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Abstract

SiRNAs are 21-23 base pairs, double-stranded RNAs who are able to inhibit protein
biosynthesis via interaction with mRNAs and therefore they have a potential value in
treatment of tumors and other diseases. The major challenge for successful therapeutical
use is to improve the delivery of siRNAs by inducing a better cellular uptake.

For this reason a specific DARPin (Designed Ankyrin Repeat Protein) designed to bind
selectively to EpCAM was conjugated to PAMAM dendrimers to generate a targeted delivery
system for siRNA.

An Azidohomoalanine(Aha)-Ec1l and Aha-Ec4 modified EpCAM-specific DARPin was bound
via DBCO-NHS linkers to PAMAM G4 and G6 dendrimers. To monitor the conjugation
reaction, a number of gel electrophoresis methods were performed for the detection of
protein and conjugate bands.

Because of the high number of amine groups on the surface of PAMAM, this protein —
dendrimer conjugate has a great ability of efficiently complexing negatively charged siRNA,
which was verified by a gel shift assay with fluorescently tagged siRNA.

DLS measurements revealed no significant differences in particle size of complexes of siRNA
with PAMAM G6 and G4 as well as conjugates of these two dendrimers with DARPins even if
they are derivatized with polyethyleneglycol (PEG).

The ability of conjugate to deliver siRNA in vitro was evaluated in tumor cell culture models.
Uptake of fluorescently labelled oligonucleotides was afforded by both the conjugates and
the dendrimers.



Zusammenfassung

SiRNAs sind 21-23 basenpaarige, doppelstrangige RNAs, die Giber Interaktion mit mRNAs die
Proteinbiosynthese unterbinden konnen und daher in der Behandlung von Tumoren und
anderen Erkrankungen einen potenziellen Stellwert haben. Die groRe Herausforderung fiir
die erfolgreiche therapeutische Verwendung ist die Effizienz von siRNAs zu verbessern,
indem ihre zelluldare Aufnahme geférdert wird.

Aus diesem Grund wurden spezifische Proteinbinder, DARPins (Designed Ankyrin Repeat
Proteine), die selektiv an EpCAM binden, mit PAMAM-Dendrimeren konjugiert, um ein
Tragersystem fur siRNAs zu erzeugen.

Azidohomoalanine(Aha)-Ec1 und Aha-Ec4 sind modifizierte EpCAM-spezifische DARPins, die
Uber DBCO-NHS-Linker an PAMAM G4 und G6-Dendrimere gebunden wurden. Um die
Konjugationsreaktion zu Uberpriifen, wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt und
lieferte einen Nachweis (iber Proteine und Konjugate.

Aufgrund der hohen Anzahl an Aminogruppen auf der Oberflaiche von PAMAM-Dendrimeren
besitzen sie eine hohe Aufnahmekapazitat fir negativ geladene siRNAs, die durch einen Gel-
Shift-Assay mit fluoreszenzmarkierter siRNA verifiziert wurde.

DLS-Messungen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Partikelgrofe von
Komplexen von siRNA mit PAMAM G6 und G4 sowie deren Konjugate mit DARPins.

Auch wenn sie mit Polyethylenglykol (PEG) derivatisiert wurden, haben sie eine dhnliche
PartikelgroRRe. Sie liegen meist als Agglomerat vor.

Die Fahigkeit von Konjugat, siRNA in vitro in die Zelle einzuschleusen, wurde in
Tumorzellkulturmodellen ausgewertet. Die Aufnahme von fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden wurde sowohl von Konjugaten als auch von Dendrimeren gezeigt.



1 Einfihrung

1.1 Antisense- Strategien und RNA Interferenz

Im Jahr 1978 entdeckten Forscher die Antisense-vermittelte Gen-abschaltung [1] iber kurze
Oligonukleotide, die die Ubersetzung der komplementiren mRNA in Protein verhindern.
Diese kurzen Oligonukleotide sind unter dem Namen Antisense-Oligonukleotide bekannt,
weil sie an den kodierenden, sense mRNA-Strang binden.

AS-ODNs sind synthetische einzelstrangige DNA-Oligonukleotide mit einer Lange von 13 bis
25 Nukleotiden [2].

Nach spezifischer Bindung an die komplementare einzelstrangige mRNA, modulieren sie ihre
Funktion wie folgt:

a) Verhinderung der Bindung von Faktoren, die fir die Initiilerung und / oder Modulation des
Translationsprozesses zustandig sind;

b) Forderung des Abbaus der mRNA durch RNase H, eine Ribonuklease, die RNA-DNA-
Duplexe erkennt und den RNA-Strang spaltet. In diesem Fall binden die Oligonukleotide an
die Ziel-RNA vor der Interaktion mit diesem Enzym.

Zwei weitere nicht-Antisense-Oligonukleotid-Klassen sind Ribozyme und DNasen; die
RNA bzw. DNA Enzyme. Sie katalysieren chemische Reaktionen, die den mRNA-Abbau
induzieren [2].

Die RNA Interferenz (RNAI), die im Jahr 1998 entdeckt wurde, ist eine weitere Antisense-
Strategie, die mithilfe von dsRNA die mRNA Ubersetzung verhindern [3,4,5,6].

Im Jahr 2006 erlangten Andrew Fire und Craig Mello den Nobelpreis fir Medizin fir die
Entdeckung der RNAi im Fadenwurm Caenorhabditis elegans [6].

In Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster spaltet das Enzym Dicer lange
dsRNA Substrate in 21 bis 23 Nukleotidabschnitte [1].

Die daraus resultierende kurze doppelstrangige RNA wird auf den RISC-Lade-Komplex
Ubertragen. Innerhalb dieses Pre-RISC-Komplexes bindet das Ago2 Protein und spaltet das
Duplex-RNA-Substrat. Ein Haloenzym zwischen Ago-Protein und dem Strang mit dem 5'-Ende
bildet sich, wobei es nicht stark mit dem Komplement gebunden ist [8].

Dieser Strang wird Fihrungs- oder Antisense-Strang genannt, weil es die komplementare
MRNA bindet [3].



Lange RNA kann aufgrund der moglichen Aktivierung von Immunreaktionen nicht fir die
RNAi in Sdugetieren verwendet werden.

Nach Einfihrung in diese Zellen werden synthetische, transfizierte siRNAs von RISC
rekrutiert.

Ago2 ist das einzige Ago Familienmitglied in menschlichen Zellen, das spezielle Reste an der
binding side (aktiven Seite) hat, die zweiwertige Kationen binden kdnnen, was fir die
Endonukleaseaktivitat erforderlich ist. Es bindet nur an ssRNA und wirkt nur auf den
Antisense-Strang.

Die Hybridisierung des Antisense-Strangs an die komplementare mRNA induziert die
Abschaltung der Genexpression.

Sequenzspezifisches Gene-Silencing einzelner Gene ist ein hochwirksames wissenschaftliches
Werkzeug zur Untersuchung von Genfunktionen im Labor. Es ist offensichtlich, dass diese
Idee der Gene-Silencing fiir einen moglichen therapeutischen Einsatz entwickelt wird.

Das Ziel dieser siRNA Strategie ist die Downregulation der Expression krankheitserregender
oder -fordender Proteine [9].

Weiters kénnen synthetische Oligonukleotide als Micro-RNA mimics disregulierte miRNAs
bei Krebs und anderen Krankheiten ersetzen. Leider haben Nukleinsdauren keine geeigneten
wirkstoffahnlichen Eigenschaften, denn sie sind vergleichsweise grol3, mehrfach geladen und
zu hydrophil fir die Zellmembranpermeation [10,11,12].

Die wichtigsten Hindernisse flir die in-vivo-Verwendung sind ihre schlechten
pharmakokinetischen Eigenschaften und ihre unzureichende Stabilitdit gegeniber
enzymatischem Abbau. Insbesondere werden sie aufgrund ihrer schwachen Bindung an
Plasmaproteinen schnell Giber die Niere gefiltert und mit dem Urin ausgeschieden [3].

AuBerdem werden ihre Phosphodiesterverkniipfungen leicht durch Nukleasen gespalten.
Um die Nukleasen Instabilitat zu Gberwinden, wurden unterschiedliche Strategien getestet,
um Oligonukleotide zu modifizieren [3].

Chemische Modifikationen der Oligonukleotidsequenz wie Grundgeriist Modifikation,
Einfiihrung eines Heteroatomes und Zuckermodifikationen sind eine der am weitesten
verbreiteten Strategien, die durchgefihrt werden [3].

Die Einfihrung  eines  Schwefelatoms  statt eines nicht-briickenbildenden
Phosphatsauerstoffatoms resultiert in deutlich hoherer Stablitdit gegen enzymatischen

Abbau sowie einer Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften durch Bindung an
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Plasmaproteinen. Diese Modifikation wurde unter anderem in der Verbindung Fomivirsen-
(Vitravene®), die die Zulassung erreicht hat, eingefiihrt.

Es ist ein AS-ODN, welches fiir die Behandlung von Ocular-CMV-Retinitis zur lokalen Injektion
verwendet wird [3].

Neben der Stabilitdt muss auch die Spezifitdat gewahrleistet werden. Abgesehen von
geringeren Nebenwirkungen wie Verlangerung der Thromboplastinzeit, Reaktionen an der
Injektionsstelle, Fieber, Schittelfrost und Kopfschmerzen, miissen Off-Target-
Wechselwirkungen und Wechselwirkungen der Oligonukleotide mit Proteinen, Gberwunden
werden [4,13].

Insbesondere sind siRNAs problematisch, weil sie die Fahigkeit haben, wie miRNA zu
funktionieren. Durch Komplementaritdit der "Seed-Region" konnen andere mRNAs
angegriffen werden und so genannte ,off-target“-Effekte ausgelost werden. Sie konnen
zusatzlich mit Proteinen (z.B. liber Toll-like-Rezeptor) interagieren und kénnen zu Gerinnung,
Komplement-Aktivierung und Immunzellaktivierung fihren.

Aus diesem Grund sollten siRNA-Sequenzen (iber sorgfiltige Bioinformatik-Analysen
ausgewahlt werden, die komplementar nur zur gewiinschten mRNA passt, um Off-Target-
Wechselwirkungen zu verhindern [4,13].

AulRerdem wurden bestimmte Proteine oder Konjugate entwickelt, die nur bestimmte Ziele
binden und die Fahigkeit haben, siRNA im Sinn des Drug Targeting in bestimmte Zellen
einzufiihren [3,15,16,17].
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1.2 siRNA

siRNAs sind kurze doppelstrangige RNAs bestehend aus 19-30 Nukleotiden , die in der Lage
sind, die komplementdre Boten-RNA im Zytoplasma abbauen zu kdnnen.

Abbildung 1 zeigt den Mechanismus der Gen-Silencing von siRNA.

Im Zytoplasma werden sie durch die Endoribonuklease Dicer in kurze doppelstrangige RNA
Duplexe oder in siRNA gespalten [11].

Die siRNAs werden auf RNA-induzierte silencing Komplexe ( RISC) geladen.

Diese enthalten Argonaut 2 ( Ago- 2), welches einen Strang von der dsRNA spaltet und dazu
flhrt, dass sich das RISC aktiviert, indem es eine einstrangige RNA bindet.

Im aktivierten Zustand sind sie fahig die Boten-RNA zu beeinflussen.

Ago -2 spaltet die Ziel-mRNA zwischen Base 10 und 11 bezogen auf das 5'-Ende des siRNA-
Antisense-Stranges , was den Abbau der Boten-RNA und die Gen-Silencing mit sich bringt
[11].

