPs und Kargos. Dieser letztere Vorteil wird derzeit leider mit einer schwer
kontrollierbaren Komplexbildung erkauft. Dies bezieht sich u.a. auf die Bildung unerwtinscht
grolRer Komplexe, was letztlich negative Folgen flr die Transfektionseffizienz dieser Peptide
hat, da die GroRe der Komplexe einen Einfluss auf den Aufnahmeweg hat und dies
wiederum bedingt eine schlechtere Bioverfugbarkeit. Eine verbesserte Kontrolle der
Komplexbildung sollte daher mit einer Verbesserung der Effizienz einhergehen. Eine weiterer
Schwerpunkt der CPP-Forschung ist eine generelle Optimierung der Transfektionseffizienz,
da diese bisher nicht an die der viralen Systeme heranreicht.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war das ,Montpellier-Modell* (siehe Abbildung 1.6),
welches postuliert, dass die Transfektionseigenschaften der MPG-Peptide eng mit deren
hydrophober Domane verknlpft sind, in dem diese Peptid-Membran-Wechselwirkungen
eingeht und somit letztlich eine Penetration der Zellmembran vermittelt. Durch Sequenz-
Modifikationen  der  hydrophoben  Domane der MPG-Peptide sollte deren
Transfektionseffizienz nun zum einen indirekt Uber eine verbesserte Kontrolle der

Komplexbildung und zum anderen Uber eine verstarkte Penetration optimiert werden.
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5.1 Effekt der Sequenzmodifikation der hydrophoben Domane der
MPG-Peptide

Den vorausgehenden Uberlegungen zur Modifikation der MPG-Peptide lag ein Modell fiir
den Internalisierungsmechanismus dieser Peptide zugrunde, welches von der Arbeitsgruppe
um F. Heitz und G. Divita in Montpellier entwickelt wurde (siehe Kapitel 1.3.4 und Abbildung
1.6). Nach diesem Modell haben die verschiedenen Domanen der MPG-Peptide folgende
Funktionen: die hydrophile Domane, d.h. die NLS-Sequenz, vermittelt die nukleédre
Lokalisation, verbessert die Loslichkeit der Peptide und dient der Komplexierung negativ-
geladener Kargos. Uber die hydrophobe Doméne erfolgt eine Penetration der Zellmembran,
welche Uber Wechselwirkungen dieser Doméane mit Lipiden der zellularen Membran
vermittelt wird. Die linker-Domane gewahrt die raumliche Trennung und damit die Integritat
der hydrophoben und der hydrophilen Domane.

Basierend auf den Arbeiten von Deshayes et al. wurden fir die Peptide MPGp und Pep-1 auf
eine direkte Penetration als Internalisierungsmechanismus geschlossen (Deshayes et al.
2005). Die zwei Peptide unterscheiden sich in der Struktur der bei der direkten Penetration
gebildeten transienten Poren. Das Peptid MPGa zeigte zwar mit Pep-1 vergleichbare
Eigenschaften, wird nach Ansicht der Autoren jedoch aufgrund seiner hoheren Affinitat zu
Membranen tendenziell eher endozytotisch aufgenommen (Deshayes et al. 2006). Da das
MPGa also offensichtlich die wiinschenswerte Fahigkeit der direkten Penetration verloren
hatte, wurde MPGp als Ausgangspeptid fir die Optimierung durch Sequenzmodifizierung
gewahlt. Wenn also die hydrophobe Domane des MPGp die Wechselwirkungen mit der
Membran vermittelt und damit an der Bildung der transienten Poren beteiligt ist (Deshayes et
al. 2004c), beruhen die Translokationseigenschaften des MPGp hauptsachlich auf dieser
Doméne. Da ihre Sequenz der des Fusionspeptidsegments des HIV-1 gp41 entspricht
(Chaloin et al. 1998), konnte die Funktion der hydrophoben Domane generell auf den
Eigenschaften eines Fusionspeptidsegments beruhen. Daraus folgte der Schluss, dass ein
Austausch der hydrophoben Doméne gegen die Sequenzen anderer Fusionspeptidsegmente
sehr wahrscheinlich neue, funktionale CPPs mit eventuell verbesserten Translokations- und
damit Transfektionseigenschaften ergibt.

Da fur einen rationalen Ansatz zur Optimierung der MPG-Peptide zu wenig Informationen zur
Verfugung standen, wurde ein semi-rationaler Ansatz gewahlt. Hierzu wurde die hydrophobe
Domane des MPGs gegen verschiedene virale Fusionspeptidsequenzen ausgetauscht
(siehe auch Kapitel 4.1.1). Grundlage hierflr waren in erster Linie verfliigbare Literaturdaten
Uber die verschiedenen in Frage kommenden Sequenzen (z.B. Lange des

Fusionspeptidsegments und dessen Position im Fusionsprotein, Fusions-pH-Wert, etc.).
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Fluoreszenzmikroskopische Analysen zeigten, das nur ein Teil der so entworfenen CPP-
Kandidaten einen Import von Cy3-markierter siRNA vermittelte (siehe Abbildung 4.1). Eine
quantitative Auswertung der experimentellen Daten ergab, das im Vergleich zu MPGa
deutlich weniger siRNA durch die CPP-Kandidaten in die Zellen transportiert wurde (siehe
Tabelle 4.2). Die anschlieenden Tests der CPP-Kandidaten mittels zellularer
Reportersysteme zeigten, dass in keinem Fall ein biologischer Effekt der aufgenommenen
siRNA, d.h. eine RNAi-vermittelte Hemmung der Luziferaseaktivitat, zu beobachten war
(Daten nicht gezeigt) und lediglich das fpRSV-NLS im SpleilRkorrektur-Reportersystem bei
Chloroquin-Koinkubation eine Hochregulation der Luziferaseaktivitat (siehe Abbildung 4.3)
vermittelte. Der Faktor der Hochregulation fiel dabei mit 7 (+2) im Vergleich zu MPGa
annahernd eine Log-Stufe niedriger aus. Insgesamt war der Anteil an funktionalen CPP-
Kandidaten damit wesentlich niedriger als erwartet. Wie oben ausgefuhrt, war im Prinzip
davon ausgegangen worden, dass etliche CPP-Kandidaten einen zelluldren Import von
Nukleinsduren und damit einhergehend einen biologischen Effekt vermitteln wirden, da es
sich bei allen hydrophoben Sequenzabschnitten wie im Falle von MPG um die Sequenzen
von Fusionspeptidsegmenten handelte. Tatsachlich zeigten sich jedoch deutliche
Unterschiede in der Effizienz und in den meisten Fallen ein vélliger Verlust der Funktion als
Transfektionsreagenz.

Die Ergebnisse zeigten folglich, dass eine einfache Kombination eines beliebigen viralen
Fusionspeptidsegments, einer linker- und einer NLS-Sequenz nur in Ausnahmefallen ein
funktionales CPP wie MPGp ergibt. Daraus folgte der Schluss, dass es sich bei den
Eigenschaften der hydrophoben Domane, die fur die Funktion des MPGp als CPP wichtig
sind, nicht um die typischen Eigenschaften eines Fusionspeptidsegments handelt. Es reicht
also nicht aus, wie die fehlende Funktionalitat fast aller CPP-Kandidaten zeigte, dass diese
Domane hydrophob ist, mit den Lipiden der Zellmembran wechselwirken und eine Fusion
von Membranen auslésen kann.

Es stellte sich nun die Frage, welche speziellen Eigenschaften der hydrophoben Domane
entscheidend flir die Funktionalitat der MPG-Peptide sind. Ansatzpunkt fir das weitere
Vorgehen war eine Beobachtung, die im Rahmen der Versuche mit den CPP-Kandidaten
gemacht wurde. Die fluoreszenzmikrokopischen Aufnahmen von Zellen, welche mit
Komplexen aus Peptiden und Cy3-markierten Nukleinsauren inkubiert worden waren,
zeigten eine punktuelle Verteilung des Fluoreszenzsignals (Abbildung 4.1 und 4.6). Diese
punktuelle Verteilung stellte ein starkes Indiz fir eine endozytotische Aufnahme der
Komplexe dar. Ein solcher Aufnahmeweg ist jedoch nicht im Einklang mit dem ,Montpellier-
Modell“, welches eine direkte Penetration postuliert, die eine diffuse Verteilung des

Fluoreszenzsignals im Zytoplasma zur Folge haben sollte. Um diesen Widerspruch zu klaren
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und das Modell entweder zu bestatigen oder zu widerlegen, wurde in nachfolgenden
Experimenten der Aufnahmeweg und die intrazellulare Lokalisation der MPG/Nukleinsaure-
Komplexe naher untersucht. Zum einen stand nun also an, die Funktion der hydrophoben
Doméane zu ermitteln und das ,Montpellier-Modell® zu hinterfragen. Beide Punkte sind
miteinander verknipft, da von dem Modell aus auf die Funktion der hydrophoben Domane
geschlossen worden war. Beide Punkte wurden daher parallel untersucht. Im Folgenden
werden zunachst, die Ergebnisse der Untersuchung des Aufnahmeweges und der

intrazellularen Lokalisation diskutiert.

5.2 Bestimmung von Aufnahmeweg und intrazellularer Lokalisation

der MPG/Nukleinsaure-Komplexe

Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, stellte die punktuelle Verteilung des
Fluoreszenzsignals, das nach MPG-vermittelter Transfektion von Cy3-markierten
Nukleinsauren in Zellen sichtbar war, einen Hinweis auf eine endozytotische Aufnahme der
Komplexe dar. Neben der nahe liegenden Uberpriifung auf eine endosomale/lysosomale
Lokalisation, wurde auch untersucht, ob das Kargo im Nukleus oder im Golgi lokalisiert war.
Die Vermutung, das eventuell eine Lokalisation des Kargos bzw. der Komplexe im Golgi
vorliegen kdnnte, beruhte auf der Ahnlichkeit zwischen Aufnahmen von Zellen, in denen der
Golgi mittels eines GFP-Konstrukts fluoreszenzmarkiert war, und solchen, die mit
fluoreszenzmarkierten MPG/Nukleinsdure-Komplexen inkubiert worden waren. Die daraufhin
durchgeflhrten Kolokalisationsstudien zeigten allerdings eindeutig, dass die Komplexe und
der Golgi zwar raumlich eng nebeneinander, aber nicht kolokalisiert vorlagen (siehe
Abbildung 4.8).

Eine Lokalisation im Kern wurde theoretisch erwartet, da der NLS-Sequenzabschnitt des
MPGa-Peptids einer Studie von Simeoni et al. zufolge einen direkten Kernimport vermittelt
(Simeoni et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch eine Lokalisation des Kargos
im Kern nach MPGa-vermittelten Transfektionen nur im Falle des ON705 nach Inkubation
mit Chloroquin beobachtet werden (Abbildung 4.14), nicht aber fir andere Nukleinsduren
(siRNA oder pseudoknot-RNA). Hierbei spielte es auch keine Rolle, ob das Zielmolekil der
Nukleinsaure im Zytoplasma oder im Kern lokalisiert war (siehe Abbildung 4.7). In der Studie
von Simeoni et al. wurde ebenfalls gezeigt, dass eine Mutation der NLS eine
zytoplasmatische  Lokalisation zur  Folge hatte (Simeoni et al. 2003).
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten jedoch keinen Unterschied zwischen MPGo-
(intakte NLS) und MPGoa-mNLS-vermittelten (mutierte NLS) Transfektionen (siehe Abbildung

4.6). Mit dieser Beobachtung Ubereinstimmend konnten in Zellkulturversuchen ebenfalls
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keine Unterschiede bei der Transfektion von Plasmiden oder siRNA beobachtet werden
(siehe Abbildung 4.17). Im Falle der Transfektion von Plasmiden hatte das MPGa der
Theorie nach eine bessere Effizienz aufweisen sollen, da es aufgrund der intakten NLS-
Sequenz ein Kernimport vermitteln sollte. Andersherum sollte das MPGa-mNLS eine
bessere Effizienz bei der Transfektion von siRNA aufweisen, da aufgrund der mutierten NLS-
Sequenz kein Kernimport stattfindet und die siRNA daher direkt ins Zytoplasma gelangt.
Tatsachlich konnten aber keine Unterschiede festgestellt werden. Eine mdgliche Ursache flr
den fehlenden Unterschied konnte eine Blockierung des NLS-Sequenzabschnitts durch die
Bindung an Nukleinsauren sein. Aus diesem oder einem anderen Grund interferiert die
Komplexbildung eventuell mit Wechselwirkungen der NLS-Sequenz mit den Komponenten
des Kernimports, z.B. der Bindung an Importin oo und/oder Importin 3. Theoretisch sollten
jedoch aufgrund des Peptid-Uberschuss in den Komplexen ausreichend NLS-Molekiile auf

der Oberflache der Komplexe zuganglich sein.

