1. Einleitung

1.1. Nicht-virale Gentransfersysteme fiir die Krebsgentherapie

Der wachsende Einblick in die molekularen Prozesse der Tumorgenese ermoglicht es heute,
Konzepte fiir einen Eingriff in das Verhalten von Krebszellen zu entwickeln. Die Gentherapie
bietet dabei die Moglichkeit, ein exogenes Gen in Tumorzellen einzuschleusen, dessen Ex-
pression zu einem therapeutischen Effekt fiihren kann. In der klinischen Anwendung wird die
Tumorgentherapie insbesondere als komplementiren Ansatz zur herkdmmlichen Behandlung
wie die Chirurgie, die Chemo- und Strahlungstherapie, betrachtet. Die Wahl des Gentransfer-
systems ist ein kritischer Faktor fiir die Gentherapie und hingt jeweils vom angestrebten the-
rapeutischen Ansatz ab. Rekombinante Viruspartikel sind sehr effiziente Systeme und basie-
ren auf der Eigenschaft von Viren, als Teil ihres natilirlichen Lebenszyklus fremde Erbsub-
stanz in eine Wirtszelle zu bringen. Eine Behandlung mit viralen Vektoren kann jedoch zu
einer toxischen Inflammation und einer Immunantwort fithren, die eine wiederholte Applika-
tion erschweren (1, 2). Dariiber hinaus ist die GroBe des Transgens bei Viruspartikeln be-
grenzt und ihre Produktion ist zudem relativ aufwendig und mit teuren Anlagen verbunden.
Desweiteren kann eine potentielle Rekombination des replikationsdefizienten Virus mit endo-
genen Viren nicht ausgeschlossen werden.

So gibt es gleichermalen eine starke Entwicklung von nicht-viralen Transfersystemen, welche
die beschriebenen Probleme umgehen sollen. Thre Verwendung ist insbesondere in der Krebs-
gentherapie von grolem Interesse, da oftmals eine transiente Expression des Transgens sowie
eine mehrfache Applikation angestrebt werden (3). Ein weiterer, konzeptioneller Unterschied
zwischen viralen und nicht-viralen Systemen ergibt sich aus dem evolutiondren Ursprung der
Viren. Diese haben sich aus einer Selektion zugunsten einer grofStmdglichen Propagation,
jedoch weniger fiir eine optimale Transfereffizienz oder eine wiederholte Infektion desselben
Wirtes, entwickelt. Hingegen werden synthetische Systeme mit dem Anspruch konstruiert,
Transportmechanismen optimal zu nutzen, um einen moglichst gezielten und effizienten Gen-
transfer bei gleichzeitiger Minimierung von Toxizitdt und Immunantwort zu erreichen (4).
Trager des therapeutischen Gens ist dabei Plasmid-DNA. Um den Transfer zu den Zielzellen
zu erleichtern, konnen physikalische Methoden wie die Gene-Gun (5, 6), die Elektroporation
(7, 8) oder die Ultraschallbehandlung eingesetzt werden. Dariiber hinaus kann die DNA zur
weiteren Kondensierung und zum Schutz gegen DNase-Abbau mit synthetischen Systemen

wie kationischen Lipide oder Polymeren verkniipft werden (9). Die Anwendbarkeit solcher
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Systeme wurde in klinischen Versuchen bereits belegt und ist im Falle des Liposomen-
vermittelten Gentransfers bisher am erfolgreichsten. Jedoch erschwert die mangelnde Trans-
fereffizienz der nicht-viralen Gentransfersysteme eine breite, klinische Anwendung. Seit meh-
reren Jahren wird daher eine Vielzahl neuartiger Systeme entwickelt, mit dem Ziel, sowohl
die Transfektionseffizienz zu steigern als auch einen zellspezifischen, kontrollierten Gentrans-

fer zu erreichen.

1.2 Gentransfermechanismus und Optimierung von nicht-viralen Vektoren

Durch die Forschungsergebnisse zahlreicher Studien wird heute der Gentransfermechanismus
als ein komplexer Prozess aufgefasst, bei dem der Vektor einer Vielzahl biologischer und
zelluldrer Barrieren ausgesetzt ist (10). Dazu gehdren Serumkomponenten im Falle einer in-
travendsen Verabreichung, die extrazellulire Matrix im Gewebe, die Zellmembran und letzt-
lich auch die intrazellulire Umgebung einschlieBlich der Kernmembran. Zur Uberwindung
biologischer Membranen wird versucht, zelluldre Transportmechanismen durch Verwendung
bestimmter Signalmolekiile zu nutzen. Dabei liefern neueste Erkenntnisse aus der Zell- und
Molekularbiologie sowie aus der Charakterisierung des viralen Transfektionsmechanismus
potentielle Losungsansétze.

Die Entwicklung nicht-viraler Gentransfersysteme tendiert daher zu komplexen, Multikom-
ponentensystemen, die zur Uberwindung spezifischer Barrieren aus verschiedenen funktionel-
len Elementen bestehen. Aufgrund ihrer strukurellen und funktionellen Eigenschaften werden
solche Systeme als kiinstliche Viren-dhnliche Partikel, bzw. in Analogie zu Lipo- und Poly-

plexen auch als Heteroplexe bezeichnet (17).

Der Transfektionsmechanismus der Zielzelle kann als Aufeinanderfolge von Transportschrit-
ten beschrieben werden, in denen der Heteroplex schrittweise abgebaut wird, bis sich die
DNA schlieBlich im Zellkern befindet (Tabelle 1). Zunéchst erfolgt die Bindung des Hetero-
plexes an die Zellmembran und seine anschlieBende Internalisierung. Um den Zelltyp-
spezifischen Gentransfer zu verbessern, werden zu diesem Zweck Antikdrper gegen Zellober-
flichenmolekiile oder Rezeptor-spezifische Liganden mit dem Heteroplex verkniipft, die ei-
nen Zelleintritt {iber Rezeptor-vermittele Endozytose ermoglichen sollen. Jedoch kann eine
direkte Translokation durch transiente Permeabilisierung der Zellmembran nicht ausgeschlos-
sen werden, insbesondere wenn Liposomen oder amphiphile Peptide als Bestandteile des He-

teroplexes verwendet werden (11, 12).
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Der nidchste Schritt ist der intrazelluldre Transport des Komplexes bis in den Zellkern. Der
endozytotische Werdegang bietet im Prinzip einen vesikuldren Transport des Vektors zum
perinukledrem Raum. Dies setzt jedoch eine geeignete Adressierung des Endosoms voraus
und hingt u.a. von den physikochemischen Eigenschaften des internalisierten Materials ab
(13). Der Austritt des Vektors vom endosomalen oder lysosomalen Kompartiment in das Zy-
toplasma ist eine weitere wesentliche Hiirde im Transfektionsprozess. Um diesen Schritt zu

erleichtern, wurden zahlreiche Strategien zur Destabilisierung des Endosoms entwickelt.

Limitierende Mogliche nutzbare Me-
Transfektionsmechanismus Faktoren chanismen
Het I
ol X Zellmembran (1) Zelloberflachenrezeptoren
(2)
Endozytose (3)

Recycling-Endosomen?

“4)

vesikulérer Transport (5)

Fusion mit Lysosomen

und Abbau (6)
pH-vermittelter Austritt
aus dem Lysosom (7)
zytoplasmatischer Ab-
bau (8)
Kernimportmaschinerie
(€))

Tabelle 1: Der Gentransfermechanismus als sequentieller Transport- und Zersetzungsprozess des Hetero-
plexes.

