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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zystische Fibrose

Zystische Fibrose (CF; ICD-10: E84 Zystische Fibrose) ist eine autosomal-rezessiv
vererbte Stoffwechselerkrankung, die zu einer Stérung exokriner Drusen fuhrt. Diverse
Mutationen innerhalb des CFTR-Gens (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator)
fuhren zu einer gestorten Funktion von Chlorid-Kanalen und somit einer veré&nderten
Sekret-Zusammensetzung. Die reduzierte Sekretion von Chlorid-lonen und die dadurch
fehlende osmotische Wirkung fihrt zu der krankhaften Viskositatserhohung der Sekrete.
Die in Deutschland tUbliche Bezeichnung Mukoviszidose leitet sich von diesem Symptom
ab; lateinisch mucus ,Schleim‘ und viscidus ,zah‘, bzw. ,klebrig‘. Der Schweregrad der
Erkrankung korreliert mit der Funktionseinschrénkung der exokrinen Drisen und
demzufolge auch mit der Art der Mutation. Die haufigste Mutation des CFTR-Gens ist
die Deletion dreier Basen. Diese kodieren fir die Aminoséaure Phenylalanin an Position
508. Bei dieser AF508 bzw. F508del Mutation kommt es durch den Verlust einer
Aminosaure zu einer fehlerhaften Prozessierung des gesamten CFTR-Proteins.
Pathophysiologisch kann die Viskositatserhéhung der Sekrete im schlimmsten Fall
Drisen vollstandig blockieren und U(Uber den gesamten Korper verteilt
Funktionseinschrankungen verursachen. Betroffen sind vor allem Organe wie Lunge,

Pankreas und Leber; es handelt sich somit um eine Multisystemerkrankung [1].

Insbesondere pulmonale Infektionen filhren bei CF-Patienten zu lebensbedrohlichen
Komplikationen. Der zahflussige korpereigene Mucus behindert die koordinierte
Bewegung der Zilien des Flimmerepithels in den Bronchien sowie der Luftrohre [2]. Somit
wird der Abtransport von Schleim, Partikeln und Keimen Richtung Pharynx verhindert,
dies beglnstigt eine bakterielle Besiedlung und pulmonale Infektionen (Abbildung 1,
Phase 1).

Um diese bakterielle Infektion zu bekampfen migrieren neutrophile Granulozyten in die
Lunge (Abbildung 1, Phase 2) und immobilisieren die Bakterien mittels NETs
(,neutrophil extrazellular traps®) [3]. Dadurch steigt die Belastung mit Partikeln, Zellen
und Zellfragmenten in der Lunge im Vergleich zu gesunden Patienten, ahnlich wie bei
COPD-Patienten oder Rauchern, weiter an [4]. Beim Gesunden werden diese
Konglomerate mittels mukozilliarer Clearance in Richtung Pharynx abtransportiert.
Durch die Stoérung der mukozillidaren Clearance bei CF-Patienten beglnstigt die
zusatzliche Schleimbelastung mit endogenen Immunzellen eine weitere Einschrankung

der Lungenfunktion und fiihrt so zu einem circulus vitiosus.
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Die veranderten pulmonalen Bedingungen stellen ein hervorragendes Milieu fur
verschiedene Pathogene dar. Oft leiden CF-Patienten unter der chronischen
Besiedelung mit Biofilm bildenden Bakterien, die zu einer weiteren Schleimbelastung
fuhren und nur schwer therapierbar sind (Abbildung 1, Phase 3). Sowohl der zahe,
korpereigene Mucus als auch der bakterielle Biofilm beeintréachtigen den reibungslosen
Gasaustausch in der Lunge [5].

Rezidivierende pulmonale Infekte und dadurch bedingte Strukturveréanderungen fuhren
trotz intensiver Therapie im Verlauf der Erkrankung zu einer zunehmenden
Verschlechterung der Lungenfunktion, sodass im Verlauf der Erkrankung eine
Lungentransplantation die einzige Therapieoption darstellt [6].