Um nun dem Hinweis auf eine endozytotische Aufnahme nachzugehen wurden ebenfalls
fluoreszenzmikroskopische Studien zur intrazelluldren Lokalisation durchgefthrt und in enger
Zusammenarbeit mit S. Veldhoen und S. Laufer (AG Restle) der Einfluss verschiedener
Modulatoren der Endozytose auf die MPG-vermittelte Aufnahme von siRNA und den dadurch
hervorgerufenen RNAI-Effekt untersucht.

Zunachst wurde der Effekt der CPPs auf das Aktin-Zytoskelett von Zellen untersucht. Der
Nachweis, dass ein Transfektionsreagenz solch einen Effekt hat, indem es Zellen zur
Ausbildung von Filopodien stimuliert, wird im allgemeinen als ein Hinweis auf eine Aufnahme
desselben durch Makropinozytose (siehe Kapitel 1.2.1) interpretiert (Nakase et al. 2004,
Khalil et al. 2005, Gerbal-Chaloin et al. 2007). Die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen zum Effekt von MPGa und MPGJ auf das Aktin-Zytoskelett zeigten, dass
beide MPG-Peptide die Ausbildung von Filopodien stimulieren (siehe Abbildung 4.4). Dies ist
ein Hinweis auf eine makropinozytotische Aufnahme der MPG/Nukleinsaure-Komplexe. Im
Falle des MPGf schien zudem eine etwas starkere Stimulation von Filopodien erkennbar.
Eventuell spiegelte dies einen Unterschied in der relativen Verteilung von MPGo und MPGf
auf die verschiedenen Endozytosewege wieder. Moglicherweise tragt dies zum
beobachteten Unterschied in der Transfektionseffizienz bei (siehe Abbildung 4.18).

Generell war nach einer MPG-vermittelten Transfektion ein vesikulares Verteilungsmuster
der fluoreszenzmarkierten Nukleinsauren in den Zellen erkennbar (siehe z.B. Abbildung 4.1
und 4.6). Die Ergebnisse der Versuche mit LysoSensor und LysoTracker, Markern des
lysosomalen Kompartiments, untermauerten diesen Hinweis auf eine endozytotische
Aufnahme. Die Aufnahmen zeigten eine signifikante Kolokalisation dieser Marker mit

MPG/Nukleinsaure-Komplexen (siehe Abbildung 4.10+11). Eine quantitative Auswertung des
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Bildmaterials ergab als Mittelwert eine ca. 54%-ige Lokalisation der MPGa/Nukleinsdure-
Komplexe und eine ca. 58%-ige Lokalisation der MPGp/Nukleinsaure-Komplexe im
lysosomalen Kompartiment (siehe Abbildung 4.12). Dies bedeutete, dass ein Hauptanteil der
MPG/Nukleinsaure-Komplexe im endosomalen/lysosomalen Kompartiment lokalisiert war.
Bei den verbleibenden ca. 46% der vesikularen Strukturen konnte es sich um Komplexe
handeln, die a) in anderen neutralen, zellularen Kompartimenten lokalisiert waren oder b) die
das zytoplasmatische Kompartiment erreicht hatten, aber noch nicht dissoziiert waren.

Ein sehr deutlicher Effekt zeigte sich bei einer Inkubation der zu transfizierenden Zellen bei
niedriger Temperatur. Bei einer Temperatur von 4°C sind die Flexibilitat und Fluiditat von
Zellmembranen auf ein Minimum reduziert. Dadurch ist jeglicher Transport Uber die
Zellmembran — und damit verbunden alle endozytotischen Prozesse - stark reduziert. In
Ubereinstimmung damit konnten weder (ber liquid hybridization assay (siehe Abbildung
4.19) noch mittels Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abbildung 4.5) eine Aufnahme von siRNA
bei MPGa-vermittelten Transfektionen beobachtet werden. Ebenso wenig wurde ein RNAI-
Effekt unter diesen Bedingungen beobachtet.

Wortmanin und Sukrose, als Inhibitoren der Clathrin-vermittelten Endozytose und teilweise
der Makropinozytose bekannt, hatten eine starke Verminderung der Aufnahme von
MPGa/siRNA-Komplexen zur Folge. Kein klarer Zusammenhang war beim Test von
Cytochalasin D zu beobachten, welches die Polymerisation von Aktin-Mikrofilamenten
blockiert. Wahrend keine eindeutige Auswirkung auf die Aufnahme von siRNA erkennbar
war, war der RNAI-Effekt deutlich reduziert. Unklar ist dabei, ob dies von einer Blockade der
Makropinozytose im Speziellen oder der generellen Blockade des intrazellularen
Vesikeltransports verursacht wurde. Im Fall des Nystatin, ein Inhibitor der Caveolin-
vermittelten, lipid raft-abhangigen Endozytose, war der RNAi-Effekt stark vermindert. Die
Aufnahme von siRNA war in Gegenwart des Nystatin erhdht, wahrscheinlich bedingt durch
eine erhohte Membranpermeabilitdt, hervorgerufen durch diese Substanz. Der verminderte
RNAI-Effekt lasst vermuten, das auf diese Weise internalisierte siRNA nicht bioverfligbar ist.
Mdéglicherweise hatte Nystatin selbst bereits einen massiven Effekt auf die RNAI-
Maschinerie. Filipin Komplex hat einen ahnlichen Wirkmechanismus wie Nystatin, da es
ebenfalls Sterol bindet. Tatsachlich war aber eine unveranderte Aufnahme und ein leicht
verbesserter RNAI-Effekt zu beobachten. Méglicherweise wurde hier die Caveolin-vermittelte
Endozytose inhibiert und so die Aufnahme zugunsten der Clathrin-vermittelte Endozytose
verlagert. Kargo, welches Uber diesen Weg aufgenommen wurde, war moglicherweise
besser bioverfligbar. Okadainsaure stimuliert die Caveolin-vermittelte Endozytose. Das in
der Gegenwart von Okadainsaure kein RNAI Effekt zu beobachten war, konnte daran liegen,

dass im Falle dieses Weges das Kargo im Golgi-Apparat endete, wo es nicht mehr der RNAI-
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Maschinerie zur Verfigung stand. Unterstutzt wurde dies durch die Beobachtung, dass sich
der Effekt von Filipin und Okadainsaure aufheben.

Ein deutlicher Effekt konnte durch den Endozytose-Effektor Chloroquin bei MPGo-
vermittelten Transfektionen des steric block-Oligonukleotids ON705 beobachtet werden.
Ohne eine Inkubation mit Chloroquin war lediglich das punktuelle Verteilungsmuster des
Cy3-markierten ON705 zu erkennen, aber keine diffuse zytoplasmatische oder nukleare
Lokalisation (siehe Abbildung 4.14, obere Reihe). Nach Inkubation mit Chloroquin waren
zwar immer noch punktférmige Strukturen, aber ebenso eine diffuse zytoplasmatische
Lokalisation des Cy3-ON705 erkennbar. Eine signifikant hohere Fluoreszenz im Kern
deutete auf eine nukleare Akkumulation des Cy3-ON705 hin. Dieser deutliche Effekt des
Chloroquin beweist, dass zumindest ein grolRer Teil der MPGo/ON705-Komplexe
endozytotisch aufgenommen wurde und schliellich in vesikularen, vermutlich endosomalen
Kompartimenten lokalisiert war.

Auffallend war, dass der "Chloroquin-Effekt" bei MPGa-vermittelten Transfektionen des
ON705 wesentlich ausgepragter war als bei MPGa-vermittelten Transfektionen von siRNA.
Dies konnte auf eine unterschiedliche zellulare Verteilung von MPGo/ON705- und
MPGa/siRNA-Komplexe hinweisen. In beiden Fallen waren nach einer Inkubation noch
vesikulare Strukturen sichtbar, so dass folglich Teile der Komplexe in nicht-angesauerten
Kompartimenten lokalisiert waren. Der starker ausgepragte Effekt des Chloroquin im Falle
der MPGa/ON705-Komplexe lie® vermuten, dass diese Komplexe tendenziell mehr in
angesauerte Kompartimente gelangten, als dies fiir die MPGa/siRNA-Komplexe der Fall war.
Da Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen eine ebenso hohe Affinitat des MPGo zum ON705
wie zur siRNA ergaben (Daten nicht gezeigt), schien eine bessere Freisetzung des ON705
aus den Komplexen als Ursache nicht plausibel.

Fluoreszenzmikrokopische Analyse von Zellen nach LF2000-vermittelter Transfektion von
siRNA und ON705 zeigten, das auch die LF2000/Nukleinsdurekomplexe endozytotisch
aufgenommen werden. Auch hier zeigte sich ein vesikuldres Verteilungsmuster der
Fluoreszenz und die Stimulation von Filopodia (siehe Abbildung 4.4) lasst vermuten, dass
die Aufnahme ebenfalls per Makropinozytose erfolgt. Teilweise beobachtet man bei LF2000
weniger Vesikel. Im Gegensatz zu MPGa konnte bei LF2000 vermittelten Transfektionen
jedoch auch eine Lokalisation des Kargos im Zytosol oder, im Falle der siSK7, im Nukleus
beobachtet werden (siehe Abbildung 4.7). Die Transfektion mit LF2000 und si7SK bestatigte
die Aussage von Berezhna et al., dass eine nukledre Lokalisation des antisense-Strangs der
siRNA erfolgt, wenn sich dort das Zielmolekil befindet (Berezhna et al. 2006). Im Falle der
siLam, einer siRNA mit zytoplasmatischem Zielmolekil, wird nur eine sehr schwache
nukleare Lokalisation beobachtet. Daraus kann geschlossen werden, dass beide

Transfektionssysteme Uber die gleichen Mechanismen aufgenommen wurden, im Falle des
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LF2000 jedoch eine wesentlich bessere Freisetzung aus dem endosomalen Kompartiment
erfolgte. Neben einer etwas besseren Aufnahme (Veldhoen et al. 2006a) lag hierin
vermutlich die bessere Effizienz des LF2000 begriindet.