Links: Schematische Darstellung auf zelluldrer Ebene. Limitierende Faktorden des Gentransfers (Mitte) und
zelluldre Komponenten, die potentiell die Transfektionseffizienz und den gezielten Gentransfer verbessern konn-
ten (rechts).
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So wurden von viralen Proteinen abgeleitete Sequenzen mit lysogenen Eigenschaften ver-
wendet, die erst in dem sauren Milieu der spiten Endosomen aktiviert werden (12, 14). Ein
weiterer Ansatz liegt in der Verwendung des kationischen Polymers Polyethylenimin (PEI)
als DNA-kondensierendes Agenz. PEI ist als schwacher Polyelektrolyt bei pH 7 partiell pro-
toniert und puffert nach dem ,,Protonenschwamm®“-Modell eine pH-Senkung im Endosom
(15, 16). Dies verringert einerseits die Aktivierung von endosomalen Proteasen bzw. Nuklea-
sen und bewirkt andererseits durch das weitere Einstrémen von Chlorid-Anionen einen osmo-
tischen Druck, der zum Aufbrechen des Endosoms fiihrt. Einmal im Zytoplasma ist der Vek-
tor weiteren l0slichen und unloslichen Faktoren ausgesetzt, welche die DNA binden konnen
und potentiell deren Abbau durch zytoplasmatische Nukleasen begiinstigen. Dariiber hinaus
ist zu erwarten, dal} die intrazelluldren Transport- und Abbauprozesse, die mit dem Gentrans-
fermechnismus interferieren, von dem physiologischen Zustand der Zelle beeinflusst werden
und daher auch von dem jeweiligen Zelltyp und seiner direkten Umgebung abhingen.

Der letzte Schritt ist schlieBlich der Eintritt des Vektors in den Zellkern und das Losen der
Vektorkomponenten von der DNA, wodurch eine effiziente Expression des Transgens erst
ermOglicht wird (18). Ein Losungsansatz fiir Transfektionssysteme besteht darin, den Kern-
transport durch Verwendung eines zytoplasmatischen Expressionssystems zu umgehen, wel-
ches auf der T7 RNA-Polymerase basiert (19, 20). In einer anderen Strategie wird versucht,
die zelluldre Kernimportmaschinerie von Proteinen zum aktiven Transport von Plasmid-DNA
in den Kern zu nutzen. Da der Kernimportmechanismus spezifisch und regulierbar ist, bietet
dieser Ansatz eine weitere Mdglichkeit fiir einen zellspezifischen und kontrollierbaren Gen-
transfer. Die prinzipielle Umsetzbarkeit dieses Konzeptes ist durch die Tatsache bewiesen,
dafB3 bestimmte Viren und insbesondere DNA-Viren, als Teil ihres Lebenszyklus es verstehen,
thr Genom vermutlich durch Interaktion mit zelluldren Transportfaktoren durch den nukleédren
Porenkomplex (NPC) zu transportieren (21, 22). Jedoch ist dieser kritische Translokati-
onsschritt der viralen DNA noch unklar, so da3 er sich auf nicht-virale Gentransfersysteme
bisher nicht iibertragen lasst. Eine Variante besteht darin, spezifische DNA-Sequenzen in den
Vektor zu klonieren, die von Transkriptionsfaktoren erkannt werden und die DNA wihrend
ihres eigenen Kernimports in den Zellkern ziehen (23). In zahlreichen anderen Studien wur-
den glykosylierte Molekiile (24) oder peptidische Signalsequenzen an Komponenten des
Transfektionssystems gekoppelt, so dal der resultierende DNA-Komplex von bestimmten
Faktoren als Kernimportsubstrat erkannt wird.

Gerade in jlingster Zeit wurden immense Fortschritte in dem Entschliisseln der Kerntransport-

prozesse von Makromolekiilen erzielt. Dadurch wurde ein grofles Spektrum an potentiellen
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NLS-Sequenzen sowie dazugehorigen Regulationsmoglichkeiten identifiziert, die fiir die Ver-

abreichung von pharmakologisch wirksamen Substanzen Verwendung finden kénnten (25).

1.3 Kernimport von Proteinen

Der Zellkern eukaryotischer Zellen ist vom Zytoplasma durch die Kernhiille getrennt, die aus
zweil Membranen bestehet, der inneren und duBleren Kernmembran, in deren Zwischenraum
die perinukledre Zisterne liegt. Die dullere Membran ist mit dem endoplasmatischen Retiku-
lum kontinuierlich. Der Transport von Makromolekiilen zwischen dem Zytoplasma und dem
Zellkern geschieht durch nukledre Porenkomplexe (NPC), welche die Kernhiille durchspan-
nen. Der NPC ist ein Proteinkomplex von etwa 125 MDa und besteht aus 50-100 Proteinen,
den Nukleoporinen (26). Molekiile bis 60 kDa oder mit einem Durchmesser kleiner als 9 nm
konnen passiv durch den zentralen Kanal des NPC diffundieren. GroBere Molekiile, darunter
viele Proteine und RNA/Protein-Komplexe, werden durch einen aktiven Prozess durch den
NPC transportiert, dessen Innendurchmesser sich dabei auf 10-25 nm vergroflert. Bestimmte
physiologische Faktoren konnen strukturelle Verdnderungen des NPC bewirken und dadurch
seine Permeabilitit beeinflussen. So kann die ATP-Konzentration im Zytoplasma die Grofle
sowie Form des NPC modulieren. Dartiber hinaus kann ein Calcium-Entzug innerhalb der
perinukledren Zisterne, vermutlich durch Induktion von Konformationsédnderungen des NPC,
zu einer Verringerung des passiven Transports sowie des NLS-vermittelten Imports durch den
NPC fiihren (27, 28).

Bedingt durch das breite Spektrum an Importsubstraten gibt es in der Zelle eine gro3e Anzahl
unterschiedlicher Transportpathways mit zugehdrigen Faktoren und Regulationsmechanis-
men, von denen der Importin--Pathway am besten charakterisiert wurde (29-31). Importsub-
state binden Importin-B entweder direkt oder indirekt iiber das Adaptorprotein Importin-a.
Letzteres ist der Fall mit sog. klassischen, Arginin- und Lysinreichen NLS-Signalen, zu denen
die SV 40 T large Antigen-NLS oder die Nukleoplasmin-NLS gehoren. Der Importin-3-
Pathway mit den zugehorigen Importfaktoren ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Der
Importsubstrat/Importin-Komplex bindet in Anwesenheit weiterer Faktoren zytoplasmatische
Filamente von Nukleoporinen und transloziert durch den zentralen Kanal des NPC iiber einen
bisher unbekannten Mechanismus. Der Kanal enthdlt Nukleoporine mit einem hohen Anteil
an Phenylalanin- und Glycin-Resten und wurde daher als hydrophobes Netzwerk beschrieben

(32). Der importierte Komplex dissoziiert schlielich iiber einen Energie-verbrauchenden
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Schritt und die Transportfaktoren werden in das Zytoplasma zurilicktransportiert, so da} sie

fiir den nichsten Importzyklus wieder zur Verfiigung stehen.

o/p-vermittelter klassischer Kern-

importmechanismus von Protei-

nen.
@ (1) Bildung des trimeren Komplexes

@G GDP aus Importsubstrat, Importin o und

Importin B. (2) Bindung des Kom-

¥ plexes an Filamenten des NPC. (3)
2.

@ Abbildung 1: Durch Importin

A Translokation durch den zentralen
Kanal des NPC. (4) Dissoziierung
des Komplexes und Freisetzung des

m Importsubstrats im Nukleoplasma.
A, die GTP-Form von Ran wird in
ihre GDP-Form durch RanGAP 1
hydrolysiert, was die Komplexbil-
dung bewirkt. B, der Austausch von

>NPC GDP mit GTP an Ran wird durch

RanGEF vermittelt und fiihrt zur

Dissoziierung des Komplexes.