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Lebenserwartung von CF-Patienten in
Deutschland stetig verbessert [7]. Sie betragt derzeit etwa 40 Jahre und meist fuhrt
Lungenversagen zum Tod. Um die respiratorische Insuffizienz hinauszuzégern und eine
Lungentransplantation zu vermeiden, bedarf es einer intensiven physiotherapeutischen

und medikamentdsen Therapie.
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Atemweg

%, Bakterien

Abbildung 1 Pathologie der mukozilliaren Clearance bei CF-Patienten

1.1.1 Medikamentdse Therapie

Die Pharmakotherapie fir CF-Patienten ist mittlerweile mannigfaltig und hat tber die
letzten Jahrzehnte enorm zu der steigenden Lebenserwartung beigetragen
(Abbildung 2, [7]). Neben der Substitution von Verdauungsenzymen zur Behandlung von
gastrointestinalen Beschwerden, steht der Erhalt der Lungenfunktion im Fokus.
Nachfolgend wird ausschlieBlich auf zugelassene medikamentése Therapien
eingegangen, die zu einer Verbesserung der Lungenfunktion beitragen.

Seit 2012 gibt es erste Wirkstoffe zur kausalen Therapie der CF. Kalydeco® (Ivacaftor)
und Orkambi® (Kombinationspraparat Lumacaftor/lvacaftor) werden als CFTR-Korrektor
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bzw. CFTR-Potentiator bezeichnet und koénnen bei bestimmten Mutationen die
Fehlfunktion des Chloridkanals partial korrigieren. Dennoch fiihren diese Medikamente
nicht zu einer nachhaltigen Heilung und missen demzufolge regelméRig eingenommen
werden. Ansonsten besteht die derzeitige Pharmakotherapie aus einer
symptomatischen Behandlung zur Verbesserung und zum Erhalt der Lungenfunktion.
Um den zahflissigen Schleim besser abhusten zu kénnen, inhalieren CF-Patienten

mehrmals taglich mit verschiedenen Wirkstoffen.

Mit Bronchodilatatoren wie B2-Sympathomimetika (bspw. Salbutamol) kénnen die
Atemwege geweitet werden um die Atmung zu erleichtern und die Bioverflugbarkeit des

Wirkstoffs der darauffolgenden Inhalation zu verbessern.

Hypertone Kochsalzlésung (bspw. Nebusal™ 3% oder 7%) fiihrt durch den osmotischen
Druck zu einer Diffusion von Wasser in die Lunge, wodurch sich der Schleim verflissigt.

Dornase alfa (Pulmozyme®) ist eine rekombinant hergestellte DNase, die
hochmolekulare eDNA (extrazellulare DNA) in der Lunge fragmentiert und so durch
Depolymerisation zu einer Verflissigung des Schleims beitragt [8,9]. Die in der Lunge
befindliche eDNA stammt grofRteils von korpereigenen Zellen (>90%) [4]. Neutrophile
migrieren in die Lunge und immobilisieren im Zuge der Immunantwort mit NETS
verschiedenste Keime [10,11]. Durch die fehlende Eliminierung mittels mukozilliarer
Clearance, residieren diese NETSs langer als gewdhnlich im Lungengewebe und fihren
dort zu Entziindungsreaktionen [12].

Um die in der Lunge angesiedelten Bakterien zu bekampfen werden unterschiedliche
Antibiotika eingesetzt und je nach Wirkstoff parenteral oder inhalativ verabreicht.
Hervorzuheben ist hierbei das Aminoglykosid Tobramycin, welches spezifisch gegen
gramnegative Bakterien wirkt. Es ist besonders effektiv in der Behandlung von
P. aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa), einem Bakterium, das bei CF-Patienten
besonders haufig zu einer todlichen Pneumonie fihrt [13]. Die intensive, rezidivierende
und langfristige Behandlung u.a. mit Aminoglykosid-Antibiotika (Tobramycin) ist jedoch
durch schwerwiegende und irreversible unerwiinschte Arzneimittelwirkungen wie z.B.

Nephrotoxizitat und Ototoxizitat limitiert [14].