Die Ergebnisse wiesen klar auf eine Beteiligung endozytotischer Aufnahmewege hin, auch
wenn der exakte Weg aufgrund widersprichlicher Effekte unklar blieb. Dies deutet daraufhin,
dass die Aufnahme parallel Uber mehrere Wege verlauft und die einzelnen Wirkstoffe
lediglich eine mehr oder weniger stark bemerkbare Verlagerung von einem Endozytoseweg
auf einen anderen bewirken. Ursache fur die parallele Nutzung verschiedener Wege kodnnte
die unspezifische Bindung an verfiigbare Oberflachenrezeptoren mit einer negativen Ladung
sein. Die starke GroRen-Variation der MPG/Nukleinsaure-Komplexe (siehe Abbildung
4.30-32) tragt vermutlich ebenfalls zu der parallelen Nutzung der Endozytosewege bei, da
deren Nutzung auch von der PartikelgroRe abhangt (Rejman et al. 2004). Schlussendlich
darf nicht vergessen werden, dass die Endozytose an sich bei Weitem noch nicht verstanden
und die Wirkung mancher Verbindung nicht ganz geklart oder nicht absolut selektiv ist. Trotz
aller Hinweise auf eine Beteiligung der Endozytose an der Aufnahme von MPG/Nukeinsaure-
Komplexen konnte eine direkte Penetration nicht ausgeschlossen werden, da die Moglichkeit
bestand, dass ein sehr kleiner Anteil, welcher mittels eines Fluoreszenzmikroskops nicht
detektierbar ist, auf direktem Wege in das Zytosol gelangt. Da ein Grofteil der
aufgenommenen Komplexe definitiv in Endosomen/Lysosomen zuruckgehalten wird, sollte
durch eine Verbesserung der Freisetzung aus diesem Kompartiment eine deutliche
Verbesserung der Transfektionseffizienz erreicht werden kénnen. Auf diesem Ansatzpunkt
basierend wurde in der vorliegenden Arbeit eine Optimierung versucht (siehe Kapitel 4.5 und
5.3).

5.3 Versuch einer Optimierung der endosomalen Freisetzung von

Peptid/Kargo-Komplexen

Wie bereits in Kapitel 5.2 dargelegt, konnte aufgrund der in dieser Arbeit durchgeflihrten
Untersuchungen davon ausgegangen werden, dass die MPG/Nukleinsdure-Komplexe
endozytotisch aufgenommen werden und schlieBlich im endosomalen/lysosomalen
Kompartiment akkumulierten und von dort nur zu einem geringen Teil das Zytosol erreichen.
Durch einen Vergleich von intrazellularer siRNA-Menge und entsprechendem biologischen
Effekt der siRNA konnten S. Laufer und S. Veldhoen zeigen, dass nach MPGa-vermittelter
Transfektion maximal 1 % der intrazellular nachgewiesenen siRNA biologisch aktiv war.
Daher wurde ein Ansatz zur Verbesserung der Freisetzung der MPG/Nukleinsdure-

Komplexe entwickelt, der eine deutliche Erhéhung der Transfektionseffizienz bewirken sollte.
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In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, dies durch den Einsatz von so genannten
Helferpeptiden zu erzielen. Dieses Konzept und seine experimentelle Umsetzung werden im

Folgenden vorgestellt und diskutiert.

Wadia et al. konnten in einer Studie zeigen, dass durch Beimischung des TAT-HA-Peptids
zu den TAT-Cre-Konjugaten eine deutliche Steigerung des Cre-vermittelten biologischen
Effekts (in diesem Falle Rekombination) erzielt werden konnte (Wadia et al. 2004). In der
vorliegenden Arbeit sollte nun dieses Konzept eines Helferpeptids auf den nicht-kovalenten
Ansatz der MPGo-vermittelten Transfektionen von Nukleinsauren Ubertragen werden. Die
Studie von Wadia et al. liey den Schluss zu, dass eine Verknupfung von Helferpeptid und, in
ihrem Fall, Konjugat (CPP kovalent mit dem Kargo verknlpft) nicht notwendig ist. Beide
Komponenten binden unabhangig voneinander an die Zellmembran, werden endozytotisch
aufgenommen und gelangen dabei in dasselbe Kompartiment. Dort bewirkt das Helferpeptid
TAT-HA aufgrund seiner lytischen Eigenschaften bei niedrigem pH-Wert eine Freisetzung
aus dem endosomalen Kompartiment.

Durch personliche Mitteilungen verschiedener Kollegen aus dem Arbeitsgebiet war bekannt,
dass der von Wadia et al. in Nature Medicine publizierte Ansatz nicht einwandfrei
funktionierte bzw. weniger effektiv war als berichtet. Daher wurde die Strategie in dieser
Arbeit entsprechend verandert. Es sollte zwar auch keine kovalente Verknupfung der
Helferpeptide mit Kargo und/oder CPP erfolgen, daflr aber ein Einbau der Helferpeptide in
die CPP/Nukleinsdure-Komplexe Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen. Es wurde
erwartet, dass dies zu einer verbesserten endosomalen Freisetzung fuhrt. Fir diese nicht-
kovalente Verknupfung wurden zwei Strategien gewahlt: 1) Die Helferpeptide setzen sich
u.a. aus einer endosomolytischen und einer hydrophoben Doméane zusammen. Uber letztere
sollten Peptid-Peptid Wechselwirkungen zum MPG-Anteil der Komplexe ausgebildet werden.
2) Statt einer hydrophoben Domane enthielten die Peptide ein NLS-Motiv. Die Helferpeptide

sollten hiertiber ionische Wechselwirkungen zum Oligomer ausbilden.
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53.1 Komplexierung der Helferpeptide tiber hydrophobe
Wechselwirkungen

In dieser Arbeit wurden zwei Konstrukte getestet, welche die HA-Sequenz enthielten. Die
erste Variante, das HA-GP41q, ist eine Kombination aus dem HA-Fusionspeptid und dem
hydrophoben Bereich des MPGa. Dieses Helferpeptid sollte Gber den hydrophoben Bereich
des MPGa Uber Peptid-Peptid-Wechselwirkungen in die MPGa/Nukleinsaure-Komplexe
eingebaut werden und schlieBlich nach endosomaler Aufnahme derselben durch die HA-
Sequenz eine bessere endosomale Freisetzung vermitteln. Bei der zweiten Variante, dem
MPGa-HA, wurde die HA-Sequenz C-terminal an die hydrophobe MPGa-Sequenz geknupft
wobei beide Domanen zusatzlich durch ein PG-Motiv (Hofmann et al. 2004) voneinander
getrennt waren, um die Flexibilitdt zwischen den Domanen zu erhéhen. Um die Lange des so
generierten Peptids etwas zu verklrzen wurde nur der Bereich des HA-Peptids verwendet, in
welchem die pH-bedingte konformationelle Anderung erfolgt (Lague et al. 2005).

In Studien von Gottschalk et al. und Duguid et al. wurde ein amphiphatisches Peptid
vorgestellt, welches als ein pH-sensitives lytisches Reagenz fungiert (Duguid et al. 1998;
Gottschalk et al. 1996). In der vorliegenden Arbeit lauft es unter der Bezeichnung FPD
(Fusogenes Peptid von Duguid). Hamolysetests zeigten, dass es bei niedrigem pH-Wert wie
ein virales Fusionspeptid Lipiddoppelschichten destabilisiert. Duguid et al. berichten weiter,
dass Transfektionen mit CPPs der Familie YKAK,WK nur erfolgreich waren, wenn eine
Koinkubation mit diesem amphiphatischen Peptid erfolgte. In der vorliegenden Arbeit wurde
getestet, ob sich mit diesem Peptid auch bei einer MPGa-vermittelten Transfektion eine
Verbesserung erzielen Iasst.

Das Helferpeptid gp41min-HSV besteht aus zwei Domanen, wobei die Sequenz der N-
terminalen Domane dem Fusionspeptid des HI-Virus entliehen ist. Sie entspricht zu grof3en
Teilen der Sequenz des hydrophoben Bereichs von MPG, ist jedoch um vier Aminosauren
zum N-Terminus hin verschoben und insgesamt auch kurzer. In einer Studie von Sackett et
al. (Sackett et al. 2005) wurde beschrieben, dass die Interaktion der gp41-Domanen Uber
diesen Bereich durch n- n-Wechselwirkungen erfolgt. Daher wurde vermutet, dass dieser
relativ kurze hydrophobe Bereich bereits ausreicht, um das Helferpeptid Uber hydrophobe
Peptid-Peptid-Wechselwirkungen in die MPG/Oligo-Komplexe einzubauen. Die Kirze des
hydrophoben Bereichs sollte dabei eine ausreichende Loslichkeit des Peptids gewahrleisten.
Die Sequenz der C-terminalen Domane stammt aus der DNA-Polymerase des HSV-1. In
friheren Studien konnte gezeigt werden, dass das EtxB (GM1-Rezeptor-bindende
Untereinheit B des Hitze-labilen E. coli Toxin) durch eine Verknipfung mit dem 26-AS langen
Sequenzabschnitt der HSV-1 Polymerase erfolgreich in Zellen translozieren konnte. Das

Polymerase-Peptid enthdlt neben diversen Doméanen auch ein /loop-Segment mit
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hydrophoben und geladenen Aminosauren, welches eine Translokation aus Endosomen
vermittelte (De Haan et al. 2002; Loregian et al. 1999). Diese Funktion sollte diese Domane

nun auch in diesem Helferpeptid austben.

5.3.2 Komplexierung der Helferpeptide Uiber ionische
Wechselwirkungen

Mellitin ist ein amphiphatisches kationisches Peptid, dass aus dem Gift der Honigbiene
entwickelt wurde. Seine Eigenschaften, speziell bei der Lyse von Membranen, sind bereits
gut charakterisiert. In diversen Studien wurde gezeigt, dass durch eine Konjugation des
Peptids an PEIl, Lipoplexe und Polyplexe eine deutliche Verbesserung der
Transfektionseffizienz erzielt werden konnte, was vermutlich an einer verbesserten
endosomalen Freisetzung lag (Boeckle et al. 2005; Goncalves et al. 2006; Ogris et al. 2001).
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde sich von der Verwendung des Mellitin eine
Verbesserung der endosomalen Freisetzung der MPG/Oligo-Komplexe erhofft. Die Sequenz
wurde am C-Terminus modifiziert, indem sechs Aminosauren gegen die NLS-Sequenz des
SV40 T-Antigens ausgetauscht wurden. Da Mellitin ein positiv-geladenes Molekll ist, wurde
erwartet, dass diese zusatzlichen positiven Ladungen seine Funktion nicht beeintrachtigen,
andererseits dartber aber ein Einbau in die Peptid/Oligo-Komplexe gewahrleistet wird.

Das Diphteriatoxin war eine weitere interessante Quelle flr ein Helferpeptid. In einer Studie
von Ratts et al. (Ratts et al. 2005) wurde der Wirkmechanismus dieses Toxins, das aus zwei
Domanen, der T- und der C-Domane, besteht, untersucht. Soweit bekannt ist, beginnt der
Aufnahmeprozess durch eine Bindung des Toxins an Rezeptoren auf der Zelloberflache und
einer dadurch ausgeldsten endozytotischen Internalisierung. Durch die Ansduerung der
Endosomen wird eine Konformationsanderung der T-Domane ausgeldst, die sich dann in die
Membran inseriert und Poren bildet. Vermutlich erreicht die C-Doméane in denaturierter Form
durch diese Poren das Zytosol. Es wird angenommen, dass sie fiur diese Translokation
zytosolische Faktoren bendtigt. In ihrer Studie konnten Ratts et al. ein 10-AS langes Motiv
identifizieren, Uber das diese Wechselwirkungen mit zytosolischen Faktoren erfolgen. In der
Arbeitsgruppe von G. Sczakiel wurde beobachtet, dass eine Konjugation dieser
Toxinsequenz an siRNA im Falle einer PTO-vermittelten zellularen Aufnahme eine
Steigerung des RNAI-Effektes bewirkte (personliche Mitteilung von G. Sczakiel). Es wird
vermutet, dass die verbesserte Effizienz auf einem veranderten intrazellularen Transport der
siRNA beruhte. Aufgrund dieser Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit versucht,
diese Sequenz an den nicht-kovalenten Ansatz anzupassen, indem ein NLS-Motiv an den C-
Terminus des Toxin-Motivs gehangt wurde. Jedoch konnte bei Transfektion keine
verbesserte Effizienz in Gegenwart dieses Peptids beobachtet werden. Mdglicherweise ist

das Toxin allein nicht funktional. Wie oben beschrieben beruht dessen Funktion auf der
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Wechselwirkung mit zytosolischen Faktoren. Diese kdnnen mdglicherweise nicht erfolgen,
wenn keine Poren wie durch die T-Doméane des Diphteriatoxins gebildet werden und somit

keine Verbindung zum Zytosol besteht.