CargoNLS, Importsubstrat mit NLS;
) GD o, Importin o; B, Importin ; NPC,

/ @ nukledrer Porenkomplex; RAN,
/B kleine GTPase Ran; GEF, Nukleo-

tid-Exchange Faktor RanGEF; GAP,

GTPase Ran aktivierendes Protein

RanGAP 1

Zytoplas-

Kernbhiille

Zellkern

Ein wichtiger Importfaktor ist die kleine GTPase Ran, die in ihrer GDP-Form die Bildung des
Importsubstrat/Importin-Komplexes ermoglicht, wéhrend die GTP-Form die Dissoziierung
des Komplexes bewirkt. Die GDP-Form wird durch das Ran GTPase-Aktivierungsprotein
RanGAP 1 im Zytoplasma aufrecht gehalten. Im Nukleus hingegen sorgt der Nukleotid-
Exchange Faktor RanGEF fiir eine Konvertierung des Ran in die GTP-Form. Daher wird die
Richtung des Kerntransports durch die ungleiche Verteilung von RanGAP1 und RanGEF zwi-
schen Zytoplasma und Nukleoplasma bestimmt.

Mehrere Schritte des beschriebenen Transportprozesses bilden Angriffspunkte fiir potentielle
Regulationsmechanismen. Zu denen gehdren

(1) die Zugénglichkeit bzw. die Maskierung des NLS und Verfiigbarkeit der Importfaktoren,
(i1) die Regulierung der Affinitit des NLS zum Importrezeptor, z. B. durch Phosphorylierung,
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(iii) die Anwesenheit von zytoplasmatischen oder nukleoplasmatischen Retentionssignalen,
(iv) die Regulation der NPC-Permeabilitit und
(v) die mogliche Regulation der Affinitit des Transportsubstrats zum hydrophoben zentralen

Kanal.

1.4 Die Kernhiille als Barriere des nicht-viralen Gentransfers

Zahlreiche Untersuchungen belegten, daB die Uberwindung der Kernmembran ein wesentli-
cher limitierender Faktor fiir nicht-virale Gentransfersysteme darstellt. So fiihrt die Mikroin-
jektion von nackter DNA in den Kern zu einer Transfektionsrate von 50-100%, wéhrend eine
zytoplasmatische Injektion keine messbare Transfektion bewirkt (33). Diese Ergebnisse wur-
den spédter durch Mikroinjektionsexperimente von Fluoreszenz- und Biotin-markierter Plas-
mid-DNA bestitigt (34). So konnte nach einer Mikroinjektion in das Zytoplasma im Ver-
gleich zu einer nukleoplasmatischen Mikroinjektion keine DNA im Zellkern nachgewiesen
werden. Weitere Mikroinjektionsuntersuchungen zeigten, da3 der Kernimport von Plasmid-
DNA grofenabhéngig ist und lediglich mit linearen DNA-Fragmenten bis 1.5 kb zu detektie-
ren war (35, 36). Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Zellen, die mit Lipopolya-
min/Plasmid-DNA-Komplexen transfiziert wurden, wiesen darauf hin, dal von 100 Plasmid-
DNA-Molekiilen im Zytoplasma nur eins in den Zellkern gelangt (37). In anderen Studien
wurden Zellen mit Lipoplexen und gleichzeitig mit einem Vacciniavirus ko-transfiziert, das
die T7 RNA-Polymerase exprimiert und eine zytoplasmatische Expression des Plasmids er-
moglicht. In diesem Fall wurden Transfektionsraten von 100 % erreicht. Mit einem Kontroll-
plasmid ohne dem T7-Promotor lagen diese bei 10 % (38). SchlieBlich konnten mehrere
Gruppen zeigen, da3 sich mitotische Zellen im Vergleich zu Zellzyklus-arretierten oder ru-
henden Zellen viel leichter transfizieren lassen (38-42). Dies deutet darauf hin, daB3 die Disso-
ziierung der Kernhiille wéhrend der Mitose die Transfektion drastisch verbessert.
Zusammengenommen beweisen diese Studien, dall der Transport von Plasmid-DNA durch
den NPC ein ineffizienter und seltener Prozess ist, der die Effizienz nicht-viraler Gentransfer-
systeme stark reduziert.

In Untersuchungen des Kernimports von Proteinen wurden kolloidale Goldpartikel mit einem
Durchmesser von bis zu 17 nm mit NLS-Sequenzen von karyophilen Proteinen beschichtet.
Nach zytoplasmatischer Mikroinjektion zeigten diese eine deutliche Kernakkumulation (43).
AuBlerdem wurden Reporterproteine, wie die B-Galaktosidase oder die Pyruvatkinase, nach

Fusion mit eines NLS in den Kern transportiert. Der dafiir zugrunde liegende Importmecha-
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nismus war spezifisch fiir die eingesetzte NLS-Sequenz. (27). Diese Beobachtungen fiihrten
zur Verwendung von karyophilen DNA-Bindungsproteinen, mit dem Ziel, eine Kernakkumu-
lation von Plasmid-DNA zu erleichtern. So wurden Histone und High-Mobility-Group
(HMG)-Proteine mit Plasmid-DNA komplexiert und in Calcium-basierenden Transfektions-
systemen (44) oder in Verbindung mit kationischen Liposomen eingesetzt (45, 46). Obwohl
dadurch eine Verbesserung der Transfektion erzielt wurde, bleibt es fraglich, in wiefern die
karyophilen Eigenschaften der Proteine eine Rolle spielten. Tatsdchlich tiberlappen die NLS-
Sequenzen die DNA-Bindungsdoméne dieser Proteine, so da3 innerhalb des DNA-Komplexes
ihre Funktion als Kernimportsignal geschwicht sein miisste. Dariiber hinaus fiihrte die Fusion
eines zusdtzlichen NLS mit der C-terminalen Doméne des humanen Histone 1-Proteins zu

keiner signifikanten Erh6hung der Transfektionseftfizienz (45).

1.5 Fiir den nicht-viralen Gentransfer verwendete NLS-Sequenzen

Synthetische NLS-Peptide wurden mit DNA-Molekiilen verkniipft und mit einem Transfekti-
onssystem kombiniert, um die Zellaufnahme der modifizierten DNA zu erleichtern. Neuere
Untersuchungen iiber die Verwendung von peptidischen NLS-Sequenzen in nicht-viralen
Gentransfersystemen sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die verschiedenen Ansétze unter-
scheiden sich vornehmlich in der gewédhlten NLS-Sequenz, der Verkniipfungsmethode des
Peptids an die DNA und dem Transfektionssystem.

In den meisten Studien wurde das gut charakterisierte SV 40 T large-Antigen NLS
2CPKKKRK V' (NLS") herangezogen, das in einigen Untersuchungen auch zusitzlich mit
seinen natiirlichen, flankierenden Regionen verwendet (NL-NLS, P101) wurde. Diese bein-
halten eine Serin-Phophorylierungsstelle, die von der Proteinkinase CK2 erkannt wird. Die
Phosphorylierung verstirkt die Bindung des NLS an seinem Importin o/B-Rezeptor und er-
hoht dadurch seine Kernimportrate (47).

