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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der Transfektionseffizienz unter Verwendung
von K16-Peptiden. Desweiteren betrifft die Erfindung neue K16-Peptide. Insbesondere das K16-CYC mit der Peptid-Sequenz:
K16-CYC (1) und K16mVprN mit der Peptidsequenz KKKKKKKKKKKKKKKGGGCNEWTLELLEELKNEAVRHF.
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Verfahren zur Verbesserung der Transfektionseffizienz

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der Transfektionseffizienz
unter Verwendung von K16-Peptiden. Desweiteren betrifft die Erfindung neue K16-
Peptide. Anwendungsgebiete sind die Molekularbiologie und die Medizin.

Der Transfektionsmechanismus nicht-viraler Gentransfer-Systeme ist ein komplexer
Prozess, der durch eine Vielzahl biologischer Barrieren gehemmt wird. Ein
wesentlicher limitierender Schritt ist die Uberwindung der Zellkernmembran durch
den Vektor. Durch diesen Schritt gelangt die transgene DNA in den Zellkern,
wodurch erst eine effiziente Expression des Transgens moglich wird.

Um den Transfer von Plasmid-DNA in den Zellkern zu verbessern, wird u. a.
versucht, Kerntransportmechanismen der Zelle zu nutzen. Eine Strategie besteht
darin, peptidische NLS-Sequenzen nicht-kovalent an die DNA iiber eine zusitzlich
angefiigte kationische DNA-Bindungssequenz zu koppeln, mit dem Ziel, daB die
Kerntransport-Maschinerie der Zelle diese an DNA gebundene NLS-Sequenzen
erkennt und zusammen mit der DNA in den Zellkern transportiert.

Die in nicht-viralen Gentransfersystemen meist verwendete NLS-Sequenz ist der
Aminosédurenabschnitt 126 bis 132 des Simian Virus 40 (SV 40) large T-Antigens
(SV40-NLS). Eine Sequenz-spezifische Erhohung der Transfektionseffizienz durch
diese NLS-Sequenz konnte bisher in der oben erwidhnten Strategie nicht
nachgewiesen werden.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, den Kerntransport von Plasmid-DNA zu
verbessern.GeméB der Erfindung wird ein synthetisches Peptid bestehend aus einer
oligo-Lysin-DNA-Bindungssequenz und einer SV40-NLS konstruiert Ferner wird
die Konstruktion und Optimierung eines Komplexes bestehend aus Plasmid-DNA,
synthetischem Peptid und Lipid realisiert.

Als synthetische Peptide wurden die folgenden Peptide ausgewihilt:

K16-NLS: CKKKKKKKKKKKKKKKKGGGPKKKRKVG

K16-SLN: CKKKKKKKKKKKKKKKKGGGGVKRKKKP

K16-Vpr: KKKKKKKKKKKKKKKKCGGGIGCRHSRIGVTRQRRARNGASRS
K16-VprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGCNEWTLELLEELKNEAVRHF
K16-mVprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGNEATLELLPELKNPAVRHF

Alle diese Peptide tragen 16 Lysin-Reste zur Bindung der Peptide an die Plasmid-
DNA.
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Das K16-NLS Peptid trigt auBerdem die SV40-NLS-Sequenz (PKKKRKYV). Das
K16-SLN-Peptid ist ein Kontrollpeptid mit gleicher DNA-Bindungssequenz und
identischer Aminosiduren-Zusammensetzung , das eine umgedrehte SV40-NLS-
Sequenz trigt. Das KI16-Vpr-Peptid trigt zusitzlich zur Oligo-Lysin-DNA-
Bindungssequenz eine NLS-Sequenz, die aus der C-terminalen Region des HIV-Vpr-
Protein abgeleitet wurde. Das K16-VprN-Peptid trigt analog eine Sequenz, die aus
der N-terminalen Region abgeleitet wurde. Das K16-mVprN-Peptid ist ein
Kontrollpeptid mit gleicher DNA-Bindungssequenz wund einer VprN-
Kontrollsequenz, die durch einen Austausch von drei Aminosiuren konstruiert wurde
und dadurch als defizient fiir den erleichterten Kernimport beschrieben wurde.