5.3.3 Diskussion des beschriebenen Helferpeptid-Ansatzes

Insgesamt konnte keines der Helferpeptide die ihm zugedachte Funktion erflllen und eine
verbesserte Effizienz der MPG-vermittelten Transfektionen von Nukleinsaure-Kargos
bewirken, obwohl die verwendeten Sequenzen offenbar in anderen Studien erfolgreich
eingesetzt wurden. Es wurde nun der nahe liegenden Vermutung nachgegangen, dass die
Helferpeptide eventuell einen nachteiligen Effekt auf die Komplexbildung hatten.
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen in Gegenwart der Helferpeptide zeigten jedoch keinen
Effekt der Helferpeptide auf die Bildung von MPGa/Nukleinsdure-Komplexen (Daten nicht
gezeigt). Positiv betrachtet bedeutete dies, dass die Helferpeptide nicht mit der
Komplexbildung interferierten. Andererseits legt das Ergebnis aber auch den Schluss nahe,
dass kein Einbau der Helferpeptide in die Komplexe erfolgte, wie es geplant war. Da die
Anwesenheit der Helferpeptide im Transfektionsmix allein offensichtlich keine Verbesserung
der Effizienz bewirkte, scheint ein Einbau in die Komplexe notwendig zu sein.
Méoglicherweise ist der Helferpeptid-Ansatz nicht auf die nicht-kovalente Strategie der CPP-
vermittelten Transfektion von Nukleinsduren anwendbar. Eine interessante Beobachtung in
diesem Zusammenhang ist, dass MPGa-0C bereits ohne Chloroquin eine Hochregulation um
den Faktor 15 bewirkte (siehe Abbildung 4.18), was eine Verbesserung gegenuber dem
MPGa darstellte. Vermutlich ist das Fehlen der Cysteamid-Gruppe fiur diesen Effekt
verantwortlich. Da sich jedoch wahrend der ganzen Arbeit immer wieder Peptid-Chargen-
abhangige Unterschiede in den Ergebnissen zeigten, kann auch hier der Effekt nicht mit
Sicherheit auf die Modifikation zurtickgefuhrt werden.

Um die endosomale Freisetzung zu optimieren, sollten die dazu notwendigen intrinsischen
Eigenschaften der CPPs verbessert werden. Momentan sind jedoch die Ursachen fir eine
verbesserte endosomale Freisetzung von Peptiden wie dem MPGa-0C oder dem von Abes
et al. vorgestellten (R-Ahx-R),-Peptid (Abes et al. 2006a) unbekannt. Es kann soweit nur
spekuliert werden, das z.B. feine Unterschiede in der Affinitdt zu Proteoglykanen oder der
Stabilitdt gegenuber Proteasen ein erfolgsversprechender Ausgangspunkt fir weitere

vorstellbare Modifikationen ist.
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5.4 Die Funktion der hydrophoben Domane der MPG-Peptide

Wie bereits am Ende des Kapitel 5.1 diskutiert, zeigten die Ergebnisse der Tests mit den
CPP-Kandidaten (siehe Kapitel 4.1), dass die Funktion der hydrophoben Domane des MPGp
offensichtlich nicht auf dessen Eigenschaften als Fusionspeptidsegment beruhen. Zu
letzterem zahlen ein hydrophober Charakter und die Fahigkeit sich in Membranen
einzulagern und diese dadurch zu destabilisieren. Dem ,Montpellier-Modell* (siehe Abbildung
1.6) zu Folge ermdglicht letzteres die Anlagerung der MPG/Nukleinsaure-Komplexe an die
Zellmembran und daraufhin die Bildung von transienten Poren, durch welche die Komplexe
in das Zellinnere gelangen. Da bis auf eine Ausnahme keine funktionalen CPP-Kandidaten
generiert werden konnten, scheinen diese Eigenschaften nicht hinreichend zu sein bzw.
nehmen hinsichtlich der Funktion keine Schlisselposition ein. Diese Schlussfolgerung wird
durch die Tatsache unterstitzt, das die hydrophobe Domane des MPGa kein
Fusionspeptidsegment mehr ist, da es durch Modifikation der MPGB-Sequenz an sechs
Positionen entstand, das Peptid aber ein voll funktionsfahiges CPP darstellt. Daraus folgte,
dass die hydrophobe Domane der MPG-Peptide andere bzw. weitere Eigenschaften besitzt,
die fur seine Funktion offensichtlich wichtig sind. Zudem lag der Schluss nahe, dass die
Funktion der hydrophoben Domane nicht in der Vermittlung der Translokation durch die
Membran liegt. Um welche Funktion es sich stattdessen handelt, wurde in weiteren
Experimenten ermittelt.

Parallel zu den in Kapitel 5.1 und 5.2 diskutierten Experimenten wurden die
Komplexbildungseigenschaften der MPG-Peptide und CPP-Kandidaten mittels Gleich-
gewichtsfluoreszenztitrationen und Dissoziations-Experimenten untersucht. Diese wurden in
erster Linie durchgeflhrt, um eine modgliche Korrelation zwischen biophysikalischen
Parametern der Peptide und ihrer Transfektionseffizienz nachzuweisen. Gleichzeitig wurden
in dem Rahmen aber auch Beobachtungen gemacht, die Hinweise auf die tatsachliche
Funktion der hydrophoben Domane gaben. Diese Beobachtungen werden nun nacheinander
durchgesprochen.

Die erste Beobachtung wurde im Rahmen von Gleichgewichtsfluoreszenz-titrationen
gemacht. Wie Abbildung 4.20 exemplarisch zeigt, folgten die Titrationskurven von MPGa
(und auch von MPGS) in vielen Fallen einem sigmoiden Verlauf. Dies deutete auf einen
kooperativen Effekt bei der Komplexierung von Nukleinsduren durch die MPG-Peptide hin,
was bedeuten konnte, dass 1) die ersten Peptide mit relativ geringer Affinitat an die
Nukleinsduren binden und 2) die Bindung weiterer Peptide durch Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen unterstitzt wird. Die letztgenannten Wechselwirkungen kénnen nicht
Uber die NLS-Domane der Peptide erfolgen, da diese aufgrund basischer Aminosauren

positiv-geladen ist, was eher zu AbstoRungen zwischen den Peptiden flihrt. Stattdessen
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dirften die unterstitzenden Peptid-Peptid-Wechselwirkungen vermutlich Uber die
hydrophoben Domanen erfolgen, zwischen denen sich hydrophobe Wechselwirkungen
ausbilden koénnen. Daraus folgte, dass die hydrophobe Domane an der Komplexbildung
beteiligt ist.

Das nachste Indiz  fir  diese Schlussfolgerung lieferten vergleichende
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit MPGa und dem CF-NLS-Peptid (siehe Abbildung
4.22). Die Auswertung der Titrationskurven ergab flir das NLS-Peptid einen Ky-Wert von
24 (+13) nM und ein m.V. von 5:1. Damit war die Affinitat ungefahr um einen Faktor 17
geringer als die des MPGa (K; = 1,4 (+0,8) nM, m.V. = 10:1). Da die hydrophobe Doméne
des MPGa den Hauptunterschied zwischen diesen zwei Peptiden ausmacht, ist der Schluss
berechtigt, dass die hohere Affinitdt des MPGa zu Nukleinsauren auf dieser Domane beruht
und diese damit an der Bildung der Komplexe beteiligt ist. Die Uber diesen Sequenzabschnitt
erfolgenden hydrophoben Peptid-Peptid-Wechselwirkungen tragen zusatzlich zu den
ionischen Peptid-Nukleinsdure-Wechselwirkungen zur Komplexstabilitat bei.

Interessant waren in diesem Zusammenhang auch Titrationen mit dem Helferpepid Tox-NLS
(Abbildung 4.35). Ahnlich wie das CF-NLS-Peptid kann dieses aufgrund seiner Sequenz nur
mit Nukleinsduren Uber basische Aminosaure wechselwirken, aber keine Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen Uber hydrophobe Sequenzabschnitte ausbilden. Im Falle des Tox-NLS
konnte nun, anders als beim CF-NLS, im Fluoreszenzspektirometer keine Komplexbildung
beobachtet werden. Dies war im Falle des Tox-NLS bei extrinsischen Titrationen nicht
moglich. Das uber intrinsische Titrationen bestimmte m.V. von 3:1 lasst die Vermutung zu,
das sich nur solange Tox-NLS-Peptide an die Nukleinsdure anlagern, wie freier Raum fur
eine Anlagerung am negativen Phosphatrickgrat vorhanden ist. Da keine Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen ausgebildet werden kdnnen, kommt es zu keiner Bildung von groReren
Komplexen. Im Falle des fluoreszenz-markierten NLS-Peptids erfolgen die fur die Bindung
notwendigen hydrophoben Wechselwirkungen vermutlich Gber das Fluorophor. Diese
Beobachtung wirde dann ebenfalls darauf hinweisen, das hydrophobe bzw. Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen notwendig sind fur die Ausbildung gréRBerer Komplexe mit positiver
Nettoladung.

Der dritte Hinweis auf die Funktion der hydrophoben Domane ergab sich durch weitere
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit dem so genanten sweet arrow peptide (SAP) und
verschiedenen SAP-Derivaten/-Varianten (siehe Kapitel 4.4.1). Das SAP (Abbildung 4.24: Ky
= 55 (+20) nM, m.V. = 21:1) wies eine deutlich niedrigere Affinitat zu Nukleinsduren auf als
das MPGa. Durch Anfigung der NLS-Sequenz an den C-Terminus konnte die Affinitat des
SAPs auf mit MPGa vergleichbare Werte verbessert werden (siehe Abbildung 4.25A,
CF-(VRLPPP);-NLS: 1,0 (#0,4) nM, m.V. = 9:1). Fur eine weitere Modifikation des SAP, das
SAPcp (CF-(VRLPPP)2-VKcaproyLPPP), konnte keine Komplexbildung festgestellt werden
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(Abbildung 4.24). Diese SAP-Variante wird zwar besser von Zellen aufgenommen
(Fernandez-Carneado et al. 2005), aber die Caproylkette scheint mit der Komplexbildung zu
interferieren, moglicherweise durch eine sterische Hinderung. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass fur keine der SAP-Varianten ein erfolgreicher Transport von
Nukleinsauren in Zellen berichtet wurde. Dies gilt auch fir das SAP-NLS, obwohl dies eine
vergleichbare Affinitdt wie das MPGa aufweist. Dies lasst vermuten, dass die hydrophoben
Doménen des MPGa und der SAP-Sequenz unterschiedliche
Komplexbildungseigenschaften der Peptide zur Folge haben, was sich letztendlich in deren

Transfektionseffizienz niederschlagt.

Weitere Experimente zeigten, dass Unterschiede in der Sequenz des hydrophoben Bereichs
mit Unterschieden in den Komplexbildungseigenschaften korrelieren. Die Sequenzen der
Peptide MPGa und MPGB unterscheiden sich an sechs Positionen ihrer hydrophoben
Domane (siehe Tabelle 1.4). In Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen unter verschiedenen
Pufferbedingungen zeigten sich gegenlaufige Effekte durch Erhéhung der Salzkonzentration
auf die Komplexbildung dieser zwei CPPs der MPG-Familie (Abbildung 4.21). Im Falle von
MPGa hatte eine Erhéhung der Salzkonzentration eine leichte Erniedrigung der Affinitat,
jedoch keine signifikante Veranderung der Stéchiometrie zur Folge. Genau gegenteilig dazu
zeigte sich beim MPGp keine Veranderung des Ki-Wertes, wahrend sich die Stéchiometrie
deutlich zu hoheren molaren Verhaltnissen bis hin zu 24:1 veranderte.

