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1. Einleitung

1.1 Relevanz von kardiovaskularen Erkrankungen und die Epidemiologie der

koronaren Herzkrankheit

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen seit jeher ein herausforderndes Thema fur
Medizin und Forschung dar. Mit circa 17,3 Millionen jahrlichen Todesféllen, davon 4
Millionen in Europa, stellen sie global gesehen die haufigste Todesursache dar [1].
Innerhalb dieser Krankheitsgruppe ist die koronare Herzkrankheit (KHK) mit einem
Anteil von etwa einem Drittel an allen kardiovaskularen Krankheiten sehr prominent
[2]. Allein in den USA wurden 2010 17.6 Millionen Félle von KHK verzeichnet [3]. Die
Pravalenz und Inzidenz der KHK sind dabei stark von Alter und Geschlecht
abhangig: Im Hinblick auf die Gesamtheit an koronaren Ereignissen ergibt sich mit
steigendem Lebensalter fiur beide Geschlechter eine deutlich héhere Inzidenz der
KHK. Der Vergleich der beiden Altersgruppen 35-64 und 65-94 zeigt beispielsweise
eine Verdoppelung der Inzidenz fur Manner, fir Frauen sogar eine Verdreifachung
[4]. FUr den altersbedingten Anstieg ergibt sich zusatzlich ein Trend in Bezug auf das
Geschlecht: So bleibt die Inzidenz koronarer Ereignisse fur Frauen etwa 10 Jahre
hinter der mannlichen zuriick [4]. Einige Endpunkte zeigen isoliert sogar eine hohere
geschlechtsspezifische Abweichung von 20 Jahren, beispielsweise der
Myokardinfarkt und der plétzliche Herztod [4]. Mit zunehmendem Lebensalter wird
diese ,gender gap“ jedoch zusehends geringer [4]. Insgesamt liegt das
Lebenszeitrisiko fur die Manifestation der KHK fur 40—jahrige Manner bei 49 %, fur
Frauen desselben Alters bei nur 32 %. Uber die letzten Dekaden hinweg hat sich in
den meisten Landern Europas und den USA sowohl in Hinblick auf die Inzidenz als
auch auf die Mortalitdt ein positiver Trend ergeben [3, 5-8]. Im Gegensatz dazu
stehen die Daten aus Schwellen- und Entwicklungsl&andern wie China und Indien, in
denen kardiovaskulare Erkrankungen haufig in einem Aufwartstrend begriffen sind [9,
10]. Die hohe Pravalenz und Inzidenz sind jedoch nicht die einzigen Grinde fir die
anhaltende Relevanz der kardiovaskularen Erkrankungen: Mit fur das Jahr 2020
geschatzten 150 Millionen Disability-Adjusted Life Years (DALYS), also eingebif3ten
gesunden Lebensjahren, sind kardiovaskulare Erkrankungen namlich zusétzlich der
fuhrende somatische Grund fur Produktivitatsverlust und verursachen so indirekt
enormen wirtschaftlichen Schaden [11]. Der Anteil der KHK an diesen DALYs liegt

dabei schatzungsweise bei 82 Millionen [11].



1.2 Komplikationen der Koronaren Herzkrankheit

Der Begriff ,koronare Herzkrankheit“ vereint eine Mehrzahl von Krankheitsentitaten,
denen eine Einengung eines oder mehrerer Koronargefal3e zugrunde liegt [12]. Die
Symptomatik hangt dabei stark von dem Grad der Stenose, also der Einengung des
GefalRes und der damit verbundenen Reduktion des Sauerstoffangebots, ab [13].
Problematisch ist dabei, dass der groRte Teil des Stenosierungsprozesses
asymptomatisch verlauft: Denn erst ab einem Stenosegrad von 70 % des
ursprunglichen Lumens treten unter Belastung anfallsartige, thorakale Schmerzen
auf (sog. Angina pectoris) [14]. Das Risikoprofil verdndert sich allerdings schon vor
der Symptomatik: Im Vergleich zu Herzgesunden treten bei Patienten mit
Koronarstenosen <70 % deutlich haufiger Myokardinfarkte auf [14]. Bleiben sowohl
die Schmerzen als auch die auslésende Belastung Uber einen Zeitraum von
mehreren Monaten konstant, spricht man von einer stabilen Angina Pectoris. Die
instabile Angina Pectoris zeichnet sich durch zunehmende Beschwerden bei
geringerer Belastung oder in Ruhe aus. Sie beruht meist auf einer Plaqueruptur, die
zur Organisation eines wandadhéarenten Thrombus fuhrt. Dieser verengt das schon
stenosierte Gefal3lumen und fihrt so zu einer Ischamie des Myokards und den damit
verbundenen Schmerzen  bei schon geringer Belastung[13]. Folgt auf die
Plaqueruptur ein thrombotisch bedingter Gefaldverschluss mit einer andauernden,
absoluten Ischdmie eines Herzmuskelareals, spricht man von einem Myokardinfarkt
[13]. Mit einer Inzidenz zwischen 200 und 300 pro 100.000 Einwohnern stellt der
Myokardinfarkt eine der haufigsten Komplikationen der KHK dar [15]. In der
Altersgruppe uber 75 ist der Myokardinfarkt sogar die haufigste Erstmanifestation
einer koronaren Herzkrankheit, noch vor der Angina Pectoris [4]. Zusétzlich zu den
Komplikationen der akuten Ischamiezustande existieren auch Komplikationen
bedingt durch strukturelle Verdnderungen des Herzgewebes auf Basis einer KHK.
Prominent sind in dieser Gruppe der sogenannte plotzliche Herzstillstand und -tod.
Diesen Erkrankungen liegt ein schlagartiges Ausbleiben einer gerichteten
Herzfunktion zugrunde [16]. Grund dafur ist meist eine schwerwiegende
Herzrhythmusstoérung, welche durch narbige Verdnderungen des Myokards und der
damit einhergehenden Stérung der Reizleitung provoziert wird [17]. Der pl6tzliche
Herzstillstand ist in Gber 70 % der Falle mit der KHK assoziiert [18, 19]. Gleichzeitig
ist der plétzliche Herztod mit einer Beteiligung zwischen 30 und 50 % die haufigste
Todesursache unter KHK-Patienten [20, 21].
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1.3 Pathophysiologie der Atherosklerose

Ursachlich fur die koronare Herzkrankheit und deren Endpunkte sind uni- oder
multifokale  Verdickungen in den koronaren GefaBwanden, sogenannte
atherosklerotische Plaques, welche das Geféal3lumen zu grof3en Teilen verlegen
konnen und bei Ruptur haufig zu thrombotischen Komplikationen fuhren [22]. Die
Bildung eines atherosklerotischen Plaques ist ein langwieriger Prozess, der mehrere

Zwischenstufen durchschreitet [23]:

1.3.1 Stadium [: Initiallasion

Die Atherosklerose beginnt mit einer Endothellasion in der Intima, der innersten
Schicht der GefaBwand (siehe Abb. 1). Eine pauschale Ursache fir diese Lasionen
ist bisher noch nicht identifiziert worden. Atherosklerotische Plaques entstehen
gehauft in Gefal3abschnitten, in denen turbulente Stromungen und somit héhere
Scherkrafte herrschen. Dies fuhrt zu einem lokal erhéhten Aufkommen intimaler
Lasionen. Mit der Schadigung des Endothels gehen mehrere Veranderungen einher:
Die Permeabilitat des Endothels ist durch die aufgetretenen
Kontinuitatsunterbrechungen erhoht, was eine Anreicherung der beiden kleinen
Lipoproteine Low-Density Lipoprotein (LDL) und High-Density Lipoprotein (HDL) in
der Intima, sowie in der Muskelschicht der Arterie, der Media (siehe Abb.1l),
ermoglicht. MaRgeblich fur diese Anreicherung ist die Konzentration dieser beiden
Lipoproteine im Blut: So begunstigt eine hohe LDL-Konzentration die Plaquebildung,
wahrend eine hohe HDL-Konzentration durch den Abtransport von Cholesterin aus
den glatten Muskelzellen der Media dem atherosklerotischen Prozess entgegenwirkt.
Die Leukozyten-Migration wird durch die Endothelschadigung ebenfalls erleichtert:
So bilden die Endothelzellen im Bereich der Lasion vermehrt Adhasionsmolekule fur
Monozyten und Lymphozyten aus und erlauben dber die Ausschittung von
Chemokinen die gerichtete Bewegung dieser Zellen anhand von Stoffgradienten
(Chemotaxis) in Richtung der Media. Durch die vermehrte Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen wird weiterhin die Umwandlung von Monozyten zu

aktiven Makrophagen begunstigt.

1.3.2 Stadium II: Fettstreifen (fatty streaks)

Subintimal abgelagertes LDL wird im weiteren Verlauf durch freie Radikale seitens
der Makrophagen und Endothelzellen oxidiert. Das so entstandene oxidierte LDL
(oxLDL) wird von den umliegenden Makrophagen mittels sogenannter Scavenger-
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Rezeptoren aufgenommen und lysosomal abgebaut. Dieser Abbau funktioniert gut,
solange die oxLDL-Konzentration in der Umgebung normal oder leicht erhéht ist. Bei
hohen Konzentrationen von oxLDL wird die Kapazitdt des Abbaumechanismus'
Uberschritten, Uberschissiges oxLDL verestert und in den Abbauvakuolen der
Makrophagen gespeichert. Daraus resultieren fetthaltige Makrophagen, die nach
ihrer Morphologie Schaumzellen genannt werden. Intimale Ansammlungen von
Schaumzellen in der atherosklerotischen Frihphase werden als sogennante

Fettstreifen, langliche gelbe Erhabenheiten auf der Innenseite der Arterie, sichtbar.

1.3.3 Stadium llI: Lipidplaque

Der kontinuierliche Abbau des oxLDL fuhrt dazu, dass die Cholesterin-Konzentration
in den Makrophagen deutlich ansteigt. Das erhOohte Angebot kann durch den
enzymatischen  Abbauprozess nicht kompensiert werden, weshalb die
Cholesterinkonzentration weiter, bis Uber das Loslichkeitsprodukt, steigt. In der Folge
kommt es zur Bildung von Cholesterin-Kristallen innerhalb der Makrophagen. Die
erhohte intrazellulare Cholesterin-Konzentration sowie die Ausschittung von
apoptosefordernden Perforinen durch zytotoxische CD4*—Zellen fuhren zu einem
erhdhten Makrophagen-Untergang. Die toten Makrophagen lassen dabei grol3e Teile
der gespeicherten Fette und Cholesterin-Kristalle in der Subintima zurtick. Auf lange
Sicht bildet sich so eine Lipidplaque (Atherom), welche bei Kérpertemperatur fllissig

und daher mechanisch instabil ist.

1.3.4 Stadium IV: Fibroatherom

Die verbleibenden subintimalen Makrophagen aktivieren tber die Ausschittung von
Endothelin—1 und Interleukin—1 die glatten Muskelzellen der Media. Diese reagieren
mit Proliferation und erhdhter Kollagenbildung, die Fibrosierung der Plaque beginnt.
Die ebenfalls stimulierten Endothelzellen locken Uber die Freisetzung von

Plattchenaktivierendem Faktor (PAF) Thrombozyten an.

1.3.5 Stadium V: Vulnerable Plague und Plaquefissur

Die entstandene Plaque wird nur noch durch eine dunne fibrése Kappe von der
Blutbahn getrennt. Diese Kappe wird im Zuge des stdndigen Plague-Umbaus von
Matrixmetalloproteasen, welche von den ortsstandigen Makrophagen gebildet
werden, aufgeweicht und dadurch anféllig fir Scherkrafte. Eine Plaque dieser Form
wird auch vulnerable Plaque genannt. Reil3t die Kappe durch mechanische
Einwirkung auf (sogenannte Plaquefissur), so kommt das thrombogene

4



Plaquematerial in direkten Kontakt mit dem Blut und am Ort der Lasion bildet sich ein
Thrombus. Je nachdem, ob prothrombotische oder fibrinolytische Faktoren die
Uberhand haben, kann dieser Thrombus entweder das gesamte GefaR verschlieRen
(okklusiver Thrombus) oder den Diameter des Geféal3es verringern, ohne jedoch den
Blutstrom zu unterbrechen (non-okklusiver Thrombus). Des Weiteren kénnen bei
einer Plaquefissur Teile der Plaque in die Blutbahn gespullt werden und dort

GefalRanteile embolisieren.

