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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Jahrlich sterben ca. 1,6 Millionen Menschen an einem Lungenkarzinom (Torre et
al., 2015). In ca. 85% der Falle handelt es sich um nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome (engl. non small cell lung carcinoma, NSCLC). Abhangig von
ihrem histologischen sowie histochemischen Erscheinungsbild, werden

Lungenkarzinome weiter differenziert (Herbst et al., 2018).

Die Atherosklerose und deren Folgeerkrankungen wie z.B. die Koronare
Herzkrankheit oder der Schlaganfall zahlen weltweit zu den haufigsten
Erkrankungen mit todlichem Verlauf (Go et al., 2013, Lusis, 2000, Ross, 1999).

Wahrend das Prostatakarzinom zu den haufigsten malignen Tumoren bei
Mannern zahlt, ist die benigne Prostatahyperplasie einer der haufigsten benignen
Tumoren bei Mannern (Lai et al., 2018, Roehrborn, 2005).

Alle hier aufgefuhrten Erkrankungen konnen nicht nur schlussendlich zum Tode
fhren, sondern sie bedeuten oft schon weit vorher eine erhebliche
Einschrankung der Lebensqualitat. Auch wenn es in den letzten Jahren gelungen
ist, neue Therapieoptionen fiur die jeweiligen Erkrankungen zu entwickeln oder
die zur Verfugung stehenden Therapien zu verbessern, sind diese immer noch
mit teilweise erheblichen Nebenwirkungen verbunden. So kann es beispielsweise
bei der Therapie von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit Inhibitoren des
Epidermal-Growth-Factor Rezeptors (EGFR) wie Cetuximab zu starken
akneartigen Hautreaktionen kommen (Wollenberg et al.,, 2010). Die
Nebenwirkungen konnen so stark sein, dass eine eigentlich wirksame Therapie,
im schlimmsten Fall abgebrochen werden muss (Wollenberg et al., 2010). Vor
diesem Hintergrund ist eine stetige Entwicklung weiterer Therapieoptionen, als
auch eine Optimierung bereits bestehender Therapien von grof3er Bedeutung.
Ein modglicher Ansatz neuer Therapien konnten die Verwendung von small

interfering RNAs (siRNAs) sein, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.



1.2 Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC)

Das Lungenkarzinom zahlt weltweit zu den haufigsten malignen Tumoren, wobei
Manner haufiger betroffen sind als Frauen. Bei Mannern ist das Lungenkarzinom
die haufigste Krebsart, die zum Tode fuhrt, bei Frauen steht diese an dritter
Stelle. Einer der Hauptrisikofaktoren ist das Rauchen (Torre et al., 2015,
Griesinger et al., 2017). Es werden kleinzellige Lungenkarzinome (engl. small-
cell lung carcinoma = SCLC) von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (engl.
non- small-cell lung carcinoma = NSCLC) unterschieden. Dabei handelt es sich
bei ca. 15% der diagnostizierten Lungenkarzinome um sehr schnell und
aggressiv wachsende SCLC und in ca. 85% um NSCLC (Dela Cruz et al., 2011).
Der Zeitpunkt der Diagnosestellung eines NSCLC hat einen entscheidenden
Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung. Wahrend die 5- Jahres- Uberlebensrate
bei einer frihen Diagnosestellung bei 75-80% liegt, sinkt diese bei spaterer

Diagnose erheblich (Griesinger et al., 2017).

Die Therapiewahl erfolgt stadienabhangig, basierend auf der sogenannten
Tumor, Nodus, Metastasis (TNM) Klassifikation und den International Union
against Cancer (UICC) Kriterien. Als klassische Therapien stehen zur Verfligung
die operative Therapie, die Radio- und Chemotherapie (Griesinger et al., 2017).
In den letzten Jahren wuchs die therapeutische Bedeutung der weiteren
Unterteilung der NSCLC in Subtypen wie das Adenokarzinom, das
Plattenepithelkarzinom oder das groRzellige Karzinom. Dabei sind nicht nur
histologische und genetische Merkmale von Bedeutung, sondern auch
histochemische Tests werden im Hinblick auf eine individualisierte Therapie
immer wichtiger. So haben Untersuchungen ergeben, dass der Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), die Anaplastische Lymphokinase (ALK) und die
Protoonkogen-Tyrosin-Protein-Kinase ROS1 Mutationen vor allem in NSCLC
vom Subtyp Adenokarzinom vorkommen und dass der Wirkstoff Pemetrexed
eine bessere Wirkung bei fortgeschrittenem Adenokarzinom im Vergleich zum

Plattenepithelkarzinom zeigt (Travis et al., 2015).

Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren ist die Mortalitat von

Lungenkarzinomen immer noch sehr hoch und Therapien sind mit zahlreichen



Nebenwirkungen verbunden (Makowiecki et al., 2014, Griesinger et al., 2017,
Kris et al., 2017). Deshalb wird intensiv an alternativen, individuellen
Therapiemoglichkeiten geforscht wie z.B. der Einsatz von siRNA zur Behandlung
von NSCLC (Walker et al., 2013).

Um eine nebenwirkungsarme und spezifische Therapie zu entwickeln, stehen
bestimmte Tumorzelllinien zur Verfugung. Eine der Zelllinien, die in dieser Arbeit

verwendet wird, ist die A549 Zelllinie.

1.2.1 A549 Zelllinie

FUr die Etablierung von neuen, spezifischen Krebstherapien bedarf es zunachst
in vitro Versuche, die an Zellen durchgefuhrt werden, die in ihrem Verhalten den
Eigenschaften eines jeweiligen Tumors entsprechen. Aus diesem Grund wurde
1973 aus einem humanen pulmonalem Adenokarzinom die Zelllinie A549
etabliert (Giard et al., 1973). Diese ist heute Bestandteil zahlreicher Forschungen
zur Entwicklung neuer Krebstherapien. Da verschiedene Zelltypen verschiedene
Eigenschaften haben und damit auch verschiedene Angriffsziele fur eine
Therapie bieten, ist eine Uberpriifung bzw. Charakterisierung eines
Tumorzelltyps fur eine individuelle Therapie unabdingbar. Im Folgenden werden
Proteine beschrieben, die oftmals in Tumoren in groen Mengen gebildet oder
angereichert werden und somit Ansatzpunkte fur eine Therapie bieten und in

dieser Arbeit an A549 Zellen getestet wurden.

1.2.2 Das Protein Survivin

1997 wurde das Protein Survivin erstmals beschrieben (Ambrosini et al., 1997).
Es gehort zu der Proteinfamilie der Inhibitoren der Apoptose (IAP). Es zahlt heute
zu den wichtigsten Tumormarkern. AulRer in embryonalem Gewebe ist Survivin
im gesunden Gewebe nicht nachweisbar. In vielen Tumoren wie dem
Lungenkarzinom, Blasenkarzinom, Pankreaskarzinom oder Prostatakarzinom ist
die Survivin Expression hochreguliert (Jaiswal et al., 2015, Kishi et al., 2004).

Neben Apoptose hemmenden Eigenschaften, nimmt Survivin Einfluss auf den



Zellzyklus und fordert die Angiogenese in Krebszellen (Garg et al., 2016).
Aufgrund seiner zentralen Stellung in Krebszellen, bildet die Regulierung von
Survivin einen wichtigen Ansatz in der Krebstherapieforschung auch auf
molekularer Ebene (Liu et al., 2017, Ryan et al., 2009).

1.2.3 Der Transkriptionsfaktor E2F1

Das Protein E2F1 zahlt zu der Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren. Es spielt
eine wichtige Rolle vor allem in der G1-Phase des Zellzykluses und wird von dem
Tumorsuppressor Protein pRb reguliert. Es ist an der Apoptose Regulation sowie
an der Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren beteiligt (Ertosun et
al., 2016). Wahrend in nicht veranderten Zellen E2F1 eine Schutzfunktion
ubernimmt, wirkt es in aggressiven Tumorzellen, wie denjenigen des malignen
Melanoms oder in Zellen des Prostatakarzinoms, als Onkogen. Eine mdgliche
Ursache konnte in einer Storung des programmierten Zelltodes durch die
Inhibition von Tumorsuppressorgenen liegen. Die genauen Mechanismen sind
jedoch ungeklart (Knoll et al., 2013).

1.2.4 Der Transkriptionsfaktor Signal Transducer and Activator of
Transcription 3 (STAT3)

Der Transkriptionsfaktor Signal transducer and activator of transcription 3
(STATS3) gehort zu der STAT-Familie, die sowohl Signalubertragung durch das
Zytoplasma vermitteln, als auch an der Transkription beteiligt sind. STAT3
ubernimmt eine wichtige Funktion in der Regulation zellularer Prozesse wie
Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose oder bei Entzindungsreaktionen.
Aktiviert wird STAT3 auf unterschiedlichen Wegen u.a. durch Zytokine, Toll-like
Rezeptoren, Wachstumsfaktoren oder microRNA (miRNA) (Kuchipudi, 2015,
Yuan et al., 2015). Wahrend in gesunden Zellen die Aktivierung von STAT3 einer
strengen Kontrolle unterliegt, konnte in unterschiedlichen Tumorarten eine
konstitutive Aktivierung von STAT3 beobachtet werden, wodurch STAT3 an der
Entstehung und Progression von Tumoren wie dem Mammakarzinom oder dem

Adenokarzinom beteiligt ist. Ahnlich wie Survivin, stellt die Regulierung von



STAT3 einen weiteren Ansatz in der Krebstherapie dar (Zhou et al., 2015,
Banerjee and Resat, 2016, Yu et al., 2014).

1.3 Die Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine chronisch entzundliche Erkrankung der arteriellen
GefalRe. Die durch Atherosklerose bedingten Folgeerkrankungen wie koronare
Herzerkrankungen (KHK) oder Schlaganfalle zahlen zu den haufigsten
Todesursachen, nicht nur in Europa, sondern auch in den USA und in Teilen
Asiens (Ross, 1999, Lusis, 2000, Go et al., 2013). Zu den Risikofaktoren zahlen
Diabetes mellitus, Hypertonie, Hyperlipidamie und Rauchen (Altman, 2003).

Die Endothelzellschicht stellt in gesunden Arterien eine selektive Barriere
zwischen Blut und Gefald dar, dient dem Stoffaustausch und bildet zusammen
mit einer subendothelialen Bindegewebsschicht sowie der Membrana elastica
interna, die Tunica intima. Die Tunica intima ist eine von drei Schichten, aus
denen Arterien aufgebaut sind. Die auf3ere Schicht bildet die Tunica adventitia,
gefolgt von der Tunica media und der Tunica intima (Lullman-Rauch, 2009,
Aumduller et al., 2007). Zu Beginn der Atherogenese kommt es zu einer
Schadigung der Endothelzellen (Kuhlmann et al., 2014). SchlieRlich nimmt die
Intima durch extra- und intrazellulare Lipidablagerungen zu und in Folge dessen

kommt es zu einer chronischen Inflammation (Welsch and Deller, 2010).

Stellen, an denen sich Blutgefale verengen oder krummen, sind besonders von
atherosklerotischen Veranderungen betroffen. Gleiches gilt fur Bifurkationen. Der
Grund hierfur liegt in der Himodynamik (Kuhlmann et al., 2014). Endothelzellen
reagieren sensibel auf Veranderungen des Blutflusses. An den Verengungen
oder Krimmungen kommt es zu einem niedrigeren Scherstress, d.h. zu einer
Verringerung der auf den Blutfluss wirkenden Kraft (Pan, 2009, Bruhn et al.,
2011). Dies fuhrt zu einer Veranderung der Morphologie der Endothelzellen und
in Folge dessen zu einem vermehrten Durchtritt von Low Density Lipoprotein
(LDL) in das subendotheliale Gewebe (Kuhlmann et al., 2014). LDL ist fur den
Transport des Cholesterins im Blut verantwortlich. In Studien konnte

nachgewiesen werden, dass hohe Cholesterinkonzentrationen einen grofl3en
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Einfluss auf Herz-Kreislauferkrankungen haben (Hansson and Hermansson,
2011).

Die vermehrte Ansammlung von LDL im subendothelialen Gewebe fuhrt zu einer
initialen GefalRwandlasion und ist kennzeichnend fur eine beginnende
Atherosklerose. Ein weiteres Charakteristikum ist die Bildung von Schaumzellen.
Die Akkumulation von LDL und dessen Oxidation fuhrt zu einer Aktivierung der
Endothelzellen, wodurch es u.a. zu einer vermehrten Expression von
Chemokinen wie dem monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) sowie von
Adhasionsmolekulen wie intercellular adhesion molecule-1 ICAM-1, vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) und E-Selektin kommt. Dies fuhrt zu einer
Steigerung der Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten aus der Blutbahn
in die Tunica Intima. Die Monozyten proliferieren vermehrt zu ortsstandigen
Makrophagen, die Uber Scavenger- Rezeptoren unkontrolliert LDL aufnehmen.
Es kommt zur Schaumzellbildung durch die lipidgefullten Makrophagen und zur
Aufrechterhaltung und Steigerung  der  vaskularen Inflammation.
Entzindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder Interleukin-13
(IL-18) werden verstarkt exprimiert, sodass es zu einer Ausdehnung des
entzindlichen Prozesses auf die Tunica media kommt. Akkumulierte
Schaumzellen werden von einer fibrosen Kappe uberzogen, die im inneren einen
lipidreichen Kern enthalten und auch als Plaques bezeichnet werden. Kommt es
zu einer Ausdunnung der fibrosen Kappe, kann es zu einer Plaqueruptur kommen
(Zimmer, 2013, Kuhlmann et al., 2014, Hansson and Hermansson, 2011). Dabei
kommt Thromboplastin, ein Protein, welches die Blutgerinnung beeinflusst und
von Endothelzellen, Schaumzellen, Monozyten sowie aus dem Plaquekern
exprimiert wird, in Kontakt mit den im Blut zirkulierenden Gerinnungsfaktoren.
Folglich kommt es zur Thrombenbildung und zu einem erhOhten Risiko des

Gefaldverschlusses (Kuhlmann et al., 2014).

Abhangig vom Schweregrad der Atherosklerose werden konservative,
medikamentdose oder chirurgische  Therapieverfahren gewahlt. Die
medikamentose Therapie zielt auf die Behandlung der Grunderkrankung wie z.B.
Diabetes mellitus, Hypertonie oder Fettstoffwechselstorungen ab (Piepoli et al.,

2016). Neben der Bypassoperation zahlt die minimalinvasive perkutane
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transluminale coronare Angioplastie mit Stentimplantation zu den
Standardtherapiemalinahmen. In der Stenttherapie werden entweder
unbeschichtete, Bare Metal Stents (BMS) oder beschichtete, Medikamente
freisetzende Stents, sogenannte Drug eluting Stents (DES) genutzt. Bei beiden
Stentformen kann es zu Komplikationen kommen. Insbesondere bei BMS traten
In-Stent-Restenosen (IRS) sowie Stentthrombosen (ST) auf. Durch den Einsatz
von DES konnten Verringerungen dieser Komplikationen erzielt werden, jedoch
traten neue Nebenwirkungen auf, wie die durch eine verzogerte
Reendothelialisierung verlangerte Hemmung der Thrombozytenaggregation
(Byrne et al., 2015, Toklu and Bangalore, 2014, Koenig et al., 2017b). Vor diesem
Hintergrund werden neue Beschichtungsverfahren untersucht, die zum Ziel

haben, in die endotheliale Dysfunktion einzugreifen.

Die Therapie auf molekularer Ebene ist dabei ein vielversprechender Ansatz
(Koenig et al.,, 2017a). Hierzu bendtigt man Modellzellen wie die folgend
beschriebene immortalisierte Endothelzelllinie EA.hy926 sowie ein beispielhaftes
Ziel (ICAM-1), dessen Expressionsverringerung durch siRNA zur verbesserten

Einheilung eines Stents beitragen wurde.

1.3.1 EA.hy926 Zelllinie

Zellen aus der EA.hy926 Zelllinie sind Epithelzellen, die aus einer Hybridisierung
von Endothelzellen der humanen Vena Umbilicalis sowie aus der Zelllinie A549
eines Lungenkarzinoms hervorgegangen sind (Edgell et al., 1983). Dabei weisen
diese Zellen ahnliche Eigenschaften auf, wie die reiner vaskularer
Endothelzellen. Zu diesen Eigenschaften gehoren z.B. die Expression der
Adhasionsmolekuile ICAM-1 und VCAM-1, der Gewebeplasminogenaktivator tPA
sowie das Peptidhormon Endothelin-1 (Emeis and Edgell, 1988, Aranda and
Owen, 2009).



1.3.2 Das Interzelluldare Adhasionsmolekiil ICAM-1

Das Adhasionsmolekul ICAM-1 auch als Cluster of Differentiation (CD 54)
bekannt, ist ein Glycoprotein, welches der Superfamilie der Immunglobuline
zugeordnet werden kann und das von verschiedenen Zellen wie den
Endothelzellen oder Zellen des Immunsystems (z.B. Leukozyten) exprimiert wird
(Roy et al, 2001). Bei Patienten mit Atherosklerose oder koronaren
Herzerkrankungen kommt es zu einer Steigerung der ICAM-1 Konzentration.
ICAM-1 ist mal3geblich an Entzindungsprozessen sowie an der Plaquebildung
beteiligt (Lawson and Wolf, 2009). Durch den Einsatz von siRNA gegen ICAM-1
konnte eine Suppression des Proteins in Endothelzellen festgestellt werden
(Walker et al., 2005, Koenig et al., 2017b).

1.3.3 Der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

Entzindliche Prozesse im Korper werden durch zahlreiche Mechanismen
gesteuert u.a. durch das entzundungsfordernde Zytokin TNF-a, das zur
TNF/TNFR Superfamilie gehort. TNF-a wirkt Uber zwei Signalwege, Uber den
Rezeptor TNF-R1 und den Rezeptor TNF-R2. Auf diese Weise nimmt TNF-a
Einfluss auf die Produktion wichtiger entzindlicher Mediatoren wie z.B.
proinflammatorische Zytokine, Prostaglandine oder den plattchenaktivierenden
Faktor (PAF), der an der Thrombozytenaggregation beteiligt ist. Daruber hinaus
beeinflusst es auch die Zellproliferation, die Differenzierung und den
programmierten Zelltod. TNF-a wird hauptsachlich durch Makrophagen und T-
Lymphozyten produziert. Zahlreiche weitere Zellen wie B-Lymphozyten,
Fibroblasten oder Endothelzellen konnen ebenfalls TNF-a exprimieren (De
Paepe et al., 2012, Parameswaran and Patial, 2010, Bradley, 2008).