Ein weiterer Unterschied in den Eigenschaften der Peptide MPGo und MPGJ wurde bei den
Experimenten zur Dissoziation der MPG/Nukleinsdure-Komplexe beobachtet. Bei den
HIV-1-RT-basierten Dissoziationsexperimenten konnte im Falle des MPGo bei einem
molaren Verhaltnis von 30:1 (Peptid:Nukleinsaure) keine Freisetzung der Nukleinsaure aus
den Komplexen beobachtet werden. Unter den gleichen Bedingungen wurden bei
Experimenten mit MPGB/RNA-Komplexen eine Ruckkehr des Signals auf ca. 18% des
Ausgangssignals beobachtet, was zumindest eine teilweise Freisetzung des Kargos
bedeutete. Dies liel® den Schluss zu, dass MPGp/Nukleinsdure-Komplexe weniger stabil als
MPGa/Nukleinsaure-Komplexe sind. Da sich MPGa und MPGB nur in der Sequenz ihres
hydrophoben Abschnitts unterscheiden, lag auch hier der Schluss nahe, dass dies der Grund
fur die beobachteten Unterschiede ist.

Bei der Heparin-basierten Variante der Dissoziationsexperimente konkurriert das stark
negativ-geladene Heparin vermutlich Uber ionische Wechselwirkungen mit den
Nukleinsduren um die Bindung an die NLS-Sequenz der MPG-Peptide. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den MPG-Peptiden und auch keine Abhangigkeit von
molaren Verhaltnissen, Salzkonzentrationen oder Temperatur. Die Wechselwirkung

zwischen Heparin und den Peptiden ist moglicherweise so stark, dass keine Unterschiede
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bezlglich der Komplexstabilitat detektierbar sind und dieses System somit nicht zur Analyse
derartiger Fragestellungen geeignet ist.

Die Ergebnisse der Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen mit den CPP-Kandidaten zeigten
ebenfalls deutlich, das Ky-Wert und die Stochiometrie der Komplexe von der hydrophoben
Domane abhangen. Mit Ausnahme des sfp wiesen fast alle CPP-Kandidaten hoéhere
Kq-Werte und hohere molare Verhaltnisse als MPGa und MPGp auf. Der Austausch der
hydrophoben Doméane gegen die Sequenzen von Fusionspeptidsegmenten generierte somit
Peptide mit stark veranderten Komplexbildungseigenschaften.

Zusammenfassend kénnen die CPP-Kandidaten in drei Typen unterteilt werden: Typ 1
(fpEbola-NLS, fpMVi-NLS, fpMVn-NLS und fpHIV-NLS-fplVHA) — kein Import und kein
biologischer Effekt des Kargos, Typ 2 (sfp, fpSV-NLS, fpBLV-NLS, fpIVHA-NLS und
fpFertilina-NLS) — Import des Kargo, aber kein biologischer Effekt und Typ 3 (fpRSV-NLS) —
Import und Dbiologischer Effekt des Kargos. Eine Analyse der Daten der
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationsexperimente zeigte, dass fur alle CPP-Kandidaten vom
Typ 2 und 3 K&-Werte <100 nM und theoretische Komplexstdchiometrien <200:1 bestimmt
wurden. Daraus folgte, das insofern eine Korrelation zwischen diesen beiden Parametern
und der Eigenschaft, den Import eines Kargos zu vermitteln, als das Grenzwerte flr den Ky-
Wert (<100 nM) und die Stéchiometrie (Peptid : Nukleinsdure <200:1) definiert werden
konnten. Ein CPP-Kandidat, dessen Werte unterhalb dieser Grenze liegen, gehort jedoch
nicht automatisch zum Typ 3. Die CPP-Kandidaten fpRSV-NLS und fpFertilina-NLS weisen
vergleichbare Affinitaten und Stochiometrien auf und vermittelten auch die Aufnahme
vergleichbarer Mengen an Kargo, jedoch konnte nur bei fpRSV-NLS-vermittelter Transfektion
ein biologischer Effekt beobachtet werden. Weitere CPP-Kandidaten vom Typ 2 wiesen
ebenfalls mit fpRSV-NLS vergleichbare Werte auf, jedoch erfolgte in diesen Fallen ein
verminderter Import und kein beobachtbarer Effekt des Kargos. Warum nur bei fopRSV-NLS-
vermittelten Transfektionen ein biologischer Effekt beobachtet werden kann, ist anhand der
ermittelten biophysikalischen Werte allein nicht erklarbar. Die Effizienz dieses CPPs ist
allerdings deutlich geringer als die des MPGa. Daher kann vermutet werden, das die Affinitat
und Komplexstdchiometrie der CPP-Kandidaten vom Typ 2 und 3 in einem kritischen Bereich
liegen, in dem bereits geringe Unterschiede in den Parametern grof3e Auswirkungen auf den
Import und den intrazellularen Transport des Kargos und damit letztendlich auf die
Transfektionseffizienz haben.

Die Ergebnisse zeigen jedenfalls definitiv, dass eine Korrelation zwischen den
Komplexbildungseigenschaften und der Transfektionseffizienz eines CPPs besteht. Die
Affinitat eines CPPs zu seinem Nukleinsdure-Kargo und die Stéchiometrie der gebildeten
Komplexe wird sehr entscheidend von der Sequenz der hydrophoben Domane bestimmt, die

damit letztendlich die Transfektionseffizienz festlegt.
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5.5 Modell der Peptid/Nukleinsaure-Komplexbildung

Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, zeigten die mittels
Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen und Dissoziationsexperimenten gewonnenen Daten,
dass der hydrophoben Domane der MPG-Peptide eine wichtige Funktion bei der
Komplexbildung mit Nukleinsduren zukommt. Die Ergebnisse lieferten jedoch auch Hinweise
auf den Mechanismus der Komplexbildung selbst, welche als Grundlage fur die Entwicklung
eines hypothetischen Modells genutzt wurden. In diesem Kapitel werden nun im folgenden
die Ergebnisse zusammengefasst, die als Grundlage fur das Modell dienten. Anschlielend
wird das Modell vorgestellt und im Detail besprochen bzw. aus dem Blickwinkel moglicher

Optimierungsansatze betrachtet.

Einen Teil der Hinweise lieferten Experimente, bei denen Komplexe in drei unterschiedlichen
Groflen beobachtet werden konnten. Bei den EMSA-Experimenten mit MPGa und
pseudoknot-RNA konnten Komplexe sehr kleiner Grolke detektiert werden. Bei
Ladungsverhaltnissen (+:-) zwischen 0,5 und 10 wurde neben den Banden der
unkomplexierten Nukleinsduren und den MPGa/Nukleinsaure-Komplexen in den Geltaschen
eine sehr breite, diffuse Bande beobachtet (siehe Abbildung 4.33). Hierbei konnte es sich um
Komplexe mit einer negativen Nettoladung handeln. Da jedes MPG-Peptid 5 positive
Ladungen und jede pseudoknot-RNA 33 negative Ladungen tragt, wirde das bei einem
negativen LadungsUberschuss der Komplexe einem molaren Verhaltnis von maximal 6:1
entsprechen. Das Molekulargewicht solcher Komplexe wirde demzufolge bei ca. 14 bis
maximal 28 kDa liegen. Geht man davon aus, dass die Komplexe eine annahernd globulare
Form aufwiesen, dirften die Durchmesser im Bereich von 1-2 nm liegen. Da der
Porendurchmesser eines 8% PAGE-Gels ca. 240 nm (Holmes et al. 1991) betragt, kdnnten
im Prinzip auch grofere Komplexe in das Gel einlaufen, sofern dies nicht durch eine positive
Nettoladung verhindert wurde. Da sich die Menge der in den Geltaschen detektierbaren
Komplexe mit steigendem Ladungsverhaltnis wieder verringert, diffundieren Komplexe mit
einer hoheren positiven Nettoladung vermutlich in das obere Pufferreservoir der
Gelapparatur. Mit steigendem molaren Verhaltnis verlagert sich die diffuse Bande nach oben
und damit in Richtung groRerer Komplexe. Da bei einem Ladungsverhaltnis von 30 keine ins
Gel eingelaufene Komplexe mehr nachweisbar waren, existieren bei hdheren
Ladungsverhaltnissen vermutlich keine Komplexe mit negativer Nettoladung mehr in
detektierbaren Mengen. Als optimal hat sich in Zellkulturversuchen fir die Transfektion von

siRNA ein Ladungsverhaltnis von 15 (siehe Abbildung 4.23) und fur die Transfektion des
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steric block-Oligonukleotids ON705 ein Ladungsverhaltnis von 1-2 herausgestellt, bei denen
sich offensichtlich der gréf3te Anteil an Komplexen mit der optimalen Grof3e bildet.

In DLS-Messungen konnten Komplexe mit Durchmessern von 100-500 nm nachgewiesen
werden, wobei in einigen Messungen zusatzlich sehr grol3e Aggregate detektiert wurden. Da
diese mit einer berechneten Grélke von >1 ym aullerhalb des verlasslichen Messbereichs
des DLS-Gerats lagen, konnte keine definitive Aussage hinsichtlich der Grofle getroffen
werden. Das Komplexe mit Durchmessern >1 pum existierten, konnte durch
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen bestatigt werden, bei denen sehr grof3e

Komplexe in Form von wolkenartigen Aggregaten auf den Zellen beobachtet wurden.

Den wichtigsten Hinweis auf den Mechanismus der Komplexbildung lieferten die Ergebnisse
der Dissoziationsexperimente. Sowohl die Heparin-basierten (siehe Abbildung 4.25) als auch
die HIV-1-RT-basierten Dissoziationsexperimente (siehe Abbildung 4.27) zeigten einen
exponentiellen Kurvenverlauf, der am Besten durch eine dreifach-exponentiellen Gleichung
beschrieben werden konnte. Daraus wurde geschlossen, dass die Dissoziation von
MPG/Nukleinsaure-Komplexen in mindestens drei Phasen, d.h. drei Schritten erfolgt.
Demnach existieren drei Komplextypen, die im Gleichgewicht zueinander stehen. Auf diesen

Ergebnissen basierend wurde das in Abbildung 5.1 dargestellte Modell entwickelt.

Abbildung 5.1: Hypothetisches Modell zur Bildung von Komplexen aus MPG und
Oligonukleotiden. N = Nukleinsaure, P = MPG, S = Sekundarkomplex, T = Tertidrkomplex,
i = variable Molekilzahl. In den geschweiften Klammern sind jeweils verschiedene
Komponenten aufgefihrt, mit denen das Kargo bzw. die gebildeten Komplexe
Wechselwirkungen eingehen koénnen. Zwischen monomerer und multimerer Form des
Peptids (P und P;) liegt ein dynamisches Gleichgewicht vor, das bei steigender lonenstarke
zu P; hin verschoben wird.