10
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Abbildung 2: Lebenserwartung von CF-Patienten im Laufe neuer
Therapiemdglichkeiten. Mit Genehmigung von M. Lopes-Pacheco [7]

1.2 Pseudomonas aeruginosa

Die Lungen von CF-Patienten sind oft chronisch mit pathogenen Erregern besiedelt [15].
Besonders schwer eradizierbar sind gramnegative Bakterien der Art P. aeruginosa. Die
Erstinfektion mit diesem Erreger erfolgt meist bereits im Kindesalter und eine

vollstandige Remission gelingt nur selten [16].

Die Eradikationstherapie ist limitiert durch die Ausbildung von Antibiotikaresistenzen und
den unerwiinschten Arzneimittelwirkungen der Antibiotika [14,17]. Im Laufe der Infektion
wandelt sich der Phanotyp der Pseudomonaden in eine biofilmbildende, mukoide Form.
Bei dieser Chronifizierung mit P. aeruginosa werden physiologisch vorkommende
Bakterienspezies zurilickgedrangt und P. aeruginosa Ubernimmt mafgeblich das
Mikrobiom der CF-Lunge [18]. Dieser Wandel kann sowohl durch verschiedene
Spontanmutationen innerhalb des Genoms von P. aeruginosa, sowie durch die bei CF-
Patienten vorherrschenden pathologischen Bedingungen begunstigt werden [19].
Manche sonst typischen Virulenzfaktoren wie bspw. die Metalloprotease Pseudolysin
(LasB) werden im Fall von pulmonalen Infektionen zu Gunsten der Biofilmbildung

herunterreguliert [20]. P. aeruginosa ist durch den mukoiden Biofilm besser an die

11
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Pathophysiologie einer CF-Lunge adaptiert. Das Bakterium wird widerstandsfahiger
gegen Austrocknung, ist geschitzt vor hohen Antibiotika-Konzentrationen und auch
korpereigene Immunzellen kénnen die eingebetteten Bakterien nicht eliminieren
[6,21,22]. Der Wandel in mukoide Stamme ist klinisch meist mit einer Exazerbation und

einer Reduktion der Lungenfunktion verbunden [23,24].

1.2.1 Bakterieller Biofilm

Hauptbestandteil von P. aeruginosa Biofilmen sind verschiedene Polysaccharide [25].
Neben dem neutralen Psl (,polysaccharide synthesis locus®, Zell-Zell- und Zell-
Oberflachen-Adhasion [26,27]) und dem kationischen Pel (,pellicle“, Kahmhaut an Luft-
Flussigkeit-Grenze, [28]) kann P. aeruginosa auch gro3e Mengen anionisches Alginat
sekretieren [29,30]. Charakteristisch fir mukoide Stamme ist, dass sie hauptsachlich in
dem Sputum von CF-Patienten gefunden werden und der Hauptanteil ihres Biofilms aus
Alginat besteht. Alginat ist ein Sammelbegriff fir Polymere, die aus B-D-Mannuronat und
a-L-Guluronat zusammengesetzt sind (Abbildung 3). Es wird ausschlief3lich in
Braunalgen und den beiden Bakteriengattungen Azotobacter und Pseudomonas
gebildet. Alginate unterscheiden sich in Polymerisierungsmuster, Molekulargewicht und
durch eine nachtragliche Acetylierung, die lediglich in bakteriellem Alginat vorzufinden
ist. Da die Monomere von Alginat negativ geladen sind, kann es Kationen, wie
Aminoglykosid-Antibiotika, sehr gut elektrostatisch binden und so eine schitzende
Diffusionsbarriere darstellen ohne das Bakterium selbst gegen das Aminoglykosid zu
sensibilisieren [31,32]. Alginat kann mit zweiwertigen Kationen, vornehmlich Ca?",
dreidimensionale Strukturen ausbilden; diese Gel-Strukturen kdnnen sehr solide sein
und sind nach ihrer Form eines Eierschachtel-Modells (,eggbox-model“, Abbildung 3)
benannt [33]. Acetylierungsgrad [34], Lange des Uronsaure-Polymers, sowie Anteil und
Verknipfungsschema der Monomere, flihren zu unterschiedlichen physikochemischen

und pharmakodynamischen Eigenschaften des Alginats [35].