Untersuchungen ergaben, dass TNF-a nicht nur eine entscheidende Rolle bei
entzindlichen Prozessen spielt sondern auch Einfluss auf entzindliche
Erkrankungen wie die rheumatoide Arthritis, Psoriasis oder Atherosklerose hat
(Bradley, 2008).



1.4 Die Benigne Prostatahyperplasie (BPH)

Unter der benignen Prostatahyperplasie (BPH) versteht man eine VergroRerung
der Prostata durch eine Hyperplasie des stromalen und epithelialen Gewebes
(Dhingra and Bhagwat, 2011). Sie tritt mit einer Pravalenz von 20% bei Mannern
um 40 Jahre auf und steigt bis auf 90% bei Mannern zwischen 80 und 90 Jahren.
Damit zahlt die BPH zu einem der haufigsten benignen Tumore bei Mannern
(Roehrborn, 2005). Zu den klinischen Symptomen zahlen Storungen der
Blasenentleerung sowie erektile Dysfunktionen, die die Lebensqualitat erheblich

beeintrachtigen konnen (Gratzke et al., 2015, Vuichoud and Loughlin, 2015).

Die Prostata (Vorsteherdrise) ist eine Druse, die einen Grof3teil des mannlichen
Ejakulats produziert. Sie ist von einer bindegewebigen Kapsel umgeben und
befindet sich an der Basis der Harnblase. Mit einem Lobus dexter und sinister
umfasst die Prostata die Harnrohre (Urethra) (Aumdller et al., 2007). Klinisch
werden drei Zonen unterschieden: die innere, urethrale Zone umfasst die
Harnrohre, gefolgt von der Transitionalzone, einer breiten Zwischenzone sowie
einer AulRenzone der Prostata (Lippert, 2007). Bei der BPH kommt es zu einer

VergroRerung vornehmlich der Transitionalzone.

Die Athiopathogenese der BPH ist komplex und bis heute nicht geklart. Es wird
davon ausgegangen, dass unterschiedliche Faktoren Einfluss auf die
Entwicklung einer BPH nehmen. Hormone wie Androgene, wozu auch
Dihydrotestosteron zahlt und Ostrogene spielen dabei eine wichtige Rolle.
Medikamente wie 5a-Reduktase-Inhibitoren zur Senkung der Dihydrotestosteron
Konzentration finden therapeutische Anwendung, jedoch nicht immer mit dem
gewunschten Erfolg (Nicholson and Ricke, 2011, Roosen et al., 2013). In
klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass auch inflammatorische
Prozesse Einfluss auf die Entwicklung einer BPH nehmen und die Proliferation
der epithelialen und stromalen Zellen begunstigen (Roosen et al., 2013,
Delongchamps et al., 2008). Daruber hinaus spielt auch die genetische
Disposition eine Rolle bei der Entwicklung einer BPH (Pearson et al., 2003).

Die BPH wird sowohl pharmakologisch als auch operativ behandelt. Die Wahl

des Therapieverfahrens richtete sich nach dem Schweregrad der Erkrankung



(Gratzke et al.,, 2015). Der Goldstandard beim operativen Vorgehen sind
minimalinvasive Eingriffe wie die transurethrale Prostataresektion (TUR-P) oder
transurethrale Prostatainzision sowie die lasergestutzte Operation. Bei allen
operativen Therapieverfahren besteht die Gefahr einer Harnrohrenstriktur. Dabei
kommt es zu einer narbigen Verengung der Harnrohre durch eine erhohte
Proliferation von Fibroblasten und infolgedessen zu Miktionsstoérungen (Nath et
al., 2015, Tritschler et al., 2013). Aufgrund der Komplexitat der
Entstehungsursache einer BPH und der mit der Therapie verbundenen
Nebenwirkungen und Risiken mit z.B. hohen Rezidivraten nach einer
Behandlung von Harnrohrenstrikturen, konnte der Einsatz von siRNA zur
Hemmung der Zellproliferation ein weiterer Therapieansatz sein (Chen et al.,
2016, Nolte et al., 2013).

1.4.1 Fibroblasten

Fibroblasten sind Zellen des Bindegewebes. Sie sind an der Synthese der
Extrazellularmatrix beteiligt und Uberwachen deren Abbau. Es werden zwei
Zellformen unterschieden Fibroblast und Fibrozyt. Dabei handelt es sich bei
Fibroblasten um die aktive Zellform und bei Fibrozyten um die inaktive Zellform.
Kommt es zu einer Steigerung der Fibroblastenaktivitat z.B. bei
inflammatorischen Prozessen, fuhrt dies zu einer Vermehrung von Kollagen und
als Folge zu funktionaler Beeintrachtigung von Geweben und Organen (Lullman-
Rauch, 2009, Welsch and Deller, 2010).

1.4.2 Der Transkriptionsfaktor Serum- Response- Faktor (SRF)

Der Serum- Response- Faktor zahlt zu den Transkriptionsfaktoren und ist ein im
menschlichen  Organismus  ubiquitar auftretendes  Protein,  welches
genregulatorische Wirkung besitzt. Uber eine spezifische DNA-Sequenz
CC(A/T)eGG auch genannt CArG-Box, bindet dieses sich an das entsprechende
Zielgen und ist beteiligt am Zellwachstum, der Differenzierung, am Zellzyklus, der
Apoptose, an der Organisation des Zytoskeletts und an der Regulation von

Immediate early Genen (IEG’s) wie dem Protoonkogen c-Fos (Huet et al., 2005,
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Chai and Tarnawski, 2002, Prencipe et al., 2015). Aktiviert wird SRF u.a. durch
Lysophosphatidsauren (LPA), Lipopolysaccharide (LPS), Zytokinen und TNF-a.
Die SRF Expression selbst wird dabei auf unterschiedlichen Wegen gesteuert
z.B. durch Co-Faktoren, zellulare Signaltransduktion oder weiteren
Transkriptionsfaktoren wie ATF6 (Chai and Tarnawski, 2002).

Studien haben gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen SRF und der
Entwicklung eines Prostatakarzinoms gibt. SRF beeinflusst nicht nur das
Uberleben von Prostatakarzinomzellen, sondern es konnte auch der Einfluss von
SRF auf den Differenzierungsgrad eines Prostatakarzinoms festgestellt werden
(Fitzgerald et al., 2014).

Untersuchungen auf molekularer Ebene haben ergeben, dass mit Hilfe von
siRNA gegen SRF die Expression von SRF sowohl in primaren Fibroblasten als
auch in primaren glatten Muskelzellen reduziert werden konnte (Nolte et al.,
2013, Werth et al.,, 2010). Dies wiederrum fuhrte zu einer verringerten
Zellvermehrung und konnte als mogliches therapeutisches Ziel dazu dienen, das

Risiko der Entstehung von Harnrohrenstrikturen zu verringern.

1.5 Das Prostatakarzinom

Bei Mannern zahlt das Prostatakarzinom zu einer der haufigsten, potenziell
todlichen Krebserkrankungen. Die Ursache ist bisher noch ungeklart, es gibt
jedoch bestimmte Risikofaktoren und weitergehende Hypothesen Uber
Entstehungsursachen. Neben dem Alter (das mittlere Erkrankungsalter liegt in
Deutschland bei 72 Jahren) gilt auch genetische Disposition als Risikofaktor
(RKI, 2018 , Daniyal et al., 2014). Auch wird vermutet, dass eine Prostitis oder
sexuell Ubertragbare Erkrankungen das Risiko an einem Prostatakarzinom zu
erkranken erhdhen (RKI, 2018 ). Histologisch geht das Prostatakarzinom haufig
vom Drusengewebe aus, ein sogenanntes Adenokarzinom. Die Erkrankung kann
lange Zeit symptomlos verlaufen. Erste Anzeichen kdnnen Beschwerden bei der
Miktion oder erektile Dysfunktion sein (Alizadeh and Alizadeh, 2014). Die
Therapie ist abhangig vom Stadium des Prostatakarzinoms. Aktuelle

TherapiemalRnahmen sind Prostataektomie, Radiotherapie und endokrine
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Therapie. Die Therapiemallnahmen werden einzeln oder in Kombination
angewendet (Litwin and Tan, 2017). Sowohl die Prostataektomie als auch die
Radiotherapie weisen Nebenwirkungen auf, die die Lebensqualitat erheblich
beintrachtigen wie z.B. Inkontinenz, erektile Dysfunktion, Strikturen der
Harnrohre, Strahlenproktitis oder eine durch Strahlen verursachte Entzindung
der Urethra (Chen et al., 2014, Pietschke et al., 2014).

Mit zunehmendem Alter steigt nicht nur das Risiko an einem Prostatakarzinom
zu erkranken, sondern auch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Begleiterkrankungen, haufig aus dem kardiovaskularen Bereich. Dies kann dazu
fuhren, dass eine Behandlung erschwert bzw. unmoglich wird. Kommt es durch
das Prostatakarzinom zu einer Harnrohrenstriktur und ist eine Operation nicht
moglich, konnen thermo expandierbare Stents zur Behandlung der Striktur
eingesetzt werden (Pietschke et al., 2014, Sethi et al., 2017). Dabei handelt es
sich jedoch nur um ein Verfahren, die Symptome zu lindern. Studien laufen, um
ein Beschichtungsverfahren mit siRNA zu etablieren, um auf die Zellproliferation
der Krebszellen einzuwirken und diese im Wachstum zu hemmen (Pietschke et
al., 2014).

1.5.1 PC-3 Zelllinie

Die epitheliale PC-3 Zelllinie wurde 1979 etabliert und zahlt zu den am haufigsten
verwendeten Zelllinien zur Forschung im Bereich des Prostatakarzinoms (ATCC,
2021b, Tai et al., 2011). Diese Zellen stammen von einem humanen in den
Knochen metastasierenden Prostatakarzinom, zeichnen sich unter anderem

durch ein sehr aggressives Wachstum aus (Kaighn et al., 1979, Tai et al., 2011).

1.6 Gen- Silencing durch RNA- Interferenz (RNAi) mit siRNA

In den vorherigen Abschnitten wurde deutlich, dass obwohl die
unterschiedlichsten Krankheiten individuelle Therapiekonzepte bendtigen, siRNA
ein gemeinsamer Nenner sein kann. siRNA hat nicht nur gro3es Potential zur

Entwicklung neuer Therapiestrategien, sondern kann auch dabei helfen bereits
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bestehende Therapien zu unterstutzen beispielsweise durch die gleichzeitige

Verwendung von Chemotherapie und siRNA.

Im Jahr 1990 entdeckten Forscher erstmals den Mechanismus der RNA-
Interferenz in Pflanzen, der spater auch in tierischen Zellen nachgewiesen wurde
und fur den 2006 die Forscher Andrew Zachary Fire und Craig Cameron Mello
den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin erhielten. Heute stellt diese
Entdeckung einen wichtigen Bestandteil der molekularen Grundlagenforschung
dar. RNAI ist ein endogener Prozess, bei dem durch siRNA oder microRNA
(miRNA) Einfluss auf die Regulation der Proteinsynthese in eukaryotischen
Zellen genommen wird. Ziel dieses Mechanismus ist das Gen-Silencing, bei dem
die Expression von Target-Genen vermindert bis vollstandig unterdrickt wird
(Lee et al., 2013).

1.6.1 Aufbau und Struktur von siRNA

Unter Small interfering RNA (siRNA) versteht man doppelstrangige, nicht
kodierende Molekule aus Ribonukleinsaure, die aus 20 bis 25 Nukleotide
bestehen. Es gibt sowohl endogen als auch exogen synthetisierte siRNA. Die
Vorlaufer siRNA Bildung erfolgt aus doppelstrangiger RNA (dsRNA), z.B. durch
Viren oder kunstlich eingebrachte siRNA. Strukturell unterscheidet man bei der
siRNA ein phosphoryliertes 5 Ende sowie ein hydroxyliertes 3'Ende mit zwei
Uberhangenden Nukleotide (Ryther et al., 2005).

Seit der Entdeckung des RNAi Mechanismus wird exogen synthetisierte siRNA
in vielen Bereichen der Forschung eingesetzt, um neue Therapien zu entwickeln,
bei z.B. inflammatorischen  Erkrankungen, Virusinfektionen  oder
Krebserkrankungen (Chakraborty et al., 2017). Uber die Jahre haben Studien
gezeigt, dass exogen =zugefuhrte siRNA das angeborene Immunsystem
aktivieren kann. Ursachen hierfur sind u.a. die Sequenz der siRNA, die Struktur
oder das Transportsystem, welches exogen zugefuhrte siRNA bendtigt, um in
Zellen eingeschleust zu werden (Meng and Lu, 2017). Eine Sequenzabhangige
immunstimulatorische Wirkung wurde beispielsweise bei einer 5-GUCCUUCAA-

3’ Nukleotidabfolge des siRNA- Sense-Strangs beschrieben (Hornung et al.,
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2005). Auch die Sequenzen 5-UGU-3'und 5-UGUGU-3" =zeigten eine
Stimulierung des Immunsystems (Judge et al., 2005). Wahrend dieser
sogenannte immunstimulatorische Effekt bei bestimmten Erkrankungen
verheerend sein kann, kann bei anderen Erkrankungen wie z.B. bei Tumoren,
dieser Effekt nutzlich sein (Meng and Lu, 2017).

Der zweite, ebenso nicht zu vernachlassigende Effekt ist der sogenannte Off-
Target-Effekt im Rahmen von Therapien. Dabei kann es sein, dass synthetisch
hergestellte siRNA nicht nur der messenger RNA (mMRNA) des stillzulegenden
Proteins komplementar ist, sondern auch einer mRNA mit ahnlicher
Basenabfolge dessen Proteinstilllegung nicht Teil der Therapie ist. Im

schlimmsten Fall werden dabei fur die Zelle essenzielle Proteine stillgelegt.

1.6.2 Mechanismus der RNA.I

Der erste Schritt bei der Regulierung der Genexpression durch RNAi erfolgt durch
Dicer, einem RNase Typ- lll Enzym, dass die Synthese kurzer siRNA Fragmente
aus langkettiger dsRNA katalysiert (Lau et al., 2012). Dicer hat u.a. eine PAZ-
Bindungsdomane (Piwi-Argonaute-Zwille/Pinhead Domane), an die dsRNA
gebunden wird sowie zwei RNase- Ill ahnliche Domanen, die an der Spaltung der
dsRNA beteiligt sind (Vermeulen et al., 2005). Die entstandene siRNA enthalt am
3'Ende einen 2-Nukleotid Uberhang. Mit dem 5° Ende, welches
thermodynamisch instabiler ist und mit Hilfe von Dicer und dem Transactivation
response RNA binding Protein (TRBP), wird die siRNA in den sogenannten RNA-
induced silencing complex (RISC Komplex) eingeschleust. RISC enthalt u.a.
Ago2, ein Protein aus der Argonauten Proteinfamilie. Die doppelstrangige siRNA
wird getrennt und ein siRNA antisense Strang bindet sich komplementar an die
einzelstrangige Ziel mMRNA. Die mRNA wird gespalten und abgebaut. Hierdurch
kommt es zu einer Verringerung der Ziel- Gene bis hin zum Knockdown (Dana et
al., 2017, Gredell et al., 2010, Daniels and Gatignol, 2012).

14



1.6.3 Transfektion der siRNA

Unter Transfektion versteht man ein Verfahren zur Einbringung von siRNA in den
Zellorganismus (Kim and Eberwine, 2010). Dabei sind sogenannte
Transportvehikel notwendig, um die siRNA vor RNasen im Cytoplasma zu
schutzen. RNasen sind Enzyme, die am Abbau von RNA beteiligt sind. Ein
weiterer Grund fur die Notwendigkeit von Transportvehikeln ist die
unterschiedliche Ladung von Zellmembran und siRNA. Die negative Ladung
sowie die Hydrophilie der Zellmembran verhindern bzw. erschweren die
Aufnahme nackter siRNA. Auch kann es vorkommen, dass die siRNA, aufgrund
ihrer GroRe von unter 10 Nanometer (nm), das Endothel der Nierenglomeruli
passiert und auf diesem Weg schnell aus dem Korper ausgeschieden wird, ohne
an ihren Wirkort zu gelangen. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren
unterschiedliche Ansatze verfolgt, so z.B. die chemische Modifikation der siRNA
oder die Nutzung viraler und nicht-viraler Tragersysteme, um diese
Problematiken zu umgehen. So ergab die Modifikation des Phosphodiester (PO)
Gerusts, bei dem die PO- Bindung durch eine Phosphorothioat (PS) Bindung,
also Sauerstoff durch Schwefel ersetzt wird, unter anderem eine erhohte
Nukleaseresistenz. Jedoch kann eine umfangreiche PS-Optimierung auch zu
erhohter Zelltoxizitat sowie zu unspezifischen Proteinbindungen fuhren (Roberts
et al., 2016).

Die Verwendung viraler Vektorsysteme ist eine effektive Transfektionsmethode.
Jedoch ist auch sie mit Nebenwirkungen verbunden. Es kann zur Zelltoxizitat
kommen, zu Entzundungsreaktionen mit schwerwiegenden Folgen sowie zu
Genmutationen, da sich virale Vektoren nach dem Zufallsprinzip in den Wirt
integrieren. Als Folge dessen, kann es zur Aktivierung von Onkogenen kommen

oder zur Stérung anderer wichtiger Gene (Kim and Eberwine, 2010).

Die Verwendung nicht- viraler Tragersysteme zur Transfektion von siRNA hat in
den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen und zahlt zu den
wichtigsten Transportsystemen. Dazu gehoren u.a. kationische Polymere,
kationische Lipide oder Peptid basierte Tragersysteme. So werden
beispielsweise Liposomen bereits erfolgreich zur Transfektion von siRNA

eingesetzt (Dana et al., 2017, Kim and Eberwine, 2010). Der Vorteil von nicht-
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viralen Tragersystemen liegt u.a. in einer geringeren Zelltoxizitat sowie darin,
dass sie nur eine geringere oder keine Immunantwort auslosen. Nachteilig
auswirken kann sich  jedoch eine moglicherweise  geringere
Transfektionseffizienz (Oliveira et al., 2006). Das in der vorliegenden Arbeit
verwendete Transfektionsreagenz INTERFERIn® zahlt zu den nicht-viralen
Tragersystemen und funktioniert auf Basis der Lipofektion. Unter Lipofektion
verstent man das Einschleusen von DNA oder RNA in die Zelle mit Hilfe von
kationischen Lipiden. Es kommt zu einer Fusion der RNA oder DNA mit den
kationischen Lipiden. Dieser Komplex wird durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen und die RNA freigesetzt (Muhlhardt, 2006).