Aullerdem wurde ein synthetisches Peptid bestehend ausschliesslich aus 16 Lysin-
resten (K16) als zusétzliches Kontrollpeptid verwendet.

Als Lipid wurde bevorzugt die Lipid-Zusammensetzung Lipofektin verwendet.

Es wurden Komplexe aus Plasmid-DNA, Peptid und Lipid hergestellt und zur
Transfektion von humanen Kolon-Karzinoma-Zellen (HCT 116) getestet. Zur
Messung der Transfektionseffizienz wurde das Luziferase-Reportergen eingesetzt.

AuBer der Konstruktion der K16-NLS-Peptide besteht die erfinderische Leistung in
der Konstruktion des DNA-Peptid-Lipid-Komplexes. Dabei sind Zusammensetzung
der Komplexe durch die Auswahl bestimmter Ladungsverhiltnisse zwischen Peptid
und DNA sowie die Menge an Lipid entscheidend. Das Verfahren der Konstruktion
ist ebenfalls ein entscheidender Faktor (Konzentrationen, Volumina, Puffersystem,
Inkubationszeiten und Reihenfolge der Konstruktion, vgl. die Abbildungen 1-3 und
4-6).

Nach Optimierung wurde eine Zusammensetzung und eine Verfahrensweise
entwickelt, die als Ergebnis eine Sequenz-spezifische Erh6hung der Genexpression
des Reportergens nach Transfektion von HCT 116-Zellen hatte.

Die erfinderische Leistung besteht darin, das Peptid-DNA-Verhiltnis so zu wihlen,
das zunichst ein unstabiler Peptid-DNA-Komplex hergestellt wird, dem danach eine
relativ kleine Menge an Lipid beigefiigt wird.

Die generierte Sequenz-spezifische Erhohung der Genexpression korreliert mit
einem erhohten Kerntransport der DNA.
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Ferner wurde erfindungsgemif ein zyklisches Peptid zur Stabilisierung der NLS-
Sequenz und seine Verwendung zur Optimierung eines nicht-viralen
Gentransfersystems konstruiert.

Die SV40-NLS-Sequenz ist durch einen hohen Anteil an basischen Resten stark
positiv geladen. Wie in Transfektionsexperimenten und durch biochemische Analyse
nachgewiesen wurde, interagiert sehr wahrscheinlich die SV40-NLS mit der
Plasmid-DNA. Die Bindung der SV40-NLS-Sequenz an die DNA kann potentiel
dazu fithren, daf das Peptid einerseits fiir eine Interaktion mit der Nukleartransport-
Machinerie der Zelle maskiert ist und andererseits seine Sekundirstruktur veriandert
wird, so daB es als Kernimport-Substrat nicht mehr erkannt werden konnte.

Die erfinderische Idee besteht darin, die Sekundarstruktur der SV40-NLS-Sequenz
durch Zyklisierung des Peptids zu stabilisieren. Dabei wurde die Interaktion der
SV40-NLS-Sequenz mit seinem Rezeptor Importin o in einer Faltblattstruktur-
Konformation ausgenutzt. Als Basis der Zyklisierung diente daher ein zyklisches
Peptid, welches aus zwei antiparallel liegenden Faltblattsequenzen besteht.

Die Erfindung besteht darin, in diesem zyklischen Peptid die SV40-NLS-Sequenz zu
rekonstruieren. Das Ergebnis ist ein zyklisches Peptid bestehend aus zwei anti-
parallelen Faltblatt-Strukturen, wobei die eine Seite die SV40-NLS-Sequenz enthilt.
Zur Bindung an die DNA wurden an der gegeniiberliegenden Seite der SV40-NLS-
Sequenz kovalent 16 Lysin-Reste gebunden. Das resultierende Konstrukt ist also ein
synthetisches Peptid mit einer zyklisierten NLS-Sequenz und einer oligo-Lysin-
DNA-Bindungsstelle.

Es hat die folgende

Peptid-Sequenz: i |

K16-CYC: - VKLKVYPLKKKRKP -
KKKKKKKKKKKKKKKK!