Die anfangliche Interaktion zwischen Peptiden und Nukleinsduren resultiert Uber ionische
Wechselwirkungen in der Ausbildung so genannter Initialkomplexe. Hierbei handelt es sich
um sehr kleine Partikel (1-2 nm) mit einer Stéchiometrie von 7-20:1 (Peptid:Nukleinsaure),
welche zum Teil in den EMSA-Experimenten beobachtet werden konnten. In einem zweiten
Schritt kommt es zum einen Uber hydrophobe Peptid-Peptid- und zum anderen lber weitere

hydrophile Peptid-Nukleinsaure-Wechselwirkungen zu einer schichtartigen Ausbildung von
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Sekundarkomplexen. Diese Komplexe haben eine GroRe von 50-200 nm und sind den
langsameren Dissoziationsraten nach stabiler. Je nach Pufferzusammensetzung kénnen sich
die Sekundarkomplexe im weiteren Verlauf zu grof3en Tertidrkomplexen mit Partikelgrof3en
von 500 nm bis deutlich groer 1 pym zusammenlagern. Hierbei spielen vor allem
hydrophobe Peptid-Peptid-Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle. Durch die
Auswertung mittels einer dreifach-exponentiellen Gleichung konnten Ratenkonstanten fir die
einzelnen Dissoziationsschritte erhalten werden. Von der Geschwindigkeit der Dissoziation
wurde auf die Stabilitdt des jeweiligen Komplextyps geschlossen und folgende Stabilitats-
Reihenfolge ermittelt: Initialkomplexe (3,6 min™") < Sekundarkomplexe (0,3 min™") <
Tertidrkomplexe (0,03 min™).

Im Gegensatz zu den Heparin-basierten Experimenten konnte bei den HIV-1-RT-basierten
Dissoziationsexperimenten eine Abhangigkeit vom eingesetzten molaren Verhaltnis
(Peptid:Nukleinsaure) beobachtet werden (siehe Abbildung 4.27). Mit zunehmendem
molarem Verhaltnis sinkt die Menge der freigesetzten Nukleinsdure aus Komplexen mit
MPGa von 18% (5:1) uber 7% (10:1) und 2% (15:1) auf 0% (ab 20:1). Das Gleichgewicht
wird vermutlich durch eine Erhéhung der Peptidkonzentration in Richtung gréRerer Komplexe
verschoben. Da diese aus einer groReren Anzahl an Peptiden bestehen, werden durch die
dichte Packung mehr Peptid-Peptid-Wechselwirkungen ausgebildet, was zum einen die
Stabilitat der Komplexe erhdht und zum anderen die Kompetition von Heparinmolekilen mit
Nukleinsduren um die Bindung an die kationische NLS-Sequenz beeintrachtigen kann. Dass
ab einem molaren Verhaltnis von 20:1 keine Nukleinsdure-Freisetzung mehr beobachtet
werden konnte, widerspricht im Prinzip den durch Zellkulturexperimenten gewonnen Daten.
Dort wurden bei wesentlich héheren molaren Verhaltnissen (z.B. 126:1 bei Lv (+:-) = 15) ein
biologischer Effekt beobachtet, was ein Beweis flir eine Freisetzung des jeweiligen
Nukleinsaure-Kargos ist. Hierbei ist allerdings zu bedenken, dass diese beiden Szenarios
letztlich nicht vergleichbar sind, da in Zellkulturexperimenten andere Puffersysteme
verwendet wurden. Zusatzlich kénnten Wechselwirkungen mit der zellularen Membran bzw.
anderen zellularen Komponenten die Stabilitat der Komplexe schwachen.

Der Anteil des nicht-freigesetzten Nukleinsdure-Kargos lag bei den HIV-1-RT-basierten
Dissoziationsexperimenten mit einem Wert von ca. 82% bei einem molaren Verhaltnis von
5:1 noch deutlich héher. Eine mogliche Ursache fir die im Vergleich zu den Heparin-
basierten Experimenten verringerte Freisetzungsrate in Verbindung mit niedrigeren
Ratenkonstanten kdnnte darin begriindet sein, dass aufgrund der dichten Packung der
Komplexe, die im Gegensatz zu Heparin fur den Kompetitor HIV-1 RT undurchdringbar sind,
wiederholt Bindungsereignisse zwischen Peptid und Nukleinsdure stattfinden, was letztlich

zu einer reduzierten Freisetzung und niedrigeren apparenten Dissoziationsraten flihren
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wirde. Ahnliche Effekte werden auch auf dicht gepackten Oberflaichen, wie sie
beispielsweise fur Chipanalysen eingesetzt werden, beobachtet.

Da der fur die Dissoziationsexperimente verwendete experimentelle Aufbau nicht der
zellularen Situation entspricht, wird eine ausreichende Freisetzung unter in vivo-
Bedingungen sehr wahrscheinlich sein, worauf auch die oben erwahnten Ergebnisse der
Zellkulturexperimente hindeuten. Die Wechselwirkungen der Komplexe mit Heparansulfaten
auf der Zelloberflache kdnnten neben einer teilweisen Degradation in Lysosomen ebenfalls
destabilisierend wirken. Da die Dissoziation der Komplexe bestenfalls ausreichend sein
durfte, ist eine Verbesserung der Kargo-Freisetzung ein wichtiger Ansatzpunkt fir die
Optimierung der CPPs. Dies darf jedoch nicht auf Kosten der Komplexstabilitat gehen, da
dies eine verringerte Transfektionseffizienz zur Folge hatte (siehe Kapitel 5.2.1).

Die Frage, wie die Komplexbildung kontrolliert werden kann, bleibt offen. Bisher wurde kein
effizienter Weg gefunden, wie sich die Einstellung des Gleichgewichts zwischen den Initial-,
Sekundar- und Tertiarkomplexen manipulieren lieRe. Bei der Optimierung der MPGa-
vermittelt Transfektion von Nukleinsauren wurde beobachtet, das die Transfektionseffizienz
mit Verlangerung der Komplexprainkubationszeiten abnimmt und nach ca. 30 min ein
Plateau erreicht (Daten nicht gezeigt). Die mengenmafige Verteilung der Komplexe
verandert sich dabei mit der Zeit in Richtung groRerer Komplexe bis sich schlie3lich ein
Gleichgewicht einstellt. Dieses Phanomen wurde auch bei DLS-Untersuchungen beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Da die GroRe der gebildeten Komplexe mit der Transfektionseffizienz
korreliert (Munoz-Morris et al. 2007), unterstitzt diese Beobachtung das vorgestellte Modell
fur die Komplexbildung. Gleichzeitig deuten die Ergebnisse klar daraufhin, dass eine bessere
Kontrolle der Komplexbildung hinsichtlich der PartikelgréRe zu einer Verbesserung der

Transfektionseffizienz fUhren konnte.

5.6 Identifikation eines funktionsrelevanten CPP-Sequenzmotivs

Wie bereits in Kapitel 5.1 besprochen, fiihrte der Entwurf der CPP-Kandidaten durch den
Austausch der hydrophoben Domane der MPG-Peptide gegen Fusionspeptidsegmente
letztendlich zu der Neubestimmung der Funktion dieses Sequenzabschnitts. Aullerdem
ermoglichte  die  Untersuchung der CPP-Kandidaten mittels  Gleichgewichts-
fluoreszenztitrationen die Bestimmung einer mindestens erforderlichen Affinitat zu
Nukleinsauren und einer maximal erlaubten Komplexstdéchiometrie, damit ein CPP-Kandidat
den Import eines Nukleinsdure-Kargos vermitteln kann. Weitere Informationen sollten nun
durch eine detaillierte Sequenzanalyse der fir die CPP-Kandidaten verwendeten

Fusionspeptidsegmente gewonnen werden. Da erwartet wurde, dass eine Korrelation
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zwischen der Sequenz des hydrophoben Bereichs und den Eigenschaften eines CPPs
besteht, sollten durch die Sequenzanalyse gemeinsame Merkmale, Sequenzabschnitte mit
vergleichbaren Charakteristika, gleich oder gleichartig besetzte Position in den Sequenzen,

gemeinsame Sequenzmotive oder eine Konsensussequenz identifiziert werden.

Ohne Verwendung eines Computerprogramms konnten in einem ersten Schritt bei einer
kritischen Betrachtung der verwendeten Fusionspeptidsequenzen (Tabelle 4.1) bereits
mogliche Grunde fur den Funktionsverlust eines Teils der CPP-Kandidaten identifiziert
werden. Im Falle von fpEbola-NLS und fpMVi-NLS kénnte es an der Kiirze des hydrophoben
Bereichs und damit zu schwachen hydrophoben Wechselwirkungen liegen, wobei die CPP-
Kandidaten sfp, fpBLV-NLS und fpIVHA-NLS trotz der Verkiirzung zumindest eine Aufnahme
vermitteln. Die Peptide sfp und fpHIV-NLS-fplVHA weisen zusatzlich eine von MPG-Peptiden
deutlich abweichenden Domanenaufbau auf. Im sfp wird der hydrophobe Sequenzabschnitt
am N- und C-Terminus von zwei kurzen kationischen Bereichen flankiert. Im Gegensatz
dazu flankieren im fpHIV-NLS-fpIVHA relativ groRe hydrophobe Sequenzabschnitte eine
NLS-Sequenz. Moglicherweise stort die abweichende Anordnung der Sequenzabschnitte die
Funktion der Peptide, wobei das sfp zumindest noch eine Aufnahme des Kargo vermittelt. So
weisen zwei weitere Peptide — fpMVn-NLS und fpFertilina-NLS — in ihrer hydrophoben
Sequenz geladene Aminosauren auf. Negativ-geladene Aminosauren (fpMVn-NLS) stéren
offenbar starker als kationische Aminosauren (fpFertilina-NLS), da das fpFertilino-NLS im
Gegensatz zum fpMVn-NLS zumindest die Aufnahme des Kargo vermittelt. Da im Falle von
fpFertilina-NLS-vermittelten Transfektionen jedoch kein biologischer Effekt zu beobachten
war, kdnnten positive Ladungen in der hydrophoben Domane nicht optimal sein.

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass folgende Merkmale fir den hydrophoben
Sequenzabschnitt von Vorteil sind: 1) eine Lange von ca. 17 Aminosauren und 2) die
Abwesenheit von anionischen oder kationischen Aminosauren. 3) Darlber hinaus scheint die
Anordnung der hydrophoben und hydrophilen Doméanen an den Termini eines Peptids, wie
sie im MPGa vorliegt, bereits nahezu optimal zu sein, da so beide Domanen sehr gut

zuganglich sind und ihre Funktion erflillen kénnen.

Wie in Kapitel 5.4 bereits erlautert, ist primar die hydrophobe Doméane flir die Funktionalitat
der MPG-Peptide verantwortlich. Deshalb sollte im Folgenden eine mogliche
Konsensussequenz identifiziert werden. Dazu wurde ein Sequenzalignment der
Fusionspeptidsegmente mit Hilfe des Programms CLC Free Workbench 2 durchgefihrt
(siehe Kapitel 3.5). In die Analyse wurden nur die hydrophoben Sequenzabschnitte der CPP-
Kandidaten vom Typ 2 und 3 einbezogen. Dies waren die CPP-Kandidaten fpRSV-NLS,
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fpSV-NLS, fplVHA-NLS und fpBLV-NLS. Zusatzlich wurden die Sequenzen der hydrophoben
Doméanen von MPGa und MPGp berlcksichtigt.

In der Literatur wird nur das alignment ganzer Proteinsequenzen beschrieben. Daher
mussten flr das alignment der kurzen Peptidsequenzen zunachst die Parameter fir ein
alignment, die Kosten fiir das Offnen und Erweitern einer Liicke (gap penalties), optimiert
werden (siehe Abbildung 4.68). Mittlere bis sehr hohe Werte fur die gap penalties ergaben
schlieBlich die sinnvollsten Ergebnisse.

Generell war das alignment schwierig, da die Methode nicht fiir die Analyse von sehr kurzen
Sequenzen konzipiert ist. Zudem waren die Sequenzen der Fusionspeptide durch ihren
hydrophoben Charakter bereits einander sehr ahnlich, so dass weitere Gemeinsamkeiten
schwierig festzustellen waren.