1.6.4 Off- Target- Effekte und Probleme beim RNAi Mechanismus

Unter Off- Target- Effekten versteht man solche Effekte, die neben der eigentlich
erwarteten Reaktion auftreten. Wahrend man zunachst davon ausging, dass
siRNAs hochspezifisch sind, haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass Off-
Target-Effekte sowohl durch die verwendete siRNA selbst als auch durch das
verwendete Transfektionssystem entstehen konnen (Jackson and Linsley, 2010).
Sie zeigten sich z.B. in Form einer geringeren Spezifitdt der siRNA, in einer
erhohten Zelltoxizitat sowie in der Aktivierung des angeborenen Immunsystems
(Jackson and Linsley, 2010). Weitere Experimente zeigten einen
Zusammenhang zwischen der siRNA Sequenz und Off-Target- Effekten. Zur
Reduzierung solcher Off-Target-Effekte sollte ausgehend vom 5Ende des
Leitstrangs ein G/C Nukleotid auf Position 19 eingeflgt werden. Eine G/C Abfolge
sollte nicht langer als 9 Nukleotide sein sowie ein A oder U-Rest an Position 1
des Leitstrangs haben (Ui-Tei, 2013).

1.6.5 Scrambled- bzw. Non- targeting- siRNA (SCR-siRNA)

Scrambled siRNAs (SCR-siRNA) oder auch Non- targeting siRNAs werden als
Negativkontrollen bei in In-vitro- und In-vivo-Studien eingesetzt. Denn um
bestmogliche, zuverlassige Versuchsergebnisse zu erzielen ist es notwendig, bei

experimentellen Versuchen Kontrollproben einzusetzen. Besonders Off-Target-

16



Effekte sind immer wieder der Grund fur falsch positive Ergebnisse (Buehler et
al., 2012, 2003).

SCR-siRNA sind so konzipiert, dass sie eigentlich keine Auswirkungen auf die
Expression des Ziel-Gens haben sollten (Echeverri et al., 2006). Kritisch zu
bewerten ist, dass auch solche Negativkontrollen Nebeneffekte auslosen konnen
und Ergebnisse beeintrachtigen konnen (Echeverri et al., 2006, Nolte et al.,
2013). Beispielsweise entdeckten Nolte et.al eine erhohte Expression von SRF
bei der Verwendung einer scrambled siRNA (Nolte et al., 2013). Vor diesem
Hintergrund ist eine sorgfaltige Auswahl der Negativkontrollen von erheblicher

Bedeutung, um die Fehleranfalligkeit von Kontrolluntersuchungen zu reduzieren.

1.7 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die small interfering RNA (siRNA) basierten
Therapieoptionen im Bereich des Lungenkarzinoms, der Atherosklerose, des
Prostatakarzinoms und der benignen Prostatahyperplasie, die Gegenstand der
Forschung sind, im Klinischen Forschungslabor fur Thorax-, Herz und
Gefalichirurgie Tubingen, zu unterstitzen. In vorangegangenen siRNA basierten
Versuchen, hatte sich gezeigt, dass die im Forschungslabor verwendete
scrambled siRNA der Firma Qiagen, in der vorliegenden Arbeit als SCRalt-siRNA
bezeichnet, Einfluss auf das Zellverhalten, in unterschiedlichem Ausmal} hatte.
SCR-siRNAs werden in Versuchen als Kontroll-siRNAs eingesetzt und sollten in
der gangigen Theorie keinen Einfluss auf die Stimulation oder dem Knockdown

von Proteinen haben.

Im Speziellen geht es darum, diejenige scrambled siRNA zu identifizieren, die
den geringsten Einfluss auf das Zellverhalten hat und die somit am geeignetsten
ist, als Referenz fur weitere Versuche zu dienen. Dabei wurde die SCRalt-siRNA
der Firma Qiagen zusammen mit drei weiteren SCR-siRNAs (in der vorliegenden
Arbeit als SCR1-, SCR2-, SCR3-siRNA bezeichnet) der Firma Eurofins MWG
Operon an unterschiedlichen Zellinien untersucht. Die unterschiedlichen
Zelllinien, sollten vier unterschiedliche Erkrankungen reprasentieren: das nicht-

kleinzellige Lungenkarzinom, die Atherosklerose, die benigne
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Prostatahyperplasie sowie das Prostatakarzinom. Zusatzlich wurde auch das
Transfektionsmittel INTERFERIN® untersucht, inwieweit es Einfluss auf das

Zellverhalten hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriate

Tabelle 1: Verwendete Geréate

Geratetyp
Autoklav: Systec dx-23

Axiovert 40 CFL Mikroskop von Carl

Zeiss™

BioPhotometer Plus (RNA-

Konzentrationsmessung)

Brutschrank Heraeus® 6000

CASY® Cellcounter & Analyzer

CFX Connect™ Real-Time PCR
Detection System

DPU- 414 Thermal Printer

FACScan®

FACScan®: PC Programm
CellQuestPro Version 4
Gefrierschrank -20°C

Hersteller

Systec GmbH, Linden,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Scharfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA,

Vereinigte Staaten von Amerika
Seiko Instruments GmbH, Neu-
Isenburg,

Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Liebherr, Kirchdorf,

Deutschland
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Gefrierschrank -80°C

Heraeus® Herasafe®
Sicherheitswerkbank
Laminar-Flow-Sicherheitswerkbank
BDK Klasse 2 (Sterilwerkbank)

Liebherr Premium Kihlschrank

Mastercycler® Gradient

PCR-Platten Zentrifuge PerfectSpin P

Stickstoffbehalter LS 750

Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 R

Vortex Genie 2

Vortexer UZUSIO VTX-3000L

Wasserbad GFL 1083

Zentrifuge Zellkultur: Varifuge 3.2RS

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau,

Deutschland

BDK Luft- und Reinraumtechnik
GmbH, Sonnenbuhl, Deutschland
Liebherr, Kirchdorf,

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen,

Deutschland

tec-lab GmbH, Taunusstein,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Scientific Industries, Inc., New York,
Vereinigte Staaten von Amerika
LMS Corp., Tokio, Japan

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mbH, Burgwedel, Deutschland
Heraeus Sepatech, Hanau,

Deutschland
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2.1.2 Software

Tabelle 2: Verwendete Software

FACS®

Auswertung

gRT-PCR
Auswertung

Statistik

Programm

Software
CellQuestPro

CFX Manager

GraphPad Prism
5

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Version Firma
BD Bioscience,
San Jose,
Vereinigte
Staaten von
Amerika

3.1 Bio-Rad
Laboratories,
Inc., Hercules,
CA, Vereinigte
Staaten von
America

5.01 GraphPad
Software, La
Jolla, Vereinigte
Staaten von

Amerika

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Materialien

12- Well- Zellkulturplatte

95- Well- PCR- Platte, Twin.tec Plate

96

0,2 ml Eppendorf Tube® safe-lock
PCR clean DNA lowBind
0,5 ml Eppendorf Tube® safe lock
PCR clean DNA lowBind

Hersteller

Corning® Inc., New York,
Vereinigte Staaten von Amerika
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland
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1,5 ml Eppendorf Tube® safe lock

PCR clean DNA lowBind

2 ml Eppendorf Tube® safe lock PCR

clean DNA lowBind

5 ml Stripette

10 ml Stripette

25 ml Stripette

FACS- Rohrchen PP steril, 15 ml

Falcon 15 ml

Messkuvette fur Photometer UVette®

220-1600 nm
Pipette 10 pl

Pipette 20 pl

Pipette 100 pl

Pipette 1000 pl

Pipettenspitzen Dualfilter 10 pl
(PCR clean, steril)
Pipettenspitzen Dualfilter 20 pl
(PCR clean, steril)
Pipettenspitzen Dualfilter 100 pl
(PCR clean, steril)
Pipettenspitzen Dualfilter 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Corning Inc., New York,
Vereinigte Staaten von Amerika
Corning Inc., New York,
Vereinigte Staaten von Amerika
Corning Inc., New York,
Vereinigte Staaten von Amerika
BD Bioscience, San Jose,
Vereinigte Staaten von Amerika
BD Bioscience, San Jose,
Vereinigte Staaten von Amerika
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
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(PCR clean, steril) Deutschland

Zellkulturflasche Cellstar® 175 cm? Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturflasche 75 cm? Corning Inc., New York,

Vereinigte Staaten von Amerika

2.1.4 Chemikalien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Antikorper

Bezeichnung Hersteller
Ambion® DEPC-Treatet Water Thermo Fisher Scientific GmbH,
Nuklease freies Wasser Schwerte,

Deutschland

Antikorper PE Mouse Anti-Human CD BD Biosciences, Heidelberg,

54 Deutschland

Aurum™ Total RNA Mini Kit Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA,
Vereinigte Staaten von Amerika

B-Mercaptoethanol Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim,

Deutschland

CASYton® Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim,
Deutschland

Ethanol absolut AppliChem Chemie GmbH,
Steinheim,

Deutschland

FACS™ Clean BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland
FACS™ Rinse BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland
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FACS™- Losung (12,59
Paraformaldehyd in 500ul DPBS)
Gibco® by Life Technologies™
Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS)

Gibco® by Life Technologies™
Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
high Glucose

(DMEM)

Gibco® by Life Technologies™
Heat inactivated Fetal Bovine Serum
(FBS/FCS)

Gibco® by Life Technologies™

Pen Strep (Penicillin-Streptomycin)
(10,000 Units/mL Penicillin + 10,000
pug/mL Streptomycin)

Gibco® by Life Technologies™
0,05% Trypsin-EDTA

Ham's F-12K Medium (fur PC-3
Zellen)

INTERFERIN®

iQ™ SYBR® Green Supermix

iSkript™ cDNA Synthesis Kit

L-Glutamin

Hersteller siehe Einzelkomponenten

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,

Deutschland

Polyplus-transfection®, lllkirch,
Frankreich

Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA,

Vereinigte Staaten von Amerika

Bio- Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA,

Vereinigte Staaten von Amerika
Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,
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Deutschland

RNase Zap Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte,
Deutschland

Trypsin Neutralizing Solution (TNS) PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Tris Puffer Sigma- Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim,
Deutschland

Paraformaldehyd Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
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2.1.5 Zelllinien

Fur die Versuche wurden vier unterschiedliche Zelllinien verwendet:

1. PC-3 Zellen sind humane Epithelzellen, die aus einem Prostatakarzinom
stammen. Im Vergleich zu anderen Prostatakarzinom-Zelllinien haben PC-3
Zellen ein hohes Risiko zu metastasieren (Pulukuri et al., 2005). Die Zellen
wurden von der American Type Culture Collection bezogen = ATCC® CRL-
1435™ (ATCC, 2021b).

2. Bei A549 Zellen handelt es sich um Epithelzellen aus einem humanen
Alveolarkarzinom (ATCC, 2021a).

3. EA.hy926 Zellen sind humane hybrid Epithelzellen, die aus einer
Hybridisierung von Endothelzellen der humanen Vena Umbilicalis sowie aus

humanen Karzinomzellen hervorgegangen sind (Emeis and Edgell, 1988).

4. Fibroblasten sind Zellen, die im Bindegewebe vorkommen und
mesenchymalen Ursprungs sind (Lullman-Rauch, 2009). Sie sind an der
Synthese von Proteinen beteiligt, die Kollagen und Elastin produzieren. Beide
Produkte sind wichtige Bestandteile der Extrazellularmatrix (Lynch and Watt,
2018). Die hier verwendeten humanen Fibroblasten stammen aus der Prostata
von Patienten, die sich einer transurethralen Resektion der Prostata unterzogen
hatten (Nolte et al., 2013). Die Zellen wurden isoliert und eingefroren von

Studenten des THG-Labors, Tubingen. Die Passagen 1-3 wurden verwendet.
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Tabelle 5: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Hersteller

PC-3 (ATCC® CRL-1435™) LGC Standards GmbH, Wesel,
Deutschland

A549 (ATCC®, Nr. CRL-185™), LGC Standards GmbH, Wesel,
Deutschland

EA.hy926 (ATCC® CRL-2922™), LGC Standards GmbH, Wesel,

Deutschland

Fibroblasten Isolierte Zellen aus der Prostata durch
Studenten des THG-Labors,

Tlabingen, Deutschland

Passagen 1-3

2.1.6 Verwendete Medien bei Zellkultivierung

Zur Kultivierung der Zellen werden Medien zu ihrer Ernahrung bendtigt. Fur die
Zelllinien A549, EA.hy926 und Fibroblasten wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium high glucose 500m| (DMEM) zur Anzuchtung verwendet. Diesem wurde
10% fetales Kalberserum (engl. fetal bovine serum = FBS) zur Unterstutzung des
Zellwachstums, 5 ml Pen Strep zur antibiotischen Abdeckung sowie 5 ml der
Aminosaure L-Glutamin beigefugt. Fur die PC-3 Zellen wurde das Medium Ham's
F-12K verwendet und ebenfalls mit 10% FBS, 5 ml Penicillin und Streptomycin
sowie 5 ml L-Glutamin versetzt. Die Medien wurden bei einer Temperatur von

4°C gelagert.
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2.1.7 siRNA Sequenzen

Tabelle 6: Verwendete siRNAs:

Name siRNA Strang

ICAM-1 hum Sense
- Antisense
STAT3 Sense
- Antisense
Sense
_ Antisense
SURVIVIN Sense
- Antisense
E2F1Val Sense
- Antisense

Sequenz (5 nach 37)
GCCUCAGCACGUACCUCUA
AGAGGUACGUGCUGAGGC
GCCUCUCUGCAGAAUUCAA
UUGAAUUCUGCAGAGAGGC
GAUGGAGUUCAUCGACAACAA
GUUGUCGAUGAACUCCAUCUU
GGACCACCGCAUCUCUACA
UGUAGAGAUGCGGUGGUCC
GACGUGUCAGGACCcuuUcGU
ACGAAGGUCCUGACACGUC

Alle in Tabelle 6 aufgefuhrten siRNAs wurden von der Firma Eurofins MWG

Operon, Ebersberg, Deutschlad bezogen



2.1.8 Scrambled siRNA Sequenzen

Tabelle 7: Verwendete scrambled siRNAs, die miteinander verglichen wurden:

Non-specific
control
Nr. 1

Non-specific
control
Nr. 2

Non-specific
control
Nr. 3

Scrambled siRNA
alt (SCRalt-siRNA)

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

UAAUGUAUUGGAACGCAUA
UAUGCGUUCCAAUACAUUA

AGGUAGUGUAAUCGCCUUG
CAAGGCGAUUACACUACCU

UGCGCUAGGCCUCGGUUGC
GCAACCGAGGCCUAGCGCA

Die Sequenz wird nicht

bekannt gegeben.

Die Non-specific control siRNAs Nr.1-3 wurden von der Firma Eurofins MWG

Operon, Ebersberg, Deutschland bezogen und bisher nicht fur Versuche im

klinischen Forschungslabor fur Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie Tubingen

verwendet.

Die Non-specific control siRNA (hier als SCRalt-siRNA bezeichnet), die bisher im

klinischen Forschungslabor fur Thorax-, Herz- und Gefaldchirurgie, Tubingen bei

Versuchen Verwendung fand, wurde von der Firma Qiagen, Hilden, Deutschland

bezogen. Die Sequenz wird vom Hersteller nicht bekannt gegeben. Die Firma

versichert jedoch, dass die siRNA gegen keine mRNA des menschlichen

Genoms bindet.
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2.1.9 qRT-PCR Primer Sequenzen

Das Primer Design erfolgte mit der Software Primer 3 (Rozen and Skaletsky,
2000) sowie mit der Software Primer Premier 5 von PREMIER Biosoft
International, San Francisco, USA. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogense
(GAPDH) wurde als Referenzgen verwendet.

Tabelle 8: Verwendete Primer bei gRT-PCR

Name Richtung Sequenz 5'nach 3’

ICAM-1 hum Forward CTTGAGGGCACCTACCTCTGTC
Reverse CGGCTGCTACCACAGTGATG
Forward CGGAGAAACAGTTGGGACCCCT
Reverse GAGCTGCTCCAGGTACCGTGT
Forward CGCTACACGACCTTCAGCAA
Reverse TGTCAGCGTGGACAGCTCATA
Survivin Forward CCTTCTTGGAGGGCTGCGCC
Reverse TGGGGTCGTCATCTGGCTCC
Forward ACCATCAGTACCTGGCCGAGAGC
Reverse ATAGCGTGACTTCTCCCCCGGG
Forward TCAACAGCGACACCCACTCC
Reverse TGAGGTCCACCACCCTGTTG
Forward CCGTCTCCTACCAGACCAAGG
Reverse CTGGAAGACCCCTCCCAGATA

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsaufbau

Alle vier Zelllinien wurden mit unterschiedlichen spezifischen siRNAs (siehe Tab.
6), sowie mit der bisher verwendeten SCR- siRNA und den drei neuen SCR-
siRNAs transfiziert. Dabei wurde auch immer der Effekt vom
Transfektionsreagenz INTERFERIn® auf die jeweiligen Zellen untersucht. Als
Referenz wurden unbehandelte Zellen verwendet, die dann mit den transfizierten

Zellen verglichen wurden.

Tabelle 9: Verwendete Zelllinie und die spezifischen siRNAs

Zelllinie Verwendete siRNAs
PC-3 STAT 3, SRF

A549 STAT3, Survivin, E2F1
EA.hy926 ICAM-1

Fibroblasten SRF

Fir die Auswertung der Versuche wurden drei Methoden angewandt:

1. Die Auswirkungen auf das Zellwachstum durch Messung der Zellzahl mittels
CASY®

2. Die Untersuchung des Knockdowns auf mRNA Ebene durch quantitative-
Echtzeit- Polymerase- Kettenreaktion (QRT-PCR)

3. Die Untersuchung des Knockdowns auf Proteinebene mittels

fluoreszenzaktivierter Durchflusszytometrie (FACS)
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Fir jede Zelllinie wurden zwei Methoden verwendet (siehe Tab. 10).

Tabelle 10: Verwendete Zelllinie und die angewendete Methode

Zelllinie Angewandte Methode
PC-3 gRT-PCR und CASY®
A549 gRT-PCR und CASY®
EA.hy926 gRT-PCR und FACS

Fibroblasten gRT-PCR und CASY®

2.2.2 Kultivierung der Zellen

Alle vier verwendeten Zelllinien waren bei -80° C tiefgefroren und mussten vor
Verwendung aufgetaut werden. Nach dem Auftauen, wurden die Zellen in
Zellkulturflaschen von 75 cm? GroRe Uberfuhrt. Bei einer Temperatur von 37° C
und einem CO2 Gehalt von 5 % wurden sie inkubiert. Den Kulturflaschen wurde
vorab 26 ml der unter Kapitel 2.1.6 beschriebenen Nahrmedien hinzugegeben,
welche alle drei bis vier Tage gewechselt wurden. Das Zellwachstum wurde
regelmallig unter dem Mikroskop Uberprift sowie auf Verunreinigungen
kontrolliert. War eine Konfluenz von 80% der adharent wachsenden Zellen

erreicht, wurden diese nach folgendem Schema abgelost:

e Absaugung des vorhandenen Mediums (DMEM oder Ham's F-12K)

e Reinigung der Zellen mit 10 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS) ohne Calcium und Magnesium,

e Gabe von 6 ml 0,05% Trypsin-EDTA auf die Zellen zum Abldsen,

e nach ca. 6 min unter Beobachtung durch das Mikroskop stoppen des

Abldseprozesses mit 6 ml supplementiertem DMEM oder Ham's F12.