12
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Abbildung 3: Aufbau und Struktur von Alginat. Mit Genehmigung der
Royal Society of Chemistry [36]

a) Strukturformeln der beiden Alginat Monomere, b) Eierschachtelmodell des Alginats

M2+
H
o

Aufgrund des spezifischen Vorkommens von Alginat in P. aeruginosa stellt Alginat ein
interessantes Arzneistofftarget dar. Experimente mit Alginat-Antikdrpern zeigten
ebenfalls Wirkung gegen wenig, bzw. nicht-mukoide P. aeruginosa Stamme [37]. Auch
die Mdglichkeit einer Impfung gegen Alginat wurde untersucht [38—-40]. Durch
unterschiedliche Polymerisierungsmuster der Uronsauren und deren anschlieRende
Acetylierung unterscheiden sich jedoch viele Epitope. Die meisten Antikdrper wirkten
nicht opsonierend, sodass eine Impfung derzeit keine wirkungsvolle Therapieoption
darstellt [40-43]. Ein weiterer Ansatz ist die enzymatische Lyse von bestehendem
Alginat. Um den Biofilm aufzulésen wurde das Enzym AlgL (Alginat Lyase) aus
P. aeruginosa untersucht [44-46]. Die Iytische Aktivitdt von AlgL konnte
molekularbiologisch erhéht werden, was zu einer leichten Verbesserung der
synergistischen Wirkung mit Antibiotika fihrte, jedoch nicht den erhofften Durchbruch
brachte [47]. Alginat selbst ist in Form von OligoG® ein Wirkstoffkandidat zu Behandlung
von CF-Patienten. Das aus Braunalgen hergestellte Guluronsaure-Oligomer-Gemisch
soll sowohl den endogenen Mucus normalisieren [48], als auch antimikrobielle
Eigenschaften aufweisen [49]. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch noch unklar
[50].

13
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1.2.2 Alginat-Biosynthese

Ausgangsstoff fiir die Alginat-Biosynthese ist Fructose-6-phosphat. Mittels eines
komplexen Systems von verschiedenen Enzymen wird das Monomer Mannuronat
produziert, polymerisiert, epimierisiert, acetyliert und sekretiert (Abbildung 4) [29,51].
Zwolf der dreizehn beteiligten Proteine sind im algD-Operon kodiert und lediglich algC
befindet sich in einem anderen Abschnitt des Genoms von P. aeruginosa. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Alginat-Biosynthese ist die Oxidierung von
GDP-D-Mannose zu GDP-D-Mannuronat (Abbildung 4) [52,53]. Dieser Reaktionsschritt
wird durch das Enzym AlgD (GDP-Mannose 6-dehydrogenase) katalysiert [54]. Bei einer
Gegentuberstellung der Proteome eines mukoiden und eines nicht-mukoiden
P. aeruginosa Stamms stellte sich heraus, dass AlgD das am starksten hochregulierte
Biosynthese-Protein ist [55]. In Sputum von Patienten, die mit mukoiden
Pseudomonaden infiziert waren, konnten dementsprechend extrem erh6hte Werte von

algD-mRNA Transkripten nachgewiesen werden [56,57].

Ein mukoider Phanotyp entsteht, sobald das algD-Operon aktiviert wird. Der
Transkriptionsstart (+1 Position) der algD-mRNA ist aul3ergewdhnlich weit von dem
Translationsstart von AlgD entfernt, was auf die ausgepréagte Regulation seiner
Proteinbiosynthese hindeutet [58,59]. Die Alginat-Biosynthese kann sowohl durch
Mutationen in Regulationsgenen erhoht sein, als auch durch auf3ere Einflisse aktiviert
werden [19,60—62]. Die Regulation ist dabei kaskadenformig von einer Vielzahl von
Aktivatoren und Repressoren abhangig [63,64].