Eine weitere Sequenz ist M9, ein zellulires NLS des heterogenen Ribonukleoproteins
(hnRNP) A1, das ein wichtiger pra-mRNA-Bindungsfaktor im Zellkerns ist (48). M9 ist reich
an Glycin- und aromatischen Resten
(***NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPY GGGGQYFAKPRNQGGY?®) und ist daher ein
,»hicht klassisches* NLS. Es wird von dem Importin B-dhnlichen Shuttle-Protein Transportin 1
erkannt (49).
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NLS-spezifische Erho-

NLS DNA Kopplul}g des NLS | Kn.k. Transfektionsmethode/ hung der Transfek- Schlussfolgerung Referenz
an die DNA * Reportergen tionseffizienz **
NL-NLS"/ linear; S'trep'ta\{i- . I . NL-NLS" erhoht die Transfektionseffizienz von
NL-NLS™ 900 bp lelr\ll/zlotmyherte n.k. | Mikroinjektion/GFP ja 900 bp-lincarer DNA 36
NLsmNLs' |l Oligonukleatid [y Genso0 Luiferse ja(150-ach) | KOvalont gebundenes NLS et gl Transfekti- | )
NLS' pDNA | Ps0-ODN Triple- k| kationisches Lipid / k.D. Kein Effekt des NLS auf die Transfektion 53
Helix B-Galaktosidase
NLS"/mNLS" pDNA | Lissamin k katlomsche.s Lipid/ nein Kein Effekt des NLS auf die Transfektion 53,54
B-Galaktosidase
NLS"/mNLST or Lipofektin oder Mikroinjekti- . Spezifischer Effekt von koval. gebundenem NLS
D-NLS™ PDNA | CPI k on/Luziferase fem auf die Transfektion wurde nicht nachgewiesen 33
NLSrevNLS™ |pDNA |PNA 0k, 25 kDa PEI/B-Galaktomdase kD, SpeZ{ﬁscher Efqut von kova'l. gebundenerp NLS 74
und Luziferase auf die Transfektion wurde nicht nachgewiesen
NLS™ pDNA H.1st0n ! DNA.._ n.k. |kationisches Lipid/Luziferase k.D. Kein Effekt des NLS auf die Transfektion 65
Bindungsdoméne
Oy [roa [ osouman | wa TR | O NS s T |
P101/P101T . Calciumphosphat oder . Maximale Transfektionseffizienz wurde durch
(NLS"/mNLS") PDNA | 110 kDa Polylysin n-k. Lipofektarpin/B-Ga!aktosidase nem P101 im Vergleich zu P101T nicht erhoht >9
(NLSmLsy |PDNA | 110KkDaPolylysin | nk l;_%ﬁaifs‘i’gzg‘)te‘n/ ~2-fache Erhohung | Ohngttigiger BIIelct des NLS im Vergleich zum 60
vy |pona |Samities Lk oy | Nt lonlonshdene VO G T |
direkte Bindung an Mikroinjektion in Zebrafisch- . Mikroinjizierte NLS/DNA-Komplexe bewirken
T T
NLSVrevNLS PDNA die DNA n.k. eiern/Luziferase Ja Transfektion. Keine Transfektion mit dem revNLS 36,57
vps2os[powa | diskeBindngan | Tokkion i P ONA- |y et Eb do NS e T |
Ad3-Sequenz pDNA 20 N-terminale 0k Transfektion mit Peptid/DNA- D Sequenzspezifischer Effekt des NLS auf die Trans- 76
(Peptid I) Lysinreste " | Komplexen/Luziferase o fektion wurde nicht nachgewiesen
direkte Bindung an Transfektion mit Peptid/DNA- Sequenzspezifischer Effekt des NLS auf die Trans-
T
NLS (MPG) PDNA die DNA n.k. Komplexen/Luziferase kD. fektion wurde nicht nachgewiesen 77
NLST (loligo- verzweigte Lysinre- Transfektion mlt. Peptid/DNA- Sequenzspezifischer Effekt des NLS auf die Trans-
pDNA nk. |Komplexen/Luziferase, - k.D. . . ) 78
mer4) ste fektion wurde nicht nachgewiesen

Galaktosidase
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Tabelle 2 (auf Seite 13): Verwendung synthetischer NLS-Sequenzen in nicht-viralen Gentransfersystemen.

" "

Spezielle Abkiirzungen: NLS', NLS des Simian-Virus 40 T large-Antigens; die Prifixe "m" und "rev" bezeich-
nen eine mutierte bzw. eine reverse Form des NLS, die Kernimport-defizient sind. NL-NLS", NLS" plus flankie-
rende Regionen mit einer Kernimportraten-verstirkenden Phosphorylierungsstelle. EXGen500, lineares 22 kDa
Polyethylenimin. Pso-ODN, Psoralen-modifieziertes Oligonukleotid. k.D., keine Daten angegeben. D-NLS, D-
Stereoisomer des NLS. CPI, Cyclopropapyrroloindol. P101, NLS mit flankierender Region; P101 und NL-NLS
sind dhnliche Sequenzen. P101T, mutierte Form des P101. HGM, Fusionsprotein mit dem o-Melanozyten- sti-
mulierendem Hormon und der DNA-Bindungsdoméne des Transkriptionsfaktors GAL4. M9, NLS des hnRNP
Al. ScM9, durchmischte (scrambled) Sequenz des M9. Peptid I, 20 N-terminale Reste des Adenovirus 3 Faser-
proteins (siche Text). MPG, bifunktionales Peptid mit dem NLS™ und einer hydrophoben Fusionssequenz des
HIV-1 gp41. Loligomer4, Lysine-basierendes und verzweigtes Multidomanpeptid mit 8 NLS".

* kovalente (k) oder nicht-kovalente (n.k.) Bindung des NLS an die DNA.

** Nach Transfektion gemessene Erhhung der maximalen Reportergenexpression aufgrund des NLS im Ver-
gleich zu bekannten, Kernimport-defizienten Kontrollsequenzen.

Desweiteren wurde in Transfektionsexperimenten eine NLS-Sequenz des HIV-1 Virusprote-
ins (Vpr) verwendet. Vpr trigt ein C-terminales, ,nicht klassisches NLS (Vpr52-93,
*DTWTGVEALIRILQQLLFIHFRIGCRHSRIGIIQQRRTRNGA®) und spielt vermutlich in
dem Kernimport des HIV-1-Préintegrationskomplexes eine Rolle. Die Originalitit dieses NLS
liegt seiner Fahigkeit, den Kernimport eines Reporterproteins unabhéngig vom Importin o/f3-
oder Transportintransportweges und vermutlich durch direkte Wechselwirkung mit dem NPC
sowie ohne Energieverbrauch zu vermitteln (50).

SchlieBlich wurde eine adenovirale Peptidsequenz bestehend aus den 20 N-terminalen Ami-
nosduren des Ad3-Faserproteins zur Erhohung der Transfektionseffizienz von humanen Zel-
len verwendet. Dieses Peptid (' AKRARLSTSFNPVYPYEDES™) beinhaltet eine hydrophobe
Domine (FNPVYPY), eine NPXY-Domine, die Rezeptor-vermittelte Endozytose ermoglicht
und ein NLS (KRARLSTSF), das den effizienten Kernimport eines Reporterproteins bewirkt
(51).

Das NLS kann kovalent an die DNA gekoppelt werden. In diesem Fall muss eine Bindung
innerhalb der Expressionskassette, welche die Transkription des Transgens blockieren wiirde,
vermieden werden. Nicht-kovalente Bindung des NLS kann iiber elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit der negativ geladenen DNA geschehen. Dazu kénnen entweder kationische
Reste innerhalb der NLS-Sequenz genutzt werden oder es wird eine zusitzliche kationische
Komponente mit dem Peptid fusioniert oder kovalent gekoppelt (Poly/Oligolysin, Histon 1-
DNA-Bindungsdoméne, ,,durchmischtes* NLS', siche Tabelle 2). Eine besonders elegante
Methode ist die Verwendung von peptidischen Nukleinsduresequenzen (PNA), die als se-
quenzspezifische DNA-Bindungsdomédnen genutzt werden konnen. Dies ermdoglicht eine
Kontrolle tiber die Anzahl gebundener PNA-Molekiile sowie ihrer Bindungsregionen inner-

halb der DNA. In einem &hnlichen Ansatz wurde ein Oligonukleotid (ODN) anstatt des PNA
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verwendet. In diesem Fall wurde das ODN mittels photoaktivierbarem Psoralen kovalent an
die Zielregion der DNA gekoppelt.