Als Ergebnis eines alignments generiert das Programm jedoch nicht nur eine
Konsensussequenz, sondern erstellt auch einen so genannten phylogenetischen Baum, der
die ,Verwandtschaft‘ und damit den Grad der Ahnlichkeit zwischen den Sequenzen darstellt.
Hier wurde das fpRSV-NLS, der einzige funktionale CPP-Kandidat, als der nachste
Verwandte der MPG-Peptide bestimmt. Ein daraufhin durchgefiihrtes Sequenzalignment des
fpRSV-NLS mit den MPG-Peptiden bzw. mit MPGa allein, zeigte dann ein gemeinsames
Motiv mit der Sequenz FLXFL auf (siehe Abbildung 4.39). Es lag nun die Vermutung nahe,
dass ein Auftreten dieses Motivs mit der erfolgreichen Vermittlung einer Aufnahme korrelierte
und dieses daher eine wichtige Funktion hat oder entscheidenden Beitrag zu den

Komplexbildungseigenschaften und damit der Transfektionseffizienz leistet.

Durch die Identifikation des FLXFL-Motivs konnte nun ein rationaler Ansatz hinsichtlich der
Modifikation des hydrophoben Bereichs verfolgt werden. Um nun zu Uberprifen, ob das
FLXFL-Sequenzmotiv entscheidend zur Funktionalitat eines Peptids als CPP beitragt, wurde
eine zweite Generation von drei neuen CPP-Kandidaten entworfen, die dieses Motiv in ihrer
Sequenz enthalten. lhre Sequenzen sind in Tabelle 4.9 gezeigt. Wie bei dem Entwurf der
ersten CPP-Generation wurde bei der zweiten Generation nur der hydrophobe Bereich
modifiziert. Die Sequenzen fur linker und NLS wurden unverandert Gbernommen, um die
Auswirkungen des FLXFL-Motivs im hydrophoben Bereich besser abschatzen zu kénnen.
Generell gab es zwei Varianten fur das Motiv: 1) die Sequenz FLGFL, wie sie in MPGJ und
fpRSV-NLS vorkommen und 2) FLAFL, wie es in MPGa. vorkommt. Beide Varianten sollten
getestet werden und so wurden zwei Peptide mit jeweils einem der Motiv-Varianten
entworfen. Das Motiv wurde zweimal in die Sequenz eingesetzt, um den erwarteten positiven
Effekt des Motivs zu verstarken und so die Wahrscheinlichkeit zu erhdéhen, ein funktionales
CPP zu erhalten.
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Das erste Peptid mit der Bezeichnung M1-NLS enthalt zweimal die Motiv-Sequenz FLGFL.
Die Zwischenraume wurden mit der Sequenz GAL aufgeflllt, wie sie auch in MPGa. und
MPGp vorkommt. Das zweite Peptid mit der Bezeichnung M2-NLS enthalt zweimal die Motiv-
Sequenz FLAFL. Mit dem Ziel, ein hydrophileres und damit leichter synthetisierbares Peptid
zu erhalten, wurden die Zwischensequenzen mit einem hohen Anteil an der Aminosaure
Serin entworfen. Diese Aminosaure hat den kleinsten hydrophilen Rest, durch den die
Komplexbildung sterisch mdglichst wenig gestort werden sollte. Die dritte Variante, das
Peptid mit der Bezeichnung M1E-NLS, basiert auf einer Spekulation hinsichtlich der
Sekundarstruktur der CPP-Kandidaten. Es wurde angenommen, dass die CPP-Kandidaten
M1-NLS und M2-NLS als Sekundarstruktur eine a-Helix ausbilden. In diesem Fall wirde
ungefahr jeder dritte Aminosaurerest auf der gleichen Seite der Helix liegen. Innerhalb der
FLXFL-Motive wurden die Phe-Reste also gleich ausgerichtet sein, nicht aber mit den Phe-
Resten des anderen zweiten Motivs. Um dies zu korrigieren wurde in den Sequenzabschnitt
zwischen den Motiv-Sequenzen ein weiteres Glycin eingefiigt. Eventuell bewirkt eine gleiche
Ausrichtung der Phe-Reste eine Verbesserung der Komplexbildungseigenschaften und damit

die Transfektionseffizienz dieses CPP-Kandidaten.

Die Charakterisierung der CPP-Kandidaten der zweiten Generation zeigte, dass es sich bei
allen drei Peptiden um funktionale CPPs handelte. Damit konnte gezeigt werden, dass das
identifizierte FLXFL-Motiv entscheidend zur Funktionalitit eines CPPs beitragt.
Fluoreszenzmikroskopische Analysen zeigten, dass alle drei CPP-Kandidaten die Aufnahme
von fluoreszenzmarkierten Nukleinsauren vermitteln (siehe Abbildung 4.42). In den Tests der
drei CPP-Kandidaten in Zellkulturversuchen konnte zwar kein biologischer Effekt nach
Transfektion von siRNA beobachtet werden, aber eine Transfektion des ON705 bei
Koinkubation mit CQ resultierte in einer Hochregulation der Luziferaseaktivitat (Abbildung
4.41). Wahrend die Hochregulation im Falle von M1-NLS und M1E-NLS relativ moderat
ausfiel, reichte der CPP-Kandidat M2-NLS an die Effizienz von MPGa heran.

Die Untersuchungen mittels Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen zeigten, dass die Affinitat
der drei CPP-Kandidaten auf dem Niveau des MPGa liegt. Die Komplexstochiometrie ist im
Vergleich zu MPGa leicht erhoht (siehe Abbildung 4.40 und Tabelle 4.10). Zusammen-
genommen mit den Daten aus den Untersuchungen der Peptide der ersten Generation
(siehe Tabelle 4.3) kénnen Mindestanforderungen fir Kq-Wert und Komplexstdéchiometrie
hinsichtlich der Vermittlung eines biologischen Effekts definiert werden. Die Ergebnisse
zeigen, dass eine bessere Transfektionseffizienz mit niedrigerem Kg-Wert und kleinerer
Stochiometrie korreliert. Es kann die Aussage getroffen werden, dass ein CPP-Kandidat mit

hoher Wahrscheinlichkeit einen biologischen Effekt vermittelt, wenn der K4-Wert <10 nM und
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die Stochiometrie <20:1 ist. Der einzige Kandidat, auf den diese Aussage nicht zutrifft, ist das
sfp. Dieses Peptid erflillt die Anforderungen, vermittelt aber nur eine Aufnahme des Kargos.

Bemerkenswert ist, dass der CPP-Kandidat M2-NLS die hochste Effizienz aller neuen CPPs
aufweist, obwohl seine N-terminale Domane im engeren Sinne keinen hydrophoben
Sequenzabschnitt mehr darstellt. Offensichtlich sind die hydrophoben Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen, die Uber die zwei Motivabschnitte ausgebildet werden kdnnen,
ausreichend. Die bessere Effizienz des M2-NLS gegenlber den beiden anderen CPP-
Kandidaten kann weiter auf der FLAFL-Variante oder den hydrophileren Zwischensequenzen

beruhen. Dies kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden.

Die Entwlirfe der CPP-Kandidaten der zweiten Generation waren insofern erfolgreich, als es
sich in allen drei Fallen um funktionale CPPs handelt. Allerdings hatte keiner der CPP-
Kandidaten eine mit dem Ausgangspeptid MPGa vergleichbare Effizienz. Eine mogliche
Ursache fur die geringere Effizienz kénnte das Fehlen der Cysteamid-Gruppe bei den CPP-
Kandidaten sein. Ein Vergleich zwischen MPGa und MPGa-oC hatte gezeigt, dass die
Cysteamid-Gruppe zwar nicht absolut essentiell ist, aber doch zu einer Verbesserung der
Effizienz beitragt (siehe Abbildung 4.15). Bezlglich der Aufnahmeroute gibt es
augenscheinlich keine Unterschiede zwischen dem Ausgangspeptid und den neuen
Sequenzen. Auch die CPP-Kandidaten der zweiten Generation werden endozytotisch
aufgenommen und in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten zurtickgehalten. Dies
zeigte die Notwendigkeit einer Inkubation mit Chloroquin fur eine mdglichst hohe
Hochregulation und die im Fluoreszenzmikroskop beobachtete punktuelle Verteilung des
Kargos. Der CPP-Kandidat M2-NLS, zum Beispiel, vermittelt ohne Chloroquin-Inkubation
eine Hochregulation um den Faktor 4 und erst mit Chloroquin-Inkubation eine Hochregulation
um den Faktor 50.

Fur weiterfihrende Studien wurden sich die folgenden Modifikationen anbieten: 1) ein
Austausch der Phe- gegen Trp-Reste im hydrophoben Sequenzanschnitt und 2) ein
Austausch der Lys- gegen Arg-Reste im NLS-Sequenzabschnitt. Die erste Modifikation sollte
die hydrophoben Peptid-Peptid-Wechselwirkungen und die zweite die ionischen Peptid-
Nukleinsaure-Wechselwirkungen verstarken. Eventuell ermdglichen solche verstarkten
Wechselwirkungen eine Verkirzung des hydrophoben Bereichs, ohne das die Stabilitat der
Komplexe verringert wird. Ein verkilrzter hydrophober Bereich wirde die Synthese
vereinfachen und die Ldslichkeit verbessern, was die Herstellung und Verwendung der CPPs

vereinfachen wiurde.
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Kapitel 6 Zusammenfassung und Ausblick

Zellpenetrierende Peptide (CPPs) sind kurze, kationische Peptide mit der Eigenschaft,
hydrophile Makromolekile in S&ugerzellen einzuschleusen. Sie stellen somit eine viel
versprechende Methode zur =zellularen Applikation von therapeutisch interessanten
Nukleinsaurewirkstoffen dar. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass ein derartiger
Ansatz prinzipiell funktioniert, andererseits aber noch weit von einer méglichen klinischen
Anwendung entfernt ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Entwicklung von
Optimierungsansatzen fur CPP-basierte Transfektionssysteme anhand des
zellpenetrierenden Peptids MPGa.

Basierend auf dem im Abschnitt Einleitung vorgestellten ,Montpellier-Modell* wurde in einem
ersten Optimierungsansatz, durch Austausch der hydrophoben Domane des MPG-Peptids
gegen verschiedene, Uberwiegend virale Fusionspeptidsegmente versucht, Peptide mit
mdglicherweise verbesserten Translokationseigenschaften zu generieren.
Uberraschenderweise flihrten die Modifikation jedoch zu einem partiellen oder vélligen
Funktionsverlust der neuen Peptide und waren ein erstes Indiz fir ein, dem zugrunde
liegenden Modell widersprechenden, Mechanismus. Dariber hinaus ergaben sich
verschiedene Hinweise bezuglich einer endosomalen Lokalisation der CPP/Nukleinsdure-
Komplexe nach zellularer  Aufnahme. Eine genauere Analyse mittels
fluoreszenzmikroskopischer Verfahren unter Verwendung endosomaler/lysosomaler Marker
zeigte eindeutig eine partielle Lokalisation der Komplexe in diesen zellularen
Kompartimenten. Untersuchungen zur zelluldren Aufnahme von siRNA und dem damit
verbundenen RNAI-Effekt in Anwesenheit von Endozytose-Inhibitoren und -Effektoren
bestatigten diese Beobachtung nachhaltig. Das zweite in dieser Arbeit eingesetzte zellulare
Reportersystem, das SpleilRkorrekturanalyseverfahren, zeigte ebenfalls, dass ein Grolteil
der  Peptid/Nukleinsdaure-Komplexe im  endosomalen/lysosomalen Kompartiment
zurlickgehalten wurde und damit biologisch nicht verfiigbar war. Damit war das ,Montpellier-
Modell*, welches eine direkte Penetration der Komplexe in die Zellen postuliert, in
wesentlichen Punkten widerlegt. Umfangreiche Versuche, eine verbesserte Freisetzung der
Komplexe, unter Verwendung von in dieser Arbeit entwickelten endosomolytischen
Helferpeptiden, aus diesen vesikularen Kompartimenten zu erzielen, waren leider erfolglos.
Wie die oben dargelegten Untersuchungen zeigen, liegt die Funktion der hydrophoben
Domane offensichtlich nicht, wie bislang angenommen, primar in der Vermittlung von Peptid-
Lipid-Wechselwirkungen. Weiterflihrende Untersuchungen sollten klaren, welche Funktion
dieser Domane zukommt. Hierbei zeigte sich, dass die hydrophobe Doméane wahrend der
Komplexierung von Nukleinsauren eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung von Peptid-