Cleavage site Seedregion

, [ .

Sense Strang

Antisense Strang

Abb 1.2.2: siRNA mit dem sense und antisense Strang, die ersten 2-8 Basen nennt man seed Region und von Base 8 - 10
reicht die Cleavage site.



1.3 miRNA

Eine microRNA (miRNA) ist komplementar zu einem Teil von einer oder mehreren mRNAs.
Wenn sie komplementar zu 2-7 Nukleotiden der mRNA ist, ist dies ausreichend fiir die Gen-
Regulierung. Das menschliche Genom codiert Gber 1000 miRNAs, die ca. 60% von
Sadugetiergenen gezielt beeinflussen konnen [3].

miRNAs sind kleine, 21 - 23 Basenpaare lange, hoch konservierte, nicht kodierende RNAs,
die in der Lage sind die Genexpression zu unterdriicken, indem sie an die Messenger-RNA
binden. Somit kénnen sie Prozesse wie Apoptose und Zellwachstum beeinflussen [28,29].

Ein verandertes Expressionsniveau oder eine Mutation in der Sequenz der miRNA kann Krebs
oder Erkrankungen des Herzen und des Nervensystems induzieren [3].
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Abbildung 1.3.1: sekunddre miRNA, die durch "quikfold Software" vorhergesagt wurde [40]



1.4 Pamam Dendrimere

Das Wort kommt aus dem Griechischen: "6évépov und steht fur "Dendron", was Ubersetzt

"Baum"bedeutet. Dendrimere sind spharische, dreidimensionale Strukturen mit einem

zentralen Kern. Aus diesem Kern wachsen hoch verzweigte baumartige Arme heraus. Es

entsteht eine symmetrische und gut definierte Struktur mit einem
Polydispersitatsindex [2].

\ > Wy
b e
ﬁf&Q @t § »{(“““:" pi s
<< EYONS
s ﬁ‘ <
Ay AR A >
Linear Branched Undefined Dendrigrafts Dendrons Dendrimers

Hyperbranched

Abbildung 1.4.1: Polymerstufen von linearen iiber einfach verzweigten zu den Dendrimeren [31]

niedrigen

Einige Beispiele fir kationische Dendrimere fiir die Komplexierung von Nukleinsduren waren:

- Polyamidoamin, (PAMAM-) Dendrimere
-Polypropylenimin (PPI)-Dendrimere (Abb. 1.4.2)
- Polylysin (PLL)-Dendrimere

- Carbosilan-Dendriten [2].
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Abbildung 1.4.2: Polypropylenimindendrimere: links: PPl G2 zweidimensional, rechts: PPl G2 dreidimensional [31]
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In jedem Dendrimer kdnnen drei Komponente gefunden werden: ein Kern, eine Innenschale
und eine AulRenschale.

Dendron

Generations

End groups
e 9

Abbildung 1.4.3: Kern und Schalen [32]

Dendrimere koénnen verschiedene Medikamente binden und dies Uber verschiedene
Wechselwirkungen:
a) kovalente Bindung zwischen Arzneimittel und der Peripherie des Dendrimers
(Dendrimer Prodrugs);
b) ionische Wechselwirkungen zwischen dem Wirkstoff und den duBeren funktionellen
Gruppen;
c) Mizellen-dhnliches Verhalten der Dendrimere, liber das das Pharmakon verkapselt
werden kann.
Neben der Bindung von Arzneistoffen an der Oberflache von Dendrimeren ist es fiir sie auch
moglich, an zellspezifische Liganden zu binden, z.B.: Loslichkeitsvermittler, Transfektion
Hilfsgruppen oder Imaging-Tags [2].

Die Synthese von Dendrimeren erfolgt Gber divergente oder konvergente Verfahren [31].

Die Zahl der wiederholten Verzweigungszyklen, die wahrend der Synthese durchgefihrt
werden, wird als "Generation" bezeichnet. Jede Generation bringt eine lineare Erhéhung
der GroRe mit sich, wahrend die Zahl der Oberflachengruppen exponentiell steigt [2].

Molecular
surface

=2,

Initiator
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\_y x—<‘—>—x —¢:—r— X
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0 1 2 3 4

i<« Divergent
synthesis

G =

Focal
point

i Convergent
X synthesis

—— Radial direction: from the surface to the focal point —
G=10 1 2 3 4

Abbildung 1.4.4: konvergente bzw. divergente Synthese von Dendrimeren [34]
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Das am haufigsten verwendete Dendrimer fiir die Verwendung mit Oligonukleotiden ist das
Polyamidoamin, PAMAM. Es ist seit 1990 unter dem Handelsnamen Starburst ™ erhaltlich.
Ammoniak und Ethylendiamin sind die mdglichen dreiwertigen oder  vierwertigen
Starterkerne (Initiatorkerne). Die Synthese erfolgt divergierend. Uber die Michael-Addition
von Methylacrylat und Ethylendiamin ergibt sich ein Ester.

Nach jedem vollen Reaktionszyklus wird ein neues "volles" Dendrimer-G mit terminaler
Aminofunktion gebildet (zB G3, G4). Nach der ersten Reaktion erhdlt man ein PAMAM
"halber" Generation (zB G2,5) mit Ester-Endgruppen [2].

Dendrimere niedriger Generationen sind offen und haben eine locker gepackte Struktur,
wahrend Dendrimere hoherer Generationen zunehmend spharisch werden und sich von
einer sternformigen Struktur (G4) bis hin zu einer Kugel mit konstanter Dichte (G10)
entwickeln. Die Aufenschale wird dichter mit zunehmender G Nummer [2].

Abbildung 1.4.5: PAMAM G4 (links), PAMAM G6 (rechts) [33]
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1.5 Nukleinsaure Delivery durch PAMAM

lonenstarke und pH-Wert beeinflussen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
positiven PAMAM -Ladungen und den negativen Ladungen der Phosphatgruppen von
Nukleinsduren und Oligonukleotiden.

Bei niedrigerem pH-Wert sind die Oligonukleotid - PAMAM Interaktionen groRer. Zusatzlich
kéonnen PAMAM-Dendrimere durch die Komplexierung Oligonukleotide effizient vor deren
Abbau schiitzen und erleichtern somit deren zellulare Aufnahme [2].

Die positiven Ladungen der PAMAM-Dendrimere spielen eine Rolle bei der Wechselwirkung
mit negativ geladenen Bestandteilen der Zellmembran. PAMAM-Dendrimere hoéherer
Generation (G5-G7) induzieren die Bildung von Nanoldchern an den Zellmembranen.

Mogliche Mechanismen sind die Dendrimer-vermittelte Entfernung von Lipiden aus der
Membran oder das direkte Einflihren von Dendrimeren mit Amino Funktionalitdt in die
Membran [2].

Cholesterin  und  Caveolae-vermittelte zellulare Aufnahme konnen bei der
Zellmembranpermeation beteiligt sein. AuRerdem wurde nachgewiesen, dass je hoher der
Derivatisierungsgrad von PAMAM G5 in Cholesterin Einheiten ist, die Abgabeeffizienz von
AS-ODNss in die Zellen verbessert wurde [2].

Nach Passieren der Membran konnen PAMAM-siRNA Komplexe Uber zwei Wege weiter
prozessiert werden:

1. Oligonukleotide kbnnen aus endosomalen Vesikeln zu einem produktiven Organell mit der
Ziel-RNA gelangen;

2. Oligonukleotide kénnen an ein nicht-produktives Organell geliefert werden und in
Lysosomen akkumulieren.

Das Entkommen aus dem Endosom ist fiir die effiziente Transfektion notwendig und beruht
wahrscheinlich auf die Pufferkapazitat, die die nicht protonierten Amine dieser Verbindung
mitbringen. Sie weisen unterschiedliche pkA-Werte auf und fungieren als Puffer Gber einen
grofen pH-Bereich. Sie fordern den Einstrom von Protonen, Chloridionen und
Wassermolekiilen, bis Gber den erhéhten osmotischen Druck, die Endosomen aufplatzen.
Dieses Konzept wird als "Protonenschwamm"(proton sponge)-Hypothese bezeichnet [18].
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Fir den Antisense-Effekt sind das Ladungsverhaltnis Oligonukleotid / Dendrimer und die
Generation wichtige Variablen. Tatsachlich wurde gezeigt, dass durch die Erhéhung der G
Zahl von 1 bis 7, sich die siRNA-Aufnahme verbessert [19].

Die Messungen thermodynamischer Parameter der Wechselwirkungen wurden mittels
Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) in Losung durchgefiihrt und bewiesen, dass die
primdre Bindungsphase eine exotherme fiir G1, 4 und 7 ist. Wahrscheinlich bilden sich dabei
Monomer Komplexe [19].

Fir G4 und G7 schliefen an die anfangliche exotherme Phase endotherme Titrationen, die
zur Bildung von groReren Aggregaten fiihren. AH erhoht sich, je hoher die
Dendrimergenerationen sind.

Bei der Entropie AS zeigen G1-Dendrimere aufgrund ihrer hohen Flexibilitat in ihrer Struktur
den hochsten Wert. G7 PAMAM-Dendrimere konnen aufgrund ihrer hohen Dichte nur eine
verminderte Fahigkeit zeigen Uber ihre primaren Amine an die negativen Ladungen der
siRNA zu binden. So ist sowohl die Anzahl als auch die Flexibilitit der Amine
ausschlaggebend fiir die Interaktion mit der siRNA. PAMAM G4 Dendrimere haben die
glinstigste Gibbs-Energie (AG).

Das Interesse an Dendrimeren ist insofern so grol} als dass sie (a) aktive therapeutische
Mittel sind , (b) Vektoren fiir die gezielte Abgabe von Arzneimitteln, Peptiden oder
Oligonukleotiden darstellen, und (c) als Permeabilitatsenhancer die orale und transdermale
Arzneimittelapplikation férdern kénnen.

Dennoch ist die Pharmakologie der Dendrimere nicht so einseitig. Es gibt sehr wohl auch
Toxizitat. Die Cytotoxizitdit von PAMAM -Dendrimeren ist spezies-, dosis-, konzentrations-,
wirkungs- und wirkungsdauerabhangig. Daneben ist sie auch abhangig von der
Generationsgrofle des Dendrimers und davon, welche funktionellen Gruppen endstandig
sind (kationisch oder anionisch).

Dendrimere (ber der 5. Generation haben eine sehr hohe Anzahl an Oberflachengruppen.

Je hoher die Anzahl an primaren Amingruppen ist, desto héher die Toxizitdt der Verbindung,
da primare Amine wesentlich cytotoxischer sind als Carboxygruppen und Hydroxygruppen,
aber auch die innere Struktur tragt an der Toxizitat bei. Polyethylenimin (PEl) hat z.b.: eine
ahnliche Oberflachenstruktur wie PAMAM-Dendrimere und ist dennoch toxischer als sie.
Man kann daher sagen, dass die Zytotoxizitat teilweise durch die funktionellen Gruppen
verursacht wird [39].

Es wurden in vitro Untersuchungen an verschiedenen Zellinien durchgefiihrt, die
unterschiedliche Ergebnisse ergaben. Meerschweinchenlungen -Fibroblasten V79, die fiir
24h mit kationischen PAMAM-Dendrimeren versetzt wurden zeigten eine verminderte Zell-
Uberlebensrate. B16F10 Zellen, die einem MTT-Assay untersucht wurden, zeigten keine
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Veradnderung in der Morphologie nach Behandlung mit 1mg/ml PAMAM G4 (70mM) jedoch
nach 5h Belichtung gab es Membranschdaden, was durch eine Verdanderung in der
Morphologie zustande kommt.