14



Einleitung

Precursor Synthese:
AlgA — Phosphomannose isomerase (481 AS) .
AlgC* — Phosphomannomutase (463 AS) Lipopolysaccharide _.:
AlgA— GDP-mannose-pyrophosphorylase (481 AS) oo
AlgD — GDP-mannose-dehydrogenase (436 AS)

Extrazellular

Polymerisation:
Alg8 — Glycosyltransferase (494 AS)
Alg44 — c-di-GMP response (389 AS)

Aulere
Membran

Acetylierung:

Algl — IM-O-acetyltransferase (520 AS)

AlgJ - IM O-acetyltransferase (391 AS)

AlgF — Periplasmic O-acetyltransferase (216 AS)
AlgX — Periplasmic O-acetyltransferase (474 AS)

Periplasma

Peptidoglycane

Epimerisation:
AlgG — C5-mannuronan-epimerase (543 AS)

I Export: I
AlgK — OM lipoprotein (475 AS)
AlgE — OM alginate export pore (490 AS)

Innere
Membran

Elzlzlzlzz[olzlolololoo ooz [z 2] Sl 0)l=0)

Alginat Lyse:

AlgL — Alginate lyase (367 AS) Zytop
oplasma

g "
RO =
§ wg el

on koM woh b

Fructose-6-P Mannose-6-P Mannose-1-P

i b T !
. GDP-Mannuronnat
U U U U *algC im algC-argB Operon

Alginat-Biosynthese Operon

T - ) m mp-m-

.

+1 region 367 bp Upstream

Abbildung 4: Stoffwechselweg des Alginats (oben);
Anordnung des Alginat Operons (unten)

Die molekularbiologische Deletion des algD-Gens flihrt zu einem vollstdndigen Verlust
des mukoiden Phénotyps [65]. Der volumindse Biofilm ist maRgeblich abhangig von
diesem Gen, wahrend Biofilme, die sich an Oberflachen bilden unabhangig von algD
entstehen kénnen [66]. Versuche das Protein AlgD zu inhibieren flihrten zu einer
Reduzierung der Alginat-Menge (Penicillinsdure) [67,68] und einer Resensibilisierung
der Bakterien gegenuber Tobramycin (AM5‘ASG) [69,70].

1.3 Posttranskriptionelles Gen-Silencing

Posttranskriptionelles Gen-Silencing stellt eine Mdglichkeit dar, sehr spezifisch auf die
Auspragung bestimmter Stoffwechselprodukte von Zellen einzuwirken. Wie bei der
endogenen RNA-Interfenz von Eukaryoten, kann mit Hilfe von Xenobiotika wie SiRNA,
Antisense-Oligonukleotiden, (Hammerhead-)Ribozymen und DNAzymen Einfluss auf

die mRNA und ihre Translation genommen werden [71]. lhre Spezifitat erhalten alle
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posttranskriptionellen Gen-Silencing-Methoden durch selektive Basenpaarung mit dem
Ziel-Transkript. Die entsprechenden Oligonukleotide zum Stilllegen der Genexpression
unterscheiden sich in ihrer Lange und ihrem Aufbau, sowie in den Proteinen, die zum
Abbau der mRNA benétigen.

In eukaryotischen Zellen steht der Proteinkomplex RISC (,RNA-induced silencing
complex®) zur Verfugung, unter dessen Zuhilfenahme siRNA an die mRNA bindet und
diese anschlieBend hydrolysiert. RISC wird auch von der endogenen RNAI
(RNA-Interferenz) verwendet und birgt durch Ubersattigung die Gefahr einer erhéhten
Toxizitat [72].

Im Fall von ASO (Antisense-Oligonukleotide) bildet sich ein DNA/RNA-Hybridstrang, den
zelleigene RNasen erkennen und daraufhin den RNA-Strang hydrolysieren [73]. Bereits
die Hybridisierung kann die ribosomale Proteinbiosynthese unterbrechen. Meist ist ein
Wechselspiel verschiedener Mechanismen fur die Gesamtwirkung verantwortlich, von
denen jedoch alle auf der komplementaren Hybridisierung mit dem Ziel-Transkript
beruhen [74].