Dies Zellsuspension wurde in ein FALCON-RoOhrchen gegeben und die Zellen bei
300 x g abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands wurde zu den Zellen 1

ml frisches Nahrmedium hinzugegeben.
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Im nachsten Schritt wurden die Zellen fur die jeweiligen Versuche in 12-Well-
Zellkulturplatten ausgesat. Fur die Versuche, zur Ermittlung der Zellzahl mit
CASY®, wurden 50.000 bis 100.000 Zellen pro Well bendtigt und fur die qRT-
PCR sowie die Durchflusszytometrie 100.000 bis 150.000 Zellen pro Well einer
12-Well-Zellkulturplatte. Um die entsprechende Anzahl an Zellen aussaen zu
konnen, musste die Zellzahl der zuvor abgelosten Zellen mit CASY® bei einer
Verdinnung von 1:200 ermittelt werden. 50 pl Zellsuspension wurden mit 10 ml
CASYton® gemischt und anschlieBend die Zellzahl gemessen. Anhand der
gemessenen Zellzahl wurde die bendtigte Zellsuspension in pl berechnet, die fur
die jeweiligen Versuche notwendig war. In jedes Well einer 12-Well Platte wurde
dann 1 ml Medium vorgegeben sowie die bendtigte Menge an Zellsuspension in

pl. AnschlieRend wurden die Zellen fur einen Tag inkubiert.

2.2.3 Transfektion der Zellen mit siRNA

Die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte einen Tag nach Anzuchtung der
Zellen in den 12-Well-Kulturplatten. Als Transfektionsreagenz wurde
INTERFERIn® genutzt. Von diesem wird angenommen, dass es auch in der
Gegenwart von Antibiotika wirksam ist (Nolte et al., 2009).

Tabelle 11: Konzentrationen der Transfektionsreagenzien fiir 12-Well Platten

siRNA Menge siRNA Menge Menge

Konzentration pro Well in pl Basalmedium INTERFERIn®
pro Well in pl pro Well in pl

25 nM 0,4 318 1,17

50 nM 0,8 317,5 1,75

100 nM 1,6 316,7 1,75

Die Transfektionsreagenzien wurden wie in Tabelle 11 angegeben fur die
entsprechend bendtigte siRNA Konzentration angesetzt. Zuerst wurde die siRNA
in Basalmedium ohne Zusatze fur die jeweilige Zelllinie gelost und danach

INTERFERIN® hinzugegeben und die Losung dann zur vollstandigen
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Durchmischung gevortext. Zur Bildung der Transfektionskomplexe
(Komplexierung zwischen der siRNA und den Lipidkationen des
INTERFERIns®), mussten die Transfektionsansatze fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert werden. Anschliel3end wurde das Medium der zuvor
angezuchteten Zellen abgesaugt, die Zellen mit 500 yl DPBS gewaschen und
anschlie3end 300 pl der Transfektionsansatze in jedes Well pipettiert. Die Zellen
wurden nun fur 2h bei 37° C inkubiert. Anschlielend wurden die
Transfektionskomplexe abgesaugt und 1 ml frisches Medium (DMEM oder
Ham's F-12K) in jedes Well gegeben.

Die EA.hy926 Zellen, bei denen eine Transfektion mit ICAM-1 durchgefuhrt
worden war, wurden noch am selben Tag nach der Transfektion mit TNF-a
aktiviert (siehe Kapitel 2.2.8). Im Anschluss daran erfolgte entweder eine qRT-

PCR oder eine fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie.

2.2.4 Extraktion der RNA fir gRT-PCR Versuche

Die Ermittlung der Genexpression auf mMRNA Ebene, wurde mittels qRT-PCR
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.7). Bei der messenger RNA (mRNA), handelt es
sich um ein einzelstrangiges RNA-Transkript, welches komplementar zu einem
Teilabschnitt der DNA ist, das ein Gen codiert. Da eine qRT-PCR nur mit
complementary DNA (cDNA) und nicht mit RNA moglich ist, aufgrund von fur die
PCR bendtigten DNA abhangigen Polymerasen, wurde zuerst die Gesamt-RNA
aus den Zellen extrahiert, die RNA Konzentration gemessen und diese

anschlieffend in cDNA transkribiert.

Die RNA Isolierung erfolgte 24 Stunden nach der Transfektion der Zellen mit Hilfe
des Aurum™ Total RNA Mini Kit von BioRad. Dabei wurde, gemal} den

Herstellerangaben wie folgt vorgegangen:

e Im ersten Schritt wurden die Zellen mit 500 ul DPBS pro Well gewaschen

und anschliel3end der Puffer wieder abgesaugt.
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e Der Zellaufschluss erfolgte, indem 175 pl Lysis-Solution in jedes Well
pipettiert wurden und 12 Mal zur mechanischen Unterstutzung bei der
Homogenisierung der Zellen resuspendiert wurde.

e Danach wurden 175 pl einer 70%igen EtOH Losung in jedes Well
hinzugegeben.

e Das Lysat von zwei Wells pro Probe wurde in ein Trennsaulchen pipettiert,
die in beschriftete Eppendorf-Reaktionsgefaly mit einem
Fassungsvermogen von 2 ml gestellt wurden. Bei 12.000 x g und einer
Raumtemperatur von 22 °C wurde das Lysat fur 30 Sekunden
abzentrifugiert und anschlieRend der Uberstand verworfen. Die
Nukleinsguren waren nun in der in den Trennsaulen befindlichen
Membran gebunden und wurden mit 700 ul Low-stringency-wash pro Well

gereinigt und anschlie3end fur 30 Sek. abzentrifugiert.

Um eine Kontamination der RNA mit DNA zu vermeiden, was letztendlich zu einer
Verfalschung der mRNA Konzentration und Stérung in der PCR fuhren konnte,
wurde das Enzym DNase |, welches ausschliel3lich DNA abbaut, eingesetzt. 80
pl des Enzyms wurde in jedes Well gegeben und fur 15 Minuten inkubiert. Danach
wurde das Filtrat wieder fur 30 Sekunden zentrifugiert. Es folgten zwei
Waschschritte zuerst mit 700 pl High-stringency-wash pro Well und anschlieend
mit 700 pl Low-stringency-wash. Die Saulen wurden nach jedem Waschschritt

zentrifugiert

Zur Elution der RNA von der Membran wurden 60 pul einer auf 70 °C erhitzen
Elution-L6sung auf die Membran pipettiert. Anschlie®end wurde fur eine Minute

inkubiert und abschlieRend zentrifugiert.

2.2.5 Messung der RNA Konzentration

Die Konzentration der RNA wurde im Eppendorf Photometer gemessen. Zum
Verfahren: Nukleinsauren absorbieren bei einer Wellenlange von 260 Nanometer
(nm). Um nicht nur die Konzentration, sondern auch die Qualitat der Probe zu
bestimmen werden Messungen auch bei einer Wellenlange von 280 nm

(Detektion von Proteinen) durchgefuhrt. Um eine Aussage uber die Reinheit einer
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Probe machen zu kdnnen, werden die Verhaltnisse zwischen einer Absorption
von 260 nm zu 280 nm bestimmt. Der Quotient aus 260/280 sollte bei nahe 2
liegen. Liegt er daruber, sind Reste von z.B. EtOH vorhanden. Liegen die Werte

weit unterhalb von 2, enthalt die Probe zu viele Proteine.

Fir die Messung wurden 45 ul DEPC Water sowie 5 pl der jeweiligen RNA
(Verhaltnis 1:10) in eine Kuvette pipettiert und anschlielRend die Konzentration

sowie die Reinheit im Eppendorf Photometer gemessen.

2.2.6 Umschreibung der RNA in cDNA

Um eine gRT-PCR durchfuhren zu konnen, muss die gewonnene RNA in
komplementar DNA (engl. complementary DNA = cDNA) umgeschrieben
werden, da die fur die gqRT-PCR bendtigten DNA-Polymerasen DNA-abhangig
sind und keine RNA amplifizieren konnen. Die cDNA wird mittels des Enzyms
Reverse Transkriptase (RT), einer viralen, RNA-abhangigen DNA- Polymerase,

komplementar zu einer mMRNA Matrize, synthetisiert.

Die RT bendtigt fur die Synthese der cDNA einen Primer. Es gibt verschiedene
Primer mit unterschiedlichen Eigenschaften. Die hier verwendeten Oligo-dt-
Nukleotide sind Primer, die sich selektiv an den Poly-A-Schwanz von mRNA
binden. Damit wird verhindert, dass transfer RNA (tRNA) oder ribosomale RNA
(rRNA) ebenfalls in cDNA transkribiert werden.

Zunachst wurden 200 ug RNA in 15 ul Nuklease-freiem Wasser gelost. Aus der
gemessenen RNA-Konzentration wurde das Verhaltnis RNA zu Nuklease freiem
Wasser ermittelt. Fur die Synthese der cDNA wurde das iSkript™ cDNA
Synthesis Kit von Bio-Rad verwendet. Es besteht aus Reverse Transkriptase
sowie einem Reaction-Mix. 15 pl der RNA-Losung, 1 ul iSkript™ Reverse
Transkriptase sowie 4 pl iSkript™ Reaction-Mix wurden in ein Eppendorf-
Reaktionsgefall pipettiert, sodass jede Probe ein Gesamtvolumen von 20 pl
hatte. Die Proben wurden kurz gevortext und in den Mastercycler zur Inkubation
fur ca. 45 Minuten gestellt. Die Inkubationszeiten richteten sich nach folgenden

Angaben des Herstellers:
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5 Minuten bei 25°C (Bindungsphase)
20 Minuten bei 46°C (Transkriptionsphase)

1 Minuten bei 95°C (Inaktivierungsphase)
e 20 Minuten Herunterkihlungsphase auf 4°C

Nach erfolgter Inkubation war die RNA in cDNA transkribiert und konnte fur die
gRT-PCR verwendet werden.

2.2.7 Quantitative Echtzeit- Polymerase- Kettenreaktion (QRT-PCR)

Zur Untersuchung der Genexpression in Bezug auf die Expression von mRNA
Transkripten ist die qRT-PCR eine gangige Methode. Die Vervielfaltigung der
Transkripte erfolgt durch das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Dabei kommt es zuerst zum Aufschmelzen (Denaturierung) der zur
vervielfaltigenden DNA. Danach erfolgt die Hybridisierung der Primer an die
jeweiligen Strange gefolgt von der Elongation durch eine DNA-Polymerase. Die
Menge des amplifizierten Fragments wird entweder wahrend oder nach einem
PCR-Zyklus in Echtzeit (daher der Name ,Real-Time®) gemessen. Hier liegt ein
wesentlicher Unterschied zwischen der gRT-PCR Methode und anderen
quantitativen PCR-Methoden, bei denen eine Auswertung erst nach Ablauf der
PCR modglich ist. Die Quantifizierung wird mittels Messung der Fluoreszenz
ermittelt, die proportional zu den PCR-Produkten zunimmt. Die
Fluoreszenzmessung erfolgt wahrend beziehungsweise nach jedem PCR-
Zyklus. Die Detektion der Fluoreszenz kann neben sequenzspezifischer Sonden-
Hybridisierung oder Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) auch durch
fluoreszierende Farbstoffe erfolgen. SYBR ™Green, der bei dieser Arbeit
verwendete fluoreszierende Farbstoff, lagert sich in die doppelstrangige DNA ein
und nimmt abhangig von der Menge des amplifizierten Fragments zu (Holzapfel
and Wickert, 2007).

Vor der Durchfuhrung der qRT-PCR wurde die cDNA mit Nuklease freiem
Wasser im Verhaltnis 1:25 verdunnt (4 pl cDNA und 96 pl Nuklease freies
Wasser). Die Verdunnung ist notwendig, da bei einer zu hohen Konzentration die

Fluoreszenz zu fruh auftritt. Ein Mastermix, bestehend aus % SYBR™ Green und
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Ya des zur siRNA gehorigen Primers, wurde angesetzt. 36 yl Mastermix (SYBR™
Green und Primer) und 18 ul verdinnte cDNA wurden gemischt. AnschlielRend
wurden 15 pl dieses Gemisches in jedes Well einer fur qRT-PCR geeignete
Mikrotiterplatte pipettiert, mit einer hitzebestandigen Folie verschlossen und
zentrifugiert. Da eine Dreifachbestimmung erfolgte, wurden je drei Wells pro
Probe genutzt. Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewahrleisten, wurde fur
jede Probe ein Referenzgen, hier Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), angesetzt. GAPDH ist ein sogenanntes housekeeping Gen. Es wird
unabhangig von aulleren Einflissen in Zellen exprimiert, da es als ein Enzym der
Glykolyse, Bestandteil des Grundstoffwechsels der Zelle ist (Barber et al., 2005).
GAPDH zahlt zu den am haufigsten verwendeten Referenzgenen (Barber et al.,
2005). Zur Durchfihrung der qRT-PCR wurde das Gerat von Bio-Rad CFX-

Connect™ verwendet.

Fir die Auswertung wird als Mal fur die Quantifizierung der Fluoreszenz ein
Schwellenwert festgelegt, der zwischen Start- und Plateauphase, in der
exponentiellen Phase liegt. Dieser Schwellenwert wird so gewahlt, dass die
Fluoreszenz signifikant die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Der Zyklus, bei
dem der Schwellenwert erreicht wird, wird als threshhold cycle = CiWert
bezeichnet. Der Wert gibt an, wie stark ein Gen exprimiert wird. Liegt ein
niedrigerer Wert vor, so hat eine starke Expression der mRNA stattgefunden
(Pfaffl, 2004).

Zur Vergleichbarkeit der Proben wird das Referenzgen GAPDH bendtigt. Dieses
wird zur Normalisierung der Expression des Zielgens eingesetzt. Wichtig dabei
ist, dass alle Proben mit dem Referenzgen verglichen werden. Wird nun der Ct-
Wert vom Referenzgen von dem Zielgen subtrahiert, ist eine Vergleichbarkeit
moglich.

Es ergibt sich folgende Berechnung der relativen Expression eines Gens:
A Ci-Wert: AC¢ (Zielgen) = Cy(Zielgen)-C: (Referenzgen)
Daraus leitet sich die relative Expression ab:

Rel. EXpreSSion =24 Ct(Zielgen)
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Die in der Formel angegebene Zahl 2 steht fur die Effizienz eines PCR-Zykluses,
wobei von einer Verdopplung des Zielgens pro PCR-Zyklus ausgegangen wird.
Daruber hinaus wird fur die Auswertung eine Negativkontrolle bendtigt, deren
relative Expression auf den Wert 1 indiziert wird. Die relative Expression aller
weiteren Proben wird dann als ein Vielfaches dieses ersten Wertes angegeben
(Pfaffl, 2004). Die Auswertung erfolgte durch den CFX-Manager der Firma Bio-
Rad.

2.2.8 Aktivierung der EA.hy926 Zellen mit TNF-a

Nach der Transfektion der EA.hy926 Zellen mit ICAM-1 wurden diese noch am
selben Tag mit TNF-a aktiviert. TNF-a spielt bei Entzindungsprozessen eine
entscheidende Rolle. Fir die Aktivierung wurden 5,5 yl TNF-a und 100 yl DMEM
Medium pro Well gemixt und davon 100 ul in jedes Well pipettiert. Bis auf drei
Wells mit unbehandelten Zellen, wurden alle Proben mit TNF-a stimuliert. Die
Aktivierung von ICAM-1 bendtigt mindestens 12 Stunden und bleibt danach fur
3-4 Stunden auf einem Plateau. Deshalb war darauf zu achten, dass wegen der
Vergleichbarkeit der Versuchsbedingungen die Aktivierungszeit bei allen
Versuchen gleich lang dauerte. Sowohl die Mengenangaben als auch die
Zeitangaben wurde in vorherigen Versuchen am Institut fur Thorax- Herz- und
Gefalchirurgie, Tubingen, ermittelt (Walker et al., 2007, Walker et al., 2005).
Nach der Aktivierung wurde entweder eine qRT-PCR oder eine
Antikorperfarbung mit CD54-PE anti human Antikorper und nachfolgend die

fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie durchgefuhrt.

2.2.9 Antikorperfarbung des Oberflachenrezeptors ICAM-1

13 Stunden nach Aktivierung der Zellen mit TNF-a kdnnen diese mit einem
spezifischen Phycoerythrin (PE) gelabelten Antikorper CD54-PE anti-human
Antikorper (CD= Cluster of differentiation) fur ICAM-1 gefarbt werden. Dieser

Zwischenschritt wird fur die unter 2.2.10 beschriebenen fluoreszenzaktivierte
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Durchflusszytometrie bendtigt. Fur die Antikorperfarbung wurde ein Mastermix
aus CD54 Antikorper sowie 0,5% FCS in DPBS hergestellt. Pro Well wurden 1,67
Ml Antikorper in 500 ul 0,5% FCS in DPBS gelost. Das Medium aller Wells wurde
abgesaugt und die Zellen mit 500 pl DPBS gewaschen. Anschliel3end wurde in
jedes Well 500 pl von dem Antikdrpermix gegeben, aul3er in die drei Wells ohne
Antikorper. Diese wurden nur mit 500 pl der 0,5% FCS in DPBS geflllt.
AnschlieRend wurden die Zellen fur 30 Minuten bei 37° C inkubiert.

2.2.10 Fluoreszenzaktivierte Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-
activated cell sorting = FACS)

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur gleichzeitigen Messung und
Analyse von Zellzahl und Zelleigenschaften. Dabei werden Zellen an einem
Laserstrahl vorbei geleitet und es kommt zu einer Streuung des Lichtes. Das
Streulicht wird aus unterschiedlichen Winkeln detektiert. Es wird dabei zwischen
Vorwarts- und Seitwartsstreulicht unterschieden. Mit dem Vorwartsstreulicht
(FSC= Forward Scatter), welches in Laserstrahlrichtung detektiert wird, wird die
Grolle der Zelle gemessen. Mit der Messung des Seitwartsstreulichtes (SSC=
Side Scatter), welches ungefahr im 90 °C Winkel zur Laserstrahlrichtung
gemessen wird, konnen Aussagen uber die Granularitdt der Zelle gemacht
werden. Gleichzeitig konnen durch die Verwendung und anschliefender
Messung von Fluoreszenzfarbstoffen weitere Eigenschaften der zu
untersuchenden Zellen bestimmt werden (McKinnon, 2018). Mit Farbstoffen wie
Propidiumiodid oder 4',6-Diamidin-2-phenylindol kann die Menge an DNA
innerhalb  einer Zelle bestimmt werden. Um Informationen Uber
Oberflachenproteine wie ICAM-1 zu erhalten, werden fluoreszierende Antikorper
(CD54) eingesetzt.