1.3.6 Stadium VI: Fibrose, zellarme Plaque

Die Plaquefissur mit nachfolgender Thrombus-Bildung zieht eine erneute
Umorganisation der Plaque nach sich: Mediatoren, die im Verlauf der Thrombus-
Organisation freigesetzt werden (z.B. Thrombin, TGF-B), regen die glatten
Muskelzellen der Media zur Proliferation sowie zur Bildung von Proteinen der
extrazellularen Matrix (EZM) an. Die entstehende Plaque enthélt im Gegensatz zum
Fibroatherom aufRer Kollagen noch weitere Strukturproteine, bei geringerem
Cholesterinanteil. Insgesamt ergibt sich dadurch eine deutlich stabilere Plaque, die
kein grof3es Rupturrisiko mehr aufweist, das Gefal3lumen aber massiv einengen
kann. Fibrose, zellarme Plaques sind haufig die Ursache einer stabilen koronaren

Herzkrankheit.

Tunica Elastica Interna

Fibroblast

Abbildung 1: Anatomie der gesunden Arterienwand. Die Arterienwand besteht aus den drei Schichten Tunica
Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia. Die an das Lumen grenzende Tunica Intima besteht aus der
abschlieBenden Endothelschicht und elastischen Fasern. Auf die elastische Trennschicht folgen die glatten
Muskelzellen, die den grof3ten Teil der Tunica Media ausmachen. Die bindegewebige, fibroblastenreiche Tunica
Adventitia stabilisiert das GefaR und bildet den aueren Abschluss. (Stijn A.l. Ghesquiere www.applesnail.net -
Eigenes Werk, lizenziert nach CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=579327)
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Abbildung 2: Stadien der Atherosklerose. Durch intimale Lasionen kommt es zu einer vermehrten Einlagerung
von LDL in die Arterienwand. Dieses wird von Makrophagen oxidiert, phagozytiert und teilweise in Vakuolen
iberfiihrt. Bei Uberschreiten des Loslichkeitsproduktes in den Vakuolen der Makrophagen bilden sich
Cholesterinkristalle, welche zum Zelluntergang und zur Bildung einer Lipidplaque fuhren. Im Verlauf kommt es
durch Freisetzung von Zytokinen und thrombozytenvermittelte Mechanismen zu einem bindegwebigen Umbau
der Plaque (Fibroatherom). Durch Matrixmetalloproteasen wird der fibrése Abschnitt (iber dem Lipidkern der
Plaque zusehends aufgeweicht. Dies bringt eine erhdhte Anfalligkeit auf Scherkréfte mit sich (vulnerable Plaque).
(Modifiziert nach “Stages of endothelial dysfunction in atherosclerosis”, lizenziert nach CC BY-SA 3.0, ,
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Endo_dysfunction_Athero.PNG)

1.4 Préavention und Therapie bei koronarer Herzkrankheit

Vor der Therapie der koronaren Herzkrankheit steht zunachst einmal deren
Pravention. Wie unter 1.3 geschildert, sind atherosklerotische Plagues ursachlich flr
die koronare Herzkrankheit. Die Kontrolle von Risikofaktoren, die die Plaquebildung
beglnstigen, ist also fur die Primarpravention der KHK unabdingbar. Die
Risikofaktoren fir Plaquebildung sind gut beschrieben und untersucht. Als wichtigste
beeinflussbare Faktoren gelten: Rauchen, Ubergewicht, Bewegungsarmut,
Hyperlipidamie, Bluthochdruck, Diabetes Mellitus sowie Fehlerndhrung [24-26].
Durch Lebensstilanderungen (z.B. Rauchstopp, Gewichtsverlust, regelmafiige
Bewegung, mediterrane Ernahrung) und medikamentdse Interventionen (vor Allem
fur Bluthochdruck, Cholesterin- und Blutzuckerspiegel), kann das Risiko der KHK
deutlich reduziert werden [27-31]. Auch bei einer klinisch manifesten KHK ist durch
Lebensstilanderungen ein deutlicher gesundheitlicher Benefit zu erzielen [32].
Weiterhin kann auch mit folgenden medikamentésen Malinahmen eine positve
Beeinflussung erreicht werden: Es werden vornehmlich Statine zur Senkung der

LDL-Konzentration, B-Blocker, ACE-Hemmer und Angiotensin-lI-Antagonisten zur
6
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Einstellung des Blutdrucks, Metformin zur Blutzucker-Kontrolle bei komorbidem
Diabetes mellitus Typ 2 und Acetylsalicylsaure zur Vermeidung thrombotischer
Komplikationen empfohlen [33, 34].Trotz dieser praventiven Therapiekonzepte
schreitet die Krankheit bei vielen Patienten so weit fort, dass eine Intervention
notwendig wird. Fur diese Patienten kommen grundséatzlich zwei Verfahren infrage:
Sie kdnnen eine Operation am offenen Herzen mit Einsatz eines arteriellen oder
vendsen Grafts wahlen, einen sogenannten Koronararterien-Bypass, oder die
minimalinvasive Aufdehnung eines stenosierten Gefalles mit anschlielRender
Stenteinlage, bekannt als perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA).
Beide Verfahren haben heutzutage grof3tenteils getrennte Einsatzbereiche, die sich
nur bei bestimmten Formen der stabilen KHK tberschneiden [35]. Die PTCA hat sich
Uber die letzten Jahrzehnte hinweg deutlich weiterentwickelt: Zu Beginn wurde der
Fortschritt in der minimalinvasiven Kathetertechnik lediglich dazu genutzt, stenosierte
Abschnitte im Bereich der Koronarien mittels Ballondilatation aufzudehnen. Der
direkte Vergleich mit der koronararteriellen Bypass-Chirurgie zeigte beziglich der
Mortalitat keinen Unterschied. Allerdings ergaben sich fur die PTCA deutlich héhere
Reinterventionsraten aufgrund von Restenosen im aufgedehnten Bereich [36, 37].
Das Verfahren wurde schnell um den Einsatz von unbeschichteten Metallstents, sog.
Bare-Metal-Stents (BMS), erweitert, welche eine Restenose in dilatierten Bereichen
verzogern sollten. Auch in der BMS-Ara zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
im Vergleich zur Bypass-Chirurgie. Dies gilt insbesondere fiir die Endpunkte
Myokardinfarkt und Apoplex. Gleichzeitig blieb die Reinterventionsrate in der BMS-
Gruppe weiterhin deutlich héher [38]. Einen Meilenstein in der Entwicklung der PTCA
stellte die Einfuhrung sogenannter drug-eluting Stents (DES) dar. Dabei handelt es
sich um BMS, die mit einem Polymer beschichtet sind, welches einen
antiproliferativen Wirkstoff enthalt. Dieser wird Uber einen langeren Zeitraum
freigesetzt, mit dem Ziel, hyperproliferative Vorgdnge im Bereich des Stents zu
verhindern [39]. Anhand des verwendeten Wirkstoffs kann man DES in zwei
Generationen unterteilen: Die erste Generation enthalt Sirolimus und Paclitaxel,
wahrend die zweite Generation Everolimus und Zotarolimus verwendet [40]. Die
erste  DES-Generation zeigte im Vergleich zu BMS eine signifikant geringere
Reinterventions-Rate bei insgesamt gleichbleibender Mortalitat [41, 42]. Durch die
Verwendung von DES der zweiten Generation verbesserten sich die Resultate in

Bezug auf die Reinterventionsrate noch weiter [43-46]. Zusétzlich dazu wurde in
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mehreren Studien ein Trend zu einer verringerten Inzidenz von Komplikationen
(Myokardinfarkt und Stent-Thrombose) wahrgenommen, sowie eine geringere
Mortalitatsrate [44-48]. Besonders eindricklich ist die deutliche Reduktion im
Auftreten von spaten Stent-Thrombosen, die zusammen mit In-Stent-Restenosen
eine der groRen Herausforderungen fir das Stent-Design darstellen [49, 50]. Trotz
dieser bemerkenswerten Fortschritte zeigt sich in grof3 angelegten Meta-Analysen
bei stabiler KHK weiterhin keine Uberlegenheit der PTCA gegeniiber der Bypass-
Operation. Bei langfristiger Nachbeobachtung zeigt die Bypass-Operation ein
gunstigeres Risikoprofil hinsichtlich einiger Endpunkte [51-53]. Eine generelle
Bevorzugung der PTCA bei Patientenkollektiven mit stabiler KHK ist daher noch nicht
in greifbarer Nahe, der standardisierten Nutzung in Notfallsituationen zum Trotze
[54]. Die Forschung an Stents, die Restenosen langfristig verhindern kénnen, bleibt
somit sinnvoll und notwendig. Einen theoretischen Ansatzpunkt in der Pathogenese

der In-Stent-Restenose stellt die Leukodiapedese dar.

1.5 Leukodiapedese

Hinter dem Begriff Leukodiapedese verbirgt sich ein komplexes mehrstufiges
Geschehen auf molekularer Ebene, an dessen Ende die Migration eines Leukozyten
durch die Endothelschicht steht. Prinzipiell wird durch eine Reihenschaltung von
Rezeptor-Liganden-Systemen zunachst eine Verlangsamung und anschliel3end ein
Andocken von Leukozyten an das Endothel eines lokalen inflammatorischen Herdes

vermittelt.

Die Leukodiapedese beginnt mit einer lokalen Entziindungsreaktion, die mittels einer
Vielzahl von Entzindungsmediatoren einen Einfluss auf Proteinbesetzung der
Endothelzellen nimmt: Bei Kontakt mit proinflammatorischen Zytokinen werden aus
endothelspezifischen Organellen, den sogenannten Weibel-Palade-Korperchen,
préaformierte  P-Selektine  freigesetzt, welche mit Liganden auf der
Leukozytenoberflache eine kurze Bindung eingehen. Die Leukozyten werden durch
die kurze Refraktéarzeit der Rezeptoren immer wieder verlangsamt und der
Endothelschicht angenahert. Es kommt zu einem sogenannten Abrollen auf dem
Endothel, wodurch reichlicher Kontakt zwischen der Leukozyten- und
Endotheloberflache hergestellt wird. Das aktivierte Endothel exprimiert eine Vielzahl
von proinflammatorischen Substanzen und Chemokinen an seiner Oberflache, die
ebenfalls aktivierend auf Leukozyten wirken. Besonders hervorzuheben ist dabei die
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Aktivierung der sogenannten Leukozytenintegrine. Dabei handelt es sich um eine
Klasse von Adhasionsrezeptoren, die erst nach Kontakt zu den proinflammatorischen
Substanzen auf der Endotheloberflache in die aktive, Liganden-bindende
Konformation Ubergeht. Die meisten Leukozyten tragen B2-Integrine auf ihrer
Oberflache. Diese binden die Adh&sionsmolekile Intercellular Adhesion Molecule
(ICAM) 1 und 2, welche auf der Endothelzelloberflache exprimiert werden. Die
Bindung an die ICAM-Molekile erméglicht das Andocken der Leukozyten an die
Endothelzelle und damit einen Stillstand aus dem Abrollen. Zusatzlich werden die
ICAM-Molekule auch von Lymphocyte Function-Associated Antigen—-1 (LFA-1) und
Macrophage—1 Antigen (Mac-1), zwei weiteren Oberflachenproteinen aus der
Gruppe der Integrine, gebunden. Die zeitweise Bindung dieser Molekiile erlaubt eine
kriechende Bewegung der Leukozyten entlang der Endotheloberflache in Richtung
Interzellularspalt. Dort erfolgt dann die eigentliche Diapedese: Der Leukozyt durchtritt
am Ubergang zwischen zwei Zellen amoboid die Endothelzellschicht. Bis hin zur
Migration durch das Endothel sind alle Bindungsprozesse reversibel [55]. Die
Blockade eines einzelnen Schrittes innerhalb dieses komplexen Geschehens kénnte
daher dazu fuhren, dass die Leukozytenmigration durch die Endothelschranke
deutlich abnimmt. Dies ware systemisch sicherlich fatal, birgt aber als lokale
MalRnahme ein enormes Potential, da pathologische Entziindungsreaktionen die

Ursache einer Vielzahl von Erkrankungen darstellen.