Zur Transfektion von Zellen in vitro wurden Peptid/DNA-Komplexe hergestellt und anschlie-
Bend mit kationischen Polymeren (Polylysin, Polyethylenimin) oder Lipiden (LipofectAMIN,
Lipofektin oder anderen kationischen Lipiden) kombiniert. In einigen Studien wurden NLS-
DNA-Molekiile durch direkte Mikroinjektion in das Zytoplasma von Zellen gebracht. In man-
chen Fillen bewirkte die Verkniipfung des NLS-Peptids an die DNA eine Zellaufnahme der
Komplexe ohne die zusétzliche Verwendung von Transfektionsagenzien. Eine mogliche Er-
klarung hierfiir wire, da3 die verwendeten NLS-Peptide aufgrund ihrer kationischen Reste die
DNA bereits kondensieren und zur Bildung von Komplexen fiihren, die in vitro von Zellen
aufgenommen werden konnen. Mit Ausnahme von einigen Studien fiihrte die zuséitzliche
Verwendung eines NLS-enthaltenden Peptids zu einer signifikanten Erhohung der Transfekti-

onseffizienz des verwendeten Transfektionssystems (53, 54, 65).

1.6 NLS-Sequenzspezifitit in Transfektionssystemen

Im Prinzip miisste die NLS-sequenzspezifische Kernakkumulation der DNA und die sich dar-
aus ergebende Erhohung der Reportergenexpression dadurch nachgewiesen werden, dal3 Ver-
gleichsexperimente mit geeigneten Kontrollsequenzen durchgefiihrt werden, bei denen die
Féhigkeit zum erleichterten Kernimport fehlt. In Tabelle 2 ist angegeben, ob die aufgefiihrten
Studien derartige Experimente beinhalten und in wiefern die Sequenzspezifitit des NLS in
den Transfektionsversuchen untersucht worden ist. Eine klare sequenzspezifische Erh6hung
der Transfektionseffizienz wurde in zwei Studien nachgewiesen, in denen das NLS an einem
linearen DNA-Fragment, das zusétzlich eine Expressionskassette enthélt, gekoppelt wurde
(35, 52). In einer beeindruckenden Arbeit wurde ein 3.4 kb-grof3es lineares Fragment mit dem
Luziferasereportergen endstindig mit einer ODN-Haarschleifenstruktur versehen. An einem
Ende wurde iiber ein modifiziertes Nukleotid ein NLS'-Molekiil kovalent gekoppelt. Trans-
fektionsversuche wurden in Kombination mit dem linearen Polyethylenimin EXGen500
durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigte eine 150-fache Erhohung der Genexpression im Vergleich
zu einem Konstrukt mit einer mutierten, Kernimport-defizienten NLS-Sequenz (52). Auch
konnte gezeigt werden, dal} die kovalente Kopplung eines NLS-enthaltenden Peptids an zirku-
lare Plasmid-DNA zu einer deutlichen Transkriptionsaktivitdt fiihrte. Jedoch konnte in Trans-
fektionsexperimenten mit diesem Konstrukt keine signifikante Erh6hung der Reportergenex-

pression erzielt werden (53-55).
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Einige Studien, in denen die NLS nicht-kovalent gebunden wurde, lieferten keine experimen-
tellen Daten von Vergleichsexperimenten mit NLS-Kontrollsequenzen.

In weiteren Studien wurde das NLS' ohne zusitzliche DNA-Bindungsdoméne nicht-kovalent
an Plasmid-DNA verkniipft. Im Kontrollexperiment wurde anstatt des NLS" seine reverse
Sequenz verwendet (revNLS'). Zur Transfektion wurden die Peptid/DNA-Komplexe in Ze-
brafischeiern mikroinjiziert. Das Ergebnis zeigte eine Expression des Reportergens lediglich
im Falle des NLS" (56, 57).

In zahlreichen Untersuchungen wurde die P101-Sequenz an Polylysin gekoppelt und mit ver-
schiedenen Transfektionsmethoden kombiniert (Polyfektion, Calciumphosphat-Prézipitation,
Lipofektion, Protein-vermittelter Gentransfer) (58-60). Bei einem eingesetzten Lysin zu Nu-
kleotid-Ladungsverhiltnis von 0.4 wurde mit dem P10l im Vergleich zu einem mutierten
Peptid (P101T) eine geringfiigige, 1.3-2-fache Erhoéhung der [-Galaktosidase-
Reportergenexpression, beobachtet. Jedoch stieg das Expressionsniveau bei einer Erhéhung
des Ladungsverhiltnisses von 0.4 auf 4.0 generell signifikant, jedoch unabhidngig vom einge-
bauten P101- oder P101T-Peptid, an. Diese Untersuchungen bewiesen, da3 das Ladungsver-
hiltnis einen starken Einfluss auf die Transfektionseffizienz hat. Hingegen fiihrte die zusatzli-
che Verwendung eines NLS-Peptids zu keiner weiteren Verbesserung des Systems.

Die einzige Arbeit, die eine klare Verbesserung der Transfektion von Séugerzellen durch ein
spezifisches NLS-Peptid, das nicht-kovalent an Plasmid-DNA gekoppelt wurde, zeigte, betraf
die M9-Sequenz (61). Das M9 wurde zur Bindung an die DNA mit einem durchmischten
NLS" fusioniert und zur Transfektion mit Lipofekt AMIN kombiniert. In diesem Fall wurde
eine 10-fache Erhohung der B-Galaktosidase-Reportergenexpression im Vergleich zu einer
durchmischten M9-Sequenz gemessen. Bei einer sogenannten ,,durchmischten* Sequenz han-
delt es sich um ein Peptid mit einer identischen Aminosdurenzusammensetzung, jedoch mit
unterschiedlicher Aufeinanderfolge der Aminoséuren. Ein solches Peptid ist also mit der Ur-
sprungssequenz chemisch identisch und gilt aufgrund ihrer unterschiedlichen Primérsequenz

beziiglich seiner Signalfunktion als inaktiv.

1.7 Modellsysteme zur Untersuchung des Kernimports von NLS-Peptid/DNA-

Komplexen

Verschiedene experimentelle Modellsysteme wurden fiir die Untersuchung des Kernimports

von DNA-Komplexen entwickelt und sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Die Fahigkeit von
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NLS-Peptid/DNA-Komplexen, mit Kernimportrezeptoren physikalisch zu interagieren, wurde
quantitativ mittels in vitro-Bindungsassays mit rekombinanten Proteinen untersucht. Durch
Verianderung der Anzahl der gebundenen Peptide und durch Verwendung unterschiedlicher
Peptidsequenzen lassen sich Bindungsaffinititen sowie Bindungsspezifititen ermitteln. Die
Translokation durch den NPC wurde mit Hilfe partiell permeabilisierten Zellen sowie isolier-
ten Zellkernen untersucht. Diese Systeme setzen Zellkerne mit einer intakten Kernhiille und
funktionsfahigen NPC’s voraus. Der exakte Kernimportmechanismus ldsst sich durch Verén-
derung der Transportbedingungen oder durch zusétzliche Verwendung von geeigneten Fakto-
ren charakterisieren, die an bestimmten Kerntransportwegen beteiligt sind. Der Kernimport
von NLS-Peptid/DNA-Komplexen in lebenden Zellen wurde zusitzlich durch Mikroinjekti-
onsexperimente in das Zytoplasma untersucht. Faktoren, die in bestimmten Importwegen in-
terferieren oder mit ihnen konkurrieren, wurden mit den Komplexen ko-mikroinjiziert. Die
Interpretation solcher Experimente kann deutlich erschwert sein, wenn die ko-injizierten Fak-
toren mit den DNA-Komplexen interagieren. Dariiber hinaus handelt es sich bei der Mikroin-
jektion um eine invasive Methode, die Zellen betrachtlichem Stress aussetzt. Thr natiirliches
Verhalten einschlieBlich der Kernimportprozesse kann also dadurch stark beeinflusst werden

und das Ergebnis verfilschen.