Eine weitere Studie zeigte, dass PAMAM der Generation 2, 3 und 4 eine Hamolyse
verursacht, die eine Formanderung der Erythrozyten mit sich bringt.

In einer in vitro Studie wurde gezeigt, dass sowohl anionische (halbe Generation) oder
kationische (volle Generation) PAMAM Dendrimere die mitochondriale Membran der
Rattenleberzelle depolarisieren konnen und Calcium Einstrom in die Zelle verursachen
konnen. Jedoch zeigen nur die kationischen eine Beeinflusssung der mitochondrialen
Atmungskapazitat. (oxydative Phosphorylierungsrate OPR und RCI) [35].

Aus diesem Grund verbessern verschiedene Derivatisierungen der Aminogruppen
beispielsweise mit PEG oder Fettsduren generell die Biokompatibilitdit des Systems [2].
Insbesondere senkt die Konjugation mit PEG in vitro- und in vivo die Zytotoxizitdt und
Hamolyse von G5 und G6-Dendrimere [18].

PAMAM-Dendrimere verbessern die Bioverfligbarkeit von siRNA und AS-ODN, da sie die

Bindung von AS-ODN zu Serum-Protein verhindern und siRNA vor RNasen schitzen kénnen
[36].
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1.6 Tragermolekile: Desighed Ankyrin Repeat Proteine (DARPins)

Neben der chemischen Modifikation, die oben erwahnt wird, kdnnen auch andere Strategien
verwendet werden. Das Antisense-Oligonukleotid kann mit Polymeren, Lipiden und
kationischen Peptiden entweder komplexiert oder eingeschlossen werden, wodurch
Liposomen, Nanopartikel oder Nanokomplexe entstehen.

Um ein Antisense-Oligonukleotid erfolgreich in die Zelle zu einem genauen Ziel zu liefern,
wurden unter anderem einkettig variable Fragmente (scFv) und Fab-Fragmente eines
Antikorpers, die beide mit Protamin fusioniert sind, verwendet. Diese Methoden lieferten
positive Ergebnisse in Hinblick auf siRNA Delivery [20,21].

Diese Ab-Fragmente wurden mit Protamin, kleinen argininreichen Peptiden, Nonarginin (R9)
oder Polyethylenimin (PEI) fusioniert[4]. Rekombinante Fusionsproteine bestehen aus zwei
Proteinen oder Peptiden, die miteinander verknipft sind.

Diese Verbindungen sind hoch kationisch und konnen daher Nukleinsduren und
Oligonukleotide Uber Ladungsinteraktionen mit dem anionischen Phosphat binden [2,19,22].

Um das Zielorgan zu erreichen, missen die Liefersysteme aus dem Blutstrom in die
extrazelluldre Matrix gelangen. Die Tumor Kapillargefdle sind durch den sogenannten
verstarkten Permeations- und Retentions- Effekt (EPR) durchlassiger fir grofRere Partikel als
andere Gefdlle. Eine MolekulargrofRe von 60-120 kDa bzw. eine PartikelgrofRe von unter 200
nm ist fur die Diffusion optimal [21].

Aus diesem Grund konnte die Fusionsprotein-vermittelte Ubertragung von siRNA besser
geeignet sein als liposomale, nanopartikuldre oder die Uber Ab-Komplexe vermittelte
Ubertragung [2,21].

Auch wenn die Ab-abgeleiteten Proteine die Fahigkeit haben, Antisense-Oligonukleotide
gezielt an entsprechendes Gewebe zu bringen, haben DARPin Fusionsproteine einige
wichtige Vorteile. Sie zeichnen sich durch geringe GroRe (ca. 20 kDa.), hoher Stabilitdat und
das Fehlen von posttranskriptionellen Modifikationen und Cysteinen aus.

Daher kénnen Fusionsproteine ohne Probleme in E. coli hergestellt werden, und erlauben
eine einfache Handhabung, leichte Derivatisierungen und zuséatzlich erhdhte
Expressionsausbeute. Darlber hinaus macht der Mangel an Cystein-Disulfid-Briicken die
Rickfaltungsverfahren einfacher.
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Die natirlich vorkommenden Ankyrin Repeat Proteine sind durch eine 33 Aminosauren
Motiv Wiederkehr (AR Ankyrin Repeat-Motiv) gekennzeichnet. Diese Aminosauren bilden
einen Loop, eine R-Schleife und zwei antiparallele a-Helices, die (iber eine enge Schleife
verbunden sind.

Innerhalb eines Wiederholungsmotivs und zwischen benachbarten Wiederholungsmotiven
stabilisieren hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen die
Struktur. In rational designten DARPins wird dieser hydrophobe Kern durch spezielle
Domanen am N- und C-Terminus des Proteins mit einer hydrophilen Oberflache abgeschirmt
und das Protein damit stabilisiert [23,24].

Diese Ankyrin Repeat Proteine kdnnen mittels Phagen und Ribosomen Display konstruiert
und ausgewahlt werden, um spezifisch und mit hoher Affinitat ein bestimmtes Antigen zu
binden.

Mit diesen Techniken wurde ein EpCAM-spezifisches DARPin verwendet. EpCAM ist ein 40
kDa groRes transmembrandres Glykoprotein, das vor allem auf Krebs-initilerenden Zellen,
die von Darm-, Brust-, Bauchspeicheldriisen- und Prostata-Karzinomen isoliert werden,
Uberexprimiert wird. Es ist bei Zell-Zell-Adhasion, Zelldifferenzierung, Proliferation,
Migration und Signalisierung beteiligt.

Gute Ergebnisse wurden mit DARPin C9 der ersten Generation erzielt, das mit einem
menschlichen Protamin-1-Fragment fusioniert wurde. Diese verkirzte Form von Protamin-1
besteht aus einer 23 Aminosduren arginin-reichen Peptidsequenz. Mit diesem positiv
geladenen Peptid wurde siRNA, die komplementar zu der anti-apoptotischen Bcl-2-mRNA ist,
komplexiert. Nach Transfektion der Zellen mit siRNA, wurde die Menge an Bcl-2 mRNA
signifikant reduziert [7].

DARPins binden spezielle Epitope und kdnnen so entwickelt werden, um an diese Protein-
Epitope besser oder schlechter zu binden. Es wurde ein maturiertes DARPin entwickelt, das
an dasselbe EpCAM Epitop mit starkerer Affinitdt bindet als C9. Unter der DARPin Familie
ergaben Ecl und Ec4 eine erhohte Affinitat flur das Epitop [23].

Es war notwendig, die Proteine in einem entsprechend modifizierten E. coli-Stamm
herzustellen, um die Deletion von seltenen Arg-tRNAs zu verhindern, sonst wirden
die Expressionsausbeuten sinken. AuRerdem haben PAMAM G4 und G6 eine
hohere positive Ladungsdichte und Belastbarkeit als Protamin.
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2 Ziel

Das Ziel dieser Arbeit war es, die zelltyp-spezifische siRNA-Aufnahme (iber ein DARPin-
Tragermolekll zu verbessern. Dies sollte liber chemische Konjugation von PAMAM-
Dendrimeren mit einem EpCAM spezifischen DARPin gewahrleistet werden. Das
entsprechende Tragersystem sollte generiert, mit biophysikalischen Methoden
charakterisiert und seine Effizienz im zielgerichteten siRNA-Transport untersucht werden.

Frihere Arbeiten konzentrierten sich auf Fusionsproteine der DARPins mit basischen
Peptiden wie Protamin.

Obwohl eine gezielte Lieferung an die Zielzellen erfolgreich gezeigt werden konnte, besitzt
dieses Tragersystem eine schlechte Ladekapazitat flir siRNA, aufgrund der begrenzten Anzahl
basischer Aminosauren. Daher sollten Dendrimere an DARPins konjugiert werden, um eine
groRere Beladungsmenge fiir siRNA anzubieten. Die Konjugation von PAMAM der 4. und 6.
Generation stellt fiir siRNA eine groRe Erhéhung der Anzahl positiv geladenener
funktioneller Gruppen im Vergleich zu einem Protamin-Peptid dar. PAMAM G4 und G6
Dendrimere tragen 64 und 256 Aminogruppen an ihrer Oberflache.

Im Verlauf dieser Diplomarbeit wurde ein DARPin mit hoher Affinitat fir EpCAM verwendet.
Fir die Uberpriifung der erfolgreichen Konjugation sollten entsprechende Analyseverfahren
entwickelt und eingesetzt werden. Es war geplant, die Bindung an PAMAM-Aminen mittels
chemischer Linker Gber einen Aktivester und mit Click-Chemie unter Verwendung eines N-
terminalen mit Azido-homoalanin modifizierten DARPins durchzufiihren.

Die PartikelgroRe des Konjugats sollte Gber dynamische Lichtstreuung analysiert werden und
das Ziel war auch, die Fahigkeit des Konjugats zu bestimmen, siRNA zu komplexieren und in
EpCAM positive MCF-7-Zellen einzuschleusen. Das AusmaR der zellularen Aufnahme wurde
Uber Durchflusszytometrie mittels fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide ermittelt.

Fiir die Abschatzung der erfolgreichen RNAI, wurde ein Lumineszenz-Assay durchgefihrt.
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3 Material

3.1 Materialien und Instrumente

Alle Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich oder Serva in Standard-Forschungsqualitat
erhalten, sofern nicht anders angegeben. Losungsmittel wurden von Fisher Scientific
geliefert. Zellkulturmedien und Erganzungen wurden von Gibco, FCS von PAA beschafft.
Zellkulturflaschen und die Platten wurden von Greiner Bio-One erhalten.

Chemische Reaktionen

3.1.1 Click-Chemie: Click Konjugation von PAMAM-Dendrimer an AhaEc1

e PAMAM-Dendrimer, Ethylendiamin-Kern: G4 10 Gew.% in Methanol - G6 5 Gew.% in
Methanol - Dendritech ®, Inc. Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
e Boratpuffer pH 8,5 50 mM

e Linker 0.1 M in DMF: DBCO-NHS-Linker (693,74 g / mol) - DBCO Sulfo-NHS-Ester
(710,84 g / mol) - Click Chemie Werkzeug Bioconjugate Technology Company
e AhaEcl (18.344,11 Da) - von der Universitat Zirich.