In den vorliegenden Versuchen wurde das endotheliale ICAM-1 als Zielmolekul fur

ein lokalisiertes Gen-Silencing bestimmit.

1.6 Pathophysiologie der Restenose

Restenotische Areale mogen auf den ersten Blick atherosklerotischen
Veranderungen ahneln. Die Pathophysiologie der beiden Erscheinungen ist jedoch
sehr verschieden: Wahrend atherosklerotische Plaques vornehmlich auf der
Ablagerung von Lipiden und dem damit zusammenh&angenden pathologischen
Makrophagen-Verdau beruhen, ful3t die Entwicklung von Restenosen auf lokalen
Entzindungsreaktionen, die durch Endotheltraumata angeregt werden. Die
Entwicklung der Restenose beginnt schon mit der Implantation des Stents: Die
Ballondilatation fugt dem Gefal3abschnitt zahlreiche intimale Traumata zu und es

kommt zu einer stellenweisen Endotheldenudation mit nachfolgender physiologischer
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Entzindungsreaktion [56, 57]. Im Zuge dieser Entzindungsreaktion werden im
Bereich der Tunica Intima Entzindungsmediatoren freigesetzt, welche die
Expression von Leukodiapedese-vermittelnden Adhasionsmolekilen, wie z.B. ICAM—
1, auf der Oberflache von Endothelzellen im Areal des Stents triggern [58]. Dies hat
eine vermehrte Migration von Leukozyten in die GefaBwand zur Folge, welche nun
eine Entzindungsreaktion innerhalb der Tunica Intima mediieren [56]. Die glatten
Muskelzellen in der Tunica Media reagieren auf die erhthte Konzentration an
Entztndungsfaktoren mit einer Migration in den heilenden Bereich der Intima,
genannt Neointima, und beginnen dort, stark zu proliferieren. Diese Proliferation ist
maf3geblich fir die Verengung des Gefalllumens verantwortlich [59, 60]. Der Stent
reizt das umliegende Endothel weiterhin und tragt somit dazu bei, dass die
Entzindung anhéalt [57]. Die permanent hohen Konzentrationen an
Adhéasionsmolekilen auf den Endothelzellen erleichtern die Migration von
Leukozyten weiterhin, die Entziindung kann nicht unterbunden werden und das
GefaR verengt sich zunehmend [61, 62]. Uber einen langeren Zeitraum hinweg
kommt es zu einem Umbau der neointimalen Struktur, wobei die Zelldichte abnimmt
und deutlich mehr kollagenhaltige EZM gebildet wird [57, 63]. Die Restenose des
GefalRbereichs endet mit der Reendothelialisierung. Diese tritt auf lange Sicht auch
von allein ein, allerdings ist die neoinitimale Hyperproliferation bis dahin schon so
weit fortgeschritten, dass eine Intervention meist nicht vermeidbar ist. Eine frihe
Reendothelialisierung konnte die entzindliche Kaskade, die in eine intimale
Proliferation mindet, moéglicherweise unterbrechen. Diese ware durch ein gezieltes
Gen-Silencing von ICAM-1 in der Theorie vermittelbar. Die Suppression des ICAM—
1-Gens konnte durch die lokale Transfektion des GefaRendothels im Stent-Bereich
mit spezialisierten synthetischen RNA-Molekulen erreicht werden.
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1.7 _Transfektion
Unter dem Begriff Transfektion versteht man in der Zellbiologie das Einbringen von

fremder DNA oder RNA in eukaryotische Zellen. Eine Transfektion kann transient,
also vorubergehend, oder stabil erfolgen. Eine stabile Transfektion wird durch den
Einbau einer fremden Nukleinsaure in das Wirtsgenom erreicht. Die transiente
Transfektion ist hingegen durch den Abbau der fremden Nukleinsdure in der
Wirtszelle zeitlich limitiert. Die Bindung an eine komplementéare, proteinkodierende
messenger RNA (mRNA), kann deren Degradation herbeifihren und so die
Translation in das codierte Protein unterbinden [64]. In Therapieverfahren und
Versuchen, die small interfering RNA (siRNA) und microRNA (miRNA) verwenden,
werden transiente Transfektionsverfahren genutzt, da die eingebrachten RNA-
Molekuile selbst Effektor der Therapie sind und nicht fur Effektorproteine codieren.
SiRNA und miRNA unterscheiden sich in Bildung und Struktur, kbnnen aber beide
zur Degradation von mRNA-Molekilen fuhren. Heutzutage stehen eine Fulle von
Transfektionsmethoden physikalischer, chemischer und biologischer Natur zur
Verfuigung. Die Eignung dieser Verfahren fur ein konkretes Experiment hangt von der
Zelllinie, der zu transfizierenden Zellzahl sowie der verwendeten Nukleinsdure ab. In
den vorliegenden Versuchen wurde die Lipofektion angewendet. Dabei bilden die zu
transportierenden, negativ geladenen Nukleinsauren Komplexe mit kationischen
Liposomen oder Micellen. Diese konnen die Zellmembran uber endozytotische
Mechanismen (Uberwinden und gelangen so ins Zytoplasma. Die Liposomen
bestehen meist aus einem Gemisch von herkdmmlichen Membranlipiden wie
Cholesterol, Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin mit positiv geladenen
Lipiden wie 1,2-Dioleoyl-3—trimethylammonium-propan (DOTAP), N-[1-(2,3—
Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTMA) und
Dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) [65]. Da mit der Endozytose ein
natdrlicher Transportmechanismus ausgenutzt wird, scheint die Lipofektion auf den
ersten Blick wenig invasiv. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass die verwendeten,
positiv geladenen Lipide eine gewisse proinflammatorische und proapoptotische
Wirkung vermitteln [66]. Die Menge an Lipiden muss daher stets an die Zelllinie

angepasst werden, um unerwinschte Nebeneffekte zu verhindern.
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1.8 RNA-vermitteltes Gen-Silencing und RNA-Interferenz

In der medizinischen Forschung besteht seit jeher ein groRes Interesse daran,
Expressionsmuster verschiedener Proteine moglichst kontrolliert zu beeinflussen. Ein
besonders eleganter Weg, die Synthese eines Zielproteins zu regulieren, ist das
sogenannte Gen-Silencing. Darunter versteht man regulatorische Mallnahmen, die
zwischen Transkription und Translation in die Proteinbiosynthese eingreifen. Man
unterscheidet dabei transkriptionelles und post-transkriptionelles Gen-Silencing [67,
68]. In den etablierten Versuchen wurde ausschlief3lich posttranskriptionelles Gen-
Silencing mittels RNA-Interferenz (RNAIi) genutzt. Dabei wird die mRNA des
Zielproteins durch siRNA komplementar gebunden. Der inerte Komplex aus den
beiden RNA-Molekilen wird anschlieend abgebaut und das Zielprotein nicht
synthetisiert [69]. Der erste Beweis einer genetischen Interferenz durch RNA-
Molekdle erfolgte 1998 durch Fire, Mello et al.. In ihren Versuchen an Fadenwtrmern
der Gattung Caenorhabditis elegans stellten sie fest, dass das Einbringen einer zur
codierenden Sequenz komplementaren, doppelstrangingen DNA zu einer
signifikanten Verminderung der Genaktivitat fiahrte. Das Einbringen von
einzelstrangiger RNA fiihrte hingegen zu keinem gerichteten Effekt[70]. Nachfolgend
stellte sich heraus, dass siRNA-Molekile aus exogen eingefiihrten RNA-Molekiilen,
aber auch endogen gebildet werden und somit einen Einfluss auf die Genexpression
nehmen konnen [71, 72]. Endogen gebildete siRNA wird nicht direkt als
Doppelstrang mit 20-25 Basen synthetisiert, sondern aus einem doppelstrangigen
RNA-Molekul isoliert, welches bedeutend langer ist. Besagtes Vorlaufermolekul wird
durch das Protein Dicer, welches Enzymen der RNAse-lll-Familie ahnelt, in 20-25
Basenpaare lange, doppelstrangige Fragmente geschnitten (Abb.3) [73]. Die
Bindung an die Ziel-mRNA und die nachfolgende Spaltung des hybridisierten RNA-
Molekils wird durch den sogenannten ,RNA-induced-silencing complex® (RISC)
vorgenommen [74]. Dieser besteht aus dem Antisense-Strang (auch Leitstrang) der
SiRNA, welcher von mehreren Enzymen gebunden wird [74]. Zusammen mit TAR-
RNA binding protein (TRBP) und Argonaute 2 (Ago2), dem Schlisselenzym des
RISC, bildet Dicer den sogenannten RISC-loading complex (RLC), der die Bindung
eines einzelstrangigen siRNA-Fragments an Ago2 katalysiert. Durch Bindung des
siRNA-Leitstrangs an Ago2 wird der RISC aktiviert, die Suche nach der
komplementaren mRNA beginnt. Die Bindung der komplementaren mRNA initiiert die

Spaltung des Hybridmolekils aus siRNA und mRNA [74]. Diese wird von Ago2,
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welches strukturell der RNAse H &hnelt, durchgefihrt [74]. Einige Details des RNAI-
Weges sind noch nicht vollstandig geklart, beispielsweise die Auftrennung des
doppelstrangigen siRNA-Molekills oder die mRNA-Suche. Der Ort des Silencings
wurde mittlerweile jedoch identifiziert: Der Groldteil der beschriebenen Prozesse
findet in den sogenannten ,processing bodies® (p-bodies) statt. Dabei handelt es sich
um mikroskopisch abgrenzbare Verdichtungen im Zytoplasma, in denen die gesamte
Enzym-Maschinerie des RNA-Abbaus konzentriert wird [75]. Wie jedes andere RNA-
Molekul hat auch die siRNA eine gewisse Halbwertszeit, die einen limitierenden
Faktor fir viele Therapiemodelle darstellt. Daher hat die Verlangerung besagter
Halbwertszeit einen hohen Stellenwert fir die RNAIi. Eine Verlangerung kann
einerseits durch Modifikation des RNA-Molekils, z.B. am Phosphat-Rickgrat oder
dem 3’'-OH-Ende der RNA, aber auch durch den Einsatz einer Carriersubstanz
erfolgen, die den Abbau der RNA durch Endo- und Exonucleasen verzégert und/oder
die negativ-geladene RNA bindet [76-79]. Die Halbwertszeit einer nackten RNA, die

etwa bei 15 Minuten liegt, kann so auf mehrere Stunden verlangert werden [76, 79].
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Abbildung 3: Ablauf der RNA-Interferenz. Die doppelstrangige siRNA wird durch Dicer in kurze Fragmente
geschnitten. Diese Fragmente werden durch Bindung an Argonaute 2 in den RNA-Induced Silencing Complex
eingebunden, welcher nach Bindung der komplementaren mRNA eine Spaltung des mRNA-Strangs herbeifuhrt.
dsRNA : doppelstrangige siRNA; Ago2 : Argonaute 2; RISC : RNA-Induced Silencing Complex; siRNA: small-
interfering RNA (Modifiziert nach Simone Mocellin and Maurizio Provenzano, RNA interference: learning gene
knock-down from cell physiology, Journal of Translational Medicine, Vol. 2, 2004, eigenes Werk. lizenziert nach
CC BY-SA 2.0, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mechanism_of_RNA_interference.jpg).