1.8 NLS-erleichterter Kernimport von DNA

Analog zu den beschriebenen Transfektionsexperimenten (Kapitel 1.6) sind die Ergebnisse
bisheriger Studien zum Kernimport von NLS-Peptid/DNA-Komplexen in Bezug auf die NLS-
Sequenzspezifitit in Tabelle 3 dargestellt. Die in vitro-Bindungsassays zeigten, dall rekombi-
nante Importine mit dem NLS" innerhalb von Peptid/DNA-Komplexen interagieren konnen,
gleichgiiltig, ob das Peptid kovalent oder nicht-kovalent an die DNA gekoppelt wurde. Zudem
zeigten Versuche mit NLS'-Kontrollsequenzen, daB diese Interaktion NLS-sequenzspezifisch
war (53, 54, 58-60). Die Experimente mit permeabilisierten Zellen oder isolierten Zellkernen
zeigten, daB DNA-Komplexe mit dem NLS' im Vergleich zu NLS-Kontrollsequenzen stéirker
in dem Zellkern akkumulierten. Diese Ergebnisse wurden sowohl mit linearer als auch mit
zirkuldrer Plasmid-DNA erhalten und zudem unabhéngig davon, auf welche Weise das NLS
an die DNA gekoppelt worden war. In diesen Systemen konnte aulerdem der Kernimport der
DNA bei 4 °C oder nach Energieentzug im Importmedium inhibiert werden. In einigen Studi-
en konnte der Durchgang des Komplexes durch den NPC indirekt durch Blockierungsexperi-

mente mit Lektinen von Weizenkeim-Agglutinin (WGA) nachgewiesen werden (55-57).
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SchlieBlich wurden durch kompetitive Inhibitionsexperiemente mit NLS'-Streptavidin nach-
gewiesen, daf bei kovalenter Kopplung des Peptids NLS'-Peptid/DNA-Komplexe durch den

Importin a-Transportweg in den Zellkern gelangen (55).

Die NLS-Sequenzspezifitit wurde insbesondere mit P101, welches kovalent an Polylysin ver-
kniipft worden war, untersucht (58-60). In dieser Studie wurde das P101 in Vergleich zu sei-
ner mutierten Form P101T und auch in Kombination mit verschiedenen Transfektionsmetho-
den getestet (siche Kapitel 1.6). Die Transfektionseffizienz wurde sowohl mit dem eingesetz-
ten Lysin/Nukleotid-Ladungsverhdltnis in dem Komplex, als auch mit physikalischen
Parametern (Morphologie und GroB3e) der resultierenden Komplexe und mit ihrer Féhigkeit,
mit der Kernimportmaschinerie zu interagieren, korreliert.

Interessanterweise bewirkte die P101-Sequenz im Vergleich zur P101T-Sequenz im Falle
eines Ladungsverhilnisses von 0.4 eine 10-fache Erhohung der Bindung des Komplexes an
rekombinanten Importinen. AuBBerdem konnte eine 1.7-fache NLS-sequenzspezifische Erho-
hung der Kernakkumulation in permeabilisierten Zellen gemessen werden (59). Jedoch konnte
in Transfektionsversuchen lediglich eine 1.3-2-fache Erh6hung der Reportergenexpression
aufgrund des NLS beobachtet werden (siehe Kapitel 1.6).

Bei einem Ladungsverhiltnis von 4.0 wurde die Transfektionseffizienz zwar drastisch, jedoch
unabhéngig von der verwendeten Peptidsequenz, erhoht. Bei diesem Ladungsverhéltnis war
die Bindung der Komplexe zu den Importinen ebenfalls erhoht (2.3-fach) im Vergleich zum
Verhiltnis 0.4. Diese Erhohung war ebenso unabhéngig von der eingesetzten Peptidsequenz.
Uberraschender Weise war die Kernakkumulationsrate beim Ladungsverhiltnis von 4.0 mit
den beiden Peptiden gleich hoch und zudem der maximal erreichten Importrate dhnlich, die
beim Ladungsverhiltnis von 0.4 beobachtet wurde.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, da3 das NLS auf die Transfektionseffizienz einen gerin-
gen Einfluss hatte. Aulerdem verdeutlichen sie die Schwierigkeit, die Interaktion der Kom-
plexe mit der Kernimportmaschinerie mit der Transfektionseffizienz des Systems zu korrelie-
ren. Besonders deutlich wurde dies mit DNA-Komplexen bei einem Ladungsverhéltnis von
2.0. Bei diesem Ladungsverhéltnis war die Interaktion mit rekombinanten Importinen mit dem
P101 etwa 7-fach hoher im Vergleich zum P101T und insgesamt genauso hoch wie beim La-
dungsverhiltnis von 4.0. Jedoch war die Transfektionseffizienz bei einem Verhéltnis von 2.0
iiberraschender Weise gleich Null. Diese Beobachtung wurde durch eine drastische Veridnde-
rung der Morphologie sowie der Gro3e der Komplexe bei diesem Ladungsverhéltnis erklért.

Elektronenmikroskopie sowie Atomic Force-Mikroskopie (AFM) von Komplexen zeigten bei
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einem Ladungsverhiltnis von 0.4 40-80 nm grofe Toroide, bei einem Verhéltnis von 4.0 zu-
sammengefallene sphirische Strukturen und hingegen beim Verhéltnis von 2.0 150-800 nm
groBBe Aggregate. Dies ist ein deutlicher Hinweis dafiir, da8 die physikochemischen Eigen-
schaften der Komplexe die Transfektionseffizienz stirker beeinflussen als die eingebaute
NLS-Sequenz.

Obwohl die beobachtete Erhohung der Transfektionseffizienz durch das P101 im Vergleich
zum P101T bei allen untersuchten Transfektionssystem gefunden wurde, ergab die Kombina-
tion des P101 mit dem Calciumphosphat eine geringere Transfektionseffizienz als das P101T
in Verbindung mit einer Lipofektion. Diese Ergebnisse zeigen, dal das Ladungsverhéltnis und
das verwendete Transfektionssystem die maximale Transfektionseffizienz des Systems
bestimmen und in der Lage sind, die Wirkung des NLS zu tliberdecken.

Schlieflich muss darauf hingewiesen werden, daf3 fiir die Bindungsversuche, die Kernakku-
mulationsexperimente und die mikroskopischen Untersuchungen die DNA-Komplexe nicht
mit dem Transfektionssystem verkniipft worden waren. Fiir eine Korrelation der Kernimport-
ergebnisse sowie der physikochemischen Eigenschaften der Komplexe mit den Transfektion-
sergebnissen muss daher vorausgesetzt werden, dafl der Komplex vor der Verkniipfung mit
dem Transfektionssystem identisch ist mit solchen, die im Zuge des Transfektionsvorgangs
ins Zytoplasma gelangen. Bisher sind jedoch die physikochemischen Eigenschaften der Kom-

plexe, die in den Zellen vom Zytoplasma in den Kern translozieren, unklar.