Gegenstand der Erfindung sind desweiteren zwei neue K16-Peptide,

das insgesamt 39 Aminos#uren aufweisende Peptid mit der Sequenz:

K16-VprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGCNEWTLELLEELKNEAVRHF
und das insgesamt 38 Aminosiuren aufweisende Peptid mit der Sequenz:
K16-mVprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGNEATLELLPELKNPAVRHF.
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Diese Peptide sind sowohl in Kombination mit Plasmid-DNA als auch in
Kombination mit Plasmid-DNA und Lipid zur Transfektion geeignet.

Die Erfindung soll nachfolgend durch Ausfithrungsbeispiele niher erldutert werden.

Verwendung des K16-CYC-Peptids in einem nicht-viralen Gentransfer-System:

Auf der Grundlage der oben beschriebenen Optimierung eines DNA-Peptid-Lipid-
Komplexes wurden Komplexe bestehend aus Plasmid-DNA, dem K16-CYC-Peptid
und Lipofektin hergestellt und zur Transfektion von HCT116-Zellen getestet.

Das Ergebnis zeigt eine drastische Erhéhung der Genexpression nach Transfektion
mit dem K16-CYC-Peptid im Vergleich zum K16-NLS-Peptid, das eine lineare Form
der SV40-Sequenz trigt(vgl. Abbildungen 7 und 8).

Verwendung des K16-VprN-Peptids in einem nicht-viralen Gentransfer-System:

Es wurden Komplexe bestehend aus Plasmid-DNA, dem K16-VprN-Peptid und
Lipofektin hergestellt und zur Transfektion von HCT116-Zellen getestet.

In einer weiteren Anwendung wurden Komplexe bestehend aus Plasmid-DNA und
dem K16-VprN-Peptid hergestellt und ebenso zur Transfektion von HCT116-Zellen
getestet.

In beiden Anwendungen wurde als Vergleich zum K16-VprN-Peptid das K16-
mVprN-Peptid verwendet. Das Ergebnis zeigt eine deutliche ErhShung der
Genexpression in beiden Anwendungn (vgl. Abbildungen 9 und 10).

Diese Sequenz-spezifische Verbesserung der Transfektionseffizienz wurde in
besonderem Mafie in der Anwendung des Peptides ohne zusitzliche Verwendung des
Lipids erzielt (vgl. Abbildung 10). Das K16-VprN-Peptid bewirkte eine 10-fache
Erhohung der maximalen Genexpression im Vergleich zum K16-mVprN-Peptid.
Ausserdem wurd fiir das K16-VprN-Peptid fiir eine maximale Genexpression
gleichzeitig eine 12-fach geringere Menge an Peptid benétigt im Vergleich zum K16-
mVprN-Peptid.

Um auszuschliefen, dafl die erzielte Verbesserung der Transfektionseffizienz auf
eine verbesserte Bildung von DNA-Komplexen beruht, wurden die scheinbare Grofie
(vgl. Abbildung 11) und die relative Partikel-Anzahl (vgl. Abbildung 12) mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) untersucht. Wie in Abbildung 11 zu sehen
ist, unterscheiden sich die GroBen der DNA-Komplexe mit dem K16-VprN-Peptid
nur geringfligig im Vergleich zum K16-mVprN-Peptid. Abbildung 12 zeigt, daB mit
zunehmendem DNA/Peptid-Ladungsverhiltnis die Streulicht-Intensitit ansteigt. Der
Vergleich der Abbildungen 10 und 12 zeigt jedoch, daB8 die gemessenen Streulicht-
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Intensitdten mit der Genexpression nicht korreliert. Insbesondere bewirkt das K16-
VprN-Peptid bei einem DNA/Peptid-Ladungsverhéitnis von 3 eine 2-fache Erh6hung
der - Streulicht-Intensitit und eine mindestens 100-fache Erh6hung der
Genexpression. Bei einem Ladungsverhiltnis von 9 verdopplet sich die Streulicht-
Intensitét im Vergleich zu einem Ladungsverhiltis von 3. Die Genexpression erhéht
sich jedoch dabei um etwa 10-fach.