Bevor die Zellen mittels Durchflusszytometer analysiert werden konnten, musste
der unter 2.2.9 beschrieben Antikdrpermix abgesaugt und die Zellen abgeldst
werden. Dafur wurden die Zellen mit 500 yl DPBS pro Well gewaschen und
anschliefend 500 ul 0,05%iges Trypsin-EDTA fur ca. 5 Minuten auf die Zellen
pipettiert, um sie abzulésen. Mittels der Gabe von 500 yl DMEM wurde der
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Ablosevorgang beendet. Die Zellsuspension eines jeden Wells wurde in ein
FACS-Rohrchen Uberfuhrt und bei 300 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das Zellpellett in 150 yl FACS™-
Losung aufgenommen und gevortext. Anschlie3end erfolgte die Messung mit
dem FACS-Gerat. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem FL-2 Kanal. Fur die
Auswertung wurde der geometrische Mittelwert (Geo Mean) der Ergebnisse aus

5000 Messungen herangezogen.

2.2.11 Zellzahlung mit CASY®

Zur Beurteilung des Wachstumsverhaltens der mit siRNA, SCR-siRNA und
INTERFERIn® transfizierten Zellen sowie der unbehandelten Zellen, wurde die
Zellzahl mit dem CASY® Zellzahler und —analyser gemessen. Mit diesem
Verfahren kann nicht nur die Anzahl, sondern auch die Vitalitdt der Zellen
gemessen werden. Es beruht auf einer Widerstandsmessung durch
Pulsflachenanalyse. Dabei werden Zellen in 10 ml einer isotonischen
Elektrolytlosung resuspendiert. Ein Teil dieser Zell-Elektrolytidbsung wird dann
durch eine Messkapillare, mit einem Messbereich von 0,7-120 um gezogen, an
die eine Spannung angelegt ist. Sobald eine Zelle durch die Messpore der
Kapillare tritt, wird ein elektrischer Impuls ausgelost, der abhangig vom Volumen
und dem physiologischem Zustand der Zelle ist (Schmitz, 2011b).

3 Tage nach der Transfektion der Zellen mit siRNA und SCR-siRNA wurde die
Zellzahl gemessen. Zu diesem Zeitpunkt war der Transfektions-oder
Knockdowneffekt am grofdten. Fur die Messung mussten die Zellen abgelost
werden. Das Medium DMEM bzw. Hams-F12-K Medium fur PC-3 Zellen in den
12-Well Platten wurde abgesaugt und jedes Well mit 500 yl DPBS gewaschen.
AnschlieRend wurde zur Zellablosung 500 pl 0,05% Trypsin-EDTA in jedes Well
pipettiert und nach 5 Minuten mit 500 pl Medium neutralisiert. 50 ul der
Zellsuspension wurden in 10 ml CASYton® pipettiert, resuspendiert und die
Zellzahl gemessen. Jede Probe bestand aus 4-Wells deren Zellzahl jeweils mit
CASY® bestimmt wurde. Aus den vier Messungen und deren Ergebnissen wurde
der Mittelwert gebildet, der dann in die Auswertung einging.
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2.3 Statistische Auswertung

Fir die Auswertung wurde das Programm Microsoft Excel sowie das
Statistikprogramm GraphPad Prism 5.0 verwendet. Alle Versuche V1-V4 wurden
mittels dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Weiterhin wurden
die Werte einem Ausreissertest nach Grubbs mit einem Signifikanzniveau von
0.05 unterzogen. Schlussendlich erfolgte zur Ermittlung signifikanter
Unterschiede durch eine Varianzanalyse (ANOVA = engl. Analysis of Variance)
der Daten sowie einer Bonferroni-Korrektur, zur Behebung einer Alphafehler-
Kumulierung durch das Statistikprogramm GraphPad Prism 5.0. Das
Signifikanzniveau wurde auf p< 0,05 festgelegt, das Signifikanzniveau mit p< 0,05
=* p< 0,01 =** p< 0,001 = *** gekennzeichnet

42



3. Ergebnisse

Insgesamt wurden vier Versuche (V1-V4) mit jeweils einer der Zelllinien: A549,
EA.hy926, Fibroblasten und PC-3, durchgefuhrt. Im Zuge der Versuche wurden
dabei die funktionalen siRNAs E2F1, Survivin, STAT3, SRF und ICAM-1
untersucht. Die Konzentrationen der siRNAs wurden so gewahlt, dass der
jeweilige Knockdown Effekt am ausgepragtesten war. Diese ideale Konzentration
war in vorherigen Versuchen im klinischen Forschungslabor fur Thorax,- Herz-
und Gefallchirurgie ermittelt worden. Als Transfektionsmedium wurde

INTERFERIn® verwendet. Die Untersuchungen erfolgten durch

- Ermittlung der Zellzahl mit CASY®
- Ermittlung der Expression der mRNA mit Hilfe von gqRT-PCR
- Ermittlung des Knockdowns auf Proteinebene mit der fluoreszierenden

Durchflusszytometrie

Bei jedem Versuch wurden vier SCR-siRNAs von zwei unterschiedlichen
Herstellern, gleichzeitig zu den funktionalen siRNAs verwendet. Zur Ubersicht
erhielten sie folgende Bezeichnungen: SCRalt-siRNA ist die Kontroll- siRNA, die
bisher im klinischen Forschungslabor fur Thorax,-Herz -und Gefalichirurgie
verwendet wurde. Die weiteren SCR-siRNAs, SCR1-siRNA, SCR2-siRNA,
SCR3-siRNA waren neue scrambled-siRNAs. Ziel war es, diejenige SCR-siRNA
zu finden, die keinen beziehungsweise am wenigsten Einfluss auf das jeweilige
Zellverhalten hat. Gleichzeitig wurden Zellen auch nur mit dem
Transfektionsmittel INTERFERIn® behandelt, um zu priufen, ob dies

Auswirkungen auf die Genexpression hat.

Die Durchfuhrung der Versuche erfolgte mindestens drei Mal (als n=3 bzw. n=4
dargestellt). Bei jedem Versuch wurden dreifach (QRT-PCR und FACS) bzw.
vierfach Ansatze (CASY®), d.h. drei bzw. vier Wells pro Probe einer 12-Well-
Platte verwendet. Die Werte gleicher Proben wurden einem Ausrei3er Test nach
Grubbs unterzogen. Das Signifikanzniveau wurde auf a= 0,05 festgelegt.
Signifikante Ausreifler wurden entfernt. Aus den Ergebnissen von drei bzw. vier

gleichen Ansatzen wurde anschlieBend ein Mittelwert + eine

43



Standardabweichung (engl. standard deviation = SD) gebildet. Die Werte wurden
anschliefend in Prozent umgerechnet. Die unbehandelten Zellen wurden auf

100% und die behandelten ins Verhaltnis dazu gesetzt.

3.1 Versuch 1 (V1): Auswertung der Zellzahl und mRNA Expression
nach Transfektion von A549 Zellen mit siRNA, INTERFERIn® und
SCR-siRNA

Im ersten Versuch wurde die Wirkung von siRNAs gegen E2F1, Survivin und
STAT3 sowie den vier SCR-siRNAs, und INTERFERIn® an
Lungenkarzinomzellen mittels qRT-PCR untersucht. Um die Auswirkungen auf
die Zellproliferation zu bestimmen, erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mittels
CASY®.
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3.1.1 Ergebnisse der qRT-PCR

Zelltyp: A549
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Einfluss verschiedener siRNAs auf E2F1

Abbildung 1: Ergebnis der relativen Expression von E2F1 unter Verwendung der siRNAs

gegen E2F1. Survivin und STAT3 sowie nach Transfektion mit INTERFERIn® und den SCR-
siRNAs in A549 Zellen

Die Abbildung 1 zeigt die relative Genexpression von E2F1, nach Transfektion von A549 Zellen
mit 25 nM und 100 nM siRNA gegen E2F1. Dabei wurde auch die siRNA gegen Survivin und
STAT3 mituntersucht sowie die verschiedenen SCR-siRNAs und das Transfektionsmittel
INTERFERIn®. Auf der Y-Achse des Graphen ist die relative Expression in Prozent dargestellt.
Die X-Achse zeigt die untersuchten siRNAs, SCR-siRNAs und das Transfektionsmittel in den
Konzentrationen 25 nM und 100 nM. Die unbehandelten Zellen (ohne alles) dienen als Referenz
und wurden auf 100% gesetzt und die jeweilig zu untersuchenden Proben ins Verhaltnis dazu.
Jeder Balken zeigt den Mittelwert + eine Standardabweichung (engl. standard deviation = SD)

von n=3.
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Bei Abbildung 1 liegt der Fokus auf der relativen Genexpression der siRNA gegen
E2F1. Bei einer Konzentration von 100 nM ist ein deutlicher Knockdown der
relativen Genexpression von E2F1 sichtbar. Bei 25 nM fiel der Knockdown
geringer aus. Auch die zusatzlich getesteten siRNAs gegen Survivin und STATS3,
zeigten eine Reduzierung der Genexpression. Die Untersuchung mit
INTERFERIN® ohne siRNA zeigte, dass eine vermehrte Genexpression
stattfand, obwohl INTERFERIn® keinen Einfluss auf die Genexpression haben
sollte. Der Effekt war bei einer hoheren Konzentration (100 nM) starker. Beim
Vergleich der vier SCR-siRNAs zeigte die SCR1-siRNA den geringsten Effekt auf
die relative Genexpression bei 25 nM und eine minimale Verstarkung bei 100 nM.
Wenig Einfluss auf die Genexpression zeigte auch die SCR3-siRNA bei einer
Konzentration von 25 nM. Bei den anderen SCR-siRNAs fand eine deutliche
Verstarkung der relativen Genexpression statt. Signifikant waren diese

Unterschiede in der Expression nicht.
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Zelltyp: A549
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Einfluss verschiedener siRNAs auf STAT3

Abbildung 2: Ergebnis der relativen Expression von STAT3 unter Verwendung der siRNAs

gegen STATS3, Survivin und E2F1 sowie nach Transfektion mit INTERFERiIn® und den vier SCR-
siRNAs in A549 Zellen

Die Abbildung 2 zeigt die relative Genexpression von STAT 3 nach Transfektion der A549 Zellen
mit siRNA gegen STAT3 bei einer Konzentration von 25 nM und 100 nM. Die siRNA gegen E2F1
und Survivin wurden ebenfalls untersucht sowie INTERFERIn® und die vier SCR-siRNAs. Die Y-
Achse zeigt die relative Genexpression in Prozent, die X-Achse zeigt die untersuchten
Genexpressionen der siRNAs, des Transfektionsmittels sowie der SCR- siRNAs in den
Konzentrationen 25 nM und 100 nM. Die unbehandelten Zellen (ohne alles) dienen als Referenz
und wurden auf 100% gesetzt und die jeweilig zu untersuchenden Proben ins Verhaltnis dazu.
Jeder Balken zeigt den Mittelwert + eine SD, n=3.

Abbildung 2 zeigt nur einen geringen Knockdown von STAT3 bei einer
Konzentration von 25 nM. Bei einer Konzentration von 25 nM ist ein deutlicher
Knockdown im Vgl. zu den unbehandelten Zellen zu sehen. Die siRNA gegen
E2F1 zeigte bei 25 nM und 100 nM eine diskret vermehrte relative
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Genexpression, Survivin bei einer Konzentration von 25 nM und 100 nM eine
Verminderung der relativen Genexpression, wobei der Knockdown bei 25 nM
groBer war. INTERFERIN® zeigte eine deutliche Hochregulation der relativen
Genexpression bei 100 nM,im Vergleich zu Abb.1 jedoch geringer. Bei den SCR-
siRNAs zeigte die SCRalt-siRNA bei 25 nM den geringsten Einfluss auf die
Zellen, dicht gefolgt von der SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 100 nM
sowie 25 nM. Die SCR1-siRNA zeigte bei 100 nM einen leichten Knockdown der
relativen Genexpression und bei 25 nM eine leicht vermehrte relative

Genexpression.

Zelltyp: A549
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Einfluss verschiedener siRNAs auf Survivin

Abbildung 3: Ergebnis der relativen Expression von Survivin unter Verwendung der siRNAs

gegen Survivin, STAT3 und E2F1 sowie nach Transfektion mit INTERFERIn® und den vier SCR-
siRNAs in A549 Zellen

Die Abbildung 3 zeigt die relative Genexpression von Survivin, nach Transfektion von A549 Zellen
mit 25 nM und 100 nM siRNA gegen Survivin. Dabei wurde auch die siRNA gegen E2F1 und
STAT3 mituntersucht sowie die verschiedenen SCR-siRNAs und das Transfektionsmittel. Auf der
Y-Achse des Graphen ist die relative Expression in Prozent dargestellt. Die X-Achse zeigt die

untersuchten siRNAs, SCR-siRNAs und das Transfektionsmittel in den Konzentrationen 25 nM
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und 100 nM. Die unbehandelten Zellen (ohne alles) dienen als Referenz und wurden auf 100%
gesetzt und die jeweilig zu untersuchenden Proben ins Verhaltnis dazu. Jeder Balken zeigt den
Mittelwert + eine SD, n=3.

Die letzte Testreihe zeigte einen deutlichen Knockdown von Survivin bei
Verwendung der siRNA gegen Survivin sowohl bei 25 nM als auch bei 100 nM,
wobei bei 100 nM der Knockdown deutlich starker war. Die siRNA gegen E2F1
zeigte bei 25 nM eine verminderte relative Genexpression und bei 100 nM eine
deutliche Steigerung der relativen Genexpression. Die siRNA gegen STAT3
zeigte ebenfalls bei 25 nM eine deutliche Verminderung der relativen
Genexpression und bei 100 nM eine deutliche Steigerung der relativen
Genexpression. Bei INTERFERIn® trat wieder eine Verstarkung der relativen
Genexpression auf bei 25 nM und 100 nM. Diesmal zeigte die SCR3-siRNA bei
einer Konzentration von 25 nM den geringsten Effekt auf die relative
Genexpression, gefolgt von der SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 100
nM. Signifikante Unterschiede gab es keine.

Zusammenfassend zeigten alle Testreihen ein Knockdown der relativen
Genexpression bei Verwendung der entsprechenden Ziel siRNA, in
unterschiedlichem Ausmal, im Vgl. zu den unbehandelten Zellen. Da bei jedem
Versuch nicht nur die Ziel-siRNA untersucht, sondern immer alle verwendeten
funktionellen siRNAs, die an den A549 Zellen getestet wurden, zeigten die jeweils
mit untersuchten siRNAs teilweise einen Knockdown und teilweise eine
vermehrte relative Genexpression. Das Transfektionsmittel INTERFERIn® zeigte
insgesamt eine Verstarkung der relativen Genexpression sowohl bei 25 nM als
auch bei 100 nM, bis auf Abb. 2, wo es zu einem leichten Knockdown kam bei 25
nM. Alle der in Abb. 1-3 dargestellten Ergebnisse waren nicht signifikant. Bei den
SCR-siRNAs hatte in Abb. 1 die SCR1-siRNA bei 25 nM den geringsten Einfluss,
in Abb.2 die SCRalt-siRNA bei einer Konzentration von 25 nM den geringsten
Einfluss und in Abb.3 die SCR3-siRNA den geringsten Einfluss auf die Zellen.
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3.1.2 Ergebnisse der Zellzahlung mit CASY®

Zelltyp: A549
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Abbildung 4: Ergebnis der relativen Zellzahl nach Transfektion mit siRNA gegen E2F1,
Survivin, STAT3 sowie INTERFERIn® und den SCR-siRNAs von A549 Zellen

Abbildung 4 zeigt die relative Zellzahl in Prozent nach Transfektion mit siRNA gegen E2F1,
Survivin und STAT3 bei einer Konzentration von 50 nM. Die Y-Achse zeigt die relative Anzahl der
Zellen in Prozent. Auf der X-Achse sind die verwendeten Transfektionsmedien inklusive siRNAs
und SCR-siRNAs aufgetragen. Die unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt und die
anderen Werte ins Verhaltnis dazu. Die Balken zeigen den Mittelwert + eine SD, n=4.

Kennzeichnung des Signifikanzniveaus mit p< 0,05 = *, p< 0,01 =**, p< 0,001 = ***,

Die verwendeten funktionellen siRNAs zeigten eine deutliche Verminderung der
relativen Zellzahl bei einer Konzentration von 50nM im Vgl. zu den
unbehandelten Zellen, wobei Survivin den starksten Effekt auf die relative
Zellzahl hatte. Auf das Transfektionsmittel INTERFERIn® reagierten die Zellen
mit einer deutlichen Vermehrung der relativen Zellzahl. Bei den SCR-siRNAs
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hatte die SCR1-siRNA den geringsten Einfluss gefolgt von der SCR3-siRNA und
der SCRalt-siRNA im Vgl. zu den unbehandelten Zellen.

Der Ubersichtlichkeit wegen sind in Abbildung 4, zwei signifikante Werte nicht
gekennzeichnet, im ersten Fall beim Vergleich von der funktionellen siRNA
gegen STAT 3 mit der SCRalt-siRNA sowie im zweiten Fall beim Vergleich von
der funktionellen siRNA gegen STAT3 mit der SCR1-siRNA. Das
Signifikanzniveau lag bei p< 0,05. Pro Well wurden 150.000 Zellen angezuchtet.
Weiterhin zeigt Abbildung 4 signifikante Unterschiede zwischen Zellen, die mit
INTERFERIn® transfiziert wurden und Zellen, die mit den siRNAs gegen E2F1,
Survivin und STAT3 behandelt wurden. Es st ersichtlich, dass die
Zellproliferation durch die siRNAs deutlich gemindert wurde. Weiterhin gab es
signifikante Unterschiede zu INTERFERIn® und der SCR2-siRNA, Survivin und
SCRalt-siRNA sowie zur SCR1-siRNA.