Lediglich Ribozyme und DNAzyme [75] spalten RNA unabhangig von Proteinen. Als
Cofaktor benétigen sie meistens mehrwertige Kationen (z.B. Mg?*) um die RNA gezielt
zu hydrolysieren. Wegen der Induktion von Interferonen in Menschen, sind langere
(>30 Nukleotide) dsRNA (doppelstrangige RNA)-Wirkstoffe wie Ribozyme mittlerweile
als Arzneimittel nicht langer im Fokus der Pharmaforschung [76,77].

Um auf das Transkriptom von prokaryotischen Zellen einzuwirken, stehen daher
aufgrund des fehlenden RISCs lediglich ASO und DNAzyme zur Verflugung [78,79].

1.3.1 DNAzyme

DNAzyme (Dz) sind kinstliche Oligonukleotide, die eine Vielzahl von verschiedenen
Reaktionen katalysieren kénnen [80]. Im Folgenden wird ausschliellich auf die
sogenannten 10-23 Dz eingegangen, da sie das groRte Potential fir neue Wirkstoffe
bieten [81]. Sie sind einzelstrangige DNA-Oligonukleotide, die in der Lage sind RNA zu
hydrolysieren [75]. Eine konstante katalytische Doméne [82], die aus den 15 Nukleotiden
(nt) ,GGCTAGCTACAACGA®* besteht, wird von zwei variablen Bindedomanen flankiert,

die Gber komplementare Basenpaarung die Ziel-RNA adressieren.

16



Einleitung

Kodiert die transkribierte RNA fUr ein Protein, kann dessen Translation durch vorzeitige
Hydrolyse des Transkripts unterbrochen werden (Abbildung 5). Demnach besitzen Dz
das Potential, Krankheiten zu behandeln, denen eine pathologische Uberexpression
eines Transkripts zu Grunde liegt [83]. Zwei Dz, die pathologische Uberexpressionen
von Transkriptionsfaktoren korrigieren (hgd40 — ,GATA-3* bei Entziindungen und Dz13
— ,c-Jun® bei malignen Erkrankungen), erreichten bereits klinische Studien [84,85].
Durch den basenspezifischen Wirkmechanismus stellen Dz eine sehr
nebenwirkungsarme Wirkstoffklasse dar [86]. Derzeit sind die beiden limitierenden
Faktoren von Antiinfektiva unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und Resistenzen gegen
sie; demnach sind Dz als neue Option fur die Behandlung von Infektionen hdchst
interessant und erstrebenswert [87-90]. Durch die Natur ihres Aufbaus sind Dz eine
aullerst anspruchsvolle Wirkstoffklasse. Durch ihre GrofRe und Ladung ist ihre
Bioverfugbarkeit &uf3erst gering und sie unterliegen einem enzymatischen Abbau durch

DNasen.
/ intrazellular extrazellular
Gen _, mRNA )4 Protein Biofilm

(algD) (AlgD) (Alginat)

* >

o /

!= Posttranskriptionelles Gen-Silencing ~ AA = “amino acids” Aminosauren

S EGEGEGEGEERRARERES.

HE

UA = “uronic acids” Uronsauren

Abbildung 5: Schema zur Inhibition der Biofilmproduktion
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Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass Dz und andere Gen-Silencing Methoden in den
Zellen von P. aeruginosa und anderen gramnegativen Bakterien wirken kdnnen [91-94].
Seitdem Oligonukleotide an Zell-penetrierende-Peptide (CPP) gekoppelt werden kénnen
[95-97] sind groRRe Fortschritte in Richtung wirksamer Antibiotika mdglich geworden
[98] — [93]. Bislang war die Anwendung von Dz auf eukaryotische Zellen beschréankt

oder auf in vitro Technologien wie bspw. Elektroporation angewiesen [88].