Die Abbildungen 13 und 14 sollen belegen, dafl die gemessene Streulicht-Intensitét
mit der eingesetzten Menge an DNA-Komplexen korreliert. Dazu wurden DNA-
Komplexe bestehend aus Plasmid-DNA und den Peptiden K16-VprN und K16-
mVprN hergestellt und anschliessend wie abgebildet bis 16-fach verdiinnt. Das
Ergebnis zeigt, daBl die Streulicht-Intensitéit in dem MaBe des Verdiinnungsfaktors
abnimmt, wahrend die GréBe der Partikel etwa gleich bleibt. Die Streulicht-Intensitat
ist also ein MaB fiir die relative Menge an eingesetzten DNA-Komplexen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daf die Sequenz-spezifische Erhéhung der
Genexpression durch das KI16-VprN-Peptid nicht auf eine ErhShung der
Partikelgrofle oder der Partikelmenge zuriickzufiihren ist. Folglich ist zu erwarten,
dafl vielmehr ein zelluldrer Mechanismus, beruhend auf die Erkennung der VprN-
Sequenz durch spezifische Faktoren wahrend des Transfektionsvorgangs eintritt. Es
ist also anzunechmen, dal die K16-VprN/Plasmid DNA-Komplexe von der
Kernimport-Maschinerie der Zelle als Importsubstrat erkannt werden, verstirkt in
den Kern transportiert werden und dadurch eine Erhéhung der Transfektionseffizienz
bewirken.

Zusammengefasst bedeuten diese Resultate in Bezug auf Neuheit, daB:

1. ein DNA-Peptid-Lipid-Komplex konstruiert wurde, dessen Zusammensetzung zu
einer Sequenz-spezifischen Erhohung der Transfektionseffizienz durch eine NLS-
Sequenz fiihrt.

2. die Zyklisierung einer NLS-Sequenz die Transfektionseffizienz in dem genannten
Komplex noch weiterhin erhoht.

3. die Verwendung der VprN-Sequenz eine drastische Verbesserung des
Transfektionssystems bewirkt.
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Patentanspriiche

1. Transfektionsverfahren, dadurch gekennzeichnet, daB ein Komplex, bestehend
aus

- Plasmid-DNA

- einem synthetischen Peptid und

- einem Lipid

zur Transfektion eingesetzt wird.

2. Transfektionsverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als
synthetisches Peptid ein Peptid aus der Gruppe

K16-NLS: CKKKKKKKKKKKKKKKKGGGPKKKRKVG

K16-SLN: CKKKKKKKKKKKKKKKKGGGGVKRKKKP

K16-Vpr: KKKKKKKKKKKKKKKKCGGGIGCRHSRIGVTRQRRARNGASRS
K16-VprN  KKKKKKKKKKKKKKKKGGGCNEWTLELLEELKNEAVRHF
K16-mVprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGNEATLELLPELKNPAVRHEF.

ausgewdhlt wird.

3. Transfektionsverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als
synthetisches Peptid ein zyklisches K16-Peptid, vorzugsweise das K16-CYC, der

Peptid-Sequenz: I |
K16-CYC: - VKLKVYPLKKKRKP -

KKKKKKKKKKKKKKKK
verwendet wird:

4. Transfektionsverfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB als
Lipid Lipofektin verwendet wird.

5. Transfektionsverfahren nach Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet, da das
Ladungsverhéltnis Peptid : Plasmid-DNA 0,7 bis 1,0 betréigt.

6. Transfektionsverfahren nach Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB das
Mengenverhiltnis Plasmid-DNA : Lipid 2 : 1 bis 1 : 1 betriigt.
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7. Zyklisches Peptid K16-CYC.
8. KI16-VprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGCNEWTLELLEELKNEAVRHEF.
9. K16-mVprN KKKKKKKKKKKKKKKKGGGNEATLELLPELKNPAVRHF.

10. Verwendung von Peptiden geméf Anspruch 7 bis 9 in Kombination mit
Plasmid-DNA zur Transfektion.
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