3.1.2 Acetylierung von funktionellen Aminogruppen des PAMAM

e Triethylamin
e Essigsdaureanhydrid

Instrumente:

e Rotations-Vakuum-Konzentrator RVC 2-18 CD Christ Gefriertrockungsanlage
Alpha 2-4 LSC Gefriertrockner

Eppendorf-Thermomixer comfort

Heidolph MR 3001 K Magnetriihrer Heizplatte

Slide-A-Lyzer ® Mini Dialysis Units (20000 MWCO, Thermo Scientific)
ND-1000-Spektrophotometer Nanodrop ® peqlab Biotechnologie GmbH

3.1.3 Komplexierung von AhaEc1-PAMAM und PAMAM mit LDH siRNA Quasar
570

LDH Quasar 570 siRNA (siRNA LDH AS AUAUAGCUGAUCGCGACGCATT - LDH siRNA S
Quasar 570 Q-GCGUCGCG AUCAGCUAUAUTAT)
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e PAMAM G4 und G6 (1 mg/10 pul Wasser)
e AhaEc1-PAMAM (Stammldsung in Wasser)
e 10% Polyacrylamid-Gel in 1x TBE-Puffer

Komponenten

Menge fir ein Gel

40% Acrylamid: 193,1 g Acrylamid +
6,9 g Bis-Acrylamid +
500 ml ddH,0

1,875 ml

TBE-Puffer 10x: Tris 890 mM (108 g) + 0,75 ml

Borsaure 890 mm (55 g) +

EDTA (pH 8,0), 25 mM

(40 ml)
ddH,0 4,7 ml
TEMED 10 pl
APS 10% (w / v) 100 pl
e Binding Buffer pH-Wert 7,4
Komponenten Menge
HEPES 20 mM
KCI 20 mM
EDTA 1mM
Saccharose 20%
* DNA Loading Dye 6x
Komponenten Menge
Bromphenolblau Na-Salz 0,03%
Xylencyanol 0,03%
Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM
Glycerol 60%
EDTA 60 mM
ddH,0 auf 1000 ml
Instrumente:

e BIO-RADPower PAC 1000 und Mini-PROTEAN © || Cell

e Ettan DIGE Dalt Imager GE Healthcare
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3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Gelelektrophorese SDS-PAGE-Elektrophorese

e 12% SDS-Polyacrylamidgel

4% Stacking Gel

Menge fiir ein Gel

Tris HCl: 6,06 g Tris + 0,4 g SDS +
100 ml ddH 2 O pH 6,8

0,5 ml

30% Acrylamid/Bis-Acrylamid 0,8% (w / v): | 0.268 ml

120 ml 2x Acrylamid + 3,2 ml 2x Bisacryl-

amid + ddH,0 auf 400 ml

ddH,0 1,23 ml

APS 10% (w / v) 10 ul

TEMED 2 ul

12% Trenngel Menge fiir ein Gel

Tris HCl: 90,80 g Tris + 2,00 g SDS
+ 500 ml ddH,0 pH 8,8

1,25

ml

Acrylamid -30% Bis-Acrylamid 0,8% (w/ v) 2 ml
ddH,0 1,72 ml
APS 10% (w / v) 25 ul
TEMED 3,3 ul

e 10% SDS-Polyacrylamidgel

4% Stacking Gel

Menge fiir ein Gel

Tris HCl: 6,06 g Tris + 0,4 g SDS +
100 ml ddH,0 pH 6,8

0,5 ml

30% Acrylamid/Bis-Acrylamid 0,8% (w / v): | 0.268 ml
120 ml 2x Acrylamid + 3,2 ml 2x Bisacryl-

amid + ddH,0 auf 400 ml

ddH,0 1,23 ml
APS 10% (w / v) 10 pl
TEMED 2 ul
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10% Trenngel Menge fiir ein Gel

Tris HCl: 90,80 g Tris + 2,00 g SDS|1,25ml
+ 500 ml ddH,0 pH 8,8

Acrylamid -30% Bis-Acrylamid 0,8% (w/ v) 1,65 ml
ddH,0 2,08 ml
APS 10% (w / v) 25 ul
TEMED 3,3 ul

e Gradient 4-20% SDS-PAA-Gel: NuSep Tris-Glycin-NB 4-20% PAA 1,0 mm x 12 well - nUView
Preqast-Gele PEQLAB 10 x 8,5 cm

e Laemmli Puffer 4x

Komponenten Menge
Tris pH 6,8 250 mM
SDS 8%
Glycerol 20%
Bromphenolblau 0,02%

DTT 6,2 mg/ ml

e Precision Plus Protein Alle Blau Standards - Precision Plus Protein Standards Unstained
BIO-RAD: Proteine mit spezifischen MW sind enthalten: 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa,
50 kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa, 10 kDa.

Die Banden 25 kDa, 50 kDa und 75 kDa sind die Referenzbanden, sie sind daher dreimal so
stark wie die anderen Banden.

Diese Proteine werden in 30% (w/v) Glycerin, 2% SDS, 62,5 mM Tris, pH 6,8, 5 mM
DTT, 5 mM EDTA, 0,02% NaN3 gelagert

e Anodenpuffer 10x

Komponenten Menge

Tris 30,2g

SDS 10,0g
ddH,0 auf 1000 ml
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¢ Kathodenpuffer 10x

Komponenten Menge
Tris 30,2g
SDS 10,0 g
Glycin 1442 g
ddH,0 auf 1000 ml
e Coomassie-Farbelosung

Komponenten Menge
Coomassie-Blau R-250 0,1%
Essigsaure 10%
Methanol 40%
ddH,0 50%

e Coomassie Entfarbelosung

Komponenten Menge
Essigsaure 10%
Methanol 40%
ddH,0 50%
Instrumente:

e BIO-RAD Leistung PAC 1000 und BIO-RAD Mini-PROTEAN ® 11| Zell
e Die BIO-RAD modularen Mini-PROTEAN ® Tetra-System (Mini Trans-Blot ®-Tank + Mini

Trans- Blot-Modul)

e BIO-RAD Molecular Imager ChemiDoc XRS

3.2.2 DLS

PAMAM (1 pg /1 ul)

Instrumente:

1 M HEPES (Gibco ®) Invitrogen ™
SiRNA Z0O-1 Sus 10 pm(siRNA ZO-1 Sus AS TTCAACTATAACTTCTTCC -S
GGAAGAAGTTATAGTTGAA)

AhaEc1-PAMAM (Stammldsung in Wasser)

e Zetasizer - Nano-Serie - Nano ZS - Malvern Instruments
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3.2.3 Stabilititstest

Agarosegel mit Ethidiumbromid

SiRNA ZO-1 Sus 100 uM (fur die Nukleotid-Sequenz siehe 3.2.4), LDH Quasar 570 siRNA
(Far die Nukleotidsequenz siehe 3.1.3), Cyclin-abhangige Kinase siRNA 100 M (fur die
Nukleotid-Sequenz siehe oben)

e fotales Rinderserum FBS (Gibco ®, Life Technologies)

e Heparin 10 mg / ml

e DNA Loading Dye 6x (fiir die Zusammensetzung siehe 3.1.3)

e Quick - Load ® 100 bp DNA Ladder 50 pg / ml New England Bio Lab. Inc. / DNA Ladder
MIX-Gene Ruler ™ Fermentas.

e 3% Agarose-Gel

Komponenten Menge

Agarose 45¢

1x TBE 150 ml

Ethidiumbromid 10 mg / ml auf eine Konzentration von 0,5 ug; g / ml
Instrumente:

e BIO-RAD Power PAC 200 und
e BIO-RAD Molecular Imager Chemi DOC XRS
e Ettan DIGE Dalt Imager (GE Healthcare)
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Zellkultur

e DMEM (Dulbecco modifiziertes Eagle Medium 1x)
GlutaMAX ™ (Gibco ®) [+] 4,5 g / | Glucose, [-]-Pyruvat + 10% Serum,
FBS (Gibco ®, Invitrogen ™ Life Technologies Corporation)

e Dulbeccos PBS 1x (Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung) ohne Ca und Mg -PAA,
GE Healthcare

e 5% Trypsin EDTA (Gibco ®, Invitrogen ™ Life Technologies Corporation)
Instrumente:

e CO,-Inkubator 6000 NAPCO

3.3.2 Plasmid-Aufnahme

Transfektions mix

e DMEM (Dulbecco modifiziertes Eagle Medium 1x) Glutamax ™ 500ml (Gibco ®)
[+] 4,5 g / | Glucose, [-]-Pyruvat + 10% Serum, FBS (Gibco ©®, Invitrogen ™ Life
Technologies Corporation)

e Opti-MEM © | Reduziertes Serum Medium, kein Phenol Red 500 ml (Gibco ©, Invitrogen ™
Life Technologies Corporation)

e Lipofectamine ™ 2000 0,75 ml - 1 mg / ml (Invitrogen ™ Life Technologies Corporation)

e Lipofectamine ™ RNAIMAX 1,5 ml (Invitrogen ™ Life Technologies Corporation)

e psiCHECK2 Plasmid-Gall [38]

e AhaEcl-PAMAM (Stammlosung in Wasser)

e PAMAM (1 pg/1pl)

Lumineszenz Readout - Dual-Luciferase ® Reporter Assay Promega
e Passives Lyse-Puffer (Promega)

e Luciferase Assay Reagenz gefriergetrocknet (Promega)

e Luciferase Assay Buffer Il - LAR Il (Promega)

e Stop and Glow Substrat (Promega)

e Stop and Glow Puffer (Promega)

Instrumente:
e Infinite 200 PRO Tecan Trading AG, Schweiz
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3.3.3 Lumineszenz Reporter Assay

Transfektions mix
siehe oben (3.3.2)

e siRNA Gal-1 (siRNA Gal-1 AS UUCGUAUCCAUCUGGCAGCTAT -
S GCUGCCAGAUGGAUACGAAdTAT); siGENOME ©® siRNA Dharmacon Thermo Fisher;
SiRNA Luciferase (siRNA Luciferase AS GUAGGAGUAGUGAAAGGCCITT -
S GGCCUUUCACUACUCCUACITAT)

e AhaEcl-PAMAM (Stammldsung in Wasser)

e PAMAM (1 pg/ 1 ul)

Lumineszenz Readout - Dual-Luciferase ® Reporter Assay Promega (fiir die Komponenten
siehe 3.3.2)

Instrumente:
e Infinite 200 PRO Tecan Trading AG, Schweiz

3.3.4 Die Aufnahme von Fluoreszenz siRNA (FACS)

Inkubation von Zellen mit Transfektionsgemisch siehe oben
e LDH Quasar 570 siRNA (fiir die Nukleotidsequenz siehe 3.1.3)

Fluoreszenz-Readout

e Dulbeccos PBS 1x
e 5% Trypsin EDTA
e Dulbecco-PBS + 1% Serum FBS

Instrumente:
e BD FACSCalibur ™ Durchflusszytometer
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4 Methoden

4.1 Click Chemie

4.1.1 Vorbereitung der Dendrimer-Stammlésung

Zwei unterschiedliche Generationen von PAMAM-Dendrimere wurden verwendet, PAMAM
G4 und PAMAM G6. PAMAM G4 hat ein Molekulargewicht von 14215 g / mol mit 64
Amingruppen an der Oberflache. Die methanolische Losung (10%) weist eine Dichte von
0,813 g / ml auf.

PAMAM G6 hat ein Molekulargewicht von 58046 g / mol und 256 Oberflachen-Amingruppen
sowie eine Dichte der methanolischen Losung (5%) von 0,806 g / ml. Von jedem Dendrimer
wurden durch Entfernung des Methanols in der Speedvac und anschlieBendem Ldsen des
Rickstands in Wasser 1 mg/10 pl Losungen vorbereitet.

4.1.2 Sulfo-NHS-Ester-DBCO

Der Linker Sulfo-DBCO-NHS-Ester weist ein Molekulargewicht von 710,84 g / mol auf. Von
dem Linker wurde eine 0,1 M Lésung hergestellt, aus jeweils 2,2 mg in 30 ul DMF. Fir die
Konjugation von PAMAM an Protein wurden 14.07 nmol PAMAM benétigt. Aus 1 mg / 10 pl
Losungen von PAMAM G4 (2ul) und G6 (8,17 ul) wurden jeweils in 200 pul 50 mM
Boratpuffer, pH 8,5 verdiinnt.