Durch Modifikationen der Dz an ihrem Zucker-Phosphat-Riickgrat oder ihren
Nukleinbasen kdénnen viele ihrer Nachteile positiv beeinflusst werden [99]. So kann die
katalytische Aktivitat des Dz verbessert [100], das Dz vor Abbau geschuitzt [101] und
Sekundarstrukturen der RNA Uberhaupt erst zuganglich gemacht werden [102]. Auch
die Bioverfligbarkeit von Oligonukleotid-Wirkstoffen kann mit Hilfe von Modifikationen
beeinflusst werden. Bei der sogenannten Gymnosis konnen die modifizierten
Oligonukleotide ohne weitere Unterstitzung von Transfektionsmitteln in die Zelle
gelangen [103]. Viele dieser Vorteile kbnnen durch die Modifikation mit sogenannten

LNAs (,locked nucleic acid®) erreicht werden.

Der Einsatz von Modifikationen birgt jedoch auch die Gefahr einer erhdhten Toxizitat
[104] und erhoht die Kosten ihrer Synthese. Bei Verzicht auf modifizierte Nukleotide
fragmentieren Oligonukleotid-Wirkstoffe in kérpereigene Bausteine und kénnen somit

rickstandslos vom Korper recycelt werden.

1.3.2 Detektionsmaoglichkeiten fir DNAzym Kinetiken

Die Kernfunktion von Dz ist die Hydrolyse ihrer RNA-Substrate. Somit ist es essentiell,
die Spaltkinetik neuer und modifizierter Dz einfach bestimmen zu kénnen, um ihre
mdgliche Potenz bei einer spateren Therapie vorherzusagen. Bislang wurden daflir zwei

Methoden angewandt:

e Bei der konventionellen Gel-Assay Methode findet die Reaktion in einem
Mikroreaktionsgefald statt. Zu ausgewahlten Zeitpunkten werden Proben
gezogen, ebendiese abgestoppt, anschlieBend mittels Gel-Elektrophorese
aufgetrennt und letztendlich densitometrisch quantifiziert [102,105,106]. Dabei
kann durch radioaktiv markiertes Substrats die Nachweisgrenze reduziert und
Storsignale verringert werden [75,101,107]. Nachteile dieser Methode sind der

hohe manuelle Aufwand, eine Auswertung von Zwischenergebnissen ist nicht
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mdoglich und die Quantifizierung Uber Densitometrie unterliegt grofRen
Schwankungen.

e Die zweite Methode beruht auf der Fluoreszenzléschung (Quenching). Das
verwendete RNA Substrat ist dabei sowohl mit einem Fluoreszenz-Farbstoff als
auch mit einem Quencher versehen [108]. Sobald die RNA gespalten wird,
verliert der Quencher die raumliche Nahe zu dem Fluoreszenzfarbstoff und eine
Zunahme der Fluoreszenz kann detektiert werden. Die Fluoreszenz-Zunahme
kann dabei in Echtzeit mit einem Plate-Reader detektiert werden [109,110].
Diese Methode detektiert die Spaltprodukte nicht spezifisch und kann daher
lediglich die Spaltung des Substrats und nicht die Position der Hydrolyse
bestimmen. Die Modifikation des Substrats mit Fluoreszenzfarbstoff und
Quencher beeinflusst zuséatzlich die Struktur des RNA Substrats und erhdht
dessen Kosten.

1.4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es einen Oligonukleotid-Wirkstoff zu entwickeln, der der Bildung
eines mukoiden Biofilms von P. aeruginosa vorbeugt. Dadurch sollte zum einen die
Biofiimmenge reduziert werden und die Sensibilitat gegentber klinisch relevanten

Antibiotika wiederhergestellt werden. Daflir wurden folgende Punkte bearbeitet:
a) ldentifizierung eines relevanten Proteins der Biofilm-Synthese
b) Ermittlung einer geeigneten hoch konservierten Priméarsequenz des Target-Gens