3.2 Versuch 2 (V2): Auswertung der gqRT-PCR und der
fluroeszierenden Durchflusszytometrie nach Transfektion von
EA.hy926 Zellen mit siRNA gegen ICAM-1, INTERFERIn® und SCR-
siRNA

Im zweiten Versuch wurde der Einfluss von siRNA gegen ICAM-1, den SCR-
siRNAs sowie INTERFERiIn® auf immortalisierte Endothelzellen untersucht. Die
Untersuchung erfolgte sowohl auf mRNA Ebene mittels qRT-PCR als auch auf

Proteinebene mit der fluoreszierenden Durchflusszytometrie.
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3.2.1 Ergebnisse der qRT-PCR
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Abbildung 5: Ergebnis der relativen mRNA- Expression von ICAM-1 nach Transfektion von
siRNA gegen ICAM-1, INTERFERIn® und den SCR-siRNAs in EA.hy926 Zellen

Abbildung 5 zeigt die relative Expression der EA.hy926 Zellen nach der Transfektion mit siRNA
gegen das Glykoprotein ICAM-1 in den Konzentrationen 25 nM, 50 nM, 100 nM, sowie nach
Transfektion mit den SCR-siRNAs und INTERFERIn®. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte mittels
gRT-PCR. Alle Zellen erhielten zusatzlich TNF-a auller den unbehandelten Zellen
(gekennzeichnet als ,ohne alles®). Die X-Achse zeigt die verwendeten Medien und deren
Konzentrationsangaben, die Y-Achse zeigt die relative Expression in Prozent. Als Referenzzellen
dienten die mit TNF-a behandelte Zellen, die auf 100% gesetzt wurden. Alle anderen Werte

wurden ins Verhaltnis dazu gesetzt. Die Balken zeigen den Mittelwert + eine SD, n=3.

Bei diesem Versuch bezog sich der Referenzwert mit 100% auf die mit TNF-a
behandelten Zellen. Der Signalstoff TNF-a bewirkt eine vermehrten Expression
von ICAM-1 in den Zellen. Bei allen transfizierten Zellen, erfolgte eine zusatzliche
Behandlung mit TNF-a. Die Zellen, die mit der funktionellen siRNA gegen ICAM-
1 behandelt wurden, zeigten die erwartete verminderte Expression von ICAM-1,

wobei der Knockdown der relativen Expression bei einer Konzentration von 25
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nM am starksten war. INTERFERIn® zeigte insgesamt eine vermehrte relative
ICAM-1 Expression, wobei bei einer Konzentration von 50 nM die relative
Expression am starksten war. Zellen, die mit scrambled siRNAs behandelt
wurden, sollten eigentlich eine ahnliche relative ICAM-1 Expression zeigen, wie
die nur mit TNF-a behandelten Zellen. Diese Erwartung traf bei der SCRalt-
siRNA bei einer Konzentration von 50 nM und der SCR1-siRNA ebenfalls bei
einer Konzentration von 50 nM zu. Bei beiden SCR-siRNAs kam es zu einer
diskreten Verringerung der relativen Expression Die mit SCR2-siRNA
behandelten Zellen bei einer Konzentration von 50 nM zeigten eine deutliche
Verstarkung der relativen Expression von ICAM-1. Signifikante Unterschiede gab

es nicht.

3.2.2 Ergebnisse der fluoreszierenden Durchflusszytometrie (FACS)
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Abbildung 6: Ergebnis der relativen Expression von ICAM-1_auf Proteinebene nach
Transfektion von siRNA gegen ICAM-1, INTERFERIn® und den SCR-siRNAs in EA.hy926 Zellen
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Der in Abbildung 5 durchgefiihrte Versuch auf mRNA Ebene wurde auf Proteinebene mittels
Durchflusszytometrie wiederholt (Abbildung 6). Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression in
Prozent. Auf der X-Achse sind die verwendeten Medien in den Konzentrationen 25 nM, 50 nM
und 100 nM dargestellt. Alle Zellen wurden zusatzlich mit TNF-a behandelt bis auf die Zellen, die
nur den Antikorper erhielten und die unbehandelten Zellen. Als Referenzzellen dienten die mit
TNF-a behandelte Zellen, die auf 100% gesetzt wurden und alle anderen Werte ins Verhaltnis
dazu. Die Balken zeigen den Mittelwert + eine SD, n=4. Signifikante Werte wurden wie folgt
gekennzeichnet: Signifikanzniveau mit p< 0,05 = *, p< 0,01 = **, p< 0,001 = ***, Zur besseren

Ubersicht sind weitere signifikanten Werte in Tabelle 12, 13 und 14 aufgelistet.

Um die ICAM-1 Expression mit der Durchflusszytometrie zu messen, wurden die
Zellen mit einem fluoreszierenden ICAM-1 Antikorper gefarbt. Als Referenzzellen
dienten Zellen, die mit TNF-a behandelt wurden. Abbildung 6 zeigt, dass die
ICAM-1 Expression ohne Aktivierung mit TNF-a signifikant vermindert war
sowohl bei den Zellen, die nur mit dem Antikorper behandelt wurden als auch bei
den unbehandelten Zellen. In beiden Fallen lag das Signifikanzniveau bei p=<
0,001. Die funktionelle siRNA gegen ICAM-1 zeigte bei allen Konzentrationen (25
nM, 50 nM, 100 nM) einen nicht signifikanten Knockdown der relativen
Expression, wobei der Knockdown bei einer Konzentration von 100 nM am
starksten war. Die mit INTERFERIN® behandelten Zellen zeigten eine vermehrte
relative Genexpression im Vgl. zu den Zellen, die nur mit TNF-a behandelt
wurden, wobei diese bei einer 50 nM Konzentration am starksten war. Insgesamt
hatten alle verwendete scrambled siRNAs ahnliche Werte, wie die nur mit TNF-
a behandelten Referenzzellen. Die SCR-siRNAs, deren Werte am nachsten an
den Referenzzellen waren, waren die SCR1-siRNA, SCR3-siRNA und SCRalt-
siRNA, wobei die SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 100 nM den
geringsten Einfluss auf die Zellen zeigte, gefolgt von SCR3-siRNA bei einer
Konzentration von 25 nM. Neben den in Abbildung 6 dargestellten signifikanten
Unterschieden gab es die in Tabelle 12-14 ersichtlichen, weiteren signifikanten

Unterschiede:
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Tabelle 12: Darstellung

der signifikanten Unterschiede bei einem

Signifikanzniveau von p< 0,001***

Ohne TNF-a mit AK vs

INTERFERIn® 50nM, 100nM

Ohne TNF-a mit AK vs

SCRalt-siRNA 25nM, 50nM, 100nM

Ohne TNF-a mit AK vs

SCR1-siRNA 25nM, 50nM, 100nM

Ohne TNF-a mit AK vs

SCR2-siRNA 100nM

Ohne TNF-a mit AK vs

SCR3-siRNA 25nM, 50nM, 100nM

Ohne alles vs

INTERFERIn® 25nM, 50nM, 100nM

Ohne alles vs

SCRalt-siRNA 25Nm; 50Nm; 100nM

Ohne alles vs

SCR1-siRNA 50nM, 100nM

Ohne alles vs

SCR2-siRNA 100nM

Ohne alles vs

SCR3-siRNA 25nM, 50nM, 100nM

Tabelle 13: Darstellung

der signifikanten Unterschiede bei einem

Signifikanzniveau von p< 0,01**

Ohne TNFa mit AK vs

SCR2-siRNA 25 nM

Ohne alles vs

SCR2-siRNA 25 nM, 50 nM

INTERFERIN® 25 nM vs

ICAM-1 25 nM, 50 nM, 100 nM

INTERFERIN® 50 nM vs

ICAM-1 25 nM, 50 nM

INTERFERIn® 100 nM

ICAM-1 25 nM, 50 nM, 100 nM

ICAM-1 25 nM vs

SCRalt-siRNA 25 nM, 50 nM

ICAM-1 25 nM vs

SCR1-siRNA 50 nM

ICAM-1 25 nM vs

SCR2-siRNA 100 nM

ICAM-1 25 nM vs

SCR3-siRNA 25 nM, 50 nM

ICAM-1 50 nM vs

SCRalt-siRNA 25 nM, 50 nM

ICAM-1 50 nM vs

SCR1-siRNA 25 nM, 50 nM, 100 nM

ICAM-1 50 nM vs

SCR2-siRNA 100 nM

ICAM-1 50 nM vs

SCR3-siRNA 25 nM, 50 nM

ICAM-1 100 nM vs

SCRaltsiRNA 50 nM, 100 nM

ICAM-1 100 nM vs

SCR1-siRNA 25 nM, 100 nM

95



ICAM-1 100 nM vs SCR3-siRNA 25 nM, 50 nM

Tabelle 14: Darstellung der signifikanten Unterschiede bei einem

Signifikanzniveau von p=< 0,05 *

Ohne TNF-a mit AK vs SCR2-siRNA 50 nM

ICAM-1 25 nM vs SCRalt-siRNA 100 nM
ICAM-1 25 nM vs SCR1-siRNA 25 nM, 100 nM
ICAM-1 50 nM vs SCRalt-siRNA 100 nM
ICAM-1 100 nM vs SCR3-siRNA 100 nM
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3.3 Versuch 3 (V3): Auswertung der qRT-PCR sowie der Zellzahl
nach Transfektion von Fibroblasten mit siRNA gegen SRF,
INTERFERIn® und SCR- siRNA

Im dritten Versuch wurde der Einfluss von siRNA gegen SRF in Fibroblasten
untersucht sowie das Verhalten der SCR-siRNA und INTERFERIn®. Die
Untersuchung erfolgte auf mRNA Ebene sowie die Ermittlung der Anzahl der
Zellen mit CASY®.

3.3.1 Ergebnisse der qRT-PCR

Zelltyp: Fibroblasten
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Abbildung 7: Ergebnis der relativen Expression von SRF nach Transfektion mit siRNA gegen
SRF, INTERFERIn® und den SCR-siRNAs in Fibroblasten

In Abbildung 7 dargestellt ist die relative Expression von SRF in Fibroblasten. Die Y-Achse zeigt
die relative Expression in Prozent. Auf der X-Achse ist die siRNA gegen SRF, das
Transfektionsmedium sowie die verwendeten SCR-siRNAs in den Konzentrationen 25 nM, 50
nM, 100 nM dargestellt. Die unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt und die anderen

Werte ins Verhaltnis dazu. Die Balken zeigen den Mittelwert + eine SD, n=5.
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Insgesamt reagierten alle transfizierten Zellen mit einer vermehrten relativen SRF
Expression in unterschiedlichen Auspragungen im Vgl. zu den unbehandelten

Zellen.

Insbesondere bei einer Konzentration von 25 nM der funktionellen siRNA gegen
SRF kam es zu einem starken Anstieg der SRF Expression. Bei der 100 nM
Konzentration kam es nur zu einem diskreten Anstieg der relativen Expression,
nicht jedoch zu einem Knockdown, wie es zu erwarten gewesen ware. Bei den
scrambled siRNAs hatte die SCR1-siRNA in den Konzentrationen 25 nM und 50
nM den geringsten Einfluss auf die relative Expression im Vgl. zu den
unbehandelten Zellen, gefolgt von der SCRalt-siRNA in einer 100 nM
Konzentration. Signifikant waren beide Werte nicht. INTERFERIN® zeigte
ebenfalls eine Zunahme der relativen Expression, wobei bei einer Konzentration

von 100 nM der Einfluss am geringsten war.

58



3.3.2 Ergebnisse der Zellzahlung mit CASY®

Zelltyp: Fibroblasten
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Abbildung 8: Ergebnis der relativen Zellzahl nach Transfektion mit siRNA gegen SRF,
INTERFERIn® und den SCR-siRNAs von Fibroblasten

In Abbildung 8 ist auf der Y-Achse die relative Zellzahl abgebildet. Die X-Achse zeigt die Medien,
mit denen die Fibroblasten transfiziert wurden (siRNA gegen SRF, das Transfektionsmedium
INTERFERIn® sowie die vier SCR-siRNAs) in den Konzentrationen 25 nM, 50 nM und 100 nM.
Die unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt und die anderen Werte im Verhaltnis dazu
dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert + eine SD, n=4.

Signifikante Unterschiede bei der relativen Zellzahl der behandelten und
unbehandelten Fibroblasten gab es nicht. Eine diskrete Minderung der
Zellproliferation gab es bei den Zellen, die mit funktioneller sSiRNA gegen SRF
behandelt wurden, wobei bei einer Konzentration von 50 nM die relative Zellzahl
am geringsten war. Bei den scrambled siRNAs gab es sowohl eine Verminderung
als auch ein Anstieg der Zellproliferation. Den geringsten Einfluss auf die relative
Zellproliferation zeigt die SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 50 nM, gefolgt
von der SCRalt-siRNA bei einer Konzentration von 25 nM. Die mit INTERFERIn®
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behandelten Zellen, zeigten bei einer 100 nM Konzentration einen leichten
Anstieg der Zellproliferation und bei 25 nM eine leichte Verminderung der

Zellproliferation.

3.4 Versuch 4 (V4): Auswertung der mRNA Expression sowie der
relativen Zellzahl nach Transfektion von PC-3 Zellen mit siRNA
gegen SRF und STAT3, INTERFERiIin® sowie SCR-siRNA

Im vierten Versuch wurde der Einfluss der vier unterschiedlichen scrambled
siRNAs sowie des Transfektionsmittels INTERFERIN® auf
Prostatakarzinomzellen (PC-3 Zellen) untersucht. Weiterhin wurden die
funktionalen siRNAs gegen SRF und STAT3 getestete. Die Messungen erfolgten
auf mMRNA Ebene mittels qRT-PCR. Des Weiteren wurde eine Messung der
Zellzahl mit CASY® durchgefuhrt.
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3.4.1 Ergebnisse der qRT-PCR
V4 wurde drei Mal bei Verwendung der siRNA gegen SRF sowie vier Mal bei
Verwendung der siRNA gegen STAT3 durchgefluhrt.

Zelltyp: PC-3
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Abbildung 9: Ergebnis der relativen Expression von SRF nach Transfektion mit siRNA gegen
SRF und STAT3, INTERFERIn® sowie den vier SCR-siRNAs in PC 3 Zellen

In Abbildung 9 dargestellt ist die relative Genexpression nach Transfektion der Zellen mit 25 nM
und 100 nM funktioneller siRNA gegen das Protein SRF. Gemessen wurde dabei die SRF mRNA
Konzentration. Mituntersucht wurde auch die siRNA gegen STAT 3 sowie die Transfektion mit
INTERFERIn® und die vier SCR-siRNAs. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression in
Prozent. Die X-Achse die unterschiedlichen Medien. Die unbehandelten Zellen wurden auf 100%
gesetzt und die anderen Werte im Verhaltnis dazu abgebildet. Die Balken zeigen den Mittelwert
+ die SD, n=3.

Abbildung 9 zeigt einen Knockdown relativen Genexpression von SRF nach

Transfektion mit funktioneller siRNA gegen SRF, wobei es keinen wesentlichen
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Unterschied gab zwischen einer Konzentration von 25 nM und 100 nM. Die
siRNA gegen STAT3 zeigt nur eine geringe Verminderung der relativen
Genexpression. Unter INTERFERIn® zeigte sich eine Verringerung der relativen
Genexpression sowohl bei 25 nM als auch bei einer Konzentration von 100 nM.
Den geringsten Einfluss auf das Zellverhalten hatte die SCRalt-siRNA bei einer
Konzentration von 100 nM und SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 25 nM.

Signifikante Unterschiede gab es keine.

Zelltyp: PC-3
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Abbildung 10: Ergebnis der relativen Expression von STAT3 nach Transfektion mit sSiRNA
gegen STAT3 und SRF, INTERFERIn® sowie den vier SCR-siRNAs in PC 3 Zellen

Dargestellt ist die relative Genexpression in Prozent nach der Transfektion mit der siRNA gegen
den Transkriptionsfaktor STAT3. Untersucht wurde auch das Verhalten der siRNA gegen SRF
auf die Genexpression sowie INTERFERIn® und die vier SCR-siRNAs. Die Y-Achse zeigt die

relative Genexpression in Prozent. Die X-Achse zeigt die unterschiedlichen Medien in den
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Konzentrationen 25 nM und 100 nM. Die unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt und die
anderen Werte im Verhdltnis dazu abgebildet. Die Balken zeigen den Mittelwert + die SD, n=4.
Signifikante Werte wurden wie folgt gekennzeichnet: Signifikanzniveau mit p< 0,05 =*, p< 0,01 =
** p< 0,001 = ***,

Abbildung 10 zeigt einen Knockdown der relativen Expression von STAT3 nach
Transfektion mit der funktionellen siRNA im Vgl. zu den unbehandelten Zellen.
Auch bei der funktionellen siRNA gegen SRF zeigt sich ein Knockdown der
relativen Genexpression bei einer Konzentration 25 nM. Bei einer Konzentration
von 100 nM zeigt sich kein Einfluss auf die relative Genexpression. Auf
INTERFERIN® reagieren die Zellen mit einer vermehrten relativen
Genexpression bei 25 nM und mit einer Verminderung bei 100 nM. Im Vgl. zu
den unbehandelten Zellen. Den geringsten Einfluss beim Vergeich der SCR-
siRNAs hatte die SCRalt-siRNA bei einer 25 nM Konzentration, gefolgt von der
SCR2-siRNA bei einer 100 nM Konzentration und der SCR1-siRNA bei einer
Konzentration von 25 nM. Auffallig ist die Aktivierung der relativen
Genexpression durch die SCRalt-siRNA bei 100 nM. Signifikante Unterschiede
gab es zwischen der SCRalt-siRNA bei einer Konzentration von 100 nM und
SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 25 nM. Das Signifikanzniveau lag bei
p< 0,05. Auch gab es einen signifikanten Unterschied zwischen der SCR1-siRNA
bei einer Konzentration von 100 nM und der SCR3-siRNA bei einer Konzentration

von 25 nM. Das Signifikanzniveau lag ebenfalls bei p< 0,05.
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3.4.2 Ergebnisse der relativen Zellzahl mit CASY®

Zelltyp: PC-3
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Abbildung 11: Ergebnis der relativen Zellzahl nach Transfektion mit siRNA gegen SRF und
STAT3, INTERFERIn® sowie den vier SCR-siRNAs von PC-3 Zellen

Bei diesem Versuch wurde die Anzahl der Zellen mittels CASY® bei einer Konzentration von 50
nM gemessen. Die X-Achse zeigt die relative Zellzahl. Auf der Y-Achse sind die verwendeten
Transfektionsmedien dargestellt. Die unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt und die
anderen Werte ins Verhaltnis dazu. Die Balken zeigen den Mittelwert + und SD, n=5. Signifikante
Werte wurden wie folgt gekennzeichnet: Signifikanzniveau mit p< 0,05 = *, p< 0,01 = **, p< 0,001