Dann wurden 100 nmol (1 pl 0,1 M Stammldsung) von dem Linker hinzugefligt, in einem
sieben-fachen Uberschuss. Die Mischung wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
NHS-Gruppe (MW 115,09 g / mol) wird wahrend der Reaktion gespalten. Das wurde bei der
Berechnung des Molekulargewichts des resultierenden Produktes beriicksichtigt:

PAMAM G4 + Sulfo-Linker: 14810,75 g / mol PAMAM G6 + Sulfo-Linker: 58641,86 g / mol

4.1.3 Die Bindung von AhaEcl an den Linker

Zwei Stamml6sungen AhaEcl (18344,11 g / mol) mit verschiedenen Konzentrationen

(13 pg / pl und 5,25 pg / ul) wurden verwendet. Ein Verhaltnis von 1:1 zwischen Protein und
PAMAM wurde angestrebt; daher wurde die gleiche molare Menge AhaEcl zugegeben
(14,07 nmol, 20 pl von 13 pg /ul oder 49,143 ul von 5,25 pg / pu I). Das resultierende
Gemisch wurde bei RT fiir 1 h geschittelt.

27



4.1.4 Dialyse und Analyse mit Nano-Drop

100 ul der endgiiltigen Losung wurde gegen Wasser bei RT fiir 3 h oder Gber Nacht dialysiert.
Eine Membran mit einem Molekulargewichts-cutoff von 20 kDa wurde zur Entfernung von
nicht umgesetzten Edukten verwendet. Nach der Dialyse wurde die Konzentration von
Konjugat mit Spektrophotometer Gberprift. Die Absorption wurde bei 280 nm gemessen,
die Wellenlange A, bei der das Protein absorbiert wurde war €280: 15470.

4.2 Analytik der Konjugate

4.2.1 SDS-PAGE

Das gleiche Verfahren wurde befolgt, um sowohl 12 und 10% Polyacrylamid-Gel
herzustellen. Die Trenngel-Losung wurde hergestellt und sofort in die Glaskassette mit 0,75
mm-Distanzscheiben gegossen. Um eine glatte Oberflache und schnelle Polymerisation zu
erhalten, wurde die Lésung mit Butanol gedeckt. Nach 1 h wurde das Butanol entfernt und
die Geloberflache mit ddH,0 gewaschen und die Sammelgel-Losung wurde auf dem Trenngel
gegossen. In die Sammelgel-Lésung wurde ein Kamm eingelegt und dort liegen gelassen, bis
die Polymerisation abgeschlossen war.

In der Mini-Protean Il kénnen zwei Gele gleichzeitig laufen. Das Gefal wurde mit
Anodenpuffer gefillt und zwischen den beiden Gelen in den Kassetten entsteht ein
geschlossener Raum, der mit Kathodenpuffer gefiillt wird. Zu jeder Probe wird Laemmli
Puffer zu 15 ul zugesetzt. Vor dem Laden auf das Gel wurden die Proben fiir 5 min bei
95 ° C erhitzt um die Denaturierung des Proteins zu gewahrleisten. Dann wurden sie in die
Vertiefungen des Gels, in die Taschen aufgetragen und die Elektrophorese wurde bei 150 V
laufen lassen, bis der Farbstoff das Ende des Gels erreicht ( nach ca. 80 min). Nach der
Trennung wird das Gel mit Coomassie Blue R-250-Farbelosung gefarbt. Nach Entfarben wird
das Gel mit dem Densitometer gescannt.

4.2.2 Gradientengel

Ein Gradient von 4-20% NuView Fertig SDS-Polyacrylamid-Gel wurde verwendet. Wie bei 12
und 10% SDS-PAGE wurde Laemmli-Puffer zu Proben von bis zu 20 ul zugesetzt. Die Proben
wurden vor dem Laden auf das Gel aufgeheizt. Sowohl das Kathoden- als auch das
Anodenpuffer enthalt Glycin. Die Gelelektrophorese wurde bei 150 V laufen gelassen. Am
Ende des Versuchs (ca. 1 h) wurde das Gel kurz mit ddH,0 gespiilt und dann wurde es mit
dem UV-Trans-llluminator analysiert.

Ein Fluoreszenzfarbstoff in dem Gel ermdglichte die Visualisierung von Proteinbanden ohne
Farbung. Nach dieser Analyse wurde das Gel in Coomassie Blue R-250 Uber Nacht gefarbt,
und dann mit Coomassie Entfarbeldsung entfarbt und mit dem Densitometer analysiert.
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4.2.3 Native PAGE unter sauren Bedingungen

Ein natives Gel wird in derselben Weise wie 12 und 10% Polyacrylamid-Gel mit
Trenngel und Sammelgel hergestellt. Zu den Proben wurde Ladepuffer zu 20 pl hinzugefiigt;
dann wurden sie fir 5 min bei 95 ° C erhitzt. Anodenpuffer 10x wurde verwendet,
sowohl auf der Kathoden- als auch auf der Anodenseite flr die Ausfiihrung dieses Gels. Um
die Wanderung von Proben zu gewahrleisten, wurde die Polung umgekehrt und die
Elektrophorese wurde bei 200 V bei 4 2 C fir 2 h durchgefiihrt. Nach der Trennung wurde
das Gel fir 1 h bei 4 ° C in der Fixierungslosung gelegt. Dann wurde mit ddH,0 gewaschen
und in Coomassie-Farbelosung Gber Nacht in bei 4 ° C aufbewahrt. Am nachsten Tag wurde
das Gel mit Coomassie Entfdarbeldsung entfarbt und mit dem Densitometer gescannt.
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4.2.4 Dynamische Lichtstreuung DLS

Die Proben wurden in HEPES-Puffer hergestellt. Eine 1 M HEPES Stamml6ésung wurde auf 10
mM verdiinnt und mit einem Spritzenfilter (PVDF 0,2 um) filtriert, um vorhandene Partikel
zu entfernen. 10 uM siRNA Kontroll-Stammlésung wurde durch Mischen entsprechender
Menge sowohl an Sense als auch an Antisense-Strange (je 1 mM) mit RNase freiem Wasser
gelost; die resultierende Losung wurde bei 65 ° C fiir 3 min inkubiert. Zur Vorbereitung
wurden folgende Komponenten in dieser Reihenfolge hinzugefiigt: HEPES-Puffer (bis zu
einem Endvolumen von 500 pul), 100 pmol siRNA (10 pl von 10 uM Stammloésung), PAMAM
oder Konjugat in Mengen je nach N / P-Verhiltnis (fir Berechnungen siehe 4.3). Dann
wurden die Proben in Kunststoffkiivetten gefiillt und mit einem Zetasizer Nano nach dem
Handbuch analysiert.

4.3 siRNA Komplexierung

Die Losung flir ein 10% Polyacrylamid-Gel in 1x TBE-Puffer wurde in die Gelkammer
gegossen ; ein Kamm wurde auf der Oberseite der Kammer eingesetzt und dort wahrend der
Polymerisation gelassen. Das Gel soll vorher fiir 30 min bei 4 ° C bei 100 V laufen gelassen.
Die LDH siRNA Quasar 570 100 pM Losung wurde hergestellt, indem man
entsprechende Mengen an S-und AS-Strangen mit DEPC H,O mischt. Dann wurde diese
Losung bei 65 ° C fir 3 min inkubiert, um eine vollstandige Hybridisierung zu gewahrleisten.
Die Proben werden mit Bindungspuffer auf 16 ul aufgefllt. Zu jeder Probe wurden 50 pmol
siRNA zugegeben. Die Menge des Konjugats oder von PAMAM wurde nach dem Amin zu
Phosphat (N / P)-Verhaltnis berechnet. Insbesondere N / P-Verhiltnisse von 0,1; 0,25; 0,5;
1 und 2 wurden hergestellt.

Eine Gesamtladung von 64 fiir PAMAM G4, 256 fir PAMAM G6, 63 fiir konjugierte G4 und
255 fiir konjugiertes G6 wurde angenommen. Die doppelstrangige, mit Farbstoff konjugierte
siRNA hat 41 negativ geladene Phosphate.

Ein Beispiel fur das Protokoll fir die Komplexierung des Konjugats mit PEG4-Linker und
PAMAM G4:

Es wurden mehrere Proben vorbereitet mit unterschiedlichen Ansatzen von Protein aber
dem gleichen Ansatz siRNA, jeweils 200 pmol, und den jeweiligen Negativproben sowohl fiir
siRNA als auch fir Protein. Insgesamt werden 5 Ansdtze durchgefihrt, die die N/P
Verhiltnisse von 0,1; 0,25; 0,5; 1 und 2 besitzen und ein Proteinanteil von 12,5; 31,25; 62,5;
125 und 250 pmol aufweisen. Die Kontrollen enthalten 200 pmol siRNA ohne Protein und
250 pmol Protein ohne siRNA.
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Vor dem Laden auf das Gel wurden die Proben bei 25 ° C fir 30 min inkubiert, um
sicherzustellen, dass vollstandig komplexiert wurde. In die letzte Tasche wurde etwa 2 pl
DNA Ladefarbstoff zugegeben. Der Tank der Elektrophorese wurde mit TBE-Puffer gefiillt.
Die Elektrophorese wurde bei 4 ° C und 100 V durchgefiihrt. Am Ende der Elektrophorese
(ca. 80 min) erreichte Bromphenolblau das Ende des Gels, wahrend Xylencyanol bis zur Mitte
des Gels wandert. Das Gel wurde mit dem Ettan Dalt Imager analysiert, indem die Cy3
(Quasar 570) Filter und fur Optimierung Belichtungszeiten zwischen 0,03-0,3 ms verwendet
wurden.

4.4 Stabilitatstest

4.4.1 Polyacrylamid-Gel

b) 10% Polyacrylamidgel

Um eine Stamml6sung von LDH siRNA Quasar 570 (5 uM) herzustellen, wird die gleiche
Menge von S- wie von AS-Strang mit Bindungspuffer verdiinnt. Dann wird die Mischung bei
65 ° C fir 3 min inkubiert.

Zwei Stammldsungen werden angefertigt:

1. 40 pl siRNA und 1,85 pl PAMAM G4;
2. 40 pl siRNA und 2,53 ul PAMAM G4-Ec4-Cys.

Jeweils 10 pl dieser Losungen wurden in verschiedenen Rohrchen fiir verschiedene
Zeitraume (0 h, 2 h, 16 h, 19 h) inkubiert. In vier anderen Réhrchen wurden 10 pl siRNA 5 uM
hinzugegeben, um die Proben nur mit siRNA reagieren zu lassen. Die Menge siRNA in jeder
Probe betrug 50 pMol, und die Menge von PAMAM / Konjugat war nach N / P 1 berechnet.
In jedem Rohrchen wurden 10 ul FBS zugegeben. Nach der gewiinschten Inkubationszeit
wurden 3 ul Heparin und 5 pl Formamid-Puffer zugefligt um die Nukleinsduren vom
Dendrimer zu dissoziieren und die Reaktion zu stoppen. Dann wurden die Proben bis zur
Analyse bei -20 ° C aufbewahrt. Ein 10% Polyacrylamid-Gel wurde wie in 4.3 beschrieben,
hergestellt. Die Proben (insgesamt 12) wurden auf zwei Gele geladen; auch 3 pl DNA Loading
Dye werden auf jedes Gel geladen. Am Ende der Elektrophorese (ca. 70 min) wurden die
Gele mit Ettan Dalt Imager mit Cy3 (Quasar 570) und Cy2 (Dylight 488) Filter analysiert.
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4.4.2 Agarose-Gel mit Ethidiumbromid

Um Stammlésungen vorzubereiten, wurden entweder 50 oder 200 pmol siRNA verwendet
und je nachdem, welche molare Menge siRNA man nimmt, wurde mittels N / P-Verhaltnis
die Menge des PAMAMSs und Konjugats berechnet.