¢) Entwicklung eines kostengtinstigen und automatisierbaren Screeningverfahrens
fur Dz

d) Identifikation schnellschneidender Dz-Kandidaten, die fur eine Weiterentwicklung

erfolgversprechend sind
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Die folgenden Geréte wurden fur das Anfertigen dieser Arbeit verwendet:
Gel-Dokumentation — Bio-Rad Gel Doc™ XR+ System
HPLC — Hitachi Elite LaChrom® HPLC System
Inkubator — Haereus instruments Kelvitron® t
Netzteil — Biometra Whatman PS 305 T
PAGE - Bio-Rad Mini-PROTEAN® Il Electrophoresis
PCR - Finnzymes Piko™ Thermal Cycler
Plate-reader — Tecan Infinite® M200 oder Tecan Infinite® M200 PRO
Schttelinkubator — IKA® KS 4000 i control
Waage — Kern 770

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Tobramycin (TOB, 467,5 g/mol) und Penicillinsaure (PenA, 170,2 g/mol) wurden in einer

Reinheit von >98% verwendet (Cayman Chemical, UK).

Das CPP (zellpenetrierende Peptid) mit der Aminosaure-Sequenz (RXR)sXB
(2006,5 g/mol) wurde in einer Reinheit von >95% von Eurogentec synthetisiert
(X = e-Aminocapronsaure, B = B-Alanin).

Das AMP (antimikrobielle Peptid) SMAP-29 (3256 g/mol) mit der Aminosdure-Sequenz
RGLRRLGRKIAHGVKKYGPTVLRIIRIAG wurde ebenfalls von Eurogentec in einer
Reinheit >95% bezogen [111].

Der von Sauvage et al. [70] beschriebene Inhibitor AM5'ASG wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Schreiner am Institut flr organische Chemie in Gielzen
synthetisiert. Die Strukturformeln des AlgD-Inhibitors (AM5'ASG), seiner beiden Edukte
vor dem letzten Syntheseschritt ,365“ und ,372“ sowie der drei Neben- und
Abbauprodukte ,383% ,415“ und ,444“ die nach dem letzten Syntheseschritt isoliert
werden konnten, kénnen Abbildung 6 enthommen werden. Weitere Angaben zu den

Substanzen kdnnen Anhang 1 und Anhang 2 entnommen werden.
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Abbildung 6: Strukturformeln AlgD-Inhibitor und verwandte Substanzen

2.2.1 Oligonukleotide

Die nachfolgenden Oligonukleotide wurden getrocknet bestellt und auf 100 uM in
Reinstwasser solubilisiert. Die Lagerung erfolgte bei -18°C. RNA algD1145 und
RNA algD317 wurden von Integrated DNA Technologies (Leuven, Belgien) synthetisiert
und Uber eine Kartusche aufgereinigt. Die LNA modifizierten Dz LzTHMZ290a,
LzTHM290b und LzTHM290c wurden von Exigon (Vedbaek, Danemark) synthetisiert
und durch AEX-HPLC aufgereinigt. Das Dz/Peptid-Konjugat DzZTHM290CPP (12655,4
g/mol) wurde von Eurogentec Deutschland GmbH (Kdéln, Germany) synthetisiert und
durch RP-HPLC aufgereinigt. Dabei wurde das C-terminale Ende des CPP mit dem
3‘-Ende des Dz Uber einen SMCC Linker verknupft. Alle Gibrigen Oligonukleotide wurden
von Biomers (UIm, Deutschland) synthetisiert und durch RP-HPLC aufgereinigt.

Fur manche Versuche wurde DzTHMix, ein Gemisch aus 50 zu gleichen Teilen

enthaltenen Dz verwendet (Sequenzen siehe Anhang 3).
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Fur die Vorhersage der Sekundarstruktur der verschiedenen Oligonukleotide wurde
MFold benutzt [112]. Es wurde jeweils nur die Struktur mit der geringsten Gibbs-Energie
(AG) berticksichtigt.
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Tabelle 1: Verwendete DNAzyme und ihre Substrate

Name Nukleotidsequenz
Dz13 5°¢ CGGGAGGAAXGAGGCGTTG-invT 3°
RNA c-Jun(24) 3‘ AGCCUGCCCUCCUUGCUCCGCAAC 5°¢
RNA c-Jun(10) 3¢ GCUCCGCAAC 