1.9 Bedeutung von Atelokollagen

Kollagen ist eines der am haufigsten vorkommenden Proteine im menschlichen
Korper. Als eines der bedeutsamsten Strukturproteine kommt es in unterschiedlichen
Formen nahezu ubiquitéar vor, beispielsweise in Knochen- und Knorpelgewebe, in der
Basalmembran und in der EZM [80]. Der Grundaufbau ist allen Kollagenen
gemeinsam: Sie formen eine rechtsgangige Triple-Helix, die sich wiederum aus drei
linksgangigen Kollagen-a-Ketten zusammensetzt [80]. Kollagen-a-Ketten bestehen

zu groBen Teilen aus der sich wiederholenden Peptidsequenz Glycin-X-Y,
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speziesspezifische Abweichungen finden sich nur an den Enden des Molekiils, den
sogenannten Telopeptiden [80]. Der weitaus groRere Teil des Molekils ist jedoch
generisch und zeigt im Vergleich zwischen unterschiedlichen Saugetierarten keinen
Unterschied im Aufbau [81]. Bei Atelokollagen handelt es sich um Rinder-Kollagen
vom Typ |, welches durch enzymatischen Verdau mittels Proteasen seine
Telopeptide verliert und somit noch weniger immunogen ist als das bereits
vertragliche Vorlaufermolekdl [82, 83]. Bei dem Protease-Verdau kommt es weiterhin
durch Loésen der Cross-Links zwischen den einzelnen Kollagenmolekilen zu einer
Verflussigung des Telopeptid-freien Kollagens, was sich fir die Herstellung
verschiedener Darreichungen als sehr nitzlich erweist [84]: So kann das verflissigte
Kollagen beispielsweise in Watte- oder Schwammform gebracht werden, was fir
Zwecke der Blutstillung und der 3D-Zellkultivierung nutzlich sein kann [84]. In
geringeren Konzentrationen ist auch eine Zubereitung als Gel oder Film mdglich.
Besonderes Potential zeigt Atelokollagen als Tragersubstanz fur Ribonukleinsauren.
In mehreren Studien konnte die Halbwertszeit zu transportierender RNA mithilfe einer
Atelokollagen-Matrix malfgeblich verlangert werden [85-88]. Dies scheint der
aul3erordentlichen Bindungsstruktur zwischen dem Phosphat-Ruckgrat der RNA und
Hydroxyl-Gruppen des Atelokollagenmolekils geschuldet zu sein: Ein RNA-Molekdil
bindet vier Kollagenmolekile Uber Wasserstoffbriickenbindungen, sichert sich so
eine gewisse Sicherheit gegenuber Exo- und Endonukleasen und erleichtert
gleichzeitig die Fibrillenbildung der Kollagenmolekile [89]. Ein weiterer Nutzen des
Atelokollagen ergab sich in Versuchen zu RNA-vermitteltem Gen-Silencing, in denen
eine transfektionsférdernde Wirkung des Komplexes nachgewiesen werden konnte
[90]. Insgesamt scheint Atelokollagen aufgrund seiner ausgezeichneten
Vertraglichkeit und der besonderen Bindungskapazitdten fir RNA eine

herausragende Tragersubstanz fir die RNA-Interferenz in vivo darzustellen [90].

1.10 Ziel der Dissertation

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Pravention der In-Stent-Restenose
durch Optimierung der Stent-Beschichtung. Hierbei wurde eine experimentelle Stent-
Beschichtung auf Atelokollagen-Basis in vitro getestet, die die Expression des
Oberflachenproteins ICAM-1 (CD54) auf Endothelzellen reduziert und somit eine
Migration von Leukozyten in die Intima verhindert. Das Augenmerk wurde dabei auf
die Effizienz und die Dauer des ICAM-1-Knockdowns gelegt. Da es sich hierbei um

Versuche handelt, die einem potentiellen Medizinprodukt vorausgehen, wurde
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weiterhin die Vertraglichkeit der Beschichtungen mit dem menschlichen Organismus
getestet, insbesondere das Verhalten der Beschichtungen bei Kontakt mit

menschlichem Blut.

Eine derartige Stent-Beschichtung kénnte auf zellularer Ebene theoretisch dazu
beitragen, dass geschadigte Endothelzellschichten in Stent-Bereichen schneller als
bisher abheilen kdnnen, sodass die pathologische Entzindungsreaktion, die der
Restenose zugrunde liegt, unterbunden wird. Da die Restenose im Stentbereich
momentan den limitierenden Faktor fir die Langzeitprognose nach Stentimplantation
darstellt, kdbnnte so in Zukunft eine Ausweitung der PTCA-Indikation erreicht werden.
So konnten viele invasive Operationen am offenen Herzen zugunsten der

minimalinvasiven PTCA eingespart werden.
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2. Material und Methoden

Alle beschriebenen Versuche wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe S1 mit

entsprechender Ausstattung durchgefihrt.

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Die folgende Tabelle 1 enthalt alle Geréate, die im Verlauf der experimentellen Arbeit

verwendet wurden.

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Gerat

Sicherheitswerkbank Herasafe

HS12

Hersteller
Thermo Fischer

Scientific

Standort
Langenselbold,

Deutschland

Sicherheitswerkbank Klasse 2

BDK Luft-und

Reinraumtechnik GmbH

Sonnenbuhl-
Genkingen,

Deutschland

Autoklav Systec DX—-23

Systec GmbH

Wettenberg,
Deutschland

Mikroskop Axiovert 135

Carl Zeiss AG

Jena, Deutschland

FACScan™ BD

BD Biosciences

Heidelberg,
Deutschland

Zentrifuge 5415 Eppendorf

Eppendorf AG

Hamburg,

Deutschland

Mithras LB 940
Mikroplattenleser

Berthold Technologies
GmbH & Co. KG

Bad Herrenalb,
Deutschland

Zentrifuge MiniSpin plus

Eppendorf AG

Hamburg,

Deutschland

gRT-PCR iCycler BIO RAD

BIO RAD Laboratories
GmbH

Hercules,
Kalifornieren, USA

Absaugpumpe KNF-Lab

KNF Neuberger GmbH

Freiburg, Deutschland

Wasserbad GFL 1083

GFL Gesellschaft fir
Labortechnik GmbH

Burgwedel,

Deutschland

Zentrifuge Cryofuge 5500i

Heraeus Instruments

Osterode,
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GmbH

Deutschland

Bio Vortex V1

PEQLAB Biotechnologie
GmbH

Erlangen, Deutschland

Brutschrank Heraeus
6000

Thermo Fisher Scientific

Langenselbold,

Deutschland

Micros 60

ABX Diagnostics

Montpellier, Frankreich

CASY® Zellzahler

Schéarfe System GmbH

Reutlingen,

Deutschland

Zentrifuge Varifuge 3.2RS
Sepatech

Heraeus Instruments

Osterode,

GmbH

Deutschland

Ultraschallbad Bandelin

Sonorex

Bandelin Electronic
GmbH & Co. KG

Berlin, Deutschland

FD 23 Warmeschrank

Binder GmbH

Tuttlingen,
Deutschland

Alle verwendeten Materialien und Chemikalien mit Hersteller und zugehérigem

Standort werden in den folgenden Kapiteln aufgelistet.

2.1.2 Verbrauchsmaterial

In der

folgenden Tabelle 2 werden Materialien aufgefihrt,

Einmalgebrauch bestimmt sind.

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

die fur den

Material Hersteller Standort

1,5 ml DNA LoBind Tube | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
1,5 ml Protein LoBind Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Tube

2,0 ml DNA LoBind Tube | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
2,0 ml Protein LoBind Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Tube

Falcon® 50 ml
Centrifuge Tube

BD Bioscience

Heidelberg, Deutschland

1,5 ml Safe Lock Tubes

Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland

Zellkulturflasche 75 cm?2

Corning Incorporated

New York, USA
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Zellkulturflasche 150

cm?

Corning Incorporated

New York, USA

24—Well-Platte,

transparent

Corning Incorporated

New York, USA

96—Well-Platte, schwarz

Corning Incorporated

New York, USA

5 ml Reagenzglas

Corning Incorporated

New York, USA

TipOne®
Pipettenspitzen (steril)
10 pl, 100 pl, 1000 pl

Starlab Group

Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen(steril)
10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland

CASY® Cups

Scharfe System GmbH

Reutlingen, Deutschland

Pasteurpipetten (Glas)

WU Wilhelm Ulbrich
GdbR Laborglaswaren

Mainz, Deutschland

Glasplattchen 10 mm x

10mm x Imm

Marienfeld GmbH

Lauda-Konigshofen,

Deutschland

2.1.3 Medien und Lésungen

Die Tabellen 3, 4 und 5 fassen alle innerhalb der Versuche verwendeten Medien,

Chemikalien und Kits zusammen.

Tabelle 3: Medien und Losungen

Medium/L6sung

Hersteller

Standort

Ampuwa® Fresenius Kabi | Bad Homburg,
Deutschland
NacCl 0,9 % Fresenius Kabi | Bad Homburg,

Deutschland

Trypsin/EDTA (0,05 %)

Gibco®,

Thermo Fisher

Carlsbad, USA

Scientific
Phosphate buffered saline Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
(PBS) Chemie GmbH
Dulbecco’s PBS without Ca & | Gibco®, Carlsbad, USA
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Mg Thermo Fisher
Scientific
Dulbeccos‘ Modified Eagle Gibco®, Carlsbad, USA

Medium(DMEM) 4,5 g/l

Thermo Fisher

Glucose , ohne Pyruvat und Scientific
L-Glutamin
L-Glutamin (200mM) Gibco®, Carlsbad, USA

Thermo Fisher

Scientific

Penicillin/Streptomycin (Pen
Strep)

Gibco®,
Thermo Fisher
Scientific

Carlsbad, USA

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco®,
Thermo Fisher

Carlsbad, USA

Scientific
CASYton Roche Mannheim, Deutschland
Diagnostics
GmbH
Humaner rekombinanter Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Tumornekrosefaktor-a Chemie GmbH

(TNF- )

CD54 - Antikorper

BD Bioscience

Heidelberg, Deutschland

Lipofectamine® 2000

Thermo Fisher

Scientific

Carlsbad, USA

FACSFlow™

BD Bioscience

Heidelberg, Deutschland

FACSRinse™

BD Bioscience

Heidelberg, Deutschland

FACSClean™

BD Bioscience

Heidelberg, Deutschland

Hellmanex (verwendet in

2 %—iger LOsung)

Hellma

Mihlheim, Deutschland

Atelokollagen (3mg/ml)

Cosmo Bio Co.

Ltd.