Zu jeder Probe wurde 8 pl oder 10 ul FBS oder DMEM + 10% FBS zugegeben. Nach jeder
Inkubationszeit wurde 3 pl Heparin (10 mg/ml) zugegeben. Fiir die Elektrophorese wurde
DNA Ladefarbstoff aufgetragen.

Die Proben wurden fiir 2 min bei 90°C vor der Zugabe von DNA Loading Dye erhitzt. Das Gel
mit 2 oder 3% Agarose wurde unter Auflosen einer geeigneten Menge an Agarose in TBE
(1:120) durch Erhitzen in der Mikrowelle hergestellt. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50° C wurde
eine geeignete Menge an EtBr (10 mg/ml) zugegeben, um eine Endkonzentration von
0,5 pg / ml (1:10000) zu erhalten. Die Elektrophorese wurde mit 1x TBE bei 80 V
durchgefiihrt. Nach ca. 90 min wurde das Gel mit einem UV-Transilluminator im Bio-Rad
Imager analysiert. Wenn LDH siRNA Quasar 570 und / oder PAMAM-G4-Ec4-Cys verwendet
wurden, wurde das Gel zusatzlich mit dem Ettan Dalt Imager analysiert.

4.5 Zellkultur

Drei Zelllinien wurden verwendet:

1. Hela (Zervixkarzinom-Zellen),

2. SW480 ( Adenocarcinomzellen des Colon)

3. MDA-MB-468 (menschliche Brustkrebs-Zellen).

Alle Zelllinien wurden von der ECACC (European Collection of Cell Culture) erworben. Sie
wurden in DMEM mit 10% fotalem Rinderserum kultiviert. Sie wurden in der Regel zweimal
pro Woche gesplittet, bevor sie die maximale Flache (Konfluenz) der Flasche erreichten. Zum
Splitten wurde das Medium aus der Flasche entfernt und die Zellen wurden mit Dulbecco-
PBS gewaschen. Nach Entfernen des PBS wurden die Zellen mit Trypsin Losung trypsiniert.
Die abgel6sten Zellen wurden in DMEM resuspendiert und im Inkubator bei 37 ° C mit 5%
CO, gezliichtet.

4.5.1 Lumineszenz-Analyse

a) Plasmid-Aufnahmetest (Uptake efficiency test) - Transfektion von Zellen

Der Aufnahmeeffizienztest wurde mit verschiedenen Mengen von Plasmiden und damit auch
unterschiedlichen Mengen von Lipofectamine ™ 2000 optimiert. Die Tests wurden mit MDA-
MB 468-Zellen durchgefiihrt. Am ersten Testtag wurde die reverse Transfektion des Plasmids
durchgefiihrt. Plasmide wurden mit Lipofectamin ™ 2000, PAMAM G4 und G6 und der
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Konjugate mit diesen beiden Dendrimeren transfiziert. Die Menge des PAMAMSs und des
Konjugats wurde nach Plasmid Menge und den verschiedenen N/P-Verhaltnissen berechnet:
Dies sind die Mengen der Dendrimere und der Konjugate nach N/P 1 zwischen
positiven Ladungen des PAMAMs und den negativen Ladungen des Plasmids. N/P-
Verhéltnisse von 0,5; 2 und 5 wurden einfach errechnet, ausgehend von N/P 1.
Jedes Transfektionsgemisch mit Plasmid und Lipofectamine ™ 2000, Plasmid und
PAMAM, Plasmid und Konjugat wurden mit 50 pl OptiMEM © verdiinnt. Nach der
Vorbereitung des Transfektionsgemisches in 96-Well-Platten (Greiner Bio-One)
wurden die Zellen ausgesat. Um eine Zellsuspension herzustellen, wurde das
Medium aus der Flasche entfernt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Nach
Entfernen von PBS wurden sie mit Trypsin behandelt und dann in 6 ml DMEM +
10% FBS resuspendiert. Dann wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt und mit DMEM + 10% FBS verdinnt (MDA-MB 468 2x 83 Zellen/100 ul).
In drei wells wurde eine Transfektion des Plasmids mit Lipofectamin ™ 2000 als
Positivkontrolle  durchgefiihrt, in drei anderen wells wurden Zellen ohne
Transfektion ausgesat, die als Negativkontrolle dienen. Auch Komplexe von
PAMAM und Konjugaten mit Plasmid wurden in dreifacher Ausfiihrung
aufgetragen.

b) Lumineszenz Reporter Assay - Transfektion von Zellen

Um den Lumineszenz-Reporter-Assay zu optimieren, wurde eine Reihe von verschiedenen
Zeitpunkten und Plasmidkonzentration (U{berprift. In den ersten Tests wurde die
Wirksamkeit von drei verschiedenen siRNAs: siRNA Gal-1, siRNA Gal-1 Dharmacon, siRNA
Luciferase Uberprift. Um die Transfektionsgemische vorzubereiten, missen die
ausgewahlten Mengen von jeder Komponente mit 50 pl Opti-MEM © verdiinnt werden.
Jedes Transfektionsgemisch wurde dreifach in wells ausgesat (50 pl/ well). Verschiedene
N/P-Verhaltnisse (0,5 -2) wurden fur die Berechnung der PAMAM- und Konjugat-Menge
nach ausgewdhlter siRNA Menge genommen. Die Zellsuspension wurde wie in 4.5.1
beschrieben. Es wurde genauso ein dreifacher Ansatz als Positivkontrolle: wells mit Plasmid-
Transfektion, wie als Negativkontrolle: Zellen, die ohne Transfektion ausgesat werden,
genommen.

c¢) Dual-Luciferase ® Reporter Assay (Promega) - Lumineszenz readout

Nachdem die Zellen fiir 4 Tage im Brutschrank inkubiert wurden, wurde die
Transfektionseffizienz ~ (iber  Detektion der  Lumineszenz-Intensitat  Uberpruft.
Das Medium sollte durch Waschen von den Zellen entfernt werden, die Zellen wurden mit
100 ul PBS gewaschen und mit 20 ul Lyse-Puffer fir 30 min behandelt. Dann wurde die
Platte in das Gerat eingefihrt. In jedes well wurden 50 pl LAR Il durch Einspritzventil 1
dispensiert. Nach dieser Zugabe wurde ein Lumineszenz-Signal aus der Reaktion von Firefly
Luciferase erhalten. Dann wurden 50 ul Stop & Glo ® Reagenz mit Injektor 2 dispensiert. Die
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Firefly Luciferase-Aktivitat wurde durch den Stop & Glo ® Reagenz unterdriickt und das
Lumineszenz-Signal aus der Reaktion von Renilla-Luciferase wurde erhalten.

4.5.2 Die Aufnahme von Fluoreszenz siRNA (FACS)

a) Transfektion von Zellen

Die Aufnahme von Fluoreszenz siRNA mit PAMAM G4 und AhaEc1l-PAMAM G4 wurde mit
MDA-MB 468 und Hela-Zellen durchgefihrt. Zwei 24-Well-Platten (Greiner Bio-One)
wurden verwendet und jeweils fiir 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. PAMAM und Konjugat
mit dem N/P-Verhiltnis von 2 und 5 wurden zur Transfektion von 20 und 100
pmol siRNA LDH Quasar 570 verwendet; 2 pmol wurden mit 0,1 pl Lipofectamine ™ 2000
transfiziert und mit 0,4 pl Lipofectamine ™ RNAIMAX, 20 pmol mit 1 ul Lipofectamine ™ 2000
und mit 0,8 pl Lipofectamine ™ RNAIMAX. In 2 wells wurden 20 pmol und 100 pmol siRNA
alleine transfiziert und in zwei weiteren wells wurden unbehandelte Zellen ausgesat. Auf der
Platte, die fiir 24 h inkubiert wurde, wurden 2 pmol siRNA mit 0,2 und 0,4 pl
Lipofectamine ™ 2000 und mit 0,8 und 1,6 ul Lipofectamine ™ RNAIMAX transfiziert; 20 pmol
wurde mit 2 und 4 pl Lipofectamine ™ 2000 und 1,6 und 3,2ul Lipofectamine ™ RNAIMAX
transfiziert.

Fir die Aufnahme von Fluoreszenz siRNA mit PAMAM G6 und AhaEcl-PAMAM G6 wurde
eine Platte mit Transfektionsgemischen fiir 72 h inkubiert. Die Menge des PAMAMSs und des
Konjugats wurden nach N/P 0,5-1-2 so berechnet, um 20 und 200 pmol zu transfizieren; auf
der gleichen Platte wurden auch PAMAM G4 und AhaEcl-PAMAM G4 mit dem
N/P-Verhéltnis von 0,5 und 1 verwendet, um 20 und 200 pmol zu transfizieren.
20 und 2 pmol siRNA wurden auch mit jeweils 0,8; 1 ul; 0,1 und 0,4 pl Lipofectamine ™ 2000
transfiziert. Zwei wells wurden mit 20 und 200 pmol siRNA alleine und in einem
Duplikat von wells wurden Zellen ohne Transfektion ausgesat. Jedes Transfektionsgemisch
wurde mit Opti-MEM © auf 100 pl aufgefillt. Nach Zugabe von 100 ul von jedem
Transfektionsgemisch in die wells, wurde die Zellsuspension wie in 4.5.1 beschrieben,
hergestellt um 1,6 x 10° MCF-7-Zellen in 500 pl zu erhalten.

b) Fluoreszenzanalyse

Nachdem die Inkubationszeiten vollendet waren, wurde das Medium von der Platte
entfernt und die Zellen mit 100 pl PBS gewaschen. Nach dem Entfernen von PBS
wurden die Zellen aus den wells mit 25 pl Trypsin abgelost.

Nach Entfernen von Trypsin wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS + 1% FBS
resuspendiert und in FACS-R6hrchen Uberfiihrt, die auf Eis gelagert wurden. Die
Zellen wurden mit BD FACS Calibur ™ analysiert. Von jeder Probe wurden 10000
Zellen analysiert. Mit der Software wurde der geometrische Mittelwert der am
meisten fluoreszierenden Zellen analysiert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Konjugation des DARPins mit dem PAMAM Dendrimer

Ziel der Diplomarbeit war eine kovalente Verkniipfung eines DARPin-Proteins an ein
PAMAM-Dendrimer. Die Oberflachen-Amine des Dendrimers erlauben eine einfache
Verknlipfung eines Linkers Gber eine Aktivesterreaktion (NHS-Ester). Fiir eine Site-spezifische
Reaktion am DARPin muss ein modifiziertes Protein verwendet werden. Neben dem Einbau
eines Cysteins am C-Terminus steht auch ein Azidohomoalanin-modifiziertes Ecl zur
Verfliigung, mit dem die Mdoglichkeiten der Click-Chemie offen stehen.

Die Reaktion von DBCO an Aziden ist ein Beispiel fiir die strainpromoted Azid-Alkin-
Cycloaddition (SPAAC). Ein Vorteil dieser Reaktion ist, dass im Gegensatz zur Cu (l)-
abhéangigen Azid-Alkin-Cycloaddition (CUAAC) kein Schwermetallkatalysator beteiligt ist [25].

Die vollstandige Entfernung des Kupferkatalysators nach der Reaktion gestaltet sich oft sehr
schwierig, und schon geringe Spuren von Kupfer sind ein Problem, da sie vor allem bei in vivo
Untersuchungen Grund fir Toxizitat sein konnen [26,27].