Peptid-Wechselwirkungen spielt. Ein erster Hinweis war u.a. der sigmoide Verlauf der
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gemessenen Peptid/Nukleinsaure-Bindungskurven. Dies deutet auf einen kooperativen
Bindungsmodus hin und impliziert weiter, dass hier neben ionischen Wechselwirkungen
zusatzlich stabilisierende Peptid-Peptid-Wechselwirkungen involviert sind. Untersuchungen
zur Wechselwirkung eines NLS-Peptids mit Nukleinsdure-Kargo untermauerten diese These.
Vergleichende Untersuchungen mit den Peptiden MPGa, MPGS, verschiedenen MPG-
Derivaten, SAP-Peptiden und den CPP-Kanditaten der ersten Generation zeigten deutliche
Unterschiede in den Komplexbildungseigenschaften und der Komplexstabilitat, die
offensichtlich bereits auf z.T. geringflgige Unterschiede in der hydrophoben Domane
zurtickzufihren sind. Basierend auf diesen umfangreichen experimentellen Daten konnte
ein hypothetisches Modell fir den MPG/Nukleinsaure-Komplexbildungsprozess erstellt
werden. Demzufolge gibt es mindestens drei im dynamischen Gleichgewicht zueinander
stehende Komplextypen, die sich hinsichtlich GroRe, Stabilitat und insbesondere
Transfektionseigenschaften unterscheiden. Die hohe Stabilitat einzelner Komplexe deutet
daraufhin, dass eine unzureichende Freisetzung des Kargos aus den Komplexen nach
zellularer Aufnahme eine weitere Ursache fur die z.T. beobachtete vergleichsweise geringere
Transfektionseffizienz darstellen kdnnte. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass
die hydrophobe Domane entscheidend an der Komplexbildung beteiligt ist und dadurch
letztlich die Transfektionseffizienz bestimmt.

Des Weiteren gelang es in der vorliegenden Arbeit erstmals Parameter zu definieren, die
eine Vorhersage der Transfektionseigenschaften von MPG abgeleiteten Peptiden erméglicht.
Fir eine erfolgreiche Translokation des Kargos sind Peptid/Nukleinsaure-Affinitaten von <
100 nM und Komplexstdchiometrien (Peptid:Nukleinsdure) von < 1:200 nétig. Jedoch fuhrt
dies nicht zwangslaufig zur Vermittlung eines biologischen Effekts. Hierzu sind in der Regel
Affinitaten von < 10 nM und Stéchiometrien < 20:1 erforderlich. Die Computer-basierte
Sequenzanalyse, der in dieser Arbeit generierten und getesteten Fusionspeptidsegmente,
ermoglichte die Identifikation eines transfektionsrelevanten Motivs mit der Sequenz FLXFL.
Basierend auf diesen Erkenntnissen konnten mittels eines rationalen Ansatzes erstmals
erfolgreich neue funktionale CPPs entworfen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine hohe Effizienz des MPGa-basierten
Transfektionssystems nachgewiesen werden. Andererseits offenbarten sich auch
Schwachen. Diese liegen insbesondere in einer schwer kontrollierbaren Komplexbildung,
was sich negativ auf die Transfektionseffizienz auswirkt, unvollstdndigen Dissoziation und
endosomalen Lokalisierung der Komplexe nach zellularer Aufnahme. Demgegenuber stehen
zahlreiche vielversprechende Ansatzpunkte hinsichtlich einer weiteren Optimierung dieses

Ansatzes.
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Kapitel 8 Anhang

8.1 Abkilrzungsverzeichnis
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DNA
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DOTAP
3D
dsRNA
DTT
E.coli
EDTA
EIPA
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EZM
FACS
FCS
FDA
FITC

g

GAPDH
GFP
gp120

Abbildung

Argonaute-Protein 2

Acquired Immune Deficiency Syndrome
Ampicillin

antisense-Oligonukleotid

Antennapedia

Ammoniumpersulfat

Aminosaure

atomic force microscopy

“‘American Type Culture Collection®
Adenosintriphosphat

basepair; Basenpaar

bovines Serumalbumin

chambered cover glasses
Carboxyfluoreszein
2-(Cyclohexylamino)ethansulfonsaure
Curie

calf intestinal phosphatase, Kéalberdarmphosphatase
confocal laser scanning microcope,
Konfokales Laser Scanning Mikroskop
cell-penetrating peptide, zellpenetrierendes Peptid
Clathrin-vermittelte Endozytose

Cyanin 3

Dalton

Diethylaminoethyl

dynamische Lichtstreuung

Dulbecco’s minimal essential medium
Dimethylsulfonoxid
Desoxyribonukleinsaure
Dioctadecylamidoglyzylspermin
Dioleoylphosphatidylethanolamin
Dioleoyl-3-trimethylammoniumpropan
dreidimensional

doppelstrangige RNA

Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethylisopropylamilorid
endoplasmatisches Retikulum
extrazellulare Matrix

fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
fetal calf serum, Fotales Kalberserum
Fluoreszeindiacetat
Fluoreszeinisothiocyanat

Gramm, in Verbindung mit Zentrifugationsangaben: Erdbeschleunigung
(9,806 ms-1)
Glyzerinaldehydphosphatdehydrogenase
Grunes fluoreszierendes Protein
Glykoprotein 120
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GPI-AP
h

HA

hCT
HEPES
Hex

HIV
HIV1-RT
HPLC

Hyg"
ICAM
Kap.
kb
kDa
LB
LDL
LF
LF2000
Lv
MAP
MES
min
MmRNA
mNLS
mV
Neo’
nL
NLS
NP-40
NPC
nt
NTP
oD
p.a.
PAA
PAGE
PBS
PCR
PEG
PEI
pL
PLL
PNA
PNK
PTO
RFU
RISC
RLU
rem
RNA
RNAI
RNase
s

S.
SAP

glykosylphosphatidylinositolverankertes Protein
Stunde

Hamagglutinin

humanes Calcitonin
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
Hexachlorofluoreszein

Humanes Immundefizienzvirus

HIV-1 Reverse Transkriptase

high pressure liquid chromatography,
Hochdruckflissigkeitschromatographie
Hygromycin B-Resistenzgen

intercellular adhesion molecule

Kapitel

Kilobasen

Kilodalton

Luria-Bertani-Medium zur Bakterienkultivierung
low density lipoprotein

Lipofectamine™

Lipofectamine™2000

Ladungsverhaltnis (positive/negative Ladungen)
Model Amphipathic Peptide
2-Morpholinoethansulfonsaure

Minute

messenger RNA

mutierte Kernlokalisationsequenz

Molares Verhaltnis (Peptid/Kargo)
Neomycinresistenzgen

negative Ladung

nuclear localization sequence, Kernlokalisationsequenz
Nonident P-40

nuclear pore complex, Kernporenkomplex
nucleotide, Nukleotide
Ribonukleosidtriphosphat

optische Dichte

Analysenqualitat

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlésung

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol

Polyethylenimmin

positive Ladung

Poly-L-Lysin

peptide nucleic acid

T4-Polynukleotidkinase

Phosphorothioat

relative fluorescence unit, relative Fluoreszenzeinheit
RNA-induced silencing complex

relative light unit, relative Lichteinheit

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Ribonukleinsaure

RNA-Interferenz

Ribonuklease

Sekunde

siehe

“Sweet Arrow Peptide®
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SELEX
siRNA
SV40
Tab.
TBE
TEM
TEMED
Tfn
TFO
Tris
TLR9
U

val.
VSV
(viv)

Aminosauren

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asp N
Asparaginsaure Asn D
Cystein Cys C
Glutamin Glu Q
Glutaminsaure Gn E
Glycin Gy G
Histidin His H
Isoleuzin lle I
Leuzin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Tp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \%

systematic evolution of ligands by exponential enrichment
short interfering RNA

Simianes Virus 40

Tabelle

Tris-Borat-EDTA-Puffer
Transelektronenmikroskopie
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transferin

triplexbildende Oligonukleotide
Trishydroxymethylaminomethan

toll like receptor 9

unit, Einheit

vergleiche

Vesicular-Stomatitis-Virus
Volumenprozente vom Gesamtvolumen
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8.2 Ermittlung der Dissoziationskonstanten mittels

Gleichgewichtsfluoreszenztitrationen

Die Gleichgewichtsreaktion der Bindung zweier Bindungspartner A und B folgendermalen

beschrieben werden:

A+ B2 AB (7.1)

Die Dissoziationskonstante Ky ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz:

x, < 14IB] 7.2)

48]
Durch die Anpassung einer quadratischen Gleichung an die experimentellen Daten kann die

Dissoziationskonstante ermittelt werden.

Nach der Massenerhaltung gilt:
[4], =[4]+[4B] (7.3)
analog fur [B]O
[Alo, [Blo= Gesamtkonzentration an Bindungspartner A bzw. B
[A], [B] = Konzentration an freiem Bindungspartner A bzw. B

[AB]= Konzentration des Komplexes aus A und B

Aus Massenwirkungsgesetz (Gl. 7.2) und Massenerhaltung (Gl. 7.3) ergibt sich folgende

Beziehung:

. - (4) (18- (5], -[45) o

Die Aufldsung der Gleichung nach [AB] liefert zwei Lésungen:

)= 1Ah+ [l; b Koy \/( L)+ [l; b+ K, jz ~[4)-[8], (@5
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Eine physikalisch sinnvolle Losung ist jedoch nur diejenige mit dem negativen Vorzeichen
vor dem Wurzelterm. Bei der in dieser Arbeit beschriebenen Gleichgewichtstitration ist die
MessgroRe die Anderung des Fluoreszenzsignals, welches von dem Bindungspartner mit
konstanter Konzentration ausgeht. Die Anderung ist proportional zum Bindungsgrad, der
durch das Verhaltnis von [AB] zu [B]o gegeben ist. Die Proportionalitatskonstante ist dabei
die maximale Fluoreszenzanderung AFmax, die unter Sattigungsbedingungen zu

beobachten ist.

(7.6)

AF = Fluoreszenzanderung wahrend eines Titrationsschritts

AFmax = maximale Fluoreszenzanderung

Die in jedem Titrationsschritt gemessene Gesamtfluoreszenz F setzt sich zusammen aus der
Grundfluoreszenz  F, des freien fluoreszierenden Bindungspartners und der
Fluoreszenzanderung AF durch die Zugabe des zweiten Bindungspartners. Zusammen mit

Gleichung 7.6 ergibt sich:

_ ). 48]
F=F+F, —F) (5] (7.7)
Somit ergibt sich fur die Gesamtfluoreszenz folgender Zusammenhang:
2
[A]o + [g]o +K, i\/([A]o + [B;]o + KD) _ [A]o '[B]o
F=F+(F_—F),- (7.8)
' ' (8]

F = Fluoreszenzintensitat

Fo = Grundfluoreszenz des vorgelegten Bindungspartners

Fmax = maximale Gesamtfluoreszenz

[Alo = Gesamtkonzentration von A

[B]o = Gesamtkonzentration von B

Die bei einer Gleichgewichtsfluoreszenztitration in Abhangigkeit von [A]l, oder [B]o
gemessene Bindungskurve von F kann mit Hilfe der quadratischen Gleichung (Gl. 7.8)

ausgewertet werden. Dabei wird [A], oder [B]y als Konstante vorgegeben.
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