Tokyo, Japan

Natriumacetat

Sigma-Aldrich
Chemie GmbH

Steinheim, Deutschland
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Tabelle 4: Zusammengesetzte Lésungen

Losung + Zusatz
DMEM 4,5¢g/l Glucose +
FBS +
L-Glutamin(200mM) +
Penicillin/Streptomycin
= Medium fur Ea.hy926

Hersteller
Gibco®, Thermo Fisher
Scientific

Standort
Carlsbad, USA

Dulbecco’s PBS without

Gibco®, Thermo Fisher

Carlsbad, USA

Ca& Mg + Scientific
FBS
= Waschpuffer
Dulbecco’s PBS ohne Gibco®, Thermo Fisher Carlsbad, USA
Ca& Mg + Scientific
12,5 g/500ml PFA Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
= FACS-LOsung
(Fixation)
Tabelle 5: Kits
Kit Hersteller Standort

ASSERA-CHROM®
B-Thromboglobulin

Diagnostica Stago

Asnieres, Frankreich

Aurum™ Total RNA Mini

Bio-Rad Laboratories

Incorporated

Hercules, USA

First Choice® RLM-
RACE

Life Technologies,

Thermo Fisher Scientific

Carlsbad, USA

ELISA-Kit Osteomedical GmbH Binde, Deutschland
iQ™ SYBR® Green Bio-Rad Laboratories Hercules, USA
Supermix Incorporated

2.1.4 siRNA-Sequenzen und Primer

Die Tabellen 6 und 7 fassen die verwendeten RNAs und die Primer fir die 5 -RNA-

Ligase-mediierte Amplifikation von complementary DNA (cDNA)-Enden via
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polymeraser Kettenreaktionsamt ihrer Sequenz zusammen. Dieses Verfahren unter
Verwendung de RNA-Ligase findet sich in der englischsprachigen Literatur als RNA-
Ligase mediated rapid amplification of cDNA ends via polymerase chain reaction
(RLM-RACE-PCR). Alle siRNAs, mit Ausnahme der nicht-codierenden Scrambled-
RNA (SCR), stammen von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland). Die SCR wird von der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) vertrieben.
Qiagen macht keine Angaben Uber die Sequenz von nicht-codierenden RNAS,
versichert aber, dass keine Homologie zu Saduger-Genen besteht. Weiterhin wird die
SCR Uber den Affymetrix GeneChip-Array und eine Fiulle von zellbasierten
Versuchen getestet, um einen minimalen Einfluss auf die Genexpression und den
Phanotyp der Zellen zu garantieren. Die verwendeten Primer wurden ebenenfalls von

Eurofins MWG Operon hergestellt.

Tabelle 6: Verwendete siRNAs

SiRNA-Bezeichnung Sequenz

Intracellular Adhesion | Sense-Strang:
Molecule 1 (ICAM-1), | 5-GCC UCA GCA CGU ACC-UCU ATT-3’

human .
Antisense-Strang:

5-UAG AGG UAC GUG CUG AAG CTT-3
E-Selektin, Alexa Fluor | Sense-Strang:
488-markiert

5-UUG AGU GGU GCA UUC AAC CTT-3

Antisense-Strang:
5-GGU UGA AUG CAC CAC UCA ATT-3'

Scrambled RNA Sequenz von der Firma Qiagen nicht veroffentlicht

Tabelle 7: Primer der 5'-RNA ligase mediated rapid amplification of cDNA ends via polymerase chain reaction

(5’-RLM RACE-PCR)

Primer-Bezeichnung ‘Sequenz

ICAM-1 Erststrang 5-AGGTACCATGGCCCCAAATG-3’
ICAM-1 RACE 1 5-ACTCTGTTCAGTGTGGCACC-3’
ICAM-1 RACE 2 5 -TCTTCCTCGGCCTTCCCATA-3’

ICAM-1 RACE 3 5 -TGGCCCCAAATGCTGTTGTA-3 -
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RNA-Adapter 5"-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGC

(universell) GUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3’

AuRerer Primer 5-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3

(universell)

Innerer Primer 5"CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3
(universell)

2.1.5 Zelllinie

Die Zelllinie Ea.hy926 der Firma LGC Standards GmbH (Wesel, Deutschland) wurde
in allen Versuchen verwendet. Dabei handelt es sich um eine immortalisierte
Endothelzelllinie, die aus der Hybridisierung von Endothelzellen der menschlichen
Nabelschnurvene (Human Umbilical Vein Endothelial Cells [HUVECSs] ) mit A549—
Zellen hervorgeht, welche einem Adenokarzinom entstammen [91]. Ea.hy926—Zellen
gleichen sowohl von der Morphologie als auch vom Proteom her makrovaskularen
Endothelzellen und haben sich daher rasch als in-vitro-Modell fir vaskulare
Forschung etabliert.

2.2 Methoden
2.2.1 Atelokollagen-Verdinnung

Das in einer Konzentration von 3 mg/ml vorliegende Kollagen wurde unter sterilen
Bedingungen durch Zugabe von 5 mM Natriumacetat (pH 5,5) auf nachfolgende
Konzentrationen fir die Versuche verdunnt: 0,064 %, 0,032 %, 0,016 % und 0,008
%.

2.2.2 Verwendete siRNAs

Wie in Tabelle 6 schon aufgezeigt, wurden insgesamt drei verschiedene RNAs
verwendet. Die unmarkierte ICAM—1-siRNA wurde in allen Knockdown-Versuchen
genutzt, wahrend die Alexa Fluor 488—markierte siRNA gegen E-Selektin in den
Versuchen zur Transfektionseffizienz eingesetzt wurde. Die SCR wurde in den
Knockdown-Versuchen als Negativkontrolle verwendet. Sie besteht in der Summe
aus den gleichen Basen wie die ICAM—-1-siRNA, allerdings in zufélliger Reihenfolge.
Dadurch kann nachgewiesen werden, dass die RNA-Interferenz nicht auf
Nebeneffekten des Transfektionsvorganges mit einer RNA beruht, sondern an die

Sequenz der siRNA gekoppelt ist.
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2.2.3 Vorbereitung der Glasplattchen

Die Atelokollagen-Beschichtung wurde auf Glasplattchen angesetzt. Ein Plattchen
hatte dabei die MalRe 10 x 10 x Imm. Die Reinigung der Plattchen erfolgte in einem
Ultraschall-Bad mit 2 %-—iger Hellmanex-Losung und anschlieBendem Spilen mit
ddH20. Die nassen Plattchen wurden mit Druckluft getrocknet und fir 4 Stunden in
einem Heizofen (Binder, Deutschland) bei 200 C sterilisiert, bevor sie fur die

Versuche herangezogen wurden.

2.2.4 Herstellung der Atelokollagen/siRNA-Beschichtungen

Die verschiedenen Atelokollagen-Konzentrationen (0,008 %, 0,016 %, 0,032 % und
0,064 %) wurden durch Verdinnen der Stammldsung mit Natriumacetat-Puffer
hergestellt. Die siRNA (20 uM) wurde mit 0,15 M NaCl verdiinnt. Je nach Versuch
wurde das Transfektionsmittel Lipofectamine 2000 hinzugefligt. Die Lipofectamine-
Menge wurde nach u.g. Schema (Tabelle 8) an die siRNA-Menge angepasst. Die
beiden zubereiteten Lésungen (verdinntes Atelokollagen und verdiinnte SiRNA+/-
Lipofectamine) wurden fir 10 Minuten separat inkubiert und anschlielend vermischt.
Die resultierende Lésung wurde kurz mit dem Vortexmischer gemischt, zentrifugiert
und fur weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die Komplexbildung
zwischen Atelokollagen und siRNA zu begiinstigen. Im Anschluss daran wurden die
oben beschriebenen Glasplattchen mit jeweils 100 ul dieser Lésung bedeckt und
unter sterilen Bedingungen luftgetrocknet. Fur Kontrollbeschichtungen wurde
derselbe Prozess durchlaufen, allerdings ohne siRNA- und Lipofectamine-Zugabe.
Fir die FACS-Kontrolle wurden unbeschichtete Plattchen verwendet.

Tabelle 8: Lipofectamine-Menge in Abhéngigkeit der sSiRNA-Menge.

siRNA-Menge Lipofectamine

1ug 1l
2,5 ug 2 ul
S5 ug 3ul

2.2.5 Transfektion von EA.hy926 mittels siRNA-haltiger Atelokollagen-
Beschichtungen
Die beschichteten Plattchen wurden unter sterilen Bedingungen in die Wells einer
24-Well Platte gelegt und mit jeweils 75.000 EA.hy926-Zellen in einem Volumen von
50 pl beimpft. Nach 30-minutiger Inkubation wurde jedem Well 1 ml Medium
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zugegeben. Die Zellen wurden 48 Stunden in einem Brutschrank bei 37 °C kultiviert.
Anschliel3end erfolgte die Auswertung zur Bestimmung der Transfektionseffizienz
bzw. des ICAM-1 Knockdowns mittels Durchflusszytometrie. Fur die
Langzeitversuche musste aufgrund der langeren Kultivierungszeit von bis zu acht
Tagen die initial ausgesate Zellzahl abgeandert werden: Statt der sonst verwendeten
75.000 Ea.hy926 wurde die initiale Saat auf 30.000 Zellen fir viertagige Kultivierung,
23.000 Zellen fur sechstagige Kultivierung und 15.000 Zellen fur achttagige
Kutlivierung reduziert. Um die Effizienz der Plattchen-vermittelten Transfektion
bewerten zu konnen, wurde eine Vergleichsgruppe eingefiihrt, in der die Zellen
mittels Zugabe der Transfektionskomplexe in das Medium transfiziert wurden. Dazu
wurden die Zellen vierundzwanzig Stunden vor der Transfektion in 24—Well-Platten
ausgesat und kultiviert. Die Transfektion erfolgte mit den Transfektionskomplexen
bestehend aus Atelokollagen, siRNA und Lipofectamine, welche auch fir die
Plattchenbeschichtung verwendet wurden. Nach vier Stunden wurde das Medium
dieser Wells samt Transfektionslésung verworfen und gegen frisches Vollmedium
ausgetauscht. Bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung mittels Durchflusszytometrie

fand ein Mediumswechsel im Abstand von zwei Tagen statt.

2.2.6 Freisetzung der Alexa-Fluor® 488-markierten E-Selektin-siRNA AF488

Der Freisetzungsversuch diente dazu, ein Freisetzungsprofil fir verschiedene siRNA-
und Atelokollagen-Konzentrationen zu erstellen. Dazu wurden Beschichtungen mit
den Atelokollagen-Konzentrationen 0,008 % und 0,032 % mit unterschiedlichen
siRNA-Mengen (1 pg, 2,5 pg, 5 ug) der fluoreszenzmarkierten E-Selektin-siRNA
AF488 kombiniert. Die Beschichtungen wurden nach der oben beschriebenen
Technik hergestellt und die getrockneten Plattchen in einer 24-Well-Platte platziert.
Anschlieend wurde jedem Well 1 ml phosphatgepufferte Kochsalzlosung
(Phosphate Buffered Saline, [PBS]) zugegeben. Die 24-Well-Platte wurde dann in
einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden aus
jedem Well drei Proben aus dem Uberstand entnommen und in eine 96-Well-Platte
Ubertragen. Die Fluoreszenz dieser Proben wurde mithilfe des Mikroplattenlesers
(Mithras LB 920) bei einer Anregungswellenlange Aex = 485 nm und einer

Emmissionswellenlange von Aem = 535 nm gemessen.
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2.2.7 Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Transfektionseffizienz und
des Knockdowns

Sowohl die Transfektionseffizienz, als auch der Knockdown des ICAM-1-Proteins
wurden uber ,Fluorescence Activated Cell Sorting“ (FACS) gemessen. Dafiir wurden
die Zellen zunachst mit 1ml PBS pro Well gewaschen und abgelést. Danach wurden
die Zellen der jeweiligen Wells separat in Reagenzglasern mit 5 ml Fullvolumen
mittels 2,5 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die nachfolgende FACS-Analyse
umfasste 5.000 Zellen pro Probe und wurde mit dem Geréat FACScan™ durchgefuhrt.
Die Auswertung erfolgte mittels der zugehérigen Software CellQuestPro (Becton
Dickinson GmbH). Fir die Messung des ICAM-1-Knockdowns wurden die Zellen in
der 24-Well Platte fur 14 Stunden mit 5 pl/ml Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) einem
hochpotenten Entziindungsmediator, inkubiert, um die Expression von ICAM-1 auf
der Zelloberflache zu induzieren [92]. Um das ICAM-1 Protein auf der Zelloberflache
zu markieren, erfolgte eine Immunofluoreszenzfarbung. Diese wurde mit dem Maus-
Antikorper, der gegen humanes CD54 gerichtet ist, durchgefihrt. Dieser Antikérper
wurde mit einem Volumen von 1,65 pl in 500 pl PBS (500 pl PBS pro Well) verdinnt.
Nach 30-mindtiger Antikdrperinkubation unter Kultivierungsbedingungen wurden die
Zellen wie oben beschrieben gewaschen, abgelést und mit PFA in einzelnen
Reagenzglasern fixiert. Diese wurden in der Folge fur die FACS-Analyse verwendet.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte anhand des geometrischen Mittels des

Fluoreszenzniveaus. Dafur wurden jeweils 5.000 Zellen gemessen.