—

Abbildung 11 zeigt bei den funktionellen siRNAs gegen STAT3 und SRF eine
leichte Verminderung der Zellproliferation im Vgl. zu den unbehandelten Zellen.
Auch die Zellen, die nur mit dem Transfektionsmittel INTERFERiIn® behandelt
wurden, zeigten einen leichten Ruckgang der Zellzahl. Alle SCR- siRNAs zeigten
einen deutlichen Ruckgang der Zellproliferation im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen, der signifikant war. Das Signifikanzniveau lag bei der
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SCRalt-siRNA, SCR1-siRNA und der SCR3-siRNA bei p< 0,05. Bei der SCR2-

siRNA war es am geringsten mit einem Signifikanzniveau von p=< 0,001.
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4. Diskussion

4.1 Uberblick: Von der Entdeckung der RNA-Interferenz bis zur
Entwicklung und Zulassung von siRNA basierten Medikamenten

Krankheiten wie die Atherosklerose, die benigne Prostatahyperplasie, das
Prostatakarzinom  oder  Lungenkarzinome sind  Erkrankungen  mit
unterschiedlicher Atiologie und Verlauf. Sie haben jedoch gemeinsam, dass die
derzeit verfugbaren Therapiemoglichkeiten limitiert sind, teilweise deutliche
Nebenwirkungen haben und in ihrer Wirkung begrenzt sind. Der RNA-Interferenz
Mechanismus wurde erstmals 1990 in Pflanzen beschrieben (Lee et al., 2013,
Napoli et al., 1990). 1998 wiesen die Wissenschaftler Andrew Z. Fire und Craig
C. Mello den RNAi-Mechanismus im Fadenwurm Caenorhabditis elegans nach.
HierfUr erhielten sie 2006 den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin (Lee et
al., 2013). Nach der Entdeckung dieses naturlichen Mechanismus der
Genregulation wurde viel Hoffnung in einen sich daraus ergebenen breiten
therapeutischen Nutzen, gesetzt. Es sollten jedoch noch 20 Jahre vergehen, von
dieser Entdeckung bis zur Zulassung des ersten auf siRNA basierten
Medikaments durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) im Jahr 2018
(Saw and Song, 2020). Zugelassen wurde das Medikament Onpratto® fur die
Behandlung der hereditaren Transthyretin (TTR)-vermittelte Amyloidose
(hATTR), eine seltene Erkrankung, bei der es zur vermehrten Proteinablagerung
kommt (Adams et al., 2018). Von 2008 bis 2018 wurden 44 Studien zu weiteren
Medikamenten auf siRNA Basis verzeichnet, die sich inzwischen in
unterschiedlichen klinischen Testphasen befinden. Die Studien zielen auf die
unterschiedlichsten Erkrankungen wie z.B. Krebserkrankungen, Virusinfektionen
oder Kardiovaskulare Erkrankungen ab (Saw and Song, 2020). Die Entwicklung
zeigt, dass auf RNAi-Mechanismus basierte Medikamente vielversprechend sind
und in den letzten Jahren immer mehr auf diesem Gebiet geforscht wurde.
Jedoch gibt es nach wie vor noch einige Hurden bei der
Medikamentenentwicklung zu Uberwinden wie z.B. der Umgang mit den Off-
Target-Effekten (Kap.1.6.4), Effizienzsteigerung oder der Suche nach der

scrambled siRNA mit dem geringsten oder im besten Fall mit keinem Einfluss auf
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das Zellverhalten. Denn die Klarung dieser Herausforderungen bereits im
Rahmen von in-vitro-Studien bildet die Grundlage dafur, dass weitere Versuche

bis hin zu den klinischen Testphasen erfolgreich durchgefuhrt werden konnen.

Versuche, die am Institut von Thorax-, Herz- und Gefalichirurgie durchgefuhrt
wurden zeigten, dass die verwendeten scrambled siRNAs Auswirkungen auf das
Zellverhalten und die Genexpression hatten, obwohl dies eigentlich
ausgeschlossen sein sollte. Es wurde vermutet, dass diese Reaktion auf die
Transfektionstoxizitat zurickzufuhren sei (Makowiecki et al., 2014, Walker et al.,
2013, Stoleriu et al.,, 2014). Zwei Moglichkeiten konnten zu einer solchen
Anderung des Zellverhaltens flihren: Die Ursache hierfur kann entweder an der
verwendeten SCR-siRNA zusammen mit dem Transfektionsmedium liegen oder
das Transfektionsmedium allein kann ursachlich sein. Vor diesem Hintergrund
wurde die Frage formuliert, welche scrambled siRNA keinen oder den geringsten
Einfluss auf die Zelle und ihren Stoffwechsel hat, um eine Verfalschung von
Untersuchungsergebnissen durch die SCR-siRNA so gering wie moglich zu
halten. Diese SCR-siRNA mit der geringsten Beeinflussung wirde dann fur
weitere Experimente verwendet werden. Bei allen Versuchen wurde auch immer
das Transfektionsmedium, in dem Fall INTERFERIn ® allein mituntersucht, um

dessen Verhalten auf die Zellen zu untersuchen.

Bezugnehmend auf die Fragestellung, welche scrambled siRNA den geringsten
Einfluss auf das Zellverhalten hat, erfolgte die Auswahl der Zellen fur alle vier in
dieser Arbeit beschriebenen Versuche. Dabei war es wichtig fur das Ergebnis,
die scrambled siRNAs an unterschiedlichen Zellen zu testen, die zur Simulation
verschiedener Erkrankungen in-vitro verwendet werden konnen. Zum Einsatz
kamen sowohl immortalisierte Zellen wie die Zelllinien A549, EA.hy926 und PC-

3 als auch Primarzellen in Form von Fibroblasten.
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Tabelle 15: Darstellung der Versuche V1-V4 in Bezug auf die Erkrankung und die

verwendeten Zellarten

Versuch V1 V2 V3 V4

Simulierte | NSCLC Athero- Benigne Prostata-

Erkrankung sklerose Prostata- karzinom
hyperplasie

Immortali- A549 EA.hy926 PC-3

sierte Zellen

Primar- Fibroblaste

zellen n

Immortalisierte Zellen haben den Vorteil, dass sie durch die Transformation, also
durch Veranderungen an dem Zellmechanismus der Zellen, uber eine
unbegrenzte Teilbarkeit verfugen. Dadurch sind sie immer verfugbar und gro3ere
Studien konnen mit ihnen durchgefuhrt werden. Von Nachteil ist, dass durch die
Transformation, viele ursprungliche in-vivo-Merkmale verloren gegangen sind
wie z.B. die Fahigkeit in Apoptose zu gehen oder eine Verringerung der
Ansprechbarkeit auf Wachstumsfaktoren (Schmitz, 2011a). Aus diesem Grund
wurden die Versuche der vorliegenden Arbeit nicht nur an immortalisierten
Zellen, sondern auch an Primarzellen durchgefuhrt. Auch wenn die Handhabung
von Primarzellen erschwert und ihre Verfugbarkeit begrenzt ist, ist ihr Einsatz bei
Versuchen von erheblicher Relevanz, aufgrund dem menschlichen Organismus
sehr ahnlichen Zellcharakteristika (Schmitz, 2011a). Denn Primarkulturen haben
den Vorteil, dass die Zellen nur wenig verandert sind und in-vivo-Bedingungen
besser reprasentieren. In diesem Fall wurden Fibroblasten aus der Prostata
verwendet. Der limitierende Faktor bei Verwendung von Primarzellen liegt in der
Zellseneszenz, also in der begrenzten Teilbarkeit (Schmitz, 2011a). Ein weiterer
Nachteil ist die Unterschiedlichkeit der Primarzellen. Je nach Herkunft ist z.B. der
Zell- Stoffwechsel anders, was wiederum dazu fuhrt, dass die Vergleichbarkeit

der Versuchsergebnisse erschwert ist (Schmitz, 2011a).
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Bei den Versuchen wurde auf bereits etablierte Versuchsprotokolle
zuruckgegriffen. Alle eingesetzten siRNAs waren bereits zuvor an
unterschiedlichen Zellen in Versuchsreihen am Institut fir Herz-, Thorax-, und
Gefalchirurgie, Tubingen untersucht worden. In diesen Untersuchungen war es
gelungen, den Knockdown durch die verwendeten funktionellen siRNAs
nachzuweisen. Weiterhin wurden bei den vorliegenden Versuchen
unterschiedliche Konzentrationen von 25 nM, 50 nM oder 100 nM des
Transfektionsmittels INTERFERIn®, der funktionellen siRNA und der SCR-siRNA
verwendet, die sich bereits zuvor als besonders wirksam herausgestellt hatten.
Vorherige Untersuchungen, hatten gezeigt, dass Zellen bereits bei einer
Konzentration von 25 nM einen signifikanten Knockdown der Ziel mRNA
aufwiesen. Wobei diese Konzentration nicht fur alle Zelllinien gleich war. Einige
Zelllinien wiesen erst bei einer Konzentration von 100 nM einen signifikanten
Knockdown (Makowiecki et al., 2014, Walker et al., 2013, Pietschke et al., 2014)
auf. Aus diesem Grund wurden die verwendeten Konzentrationen an die
jeweiligen Zelllinien angepasst. Die Messung der Zellzahl bei einer Konzentration
von 50 nM ergab sich ebenfalls aus vorangegangenen Versuchen (Nolte et al.,
2013, Nolte et al., 2009). Versuche mit niedrigeren Konzentrationen fuhrten zu
keiner signifikanten Abnahme der Zellproliferation, Versuche mit hoéheren

Konzentrationen fuhrten zu vermehrtem Zellstress (Pietschke et al., 2014).

4.2 Die aktuelle Entwicklung von siRNA in Bezug auf die benigne
Prostatahyperplasie, NCLC, Atherosklerose und dem
Prostatakarzinom

Zunachst werden hier die Ergebnisse von V3, der Untersuchung an Primarzellen,
in der vorliegenden Arbeit mit Fibroblasten, diskutiert. Bereits zuvor hatten Nolte
et al. die Genexpression von funktioneller siRNA gegen SRF in Fibroblasten aus
der Prostata von unterschiedlichen Probanden mit einer benignen
Prostatahyperplasie untersucht. Sie konnten den erfolgreichen Knockdown mit
siRNA gegen SRF in Primarzellen nachweisen und damit verbunden eine
Reduktion der Zellzahl (Nolte et al., 2013). Die Ergebnisse fuhrten zu der

Schlussfolgerung, dass ein erfolgreiches Gen-Silencing von SRF zur Behandlung
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von Harnrohrenstrikturen eingesetzt werden konnte (Nolte et al., 2013). In der
medizinischen Praxis werden aktuell in erster Linie operative Verfahren zur
Behandlung von Harnrohrenstrikturen empfohlen, wobei die Rezidivraten
insbesondere bei der sehr haufig angewendeten Urethrotomie hoch sind
(Strittmatter et al., 2017). Demzufolge ware eine lokale siRNA-Therapie nach
Urethrotomie zur Verminderung der Rezidivrate mit geringeren Nebenwirkungen

und einem besseren Outcome sinnvoll.

Bei V3 wurde das Zellverhalten auf mMRNA Ebene untersucht sowie die Zellzahl.
Die Auswertung der relativen Expression auf mRNA Ebene von SRF in den
Fibroblasten ergab insgesamt eine vermehrte SRF Expression unterschiedlicher
Auspragung sowohl bei der funktionellen siRNA gegen SRF, bei der Transfektion
mit INTERFERIn® als auch bei den SCR-siRNAs (siehe Abb.7). Theoretisch
hatte es zu einem Knockdown der SRF Expression bei der verwendeten siRNA
kommen sollen. Denn eine signifikante Verringerung der SRF Expression durch
siRNA in Fibroblasten konnte durch Nolte et al. bereits nachgewiesen werden
(Nolte et al., 2013). Es ist zu vermuten, dass die Ursache fur das vorliegende
Ergebnis in den verwendeten Fibroblasten selbst zu finden ist. SRF scheint in
den Zellen vorhanden zu sein, jedoch scheint es entweder nicht so elementar fur
die Zellen oder die funktionelle siRNA war nicht potent genug. Bei den
untersuchten SCR-siRNAs hatte die SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 25
nM und 50 nM den geringsten Einfluss auf die SRF Expression im Vgl. zu den
unbehandelten Zellen. Insgesamt zeigte die Zellen, die mit der SCR1- siRNA
transfiziert wurden eine vermehrte SRF Expression, die nicht signifikant war. Das
Ergebnis der Zellzahlung mit CASY® ergab bei der verwendeten siRNA gegen
SRF nur einen sehr geringen, nicht signifikanten Ruckgang der relativen Zellzahl
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Ein Ruckgang der Zellzahl war
wunschenswert, da vermutet wird, dass mit einer Verminderten SRF Expression,
es zu einer Reduzierung der Zellzahl kommt, was z.B. bei der Therapie von
Harnrohrenstrikturen eine Rolle spielen konnte. Andere Untersuchungen zeigten
jedoch auch, dass es trotz verminderter SRF Expression auf mMRNA Ebene, es

zu keiner nennenswerten Verminderung der Zellzahl gekommen war (Walker et
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al., 2013). Bei den untersuchten SCR-siRNAs zeigte auch hier die SCR1-siRNA
bei einer Konzentration von 50 nM, gefolgt von der SCRalt-siRNA bei einer
Konzentration von 25 nM den geringsten Einfluss auf die relative Zellzahl im Vgl.

zu den unbehandelten Zellen.

Fur die Versuche V1, V2, V4 wurden immortalisierten Zellen verwendet. Die
Untersuchungen bei V1 erfolgten an der Zelllinie A549 mit den funktionellen
siRNAs gegen E2F1, Survivin und STAT3. Die Wirksamkeit von siRNA gegen
E2F1, Survivin und STAT3 mit der Zelllinie A549 wurde bereits in vorangegangen
Versuchen bestatigt (Stoleriu et al., 2014). E2F1 ist ein Protein, welches zur
Transkriptionsfaktorfamilie E2F1 zahlt. Es spielt nicht nur eine zentrale Rolle im
Zellzyklus sondern Forschungen der letzten Jahre zeigten auch, dass E2F1
Einfluss auf den Metabolismus der Zelle hat. Dabei beeinflusst E2F1 nicht nur
den physiologischen, also den gesunden Stoffwechsel, sondern auch den
pathologischen Stoffwechsel z.B. bei Adipositas oder bei Krebserkrankungen
(Denechaud et al., 2017).

Das Protein Survivin wird in hoher Konzentration von Tumorzellen exprimiert,
wahrend es in gesundem Gewebe fast nicht nachweisbar ist (Jaiswal et al.,
2015). Survivin hemmt die Apoptose und fordert den Zellzyklusprozess und damit
die Karzinogenese. Aus diesem Grund ist es bereits seit einigen Jahren ein
vielversprechendes therapeutisches Ziel in der Krebsforschung. Als
therapeutische Ansatze werden indirekte Survivin Inhibitoren von direkten
Inhibitoren unterschieden. Forschungen zeigten, dass es durch die Hemmung
des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) / Protein- Kinase-B (PKB) Signalwegs zu
einer Inhibition der Survivin Expression kommt und somit indirekt auf die Survivin
Expression Einfluss genommen werden kann. Zum Beispiel beeinflusst der
Wirkstoff Lapatinib diesen Signalweg und wird u.a. bei der Behandlung von
Brustkrebs eingesetzt. Die direkten Inhibitoren befinden sich derzeit noch in

unterschiedlichen Testphasen (Martinez-Garcia et al., 2019).

Der Transkriptionsfaktor STAT3 spielt eine zentrale Rolle in Zellprozessen und

wird unter physiologischen Bedingungen normalerweise streng reguliert. Eine
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dauerhafte Aktivierung konnte in vielen Krebsarten festgestellt werden, wie z.B.
im Mamma- oder Prostatakarzinom. Eine konstitutive Aktivierung von STAT3 hat
einen grofRen Einfluss auf die Zellproliferation, Angiogenese und Metastasierung
von Karzinomen. Daneben ergaben Forschungen, dass STAT3 auch die
Immunsuppression beeinflusst und damit auch die Kanzerogenese. Aus diesem
Grund ist STAT3 ein wichtiger Therapieansatz sowohl in der konventionellen
Krebstherapie als auch in der Immuntherapie gegen Krebs (Laudisi et al., 2018,
Wang et al., 2018). Aktuelle Forschungen beschaftigen sich sowohl mit der
indirekten als auch mit der direkten Hemmung von STAT3 in der Krebstherapie
(Cao et al., 2020).

Bei V1 konnte ein Einfluss der relativen Expression von E2F1, Survivin und
STAT3 im Vgl. zu unbehandelten Zellen bei den jeweils getesteten funktionellen
siRNAs auf mRNA Ebene in A549 Zellen nachgewiesen werden. Der Einfluss
war von unterschiedlicher Intensitat (Vgl. Abb. 1-3), was erwartet wurde.
Gleichzeitig konnte auch eine vermehrte Expression von E2F1 bei 25 nM (Abb.2
und 3) sowie bei 100 nM (siehe Abb.2) festgestellt werden. Ein Grund fur den
Anstieg der Genexpression durch die siRNA konnte sein, dass die verwendete
siRNA moglicherweise nicht effektiv genug war und die Zellen durch die
Stresssituation mit einer vermehrten Zellproliferation reagierten. Jedoch gibt es
fur einen solchen Zusammenhang bisher keine eindeutigen Belege. Die
Auswertung der scrambled siRNAs ergaben, dass die SCR1-siRNA bei einer
Konzentration von 25 nM gefolgt von 100 nM die geringste Auswirkung auf die
relative Expression im Vgl. zu den unbehandelten Zellen hatte (Abb.1). Abbildung
2 zeigt, dass die SCRalt-siRNA bei einer Konzentration von 25 nM gefolgt von
SCR1-siRNA mit 100 nM und 25 nM die geringste Auswirkung auf die Zellen im
Vgl. zu den unbehandelten Zellen hatte. Abbildung 3 zeigt, dass die SCR3-siRNA
bei einer Konzentration von 25 nM gefolgt von der SCR1-siRNA bei einer
Konzentration von 100 nM den geringsten Einfluss auf die die Zellen im Vgl. zu
unbehandelten Zellen hatte. Es lasst sich schlussfolgern, dass bei V1 bei der
Untersuchung auf mRNA Ebene die SCR-1 siRNA insgesamt weniger starken
Schwankungen unterlag im Vgl. zu den anderen SCR-siRNAs und somit am
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wenigsten Einfluss auf die Zellen hatte. INTERFERIn® zeigte bis auf ein Mal eine
vermehrte Genexpression sowohl bei 25 nM als auch bei 100 nM. Zu vermuten
ist, dass durch die Transfektion selbst, die Zellen gestresst wurden. Keiner der
Einflusse auf MRNA Ebene waren signifikant.