Im Falle der M9-Sequenz konnten WGA-Blockierungsexperimente mit permeabilisierten Zel-
len zeigen, da3 M9/DNA-Komplexe durch den NPC translozieren kdnnen (61). Jedoch gibt es
keine Daten {iber Kontrollversuche mit dem randomisiertem M9-Peptid, das in den beschrie-
benen Transfektionsexperimenten verwendet wurde. Daher bleibt es bisher fraglich, ob die
beobachtete M9-sequenzspezifische Erh6hung der Reportergenexpression einem verbesserten,
MO-vermittelten Kernimport der DNA zugrunde lag. Mikroinjektionsexperimente haben ge-
zeigt, daB} ein lineares DNA-Fragment von 900 Basenpaaren nach nicht-kovalenter Bindung
an das NL-NLS" im Vergleich zur mNL-NLS'-Kontrollsequenz stirker in den Kern akkumu-
liert (36). Kernakkumulation wurde auch mit Plasmid-DNA-Molekiilen nach nicht-kovalenter
Bindung mit dem NLS" in Mikroinjektionsexperimenten mit Zebrafischeiern beobachtet. In
diesem Fall konnte die Kernakkumulation durch gleichzeitige ko-Injektion von BSA-NLS
blockiert werden, was darauf hinweist, daf der Import der NLS"-Peptid/DNA-Komplexe iiber

den Importin a-Weg vermittelt wurde (56, 57).
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Referenz 53,54 58-60%** 36 56,57 55 63
NLS/Kontr NLS"/mNLS" PI0L/PIOIT NL-NLS"/mNL-NLS" NLS"/revNLS" NLS"/mNLS" or D-NLS' M9/scM9
ollsequenz (NLS"/mNLS")

DNA pDNA pDNA linear; 70 bp-3 kb pDNA pDNA pDNA
NLS-DNA . . . Streptavidin/biotinylierte direkte Bindung an die .. .
Bindung Lissamin 110 kDa Polylysin DNA DNA CPI randomisiertes NLS

k/n.k. k n.k. n.k. n.k. k n.k.

In vitro-Bindungsassays: Interaktionen von Komplexen mit rekombinanten Importinen
Methode GST-Importin .- ELISA—ba}swrender Impor- . . - o
Bindungsassay tin o/fB-Bindungsassay

eNriih " . ia, bei Ly/Nu=0.4:

; ; A%k - - - -
Bindung * nein, bei Ly/Nu=4
Permeabilisierte Zellen oder isolierte Zellkerne: Transport durch den NPC von Zellkernen mit intakter Kernhiille
Methode — Mechanischer Zell- Digitonin- isolierte Seeigel-Pronuclei Digitonin- Digitonin-

aufschluss Permeabilisierung Permeabilisierung Permeabilisierung

. . . L L k.D.
N .LS er- ja, bel. Ly/Nu—_O.i;*. ja, mit einem 5.10 bp ja; aktiver Transport durch ja; aktiver Transport durch Transport von M9/DNA-
hohter — nein, bei Ly/Nu=4***; Fragment; den NPC den NPC; durch NLS- Komplexen durch den
Import ** aktiver Transport aktiver Transport Streptavidin inhibiert P NPC
Zytoplasmatische Mikroinjektion: Untersuchung des Kernimports in lebenden Zellen
Zelltyp CV-1 — HeLa Zebrafischeier HeLa —
Detektion . . . PCR-Analyse von injizier- . .
des Kom- nglodamln-marklerte Pepti- — Texas Red-markierte DNA | ter DNA nach Kernextrak- Rhodamg;—/r\narklerte —
plexes tion
NLS er- geringfiigige Diffusion zunr . ja; . .
héhter Kern; Kernlokalisation — Ja; ml;f;niﬁioo - kein Signal bei BSA-NLS- Keine nﬁgﬁzﬁﬁie Kern- —
Import ** | nicht nachgewiesen £ ko-Injektion

Tabelle 3: In vitro-Modellsysteme zur Untersuchung des NLS-vermittelten Kernimports von DNA.

* Erh6hung der Importinbindung aufgrund eines NLS im Vergleich zu einer bekannten Kernimport-defizienten Sequenz.

** Erhohung der Kernakkumulation aufgrund eines NLS im Vergleich zu einer bekannten Kernimport-defizienten Sequenz.
*#% In den Untersuchungen von Chan und anderen Autoren (2001) wurden HGM-vorkondensierten DNA-Komplexen NLS-Polylysin zugegeben. Experimentelle Daten wurden
nur bei Ly/Nu=0.4 angegeben.
Spezielle Abkiirzungen (siehe auch Tabelle 2): GST, Gluthation-S-Transferase. Ly/Nu, Lysin/Nucleotid-Verhiltnis als eingesetztes Ladungsverhiltnis im DNA-Komplex.
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In anderen Studien wurde schlieBlich Plasmid-DNA mit kovalent gebundenem NLS® in CV-1
— und HeLa-Zellen mikroinjiziert, jedoch ohne dal} eine Lokalisation der injizierten DNA im

Kern nachgewiesen werden konnte (53-55).

1.9 Mogliche unspezifische Funktionen des NLS wihrend der Transfektion

Ziel der Verkniipfung von NLS-Sequenzen mit Transfektionssystemen ist der erleichterte
Kernimport der DNA durch die spezifische Nutzung der Kernimportmaschinerie. Wie schon
erwihnt, gibt es nicht in allen bisherigen Studien geeignete Kontrollexperimente zur Uberprii-
fung der Sequenzspezifitit des NLS. In diesen Féllen ist nicht auszuschlieBen, da3 das ver-
wendete Peptid die Transfektionseffizienz des jeweiligen Systems durch einen von der Kern-
importmaschinerie unterschiedlichen Mechanismus erhoht.

Die basischen Reste des NLS kénnten mit der DNA interagieren, dadurch seine Kondensie-
rung fordern und die Gesamtladung des Transfektionssystems erhohen. Kiirzlich wurde ge-
zeigt, daB die Internalisierung von DNA-Komplexen durch Heparansulfatproteoglykane
(HSPGs) vermittelt wird (70-72). Diese Molekiile befinden sich an der Zelloberfliche und
binden positiv geladene DNA-Komplexe durch unspezifische elektrostatische Wechselwir-
kungen. Die Expression der HSPGs hiangen von vielen Faktoren einschlieBlich des Zelltyps
und des Zelldifferenzierungsstadiums ab. HSPGs wurden ebenso im Innern der Zelle und ins-
besondere im Zellkern gefunden (73). Dariiber hinaus sind Proteoglykane mit unterschiedli-
chen Glykosaminoglykanen (GAGs) in vielen Organen wichtige Komponenten der extrazellu-
laren Matrix. Die Interaktion von Lipoplexen und Polyplexen mit GAGs wurde in vitro nach-
gewiesen (74) und koénnte in vivo sowohl zur Immobilisierung als auch Dissoziierung des
DNA-Komplexes innerhalb des Organs fiihren. So wurde in vitro eine Inhibition der Trans-
fektion durch die Anwesenheit von Hyaluronséure im Medium festgestellt (75). Eine zusétzli-
che Beschichtung von Polyplexen mit einem anionischen Lipid verhinderte jedoch diesen
inhibitorischen Effekt. Zusammengenommen ist es denkbar, dal NLS-Peptide in Heterople-
xen mit Proteoglykanen interagieren. Dies konnte in vitro den Zelleintritt begilinstigen und

moglicherweise auch mit weiteren Schritten des Gentransfermechanismus interferieren.
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1.10 Zusammenfassung der Ergebnisse bisheriger Studien

Im Hinblick auf eine sequenzspezifische Erleichterung des Kernimports von DNA durch die
Verknilipfung mit NLS-Peptiden und eine resultierende Verbesserung der Transfektionseffi-
zienz konnen folgende Schlussfolgerungen aus den bisherigen Studien gezogen werden.

(1) In vitro ist das an Plasmid-DNA gebundene NLS" in der Lage, mit dem Importinrezeptor
zu interagieren und die DNA vermutlich iiber einen Importintransportweg durch den NPC in
den Zellkern zu schleusen.