2.2.8 Viabilitatstests: Messung der Zellzahl und inverse Mikroskopie

Die Vertraglichkeit der Atelokollagen-Beschichtungen wurde mithilfe des CASY® -
Zellzahlers sowie mittels inverser Mikroskopie evaluiert. Es wurden Beschichtungen
unterschiedlicher Atelokollagen-Konzentrationen (0,008 %; 0,016 %; 0,032 %; 0,064
%) ohne Zugabe von siRNA und Lipofectamine verwendet. Als Kontrolle dienten
unbeschichtete Glasplattchen. Auf jedes Plattchen wurden 75.000 EA.hy926
ausgesat, welche fur 48 Stunden bei 37 C im Brutschrank inkubiert wurden. Die
Zellen wurden gewaschen, abgeldst und anschlieend mit dem CASY®-Zellzahler
gezahlt, welcher anhand des elektrischen Widerstands tote von lebenden Zellen
unterscheiden kann. Morphologie und Wachstumsmuster der EA.hy926 konnten tber
ein inverses Mikroskop des Typs Axiovert 135 der Firma Zeiss nach 24-stundiger
Inkubation beurteilt werden. Die zugehérige Software wurde fur Bilderfassung und -

bearbeitung verwendet.
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2.2.9 Hamokompatibilitat

Im Entwicklungsprozess von Medizinprodukten ist es mittlerweile verpflichtend, einen
Nachweis Uber die Biokompatibilitit des Produktes zu erbringen. Die
Biokompatibilitdt wird dabei in die Unterpunkte Zytokompatibilitat und
Hamokompatibilitat unterteilt. Die DIN EN ISO Normenreihe 10993-4 fordert in
Hinblick auf die Hamokompatibilitdt mindestens je einen validen Test fur die
Unterkategorien Hamatologie, thrombotische Faktoren, Entziindungswerte und das
Komplementsystem. Auf Grund dieser Vorgaben wurde die Kompatibilitat der
beschichteten Plattchen getestet. Da Glas und andere negativ geladene Oberflachen
den intrinsischen Weg der Gerinnungskaskade beeinflussen, war es notwendig,
beide Glasseiten des Plattchens zu beschichten. So konnten etwaige
Verfalschungen hamostatische Faktoren betreffend weitestgehend vermieden
werden. Es wurden verschiedene Beschichtungen mit 0,032 % Atelokollagen-
Konzentration getestet, um den ungunstigsten Fall zu untersuchen: Die
zugrundeliegende 0,032 % Beschichtung wurde a) ohne Zusatze verwendet, b) in
Kombination mit Lipofectamine und c) mit Zusatz von Lipofectamine und 5 pg
silCAM-1. Zusatzlich wurden unbeschichtete Plattchen getestet, deren 0-Stunden-
und 1-Stunden-Wert als Kontrollwerte und Basislinie genutzt wurden. Der
Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt: Die verschiedenen Plattchen wurden bei 37
C in Reagenzglasern mit 14 ml Humanblut auf einem Wippschdttler inkubiert. Alle
Tests wurden mit sechs Blutproben von sechs verschiedenen Spendern
durchgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde zunachst ein kleines Blutbild
mithilfe des hamatologischen Analysegerats Micros 60 erstellt. Ermittelt wurden
dabei die Erythrozytenzahl, die Leukozytenzahl und die Thrombozytenzahl.
Zusatzlich dazu wurde noch eine Differenzierung der Leukozytenzahl in
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten vorgenommen, um im Falle einer
Entzindungsreaktion Rickschlisse ziehen zu kodnnen. Die Konzentration der
Komplementfaktoren C3a und SC5b9 wurde tber Enzyme-linked Immunosorbent
Assays (ELISAs) bestimmt. Dabei handelt es sich um ein Antikbrper-gesteuertes
Verfahren, bei dem die Zielsubstanz zunéchst mit einem Antikdrper markiert wird,
welcher dann wiederum an den Fc-Teil des zweiten Antikérpers gebunden wird.
Dieser zweite Antikorper verfugt Uber ein Enzym, welches das farblose Substrat,
genannt Chromogen, in eine farbige Substanz umsetzt, deren Extinktion

Rickschlisse auf die Konzentration des markierten Ziels erlaubt. Um das Ausmafd
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der Degranulation neutrophiler Granulozyten als Reaktion auf die Plattchen
einschatzen zu kénnen, wurde weiterhin ein Spiegel fir die Polymorphnukleédre
(PMN) -Elastase, eine Serin-Protease, die in den Granula der Neutrophilen
vorkommt, Uber einen ELISA erhoben [93]. Die thrombogenen Eigenschaften der
beschichteten Plattchen wurden anhand der Expression von B-Thromboglobulin,
welches nach erfolgter Aktivierung der Blutplattchen in groRen Mengen freigesetzt
wird, beurteilt [94]. Die Expression von B-Thromboglobulin wurde mithilfe des
ASSERA-CHROM® B-Thromboglobulin-Kits  bestimmt.  Zuletzt wurde die
Hamolyseaktivitat in den Blutproben Uber einen Hamoglobin-Farbtest (Roche,
Mannheim, Deutschland, nicht mehr erhéltlich) bestimmt. Dabei wird aufgetautes
Citratblut fir 3 Minuten bei Raumtemperatur mit einer Reaktionslésung inkubiert (0,6
mM Kaliumhexacyanoferrat Ill und 750 nM Kaliumcyanid). Freies Hamoglobin,
welches im Zuge hamolytischer Prozesse freigesetzt wird, wird durch die
Reaktionslésung in Cyanhamoglobin umgewandelt, dessen Extinktion bei 546 nm
photometrisch ermittelt wird. Die Extinktion erlaubt nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz einen direkten Ruckschluss auf die Konzentration des Cyanhamoglobins,
welche der des freien Hamoglobins entspricht.

2.2.10 5-RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA-Ends PCR
(5-RLM-RACE-PCR)
Experimente, die einen Knockdown uber RNA-Interferenz erzielen wollen, stehen
immer in der Pflicht zu beweisen, dass der eintretende Effekt nicht durch unbekannte
Prozesse, sondern durch eine prazise komplementére Bindung der siRNA an die
MRNA des Zielproteins mit nachfolgender Spaltung des doppelstrdngigen Komplexes
erzielt wird [95]. Soutschek et al. etablierten 2004 die 5'RLM-RACE-PCR als
wertvolle Methode, um die siRNA-vermittelte Spaltung von mMRNA-Molekilen
nachzuweisen [77]. Die Technik wurde schnell aufgegriffen: So verwendeten
beispielsweise Davis et al. 2010 die 5'RLM-RACE-PCR, um in einer klinischen
Phase-I-Studie den Erfolg der gewinschten siRNA-vermittelten Spaltung zu
bestatigen [96]. Im Prinzip wird dabei ein mRNA-Spaltprodukt ab der siRNA-
vermittelten Spaltungsstelle amplifiziert. Die Sequenz dieses mMRNA-Spaltprodukts
kann dann mit der erwarteten Spaltstelle abgeglichen werden. Der genauere Ablauf
ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Nach bekanntem Prinzip wurden fir diesen Versuch Glasplattchen beschichtet.
Beschichtungen mit 0,032 % Atelokollagen unter Zusatz von Lipofectamine und 5 g
silCAM-1 wurden hergestellt, auf welche 75.000 EA.hy926 ausgesat wurden. Nach
einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden die Zellen Gber 14 Stunden mit TNF-a
(5 ng/ml) stimuliert. Im Anschluss daran wurde die RNA dieser Zellen mithilfe des
Aurum™ Total RNA Mini Kits isoliert und quantifizert. Die RNA wurde dann mithilfe
des 5’RACE-Adapters und einer T4-RNA-Ligase, die Teil des First Choice® RLM-
RACE-Kits (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA) sind, ligiert. Der RNA-
Reisolation folgte dann eine reverse Transkription unter Verwendung von 200 ng

ligierter Moloney-Murine-Leukemia-Virus reverser Transkriptase (M-MLV RT), mit

dem Ziel der Synthese des cDNA-Erststrangs. Sowohl fiur die Synthese des
Erstrangs als auch fir die Innere und AuRere PCR, die der Erststrang-Synthese
nachfolgen, waren Primer notwendig. Diese wurden Uber die beiden Programme
.Primer 3“ und ,Primer Premier 5 (PREMIER Biosoft International, Palo Alto,
Kalifornien, USA) erstellt. Die Sequenzen dieser Primer sind in Tabelle 7 aufgefuhrt.
Die aufReren und inneren PCRs wurden mit dem IQ™SYBR®Green-Supermix als
guantitative real-time PCR in dreifacher Ausfihrung durchgefihrt. Das
Reaktionsgemisch bestand aus 400 nm Vorwarts-Primer und Ruckwarts-Primer mit 2

ng der Erststrang-cDNA in einem Gesamtvolumen von 15 pl.

2.2.11 Statistik

Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt.
Ausgenommen davon sind die Hamokompatibilitdtstestung und der Hamolyse-Test,
bei denen sechs verschiedene Blutproben von sechs unterschiedlichen Spendern
verwendet wurden. Der Vergleich der unterschiedlichen Proben erfolgte Uber
einfache Varianzanalysen (ANOVAS). Als Post-Test wurde die Bonferroni-Korrektur
verwendet. Die o.g. Analysen und Korrekturen wurden in Graph Pad Prism 6
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

Die Unterpunkte 3.1 bis 3.7 fuhren die Ergebnisse der unter 2.2 vorgestellten

Experimente auf.

3.1 Zellviabilitat von EA.hy926 auf unterschiedlich konzentrierten

Atelokollagen-Schichten

Fur eine optimale Zellviabilitat von EA.hy926-Zellen auf Atelokollagen-Schichten
wurde anhand unterschiedlich konzentrierter Schichten (0,008 % - 0,064 %) das
Zellverhalten getestet. Uber das CASY®-Zahlsystem wurden fir alle Konzentrationen
Zellzahl und Zellviabilitat erfasst. Vergleicht man die Zellzahlen der unterschiedlich
konzentrierten Atelokollagenbeschichtungen (Abb. 4), ergibt sich bei einer
Konzentration von 0,064 % ein signifikanter Abfall der Zellzahl im Vergleich zu den
niedrigeren Konzentrationen (Abb. 4). Im Bereich von 0,008 % - 0,032 % ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede, sowohl zwischen den einzelnen
Konzentrationen als auch auf die Kontrolle bezogen. Die Zellviabilitat (Abb. 5)
unterscheidet sich sowohl zwischen den einzelnen Konzentrationen, als auch in
Bezug auf die atelokollagenfreien Kontrollen nur geringfligig. Es ist ein Abfall der
prozentualen Viabilitaét bei einer Atelokollagen-Konzentration von 0,064 % zu
erkennen, dieser ist allerdings nicht signifikant zu der Kontrollbeschichtung.
Zusatzlich zu der Bestimmung von Zellzahl und -viabilitdt wurde das Zellwachstum
nach 24 Stunden unter dem Hellfeldmikroskop betrachtet, um mdglicherweise
bestehende visuelle Korrelate zu den Messungen zu identifizieren. Die
Kontrollaufnahme zeigte nach 24 Stunden einen dichten, gleichmafigen Zellrasen
(Abb.6). Mit Anderung der Atelokollagen-Konzentration veranderte sich die Verteilung
der Zellen: Es sind mit steigender Konzentration vermehrt Licken im Zellrasen zu
finden. Um diese Licken ist die Zelldichte jedoch im Vergleich zur Kontrolle erhéht.
Besonders auffallig ist die clusterartige Anordnung der Zellen bei einer Konzentration
von 0,064 %. Die Zellen wachsen bei dieser Konzentration vermehrt aufeinander als
nebeneinander und verteilen sich nicht gleichméaRig auf dem Plattchen. Weiterhin
bilden die Zellen keine differenzierten Auslaufer, was bei jeder anderen
Konzentration der Fall ist. In allen folgenden Versuchen wurden daher nur
Atelokollagen-Beschichtungen der Konzentrationen 0,008 %, 0,016 % und 0,032 %

verwendet.
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Abbildung 4: Messung der Zellzahl von Ea.hy926-Zellen mit dem CASY®-Zellzéhler. Es wurden 75.000
Zellen auf unterschiedlich konzentrierte Atelokollagen-Beschichtungen ausgesét, die auf Glasplattchen in
einer 24-Well-Platte angesetzt wurden. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen abgeldst
und die Zellzahl gemessen. Ein unbeschichtetes Glasplattchen diente als Kontrolle. Die einzelnen Balken
reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung bei n=3. CTRL: Kontrolle. *** Statistische Signifikanz
mit p<0,001. Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., "An Atelocollagen Coating for