Das Methionin am N-Terminus wurde wahrend der rekombinanten Herstellung von DARPin
durch ein 4 - Azido-L-homoalanin ersetzt. Dabei wird ein methioninfreies Bakterienmedium
mit Zusatz der kiinstlichen Aminosdure 4 - Azido-L-homoalanin wahrend der Expression
verwendet, das von E. coli anstelle des Methionins fiir die Proteinbiosynthese benutzt wird.
Im ersten Schritt wurde ein Sulfo- DBCO-Linker an eines der endstdndigen Amine des
Dendrimers Uber eine Aktivester-Reaktion angeknilpft. Somit entsteht eine Amidbindung.
Da diese Reaktion langsam ablduft und der NHS-Ester in wassriger Losung als Nebenreaktion
hydrolysiert wird, wird ein 7-facher molarer Uberschuss an Linker eingesetzt. NHS-
Esterreaktionen geben in der Regel bei pH 7-9 die besten Ausbeuten. Mit steigendem pH-
Wert ist die Reaktivitat verstarkt, es steigt aber auch die Hydrolysegeschwindigkeit.
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Durch den siebenfachen Uberschuss an Linker ist es zu erwarten, dass jedenfalls ein
Uberschuss am PAMAM gebunden ist. [analytische Methode - Absorption bei 360 nm]
Durch die groRe Zahl der Oberflachengruppen am PAMAM (64 fir Generation 4, 256 fir
Generation 6) spielt die Absattigung durch mehrere Molekiile des DBCO-Linkers keine Rolle.
Nicht reagierter Linkerliberschuss wurde durch grindliche Dialyse aus dem
Reaktionsgemisch entfernt, um eine Reaktion mit dem Protein zu verhindern. Im néachsten
Reaktionsschritt wurde Aha-Ecl an das modifizierte PAMAM gebunden. Durch Verwendung
eines dquimolaren Verhdltnisses zum Dendrimer kann eine nahezu 1:1 Verknlipfung
erwartet werden.
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5.2 Proteingele: Ecl und Ec4
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BIO-RAD BIO-RAD

2. PAMAM G4 2. PAMAM G6

3. PAMAM G4 5% PEG 3. PAMAM G6 5% PEG

4. PAMAM G4 10% PEG 4. PAMAM G6 10% PEG

5. PAMAM G4 20% PEG 5. PAMAM G6 20% PEG

6. PAMAM G4-Ec4 6. PAMAM G6-Ec4

7. PAMAM G4-Ec4 5% PEG 7. PAMAM G6-Ec4 5% PEG

8. PAMAM G4-Ec4 10% PEG 8. PAMAM G6-Ec4 10% PEG

9. PAMAM G4-Ec4 20% PEG 9. PAMAM G6-Ec4 20% PEG

10. Ec4 10. Ec4

Abbildung 5.2.1: Polyacrylamidgel (10% Polyacrylamid) zur Analyse der Konjugationsreaktionen. In einigen Reaktionen ist
eine betrachtliche Menge an unreagiertem Protein enthalten.

PAMAM G4 und G6 unterscheiden sich in der Wanderungsgeschwindigkeit im
Polyacrylamidgel. @~ Wahrend das PAMAM-G4 diffus entlang der gesamten
Wanderungsstrecke zu erkennen ist, bleibt ein hoher Anteil des PAMAM-G6 im obersten
Bereich des Gels. Beide, besonders aber G4, ergaben keine scharfen Banden im erwarteten
Molekulargewichtsbereich, weil sich mit SDS im Gegensatz zu Proteinen offensichtlich keine
Mizellen ausbilden. Weder durch die PEGylierung noch durch die Protein-Konjugation
anderte sich das Laufverhalten deutlich. Dadurch war es auch nicht moglich, den
tatsachlichen PEGylierungsgrad zu bestimmen. Lediglich beim G4-Konjugat konnte eine
weniger diffuse Bande bei einem Molekulargewicht von ca. 25-30 kDa wahrgenommen
werden, die dem Protein-Dendrimerkonjugat entspricht. Die Konjugationsreaktionen mit
nicht-PEGylierten Dendrimeren zeigten jeweils einen so gut wie vollstandigen Umsatz des

Proteins. Durch die PEGylierung ist offenbar die sterische Verfiligbarkeit des DBCO-Linkers
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reduziert, wodurch nicht die gesamte Proteinmenge ans Dendrimer verknipft werden
konnte. Es wurden mehrere Reaktionen gemacht und das Protein abgetrennt.
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5.3 Dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattering, DLS)

Die PartikelgroBen nach Komplexierung der siRNA-Konjugate und Dendrimere der
Generation 4 wurden in verschiedenen N/P-Verhaltnissen sowie ohne siRNA am Zetasizer
analysiert (Tabelle 4). Dazu wurden die Dendrimere bzw. Konjugate mit siRNA in HEPES-
Puffer gemischt und sofort am Zetasizer analysiert.

N/P 0,25 N/P 1 w/0o siRNA
PAMAM G4 186,5 +£ 0,202 159,5+0,121 169,7 £ 0,198
PAMAM G4-PEG 234,7 +0,683 174,4 + 0,149 210,7 £ 0,115
AhaEcl- PAMAM G4- | 252,0* + 0,495 192,2 + 0,557 245,5* £0,377
PEG

Tabelle 5.3.1: PartikelgroBen der Dendrimere und Konjugate mit und ohne Komplexierung mit siRNA. Die Werte sind als
z-average t PDI angefiihrt. *: PartikelgroBe des Hauptpeaks, weil fiir diese Proben eine heterogene Verteilung vorlag, die
das z-average kompromittierte.

Die PartikelgrofRen lagen fiir alle Komplexe im erwarteten Bereich von rund 150-250 nm.
Auch die Dendrimere (ohne siRNA-Zugabe) ergaben PartikelgréRen im selben Bereich im
wassrigen Puffer. Die spharische Form und die MolekiilgréRe von PAMAM G4 mit ca. 14 kDa
wirde deutlich kleinere Partikel ergeben, die mit DLS nicht erfasst werden kénnen. Die
Resultate zeigen also bereits einen hydrodynamischen Radius von groReren Partikeln auch
ohne Zugabe von komplexierenden Nukleinsauren.

Mit sinkendem N/P-Verhaltnis (geringere siRNA-Menge bezogen auf PAMAM) stieg fur alle
drei getesteten Substanzen die Partikelgr6Re an. Durch PEGylierung stieg die gemessen
GroRRe der Partikel an, welches offensichtlich eine Folge der VergrofRerung des
hydrodynamischen Durchmessers durch die PEGylierung ist. Durch Konjugation des Proteins
wurde die PartikelgroBe nur geringfiigig erhoht. Das beweist, dass keine wesentliche
Aggregation durch Anbringen der Proteinliganden und nur ein geringer Einfluss auf den
hydrodynamischen Radius ausgel6st wird.

Fir die Anwendung in der Onkologie, wird eine PartikelgroRe von bis zu 200 nm im
Allgemeinen als optimal angesehen. Im Bereich der Nanomedizin wurde gezeigt, dass sie zu
hoherer Anreicherung in Tumorgewebe fiihren, aufgrund des EPR-Effekts (enhanced
permeability and retention) [15]. Im Einklang mit anderen Studien [19], wurden reduzierte z-
Mittelwerte mit steigender Generation von PAMAM beobachtet, aufgrund von
Agglomeration der Partikel bei niedrigen Generationsnummern. Es wurden keine
wesentlichen Anderungen des hydrodynamischen Radius der Komplexe nach dem Anbringen
der DARPin Targeting-Liganden an die Dendrimere gefunden. Zusammen mit der Tatsache,
dass G6 eine viermal hohere Kapazitat fir komplexierte siRNA hat, scheint es eine bessere
Option fir gezieltes Delivery zu sein. Die Polydispersitdtsindizes waren im Allgemeinen
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gering, ein Hinweis auf eine homogene Partikelverteilung. In einigen Fallen wurden aber in
geringer Menge teilweise sehr grofle Partikel gefunden. Da diese offenbar von
Verunreinigungen der Proben stammen, wurde fiir diese Proben die GroRe des sichtbaren
Hauptpeaks angegeben (Tabelle 5.3.1). Auch in Proben, die nur siRNA enthielten, fiir die also

keine Partikel zu erwarten sind, fanden sich teilweilse solche Verunreinigungen (Abbildung
5.3.1).
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Abbildung 5.3.2: Dynamische Lichtstreuungen ausgesuchter Proben zur Veranschaulichung; a: siRNA allein, b: PAMAM-
Dendrimer G4 allein, c: PAMAM-Dendrimer G4 mit siRNA, d: PAMAM-Dendrimer G4- Ec1-PEG mit siRNA
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5.4 Stabilitatstest

5.4.1 siRNA Stabilitdt

Mithilfe des Stabilitatstests wird die Fahigkeit der PAMAM-dendrimere und deren Konjugate
den siRNA-Abbau zu hemmen, analysiert. Es wurden jeweils von siRNA alleine, von PAMAM-
G4/6-Dendrimeren und deren Konjugate mit Ecl Proben genommen und mit Heparin in
bovinem Serum (FBS) auf das Agarosegel aufgetragen. Es wurden diese Proben mit fiinf
unterschiedlichen Inkubationszeiten durchgefiihrt.

- - - “e

» “a - " -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abbildung 5.4.1: Agarosegel zur Untersuchung der Stabilitat von komplexierter und unkomplexierter siRNA

1. siRNA (Oh) 11. PAMAM G4-Ec1 + siRNA (Oh)

2. siRNA (0,5h) 12. PAMAM G4-Ec1 + siRNA (0,5h)

3. siRNA (1h) 13. PAMAM G4-Ec1 + siRNA (1h)

4. siRNA (2h) 14. PAMAM G4-Ec1 + siRNA (2h)

5. siRNA (21 - 25h) 15. PAMAM G4-Ec1 + siRNA (21 - 25h)
6. PAMAM G4 + siRNA (0h)

7. PAMAM G4 + siRNA (0,5h)

8. PAMAM G4 + siRNA (1h)

9.  PAMAM G4 + siRNA (2h)

10. PAMAM G4 + siRNA (21 - 25h)

Datenanalyse:

siRNA
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Abbildung 5.4.1 siRNA
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PAMAM G4
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Abbildung 5.4.2 PAMAM G4 + siRNA
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Abbildung 5.4.3 PAMAM G4-Ec4 + siRNA

Dieser Test bewies die Fahigkeit von PAMAM-Dendrimeren und deren Konjugate mit
DARPins, den siRNA-Abbau zu verlangsamen. Die Diagramme zeigten, dass sowohl das
Dendrimer G4 allein als auch sein Konjugat mit Ec4 fir einen Zeitrahmen von 24 Stunden
Uber 60 % der siRNA stabil halten kénnen. Es gab einige AusreiRer, aber es sollte noch
weitere Nachforschungen geben, um diesen Effekt dokumentieren zu kénnen.
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5.5 Luciferase und Bradford assay

Luciferase-Test mit HeLa-Zellen
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Abbildung 5.5.1 Luciferasetest mit HeLa-Zellinie