(2) In Siugerzellen erhdht das NLS' die Kernakkumulation von linearer DNA im Gegensatz
zu zirkuldrer Plasmid-DNA. Es ist wichtig anzumerken, dall nackte lineare DNA grof3enab-
hingig in den Zellkern akkumuliert. Hingegen gelingt es bisher nur schwer, den Kernimport
von zirkuldrer Plasmid-DNA direkt zu beobachten.

(3) In Transfektionsexperimenten verbessert das NLS' die Reportergenexpression im Falle
von linearer DNA. Das M9 bewirkt ebenfalls eine Verbesserung, jedoch iiber einen bislang

ungekldrten Mechanismus.

1.10 Weitere Aspekte und offene Fragen fiir zukiinftige Uberlegungen

Unspezifische Interaktionen des NLS-Peptids mit dem Transfektionssystem

Zusitzlich zu den erwéhnten elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen basischen Resten
des NLS und der DNA konnen abhingig von der NLS-Sequenz andere Interaktionen auftre-
ten. So konnten anionische Reste mit zur Kondensierung der DNA verwendeten Polykatio-
nen, hydrophobe Reste hingegen ggf. mit Lipidkomponenten, interagieren. Daher verdndert
das NLS potentiell physikalische Eigenschaften des Heteroplexes wie die GroBle, den Kon-
densierungsgrad der DNA, die Oberflichenladung sowie die intrazelluldre Stabilitit der DNA.
Ein kritischer Punkt zum Verstindnis des Wirkungsmechanismus des eingebauten NLS ist
daher die Entwicklung besserer Verfahren zum direkten Nachweis des Kernimports von exo-

gener DNA.

Effekt der Grofse und der Konformation der DNA auf den Kernimport

Der Kerntransport durch NPC erfolgt fiir ein breites Spektrum an Makromolekiilen wie Pro-
teine und Nukleinsduren. In beiden Féllen scheint die GroBe ein kritischer Faktor zu sein. So
wird passive Diffusion durch den NPC fiir Proteine kleiner als 60 kDa sowie fiir kleinere

DNA-Fragmente bis 200 bp beobachtet (36, 62). Mit zunehmender Gro3e verringert sich die
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Diffusionsrate, und eine effektive Kernakkumulation kann aktiv durch Nutzung der NLS-
abhingigen Kernimportmaschinerie erreicht werden. Dies bedeutet, da3 die zelluldre Maschi-
nerie den Transportprozess von Molekiilen beschleunigt, die fiir eine Kernlokalisation prinzi-
piell als ,,permissiv‘ bezeichnet werden konnen.

Mikroinjektionsstudien mit linearer DNA belegen, dall die GréBe ein limitierender Faktor fiir
die zytoplasmatische Mobilitdt (63) sowie fiir den Kerntransport darstellt (36). Jedoch ist zir-
kulédre und supercoiled DNA die pridominante Form von transfektionsaktiver Plasmid-DNA.
Ihr hydrodynamischer Durchmesser ist im Vergleich zu linearer DNA deutlich reduziert, ins-
besondere wenn DNA-kondensierende Agenzien zusétzlich verwendet werden. Daher ist un-
klar, inwiefern bei Plasmid-DNA und insbesondere bei DNA-Komplexen innerhalb eines
Transfektionssystems die Grofle ein hemmender Faktor ist. Dariiber hinaus lokalisieren endo-
zytierte DNA-Komplexe innerhalb weniger Stunden nach der Transfektion im perinukledrem
Raum (34, 64). Dies bedeutet, da3 sich eine relativ groBe Anzahl von DNA-Molekiilen in
unmittelbarer Ndhe der Kernhiille befinden und Diffusionsprozesse innerhalb des Zytoplas-
mas vermutlich eine geringere Rolle spielen. AuBlerdem sind in Transfektionsversuche ver-
wendeten DNA-Molekiile in der Regel kleiner als 10 kb. Im Vergleich dazu ist ein DNA-
Virus wie das Herpes Simplex Virus-1 in der Lage, sein Genom von 152 kb durch den NPC
zu schleusen (22).

Daher kann man spekulieren, daf3 es neben der Grofle andere Faktoren geben muss, die eine
Kernakkumulation von Plasmid-DNA verhindern. Diese kdnnten zu einer Klasse von
,hicht-permissiven” Molekiilen gehoren, gegen die Zelle Mechanismen entwickelt hat, um
einen Ausschluss aus dem Zellkern zu gewihrleisten. Denkbar wiren eine zytoplasmatische

Retension, die Verringerung der NPC-Permeabilitéit und ein schneller Kernexport.

1.11 Zielstellung

Der klinische Erfolg der nicht-viralen Tumorgentherapie wird davon abhingen, effizientere
Genvehikel zu konstruieren, die in vivo anwendbar sind und dariiber hinaus einen gezielten
und regulierten Gentransfer erlauben. Trotz intensiver Bemiihungen gilt die Uberwindung der
Kernhiille immer noch als wesentlichen limitierenden Schritt fiir nicht-virale Gentransfersy-
steme. Eine Strategie besteht darin, die Kerntransportmaschinerie der Zelle zu nutzen, indem
peptidische Kernlokalisationssignale (NLS) an die DNA gekoppelt werden. Zwar konnte die-
ses Konzept durch zahlreiche Studien in experimentellen Modellsystemen nachgewiesen wer-

den. Jedoch wurde insbesondere bei nicht-kovalenter Bindung des Peptids lediglich eine ge-
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ringfiigige spezifische Erhohung der Transfereffizienz aufgrund des NLS erzielt. Mogliche
Griinde dafiir sind unspezifische Effekte des NLS wihrend des Transfektionsvorgangs und

ein frithzeitiger Abbau des Vektors im Endosom und Zytoplasma.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist zum einen die Optimierung eines NLS-Peptids zur Erh6hung
der Sequenzspezifitit des Signals innerhalb des DNA-Komplexes. Zum anderen soll das Gen-
transfersystem im Hinblick auf eine klinische Anwendbarkeit des Vektors fiir die Tumorgen-
therapie optimiert werden.

Zunichst werden Fusionspeptide konstruiert, die ein NLS beinhalten und iiber eine zusétzli-
che oligo-Lysin-Sequenz von 16 Lysinresten an Plasmid-DNA gekoppelt werden kdénnen.
Grundlage dafiir ist zunichst ein bekanntes NLS des SV 40-Virus. Eine zusétzliche Stabilisie-
rung des Signals durch Zyklisierung des Peptids soll weiterhin eine effiziente Erkennung
durch den Importin a-Rezeptor bewirken. Dariliber hinaus wird ein NLS des HIV-1 Vpr-
Proteins getestet, das unterschiedliche biochemische Eigenschaften besitzt und einen alterna-
tiven Transportweg in den Kern bietet. Um eine NLS-sequenzspezifische Erhohung des Gen-
transfers nachzuweisen, sollen in Transfektionsversuchen als Vergleich geeignete NLS-
Kontrollpeptide verwendet werden.

Danach soll die genauere Wirkungsweise des Peptids und insbesondere des NLS auf den Gen-
transfermechanismus untersucht werden. Die Beschaffenheit der Komplexe wird mit physiko-
chemischen Methoden analysiert und mit der Transfektionseffizienz korreliert. Dariiber hin-
aus wird versucht, den Transfektionsprozess und insbesondere den intrazelluliren Werdegang
der Komplexe zu untersuchen.

Die daraus gewonnenen Ergebnisse sollen Ansétze fiir weitere Optimierungsschritte des Sy-
stems liefern. Die Versuche werden mit klinisch relevanten Tumorzellinien durchgefiihrt. Die
moglichen Losungsansdtze werden schliefflich an einem Tumormausmodell auf ihre An-

wendbarkeit in vivo liberpriift.
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