Efficient Local Gene Silencing by Using Small Interfering RNA" Molecular Therapy—Nucleic Acids, vol. 6,
Februar 2017, p.290-301
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Abbildung 5: Messung der Zellviabilitdét von EA.hy926 mit dem CASY®-Zellzéhler. Es wurden 75.000
Zellen auf unterschiedlich konzentrierte Atelokollagen-Beschichtungen ausgesat, die auf Glasplattchen in
eine 24-Well-Platte gelegt wurden. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen abgelést und
die Viabilitat der Zellen gemessen. Ein unbeschichtetes Glasplattchen diente dabei als Kontrolle. Die
einzelnen Balken reprasentieren den MittelwerttStandardabweichung fir n=3. CTRL: Kontrolle.
*Statistische Signifikanz mit p<0,05 ***Statistische Signifikanz mit p<0,001. Modifiziert nach Olivia Koenig,
Dimitrios Nothdurft, et al., ,An Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene Silencing by Using Small
Interfering RNA" Molecular Therapy—Nucleic Acids, vol. 6, , Februar 2017, p.290-301
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Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahmen von Ea.hy926 auf verschieden konzentrierten Atelokollagen-
Oberflachen (0,008 %, 0.016 %, 0,032 %, 0,064 %) nach 24 Stunden Inkubation. Zum Vergleich wurden
Ea.hy926 auf unbeschichteten Plattchen kultiviert. Bei steigender Atelokollagen-Konzentration zeigt sich eine
Ausdiinnung des Zellrasens, die Zellen bilden seltener Auslaufer. Insbesondere bei 0,064 % Beschichtungen
zeigte sich eine Cluster-Bildung aus Ubereinander wachsenden, abgerundeten Zellen. CTRL: Kontrolle.
Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., ,An Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene
Silencing by Using Small Interfering RNA" Molecular Therapy—Nucleic Acids, vol. 6, , Februar 2017, p.290-301

3.2 Freisetzung von siRNA AF 488

Die Freisetzung der siRNA AF 488 wurde Uber einen Zeitraum von 216 Stunden

(entspricht 9 Tagen) verfolgt. Sie wurde anhand der Uberstande einer 24-Well Platte
evaluiert, indem die Fluoreszenzintensitdt der verschiedenen Proben bestimmt
wurde. Die hochste Freisetzung wurde fur alle Proben innerhalb der ersten vier
Stunden registriert (Abb.7, A). Bis zum Zeitpunkt von 24 Stunden ergaben sich keine
deutlichen Unterschiede im Verlauf der Kinetik aller Proben. Im weiteren Verlauf
zeigte die 0,008 % Beschichtung eine schnellere Freisetzung als die 0,032 %

Beschichtung. Die 0,008 % Atelokollagen-Beschichtungen mit 1 und 2,5 pug
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fluoreszenter siRNA waren nach 9 Tagen beide auf Kontrollniveau, wéahrend bei den
0,032 % Beschichtungen mit der korrespondierenden siRNA-Menge noch eine
Freisetzung zu verzeichnen war (Abb.7 A). Die hoéchste Freisetzung nach neun
Tagen lag bei 5467 RFU und wurde auf Plattchen mit 0,032 % Atelokollagen und 5
Mg SiRNA erreicht, gefolgt von der 0,008 % Atelokollagen-Beschichtung mit 5 pg
siRNA (Abb.7, B). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Atelokollagen-

Konzentrationen wurde nicht erzielt, auch wenn sichtbare Unterschiede entstanden
waren.
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Abbildung 7: A: Freisetzungskinetik von siRNA AF 488 aus Atelokollagenbeschichtungen. Die Glasplattchen
wurden mit Atelokollagenbeschichtungen der Konzentration 0,008 % oder 0,032 % und unterschiedlichen siRNA-
Mengen (1 pg, 2,5 pg, 5 pg) bedeckt. Nach Trocknen der Schichten wurden die Plattchen in eine 24-Well-Platte
tibertragen und bei 37 °C mit PBS inkubiert. Aus den Wells wurden zu definierten Zeitpunkten Uberstandsproben
entnommen, die mit einem Fluoreszenz-Reader bei einer Anregungsstrahlung Aex = 485 nm und einer
Emmissionswellenlange von Aem = 535 nm gemessen wurden. Jeder Punkt reprasentiert dabei den
Mittelwert+Standardabweichung (SEM) bei n=3. B: Die Werte von Tag neun wurden zur Anschaulichkeit in einem
Balkendiagramm dargestellt. CTRL 0,032 %: Kontrollprobe auf Beschichtungen mit 0,032 % Atelokollagen, ohne
SsiRNA-Zusatz; siRNA: small interfering RNA; RFU: Relative fluorescence Units. * Statistische Signifkanz mit
p<0,05; ** Statistische Signifikanz mit p<0,01. Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., "An
Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene Silencing by Using Small Interfering RNA" Molecular Therapy—
Nucleic Acids, vol. 6, , Februar 2017, p.290-301

3.3 Transfektionseffizienz nach Atelokollagen-vermittelter Transfektion von
siRNA AF 488

Die Transfektionseffizienz wurde zunachst ohne Lipofectamine getestet, um die
Transfektionseigenschaften der Atelokollagenbeschichtungen zu bestimmen. Es
wurden Beschichtungen der Konzentrationen 0,008 % und 0,032 % hergestellt,
deren siRNA-Gehalt variierte (1 ug, 2,5 ug; 5 pug). Die nach 48-stlindiger Inkubation
gemessene Transfektionseffizienz zeigte sich gering (Abb. 8 A,B). Die hochste Rate
an transfizierten Zellen mit 7,6 % war bei der niedrigeren Atelokollagen-
Konzentration von 0,008 % mit 5 pg siRNA zu verzeichnen. Die korrespondierende
0,032% Beschichtung erzielte mit 3,4 % eine deutlich geringere Effizienz (Abb. 8 B).
Insgesamt erwies sich Atelokollagen als alleiniges Transfektionsmittel fir die

etablierten Beschichtungen als unzureichend.
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Eine Steigerung der Transfektionseffizienz konnte durch die Zugabe des
Transfektionsmittels Lipofectamine erzielt werden. Im Besonderen fiel dabei die
Steigerung der Effizienz fur die 0,032% Beschichtungen auf: Vor Allem auf
Beschichtungen mit niedrigerer siRNA-Menge (1 pg, 2,5 pg) zeigte sich im Vergleich
zu den 0,008 % Atelokollagenbeschichtungen eine deutlich hohere Rate an
transfizierten Zellen (Abb. 8 B). Auf den Beschichtungen mit 5 pg siRNA-Gehalt
relativierte sich der Effekt. Der Differenzbetrag des prozentualen Tranfektionserfolgs
zwischen den beiden unterschiedlich konzentrierten Atelokollagenbeschichtungen
lag hier bei 6,3 % im Vergleich zu. 23,9 % (1 pg siRNA) und 32,3 % (2,5 pug siRNA)
Die maximale Transfektionseffizienz wurde mit 75,2 % der gemessenen Zellen auf
0,032 % Beschichtungen mit 5 pg siRNA verzeichnet. Der Vergleichswert der
0,008% Beschichtung lag bei 68,9 %.
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Abbildung 8: Transfektionseffizienz nach Atelokollagen-vermittelter Transfektion der siRNA AF 488, mit und
ohne Lipofectamine-Zusatz. Y-Achse: Transfektionserfolg in Prozent siRNA-positiver Zellen in der FACS-Analyse
(,gated (%)) A: 75.000 EA.hy926 wurden auf beschichtete Plattchen der Atelokollagen-Konzentration 0,008 %
ausgesat. Nach 48 Stunden Inkubationszeit wurde der Transfektionserfolg mittels Durchflusszytometrie
gemessen. B: 75.000 EA.hy926 wurden auf 0,032 % Atelokollagen-beschichteten Plattchen ausgeséat. Der
restliche Versuch verlief identisch zur Beschreibung unter A. Als Kontrolle dienten unbeschichtete Plattchen.
Jeder Balken représentiert den Mittelwert + Standardabweichung (SEM) mit n=3 oder n=6 flr die 0,032 %
Atelokollagen-Beschichtungen mit Lipofectamine-Zusatz. CTRL: Kontrolle; siRNA: small interfering RNA. *
Statistische Signifikanz mit p<0,05; **Statistische Signifikanz mit p<0,01; *** Statstische Signifikanz mit p<0,001.
Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., "An Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene
Silencing by Using Small Interfering RNA" Molecular Therapy—Nucleic Acids, vol. 6, Februar 2017, p.290-301

3.4 Knockdown von ICAM-=1 mittels siRNA-haltiger Atelokollagen-

Beschichtungen

Der Knockdown von ICAM-1 in Endothelzellen ist das zentrale Ziel dieser Arbeit. Die
vielen positiven Eigenschaften, die Atelokollagen als Tragerstoff und (gering
potentes) Transfektionsmittel der Beschichtung in sich vereint, werden in diesem
Versuch erstmals mit dem konkreten Endpunkt, namlich der Reduktion von ICAM-1-

Rezeptoren auf TNF-a-aktivierten Zellen, verbunden.

36



Zunachst wurde der ICAM-1-Knockdown ohne Lipofectamine getestet. Dazu wurden
0,008 % Atelokollagen-Beschichtungen mit unterschiedlichen siRNA-Mengen (1 ug;
2,5 ug, 5 pg) hergestellt und EA.hy926 darauf ausgesat. Fur keine dieser drei SIRNA-
Mengen konnte ein signifikanter Knockdown des ICAM-1-Proteins beobachtet
werden. Tatsachlich kam es auf silCAM-1-haltigen Beschichtungen sogar zu einer
Steigerung der ICAM-1-Expression im Vergleich zur Kontrolle (+TNF +Ak). Lediglich
auf der 2,5 pg siSCR-Beschichtung zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine
moderate Verringerung der ICAM-1 Konzentration (Abb.9 A). Die restlichen SCR-

Schichten fiihrten zu Konzentrationen auf Kontrollniveau.

Um den Knockdown zu steigern, wurden die siRNA in den Atelokollagen-
Beschichtungen wie auch in 3.2 mit Lipofectamine komplexiert. Auf diese Weise
konnte fur beide Atelokollagen-Konzentrationen ein Knockdown erzielt werden,
welcher mit steigender silCAM-1 Menge entsprechend zunahm (Abb.9/B, C). Im
Weiteren konnte fiur eine siRNA-Menge von 5 pug fir beide Atelokollagen-
Konzentrationen (0,008 % und 0,032 %) ein signifikanter Knockdown auf silCAM-1-
haltigen Beschichtungen gegentuiber den SCR-Beschichtungen beobachtet werden.