Neben der Untersuchung auf mRNA Ebene erfolgte auch die Ermittlung der
relativen Zellzahl mit CASY®. Die relative Zellzahl ergab eine deutliche Abnahme
der Zellzahl bei den verwendeten funktionellen siRNAs gegen E2F1, Survivin und
STAT3 im Vgl. zu den unbehandelten Zellen. Dies lasst vermuten, dass ein
Knockdown durch die verwendete siRNA zu einer Verringerung der Zellzahl fuhrt.
Dies kann dadurch erklart werden, dass die Proteine E2F1,Survivin, STAT3 eine
wichtige Rolle beim Zellzyklus spielen und diesen im Sinne einer Reduzierung
der Zellteilung beeinflussen. Bei den verwendeten SCR-siRNAs zeigte ebenfalls
die SCR1-siRNA den geringsten Einfluss auf die relative Zellzahl im Vgl. zu den
unbehandelten Zellen, gefolgt von der SCR3-siRNA. Das Ergebnis war nicht
signifikant. Durch INTERFERiIn® kam es zu einer vermehrten Expression von
E2F1, STAT3 und SRF und demzufolge zu einem Anstieg der Zellzahl. Der
Anstieg der relativen Zellzahl durch INTERFERIn® war signifikant zu der
verminderten relativen Zellzahl der verwendeten funktionellen siRNAs.
INTERFERIn® als Tragersubstanz sollte in der Theorie keinen Einfluss auf den
Zellstoffwechsel haben. Tragersubstanzen sind notwendig fur die Transfektion
der Zelle mit siRNA. Neuere Forschungen zur Behandlung von
Lungenkarzinomen mit siRNA, untersuchen Nanopartikel wie INTERFERIn® als
Tragersubstanzen fur die sonst sehr instabile siRNA (ltani and Al Faraj, 2019).
Denn ohne Tragersubstanz ware die siRNA schnell abgebaut und ist somit
wirkungslos. Allgemein wird in siRNA zur Behandlung von Lungenkarzinomen
viel Hoffnung gesetzt, da nach wie vor diese Erkrankung zu der haufigsten
Krebsform weltweit zahlt mit letalem Ausgang (Nasim et al., 2019). Die
Herausforderung besteht darin, die optimale Tragersubstanz zu entwickeln. Dies
kann nicht nur bei der Behandlung von Lungenkarzinomen sondern auch bei

anderen Krebsarten von Bedeutung sein.
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Bei V2 erfolgte die Untersuchung der siRNA gegen ICAM-1 an der
immortalisierten Zelllinie EA.hy926. Die Versuchsdurchfuhrung fand sowohl auf
mMmRNA Ebene, mit Hilfe der qRT-PCR als auch auf Proteinebene mit Hilfe der
Durchflusszytometrie, statt. Ein Knockdown der relativen Expression konnte, bei
Verwendung der siRNA gegen ICAM-1, sowohl auf mRNA Ebene als auch auf
Proteinebene im Vgl. zu den Referenzzellen festgestellt werden (Abb.5 und 6).
Die Werte waren nicht signifikant. Als Referenzzellen dienten Zellen, die zuvor
mit TNF-a behandelt wurden, wodurch die ICAM-1 Expression stimuliert wurde.
Dies bestatigte das Ergebnis vorangegangener Versuche von Walker et al. mit
human vendsen Endothelzellen (engl. human venous endothelial cells = hVECs)
(Walker et al., 2005). Dabei kam es auch zu einem Knockdown von ICAM-1 bei
der Verwendung der entsprechenden siRNA gegen das Adhasionsmolekul
ICAM-1 (Walker et al., 2005).

Die Auswertung der SCR-siRNAs auf mRNA Ebene im Vgl. zu den
Referenzzellen ergab, dass die SCRalt-siRNA bei einer 50 nM Konzentration den
geringsten Einfluss auf die relative ICAM-1 Expression hatte. Der zweitgeringste
Einfluss wurde erzielt von der SCR1-siRNA bei einer Konzentration von ebenfalls
50 nM. Sowohl die Referenzzellen als auch die mit SCR-siRNA transfizierten
Zellen wurden mit TNF-a aktiviert. Die Ergebnisse waren nicht signifikant. Die
Auswertung der Durchflusszytometrie zeigte, dass die mit TNF a behandelten
EA.hy926 Zellen, wie vermutet zu einer erheblichen, signifikanten Steigerung der
relativen ICAM-1 Expression gegenuber den unbehandelten Zellen mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,001 fuhrte. Dadurch wurden vorherige Versuche
bestatigt: Der Einfluss auf die ICAM-1 Expression durch TNF-a, konnte bereits
zuvor in mehreren Versuchen nachgewiesen werden (Xue et al., 2018, Voisard
et al., 1998). Im Vergleich zeigten die SCR-siRNAs eine ahnliche ICAM-1
Expression wie die mit TNF-a aktivierten Zellen, wobei die SCR2-siRNA bei einer
Konzentration von 50 nM eine deutlich verminderte ICAM-1 Expression zeigte
und die SCR1-siRNA bei einer Konzentration von 100 nM den geringsten Einfluss
auf die relative Expression hatte. Die Ergebnisse waren nicht signifikant.
INTERFERIn® zeigte auf mRNA Ebene eine Zunahme der ICAM-1 Expression
bei allen verwendeten Konzentrationen (25 nM, 50 nM, 100 nM). Diese Zunahme
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war im Verhaltnis zu den mit TNF-a behandelten Zellen jedoch nicht signifikant.
Auf Proteinebene war die relative ICAM-1 Expression bei den mit INTERFERiIn®
und TNF-a behandelten Zellen signifikant erhoht, sowohl im Vgl. zu den
untransfizierten EA.hy926 Zellen als auch im Vgl. zu den Zellen, die nur mit dem
Antikorper behandelt wurden (Abb.6). Das Signifikanzniveau lag bei p<0,001. Die
Zunahme der relativen ICAM-1 Expression durch INTERFERIn® lasst vermuten,
dass dadurch die Zellen zusatzlich gestresst werden und als Immunreaktion mit

einer vermehrten relativen Expression antworten.

Das Adhasionsmolekul ICAM-1 war in den letzten Jahren immer wieder
Gegenstand der Forschung. Es gilt als nachgewiesen, dass ICAM-1 von
zahlreichen Zellen wie z.B. den Epithel-, Endothel- und Immunzellen exprimiert
und bei inflammatorischen Prozessen hochreguliert wird (Salvador et al., 2016,
Cao et al., 2020). Beispielsweise ist ICAM-1 am Leukozytentransfer durch die
Epithelschicht in Gefallen beteiligt. Dabei handelt es sich um eine
Entzindungsreaktion, die eine grof3e Rolle bei der Atherogenese spielt (Bui et
al., 2020). Trotz der bisher guten Kenntnis des Adhasionsmolekuls, waren
bisherige Therapien erfolglos. Des Weiteren ergaben Forschungen in jungster
Zeit, dass ICAM-1 auch eine wesentliche Rolle in Tumorzellen spielt. Zum
Beispiel ist ICAM-1 an der Entwicklung von oralen Plattenepithelkarzinomen,
Lungenkarzinomen oder Magenkarzinomen beteiligt (Bui et al., 2020). Vor
diesem Hintergrund ist das Interesse weiterhin grol3, ein geeignetes
Therapieverfahren zu entwickeln, welches die Regulierung der ICAM-1

Expression zum Gegenstand hat.

Bei V4 wurden immortalisierte Prostatakarzinomzellen PC-3 und die funktionellen
siRNAs gegen STAT3 und SRF verwendet. Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte
auf mMRNA Ebene. Dartber hinaus wurde der Einfluss auf die Zellzahl untersucht.
Ein erfolgreicher Knockdown von STAT3 und SRF bei Verwendung
entsprechender siRNAs an PC-3 Zellen wurde bereits nachgewiesen (Pietschke
et al., 2014).
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Wie zu Beginn der Diskussion bereits erwahnt, spielt der Transkriptionsfaktor
STATS eine zentrale Rolle in der Kanzerogenese sowie in der Entwicklung des
Prostatakarzinoms (Wang et al., 2018). Therapiemdoglichkeiten sind, aufgrund
von medikamentosen Resistenzen, insbesondere bei weit fortgeschrittenem
Prostatakarzinom oder bei metastasierenden Prostatakarzinomen, erschwert.
Dementsprechend wichtig erscheint die Entwicklung neuer, alternativer

Therapiemoglichkeiten (Don-Doncow et al., 2017).

SRF spielt eine wesentliche Rolle bei der Expression von Immediate Early Gene
(IEG). Es wird vermutet, dass es neben weiteren Genen wie dem Insulin-like
growth factor 1 (IGF1) und dem CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2) eine wesentliche
Rolle in der Entwicklung von Prostatakrebs spielt (Gorlov et al., 2010). Neue
Untersuchungen befassen sich u.a. mit SRF als Tumormarker zur Entwicklung
und Optimierung bei der Therapie von Prostatakarzinomen (Prencipe et al.,
2018), sowie mit Regulierung von SRF als therapeutisches Ziel selbst (Lundon
et al., 2017).

Die Untersuchung der relativen Expression von SRF in PC-3 Zellen ergab eine
Verminderung der relativen SRF Expression im Vgl. zu den unbehandelten Zellen
durch die verwendete funktionelle siRNA gegen SRF. Der Knockdown der
relativen Expression war bei beiden Konzentrationen (25 nM und 100 nM)

beinahe gleich, jedoch nicht signifikant.

Die Untersuchung der siRNA gegen den Transkriptionsfaktor STAT3 zeigte im
Vgl. zu den unbehandelten Zellen bei einer Konzentration von 100 nM den
starksten Knockdown der relativen Expression. Im Vgl. zu den Ergebnissen der
siRNA gegen SRF fiel der Knockdown insgesamt allerdings geringer aus.
Signifikante Unterschiede gab es weder bei der siRNA gegen STAT 3 noch bei
der siRNA gegen SRF. Es lasst sich vermuten, dass die verwendete siRNA
gegen STAT3 in PC-3 Zellen weniger potent ist. Bei den SCR-siRNAs zeigte die
SCRalt- siRNA bei einer Konzentration von 100 nM den geringsten Einfluss auf
die Genexpression im Vgl. zu den untransfizierten Zellen. Auch die SCR1-siRNA
bei 25 nM zeigte nur einen geringen Einfluss (siehe Abb.9). Signifikant waren die
Ergebnisse jeweils nicht. In Abb. 10 ist dargestellt, dass die SCRalt- siRNA bei
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einer Konzentration von 25 nM im Vgl. zu den unbehandelten Zellen den
geringsten Einfluss auf die rel. Expression hatte. Die SCRalt- siRNA bei 100nM
zeigte eine deutliche Hochregulierung der relativen Expression, was als Artefakt
gewertet werden kann. Die SCR1-siRNA bei 25 nM sowie die SCR2-siRNA bei
100 nM zeigten ahnliche Werte im Vgl. zu den untransfizierten Zellen, wobei die
relative Expression bei der SCR1-siRNA leicht herunterreguliert und bei der
SCR2-siRNA leicht hochreguliert war. Signifikant waren diese Ergebnisse
ebenfalls nicht. Das Transfektionsmittel INTERFERIn® zeigte sowohl eine
verminderte Genexpression als auch eine Hochregulation der Genexpression im
Vgl. zu den unbehandelten Zellen, die nicht signifikant war (s. Abb. 9 und 10).
Eine mogliche Ursache dafur konnte sein, dass die Zellen durch das

Transfektionsmittel gestresst waren.

Die Untersuchung der relativen Zellzahl ergab bei den verwendeten siRNAs
gegen STAT3 und SRF sowie bei INTERFERIn® nur eine diskrete Verringerung
der Zellzahl im Vgl. zu den unbehandelten Zellen (s.Abb.11). Eine signifikante
Minderung der relativen Zellzahl konnte jedoch bei allen SCR-siRNAs im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen festgestellt werden. Eine Abnahme der
Zellzahl war bei der SCRalt-siRNA mit einem Signifikanzniveau bei p< 0,05 am
geringsten, gefolgt von der SCR1-siRNA und SCR3-siRNA. Bei der SCR2-siRNA
kam es zu einer noch starkeren Abnahme der Zellzahl. Das Signifikanzniveau lag
bei p< 0,001. Ableitend aus den Ergebnissen kann davon ausgegangen werden,
dass PC-3 Zellen auf die verwendeten funktionellen siRNAs nur schlecht
reagieren. Bei den verwendeten SCR-siRNAs reagierten sie mit einem
unerwarteten, vermehrten Zelltod. Eine mogliche Ursache konnte in den
verwendeten Zellen liegen. Jedenfalls war in beiden Fallen das jeweils
gegenteilige Ergebnis zu erwarten gewesen. D.h. die Transfektion mit der
funktionellen siRNA gegen STAT3 und SRF hatte zu einer Reduzierung der
Zellzahl fuhren sollen und bei Einsatz der SCR-siRNAs hatte es zu keiner

Abnahme der Zellzahl im Vgl. zu den unbehandelten Zellen kommen sollen.
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4.3 Schlussfolgerung

Im Ergebnis zeigen die durchgefuhrten Versuche V1-V4, dass die verwendeten
SCR-siRNAs unterschiedlich ausgepragte Auswirkungen auf die untersuchten
Zelllinien hatten. Im Vergleich aller vier Versuche, ubte die SCR1-siRNA den
geringsten Einfluss aus und unterlag weniger starken Schwankungen im Vgl. zu
den anderen SCR-siRNAs. Den zweitgeringsten Einfluss Uber die gesamte
Versuchsreihe Ubte die SCRalt-siRNA aus. Allerdings kam es in Abhangigkeit der
Konzentration der SCR-siRNAs und der Art der verwendeten Zellen durchaus zu

teilweise abweichenden Ergebnissen.

In der Gesamtschau lasst sich jedoch feststellen, dass fur weitere Versuche die
SCR1-siRNA der Firma Eurofins als Referenzkontrolle am geeignetsten
erscheint. Wegen der zuvor beschriebenen Abweichungen ware es daruber
hinaus bei zukinftigen Versuchen zu Uberlegen, ob man nicht mindestens zwei
Referenzkontrollen bzw. SCR-siRNAs nutzt, um eine bessere Vergleichbarkeit
zu erzielen. Auch zeigten die obigen Versuche, dass das Transfektionsmittel
INTERFERIn® offenbar ebenfalls das Zellverhalten beeinflusst. Damit bestatigt
die vorliegende Arbeit frUhere Versuche, bei denen der Einfluss von
Transfektionsmitteln, in dem Fall Lipofectamine®2000, auf das Zellverhalten
festgestellt worden war (Nolte et al., 2009). Auch dies sollte weiter untersucht

werden.
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5. Zusammenfassung

Der Einsatz von siRNA als therapeutisches Instrument ist zweifellos in Zukunft
eine vielversprechende Methode mit einem breiten therapeutischen Nutzen, um
unterschiedlichste Erkrankungen wie die Atherosklerose, das Prostatakarzinom
oder die benigne Prostatahyperplasie zu behandeln. Derzeit gibt es zwei
zugelassene siRNA Medikamente, beide zur Behandlung seltener Erkrankungen:
Onpratto mit dem Wirkstoff Patisiran zur Behandlung der hereditaren
Transthyretin- Amyloidose, zugelassen bei Erwachsenen mit Polyneuropathie
der Stadien 1 und 2, sowie das Medikament Givlaari mit dem Wirkstoff Givosiran
zur Behandlung einer akuten hepatischen Porphyrie (Meier et al., 2020). Zwei
weitere, auf siRNA basierte Medikamente haben bereits die Empfehlung zur
Zulassung von der Europaischen Arzneimittelbehorde (EMA) erhalten (Meier et
al., 2020). Gleichzeitig kommt es auch immer wieder zum Abbruch von Studien,
wie z.B. bei dem Medikament Bevasiranib, dass sich bereits in der klinischen
Testphase Ill, befand (Meier et al.,, 2020, Saw and Song, 2020). Viele
Mechanismen und Wechselwirkungen zwischen dem menschlichen Organismus
und siRNA als Medikament, sind bis heute noch nicht geklart. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um Nebenwirkungen zu reduzieren und die
Pharmakokinetik zu verbessern. Auch gibt es noch keine zuverlassigen Daten
hinsichtlich Langzeitnebenwirkungen wie z.B. der Kanzerogenitat (Meier et al.,
2020).

In vitro Versuche liefern die Basis fur weiterfuhrende Versuche, wenn deren
Ergebnisse vielversprechend sind. Der Einsatz von SCR-siRNA bei Versuchen
dienen als zusatzlicher Kontrollmechanismus. Sie dient als Bestatigung der
verwendeten funktionellen siRNA hinsichtlich ihrer Wirksamkeit. Die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, zu zeigen, ob SCR-siRNAs Einfluss
haben auf das Zellverhalten und dies anhand unterschiedlicher Zelllinien zu
testen. Die SCR-siRNA mit dem geringsten Einfluss auf das Zellverhalten, sollte
dann fur zukunftige Versuche verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass fur Versuche vorgesehene SCR-siRNAs, die als

Kontrolle dienen und eigentlich keinen Einfluss haben sollten auf das
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Zellverhalten, doch Einfluss nehmen in unterschiedlichem Ausmal3. Auch konnte
gezeigt werden, dass die Reaktion abhangig von der verwendeten Zelllinie ist.
Eine der vier getesteten SCR-siRNAs zeigte einen geringeren Einfluss auf das
Zellverhalten. Die SCR1-siRNA der Firma Eurofins MWG Operon zeigte die
geringsten Schwankungen auf das Verhalten der Zellen. Die SCRalt-siRNA der
Firma Qiagen, zeigte ebenfalls einen geringen Einfluss, jedoch nicht bei allen
Zelllinien. Fur weitere Versuche mit siRNAs sollte die SCR1-siRNA der Firma
Eurofins als Kontrolle zurtckgegriffen werden. Auch ware zu Uberlegen, bereits
im Vorfeld unterschiedliche SCR-siRNAs zu testen, die dann sowohl bei in vitro

als auch bei den spateren in vivo Versuchen verwendet werden kdnnten.

In anderen Arbeiten, wurde bereits gezeigt, dass Transfektionsmittel wie
Lipofectamine®2000 das Zellverhalten beeinflussen (Nolte et al., 2009). Auch
konnte bei INTERFERIn® eine Beeinflussung des Zellverhaltens festgestellt
werden im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, der allerdings nicht signifikant

war. Dennoch sollte dies weiter untersucht werden.

Die Verwendung von siRNA als Wirkstoff ist vielversprechend, jedoch gilt es noch
viele Hurden zu Uberwinden. Die Basis hierfir liefern die in vitro Versuche. Je

genauer diese sind, desto aussagekraftiger die Ergebnisse.
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