Luciferase-Test mit SW 480-Zellen
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Abbildung 5.5.2 Luciferasetest mit SW 480-Zellinie
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Die nicht-PEGylierten Dendrimere und Konjugate wurden in einem Luciferase-Reporterassay
getestet. Dazu wurden Zellen verwendet, die stabil mit einem Plasmid transformiert worden
waren, das ein Fusionsprotein aus EGFP und Firefly-Luciferase exprimiert. Die HelLa-Zelllinie
weist nur eine sehr geringe EpCAM-Expressionsrate  auf, wahrend die
Pankreaskarzinomzelllinie SW480 eine hohere EpCAM-Expression aufweist. Es wurde eine
signfikante Reduktion der Luciferase-Genaktivitat mit allen getesteten Konstrukten
gefunden. Mit zunehmendem N/P-Verhiltnis, also einer steigenden kationischen Ladung der
Komplexe, stieg auch der Effekt an. Diese Ergebnisse bestatigen die Bedeutung der positiven
Ladung fur die Transfektionseffizienz. Die deutlichen Effekte des Dendrimer-DARPin
Konjugats auch auf Hela Zellen, die EpCAM nur in sehr geringer Menge exprimieren, deutet
auf die unspezifische Zellaufnahme ausgeldst durch die kationischen Ladungen hin. Bei
keinem N/P-Verhaltnis konnte EpCAM-Spezifitdit nachgewiesen werden, da die Effekte
gleichermaBBen in EpCAM-positiven SW480 wie auch in EpCAM-negativen Hela-Zellen
gefunden wurden. Die Zellaufnahme durch die positive Ladung ist offensichtlich schneller
und effektiver als die rezeptor-vermittelte Endozytose liber den EpCAM-Rezeptor. Um diese
zu gewahrleisten, missten die vorhandenen kationischen Amine z.B. durch PEGylierung
abgesattigt werden. Weil aber die Proteinkonjugationen mit den PEGylierten Dendrimeren
nicht wie gewiinscht funktioniert hatten, konnten diese Konstrukte nicht evaluiert werden.
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5.6 Durchflusszytometrie

Dieser Test wurde gemacht, um die Bindung des Konjugats an MDA und an HELA Zellen zu
untersuchen. Die Brustkrebszellen MDA-MB-468 weisen eine hohe EpCAM-Konzentration an
ihrer Oberflache auf und wurden verwendet, um die Spezifitat der Bindung abhangig vom
Rezeptor zu untersuchen.

M untreated siRNA BmG4N/PO,5 mG4-PN/PO,5
16,31 1
13,47 14,98 15,39
10,76
4,74 I 2,75
Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.1: G4 N/P 0,5

B untreated SiRNA ®mG4N/P2 mG4-PN/P2
116,28

60,04

75 10,76 23,05 l

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.2: G4 N/P 2

M untreated siRNA ®mG6N/PO0,5 MHG6-PN/PO,5

36,31
29,09

16,31 15,04 1076

5,75

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.3: G6 N/P 0.5
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M untreated SiRNA BMG6N/P 2 MWG6-PN/P2
89,04

67,14
47,33

24,93
575 10,76

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.4: G6 N/P 2

M untreated siRNA mG410% N/P1 mG4-P 10 % N/P1

29,99

17,89
14,27

7,16 7,19

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.5: G4 10 % N/P1

M untreated " siRNA BG4 10% N/P2 EG4-P 10 % N/P2

53,47

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.6: G4 10 % N/P2
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W untreated msiRNA mG610% N/P1 mG6-P 10 % N/P1
34,39

17,89

7,16 979 8,78

m BN

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.7: G6 10 % N/P1

M untreated I siRNA B G610 % N/P2 M G6-P 10 % N/P2

47,28

17,89
7,16 8,79 9,06

m. N

Hela geo M MDA geo M

Abbildung 5.6.8: G6 10% N/P 2

Das Proteinkonjugat bindet generell starker verglichen mit dem PAMAM-Dendrimer, wenn
keine PEGylierung vorliegt, sowohl auf EpCAM-positiven MDA-MB-468 als auch bei EpCAM-
negativen Hela Zellen.

Eine spezifische Bindung ist starker auf EpCAM-positiven Zellen. Sie liegt nur bei G6 mit N/P
2 vor, also durch Absattigung der positiven Ladungen des PAMAMSs durch siRNA. Das G6-
Proteinkonjugat liefert ein ca. 4fach starkeres Signal verglichen mit G6 bei MDA-MB-468, nur
ca. 1,5fach bei Hela. Mit dem G4-Dendrimer konnten keine &dhnlichen Ergebnisse
beobachtet werden. Hier bindet zwar das Konjugat auf MDA-MB-468 Zellen deutlich starker
als das nicht-konjugierte Dendrimer, aber gleiche Ergebnisse wurden auch fir Hela Zellen
gefunden. Die Griinde fir diese starkere Bindung sind ungeklart. Eventuell ergibt sich eine
Anderung der physicochemischen Eigenschaften, z. B. der Léslichkeit, durch die Verkniipfung
des Proteins, wodurch ein hoherer Anteil an die Zellen assoziiert. Die Ergebnisse bestatigen
die Resultate des Luciferaseassays, bei dem ebenfalls eine hohere Aktivitdt des

Proteinkonjugats gefunden wurde.
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Die PEGylierung verandert die PAMAM-Zellbindung nicht, verhindert aber die Bindung von
Protein-PAMAM-Konjugaten. Vermutlich wird die Interaktion des DARPins mit dem Antigen
wegen der PEG-Hiille verhindert.

Die Verkniipfung am N-Terminus des Proteins kdnnte Bindungseigenschaften stéren. Eine
genaue Bindungsgeometrie des Ecl zu EpCAM ist noch nicht bekannt.

Vielleicht konnen langere (PEG-)Linker zwischen Dendrimer und Protein eine spezifische
Bindung zu EpCAM ermoglichen.

Als Beispiel sind die Daten der Hela Zelllinie mit Pamam Dendrimer G4 N/P 2 ausgewahlt

worden.

HELA untreated HELA mit siRNA
;3_'

HELA G4 N/P 2 HELA G4-P N/P 2
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Abbildung 5.6.2 Durchflusszytometrie-Histogramme einiger ausgewahlten Proben. Man kann eine deutliche Verschiebung
der fluoreszenzmarkierten Zellpopulation fiir PAMAM G4-P erkennen verglichen mit PAMAM G4.

Einige Proben wiesen einen breiten Bereich an stark gefarbten Zellen aus (z.B. HelLa siRNA).
Das weist auf unzureichende Entfernung der markierten Oligonukleotide durch zu kurze oder
wenige Waschschritte hin. Durch Verwendung des geometrischen Mittels (geo mean)
spielten diese Effekte aber fiir die Analyse eine untergeordnete Rolle.
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5.7 Mikroskopie

unbehandelte Zellen 1h unbehandelte Zellen 24 h SiRNA 100 pMol 1h
siRNA 100 pMol 24h G4 N/P 0,5 24h G4 N/P 2 1h

Abbildung 5.7.1 einige mikroskopische Aufnahmen von Zellen, die mit fluoreszenzmarkierter siRNA behandelt wurden.
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Um die Zellaufnahme genauer zu untersuchen, wurden nach Behandlung mit komplexierter
siRNA Fluoreszenzaufnahmen von MBA-MD-468 Zellen gemacht. Fiir alle Proben wiesen die
Zellen erst nach 24 Stunden eine deutlich erhdhte Fluoreszenz auf. Die beiden Bilder nach

1 h zeigen eine geringere Fluoreszenz bei diesem Zeitpunkt.

Wahrend unbehandelte Zellen auch nach 24 Stunden keine nennenswerte Fluoreszenz
aufweisen, kann man bei allen anderen Proben deutliche intrazelluldre Fluoreszenz
erkennen. Auch bei solchen Zellen, die nur mit unkomplexierter markierter siRNA behandelt
wurden, ist eine gewisse Fluoreszenz zu sehen. Deutlich erhéht ist das AusmaR der
Zellaufnahme dagegen bei Zellen, die mit PAMAM G6-siRNA-Komplexen behandelt wurden.
Auch mit dem G4-Konjugat zeigte sich eine eindeutige Zellaufnahme der markierten siRNA,
offenbar geringfligig hoher als flir das Dendrimer der gleichen Generation. Die
Fluoreszenzmuster deuten auf eine Aufnahme ins endosomale Kompartment und ins Zytosol
hin.
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6 Zusammenfassung

DARPin- Dendrimer-Konjugate bieten eine Moglichkeit, als Tragersystem fir siRNA zu
fungieren. Mithilfe dieser DARPins konnen unterschiedliche Antigene gebunden werden,
und man kann somit gezielt siRNAs in Krebszellen einfiihren.

Mittels Klick-Chemie wurde ein Konjugat aus AhaEcl sowie AhaEc4 Protein und PAMAM-
Dendrimer hergestellt. Die Synthese wurde mittels einer Gelelektrophorese iberwacht.

Eine eindeutige Analyse des Konjugats erwies sich als schwierig aufgrund der hohen
Ladungsanzahl, aber die erfolgreiche Verkniipfung des Proteins konnte verifiziert werden.

Die Dynamic Light Scattering-Analyse zeigte, dass sowohl PAMAM-Dendrimere allein als
auch deren Komplexe mit DARPins und Polyethylenglykol dhnliche Grof3en aufweisen.

Es konnte eine deutliche Hemmung der Luciferase mit allen Konstrukten nachgewiesen
werden, die mit steigendem N/P hoher wurde. Es gab eine starkere Hemmung durch
PAMAM-G4-Ecl als PAMAM-G4 ohne Protein, allerdings konnte keine EpCAM-Spezifitat
nachgewiesen werden.

Das Proteinkonjugat bindet generell starker verglichen mit dem PAMAM-Dendrimer, wenn
keine PEGylierung vorliegt, sowohl auf EpCAM-positiven MDA-MB-468 als auch bei EpCAM-
negativen Hela Zellen. Die Griinde fur diese starke Bindung zu Hela-Zellen sind ungeklart.

Eine spezifische Bindung auf EpCAM-positiven Zellen liegt nur bei G6 mit N/P 2 starker vor.
Das G6-Proteinkonjugat liefert ein ca. 4fach starkeres Signal im Vergleich mit G6 bei MDA-
MB-468, wahrend es bei Hela den Signal ca. 1,5fach verstarkt.

Eine  Behandlung von Brustkrebszellen mit komplexierter siRNA ergab, dass die
Zellaufnahme bei Zellen, die mit PAMAM G6-siRNA-Komplexen behandelt wurden, deutlich
erhoht war. Auch das G4-Konjugat zeigte eine hohere Zellaufnahme der markierten siRNA,
als das Dendrimer der gleichen Generation.

Eine Absattigung der starken positiven Oberflaichenladungen scheint nétig, um den
unspezifischen Aufnahmemechanismus zu unterdriicken und eine rezeptor-vermittelte
Aufnahme zu ermoglichen. Dazu ist offensichtlich ein langerer (PEG-)Linker fir die
Proteinkonjugation noétig, um zu verhindern, dass das Protein in der PEG-Hille des
Dendrimers verborgen wird. Eine Optimierung des Tragersystems ist also nétig flr einen
zielgerichteten Transport von siRNA.
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7 Abkiirzungen

APS
AS-ODN
DARPIn
DBCO
ddH,0
DEPC
DMEM
DMF
DTT
EDTA
EpCAM
HEPES
miRNA
MmRNA
PBS
PAMAM
PEG
RNA
RNAI
RISC RNA
RT
siRNA
TEMED
Tris

ammonium persulfate

Antisense Oligonucleotide

Designed Ankyrin Repeat Protein
Dibenzylcyclooctyne
double-distilled water
diethylpyrocarbonate

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dimethylformamide

Dithiothreitol
ethylenediaminetetraacetic acid
Epithelial cell adhesion molecule
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
micro RNA

messenger RNA

phosphate buffered saline
Poly(amido amine)

polyethylene glycol

ribonucleic acid

RNA interference

induced silencing complex

Room temperature

small interfering RNA

N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine
Tris (hydroxymethyl)aminomethane
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