Der Vergleich des prozentualen Knockdowns bezlglich der Atelokollagen-
Konzentration zeigt eine deutliche Differenz: Wahrend auf 0,008 % Atelokollagen-
Beschichtungen fur 2,5 und 5 pug siRNA eine Reduktion der ICAM-1-Expression um
41,8 % und 47,9 % resultierte, ergaben sich fur 0,032 % Atelokollagen-
Beschichtungen 49,6 % und 60,4 %.
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Abbildung 9: Knockdown des ICAM-1-Proteins mit und ohne Lipofectamine. Beschichtete Glaspléattchen wurden
mit jeweils 75000 Ea.hy926-Zellen besat und nach 48-stiindiger Inkubation mit TNF-a aktiviert. Das ICAM-1
Protein wurde mittels CD 54 Antikorper auf den EA.hy926 markiert und durchflusszytometrisch bestimmt. A:
0,008 % Atelokollagen-Beschichtung ohne Lipofectamine und 1, 2,5, 5 pug siiCAM-1. B: 0,008 % Atelokollagen-
Beschichtung mit Lipofectamine und 1, 2,5, 5 pug silCAM-1. C: 0,032 % Atelokollagen-Beschichtung mit
Lipofectamine und 1, 2,5, 5 pg silCAM-1. Die Kontrolle (+TNF +Ak) wurde in allen Diagrammen auf 100 %
genormt und die anderen Werte dazu in Relation gesetzt. Jeder Balken in B und C reprasentiert den Mittelwert +
Standardabweichung (SEM) bei n=3. siSCR: Scrambled-RNA; silCAM-1: siRNA gegen ICAM-1; +TNF +Ak:
Kontrollgruppe unter Zusatz von TNF-a und CD54-Antikdrper. ** Statistische Signifikanz mit p<0,01; ***
Statistische Signifikanz bei p<0,001. Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., "An Atelocollagen
Coating for Efficient Local Gene Silencing by Using Small Interfering RNA" Molecular Therapy—Nucleic Acids,
vol. 6, , Februar 2017, p.290-301
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3.5 Langzeitversuch zum Knockdown von ICAM-=1 auf siRNA-haltigen

Atelokollagen-Beschichtungen

Um die Langzeit-Freisetzung und -Wirkung der etablierten Beschichtungen zu testen,
wurden in diesem Versuch tber 8 Tage hinweg die gleichen, beschichteten Plattchen
besat. Die Zellen wurden dabei alle 2 Tage zur Bestimmung der ICAM—1-Expression
abgelost. Um einen Vergleich herstellen zu koénnen, wurde eine weitere,
konventionelle Transfektionsmethode eingefuhrt: Es wurden zundchst EA.hy926 in
eine 24-Well -Platte ausgesat. Nach 24-stindiger Kultivierung wurde die
Transfektionslésung mit der gleichen Atelokollagen/silCAM-Zusammensetzung wie in

den Beschichtungen den Zellkulturen zugegeben.

Der hochste Knockdown konnte in diesem Versuch mit der 0,008 % Beschichtung
erzielt werden: Nach 2 Tagen war die ICAM—1-Expression der Zellen auf der 0,008 %
Atelokollagen-Beschichtung um 68,9 % niedriger als bei den Zellen der Kontrolle.
Uber 4 und 6 Tage ergaben sich Reduktionen um 63,3 % und 48,7 %. Am 8. Tag war
weiterhin  eine Reduktion um 11,6 % auszumachen (Abb.10/A). Die
korrespondierenden 0,032 % Beschichtungen zeigten einen geringeren ICAM-1-
Knockdown Uber den Zeitraum von 8 Tagen: So waren nach 2 und 4 Tagen deutlich
niedrigere prozentuale Knockdown-Werte von 41,1 % und 41,0 % zu verzeichnen.
Ab dem 6. Tag war kein Knockdown mehr zu beobachten (Abb.10/B). Fur die
konventionell transfizierten Zellen ergaben sich sowohl fir das 0,008% als auch fur
das 0,032 % Transfektionsgemisch zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede

zur Kontrolle.
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Abbildung 10: Langzeit-Knockdown des ICAM-1-Proteins. Glasplattchen wurden nach bekanntem Prinzip mit
einem Atelokollagen- /siRNA-haltigen Transfektionsgemisch beschichtet und in eine 24-Well Platte Ubertragen
(gp). Als Vergleichsmethode wurde eine konventionelle Transfektion (kt) durchgefiihrt, wobei die
Transfektionsldésung direkt in das Medium der einzelnen Wells einer 24-Well Platte gegeben wurde, in die am Tag
zuvor EA.hy926 ausgesat worden waren. Zu festgelegten Zeitpunkten (2, 4, 6, 8 Tage) wurden die Zellen mit
TNFa aktiviert und anschlieRend mit fluoreszenten Antikérpern gegen das ICAM-1-Protein markiert, deren
Konzentration dann durchflusszytometrisch gemessen wurde. Die Kontrolle wurde auf 100 % genormt, alle
weiteren Werte sind in Relation dazu zu sehen. A: Kultivierung auf Plattchen bzw. in Kultur mit 0,008 %
Atelokollagen. B: Kultivierung auf Plattchen bzw. in Kultur mit 0,032 % Atelokollagen. gp :Glaspléttchen;
kt : konventionelle Zellkultur; d = days; siSCR: Scrambled-RNA; silCAM-1: siRNA gegen ICAM-1. TNF:
Tumornekrosefaktor alpha; AK: Antikérper gegen ICAM-1.Jeder Balken entspricht dem Mittelwert =*
Standardabweichung (SEM) fur n=3. * Statistische Signifikanz mit p<0,05; ** Statistische Signifikanz mit p<0,01;
**  Statistische Signifikanz mit p<0,001. Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., ,An
Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene Silencing by Using Small Interfering RNA® Molecular Therapy—
Nucleic Acids, vol. 6, , Februar 2017, p.290-301
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3.6 Nachweis des siRNA-vermittelten mRNA-Abbaus mittels 5‘-RLM-RACE-
PCR

Versuche zur RNA-Interferenz kdnnen verifiziert werden, indem gezeigt wird, dass

die Ziel-mRNA an der richtigen Stelle durch die im Versuch eingesetzte
komplementére siRNA geschnitten wird. So kann ausgeschlossen werden, dass
andere Faktoren einen direkten oder indirekten Einfluss auf die mRNA eines Proteins

und damit auf seine Expression genommen haben.

Die in Abb.11 dargestellte Schnittstelle der ICAM-1-mRNA bei Basenpaar 1818
deckt sich mit der erwarteten Schnittstelle. Die Kontrollgruppen (Atelokollagen
mit/ohne TNF-a-Aktivierung, Atelokollagen und siSCR mit TNF-a-Aktivierung) zeigten
keine spezifische Spaltung der ICAM—1-mRNA.

130 140 1 150 160
TGGCGOGTITTATAGAGGTAC G:T T TCATCAAAGCCAGCA

SiRNA cleavage site RNA-Adapter

Abbildung 11: Sequenzanalyse des 5’RLM-RACE-PCR Amplifikats (innere PCR mit innerem Primer und RACE
1) nach Transfektion von EA.hy926 auf 0,032 % konzentrierten silCAM—-1-haltigen Atelokollagenschichten. 75000
EA.hy926 wurden auf den beschichteten Plattchen inkubiert. Der Inkubationsphase folgte eine RNA-Isolation.
Das resultierende Isolat wurde fiir die 5’RLM-RACE-PCR verwendet. Die Spaltungsstelle der ICAM-1-mRNA lag
bei 1818 bp (128-146) mit der RNA-Adapter-Sequenz (147-163). siRNA: small interfering RNA. Modifiziert nach
Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., ,An Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene Silencing by Using
Small Interfering RNA" Molecular Therapy—Nucleic Acids, vol. 6, , Februar 2017, p.290-301
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3.7 Hamokompatibilitdt von siRNA-haltigen Atelokollagen-Beschichtungen

Die Hamokompatibilitats-Analyse wurde konform zur ISO-Norm 10993-4 (Auswabhl
von Prifungen zur Wechselwirkung mit Blut), deren Erfillung fur alle
blutkontaktierenden Medizinprodukte Pflicht ist, durchgefuhrt. Als Testbeschichtung
wurde die ,worst-case” Variante mit einer Atelokollagen-Konzentration von 0,032 %
unter Zusatz von Lipofectamine und silCAM verwendet. Schon vor der Inkubation mit
den Plattchen (0O h) wurde ein Differentialblutbild der Proben als Negativ-Kontrolle
erfasst. Ein weiteres Differentialblutbild wurde nach Inkubation mit den Plattchen (1
h) erhoben. Die 1-Stundenprobe diente hierbei als Referenzwert. Neben der oben
genannten siRNA-haltigen Beschichtung wurden zusatzlich eine reine Atelokollagen-
und eine Atelokollagen/Lipofectamine-Beschichtung getestet, um im Nachhinein die
Bestandteile der Beschichtung gesondert beurteilen zu kdnnen. Unbeschichtete
Glasplattchen wurden zusétzlich als Positiv-Kontrolle eingesetzt. Die Erythrozyten-
Anzahl zeigte unter allen Versuchsgruppen nur geringe Schwankungen (Abb.12 A).
Fur Lymphozyten zeigte sich ein signifikanter Anstieg (Abb.12 D), fur die gesamte
Leukozyten-Gruppe, Thrombozyten, Monozyten und Granulozyten hingegen ein
Abfall der Zellzahl im Vergleich zur Nullstunden-Probe (Abb.12 B, C, E, F). Fir
Leukozyten und im Besonderen fir die Granulozyten ergab sich fur unbeschichtete
Plattchen weiterhin ein signifikanter Abfall im Vergleich zur 1-Stunden-Probe und
Atelokollagen/Lipofectamine-Beschichtung ohne silCAM-Zusatz. Zwischen den
beschichteten Plattchen und der 1-Stunden-Probe konnte fiir keine Zellreihe ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Beschichtungen hielten sich hier
auf Kontrollniveau (Abb.12 A-F). Zusétzlich zu der Erythrozytenzahl und dem
Differentialblutbild wurden drei weitere Immunparameter erfasst: Einerseits die
Polymorphnukleare(PMN)-Elastase als Nachweis der Degranulation vornehmlich
neutrophiler Granulozyten, der aktivierte Komplementfaktor C3a sowie der Komplex
SC5h9, die beide die Aktivierung des Komplementsystems aufzeigen. Fir keinen
dieser Faktoren konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der 1-Stunden-Probe
und den beschichteten Plattchen nachwiesen werden. Somit bleibt die Gesamtheit
der beschichteten Plattchen auch in Bezug auf die erhobenen Immunparameter auf
Kontroliniveau. Die Untersuchung der Hamolyse (ber den Gehalt an freiem
Hamoglobin im Citratplasma zeigte flr alle beschichteten Plattchen einen signifikant
erhohten Wert im Vergleich zu der 1-Stunden-Probe, wéhrend die unbeschichteten

Plattchen in etwa auf Kontrollniveau blieben. Da alle gemessen Hb-Konzentrationen
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unterhalb des Grenzwertes von 40mg/100ml lagen, war nicht von einer Hamolyse

auszugehen.
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Abbildung 12: Hamokompatibilitats-Analyse von beschichteten Plattchen (0,032 % Atelokollagen/silCAM—1).
Beschichtete Plattchen wurden mit 37 °C warmem Blut auf einem Wippschittler fur 1 h inkubiert. Der
Nullstunden-Wert wurde als Kontrolle genutzt, der 1—Stunden-Wert als Grundlinie. Nach abgelaufener
Inkubationszeit wurde ein Differentialblutbild der Proben erstellt. Zusétzlich wurde die Konzentration von
mehreren Immunparametern Uber ELISAs bestimmt. Die Hamolyse-Aktivitdt wurde nachtraglich anhand der
Menge an freiem Hamoglobin im Zitrat-Plasma evaluiert. Jeder Balken repréasentiert den Mittelwert *
Standardabweichung (SEM) bei n = 6. Glas-Pl.: Glasplattchen, ATKOL: Beschichtung mit Atelokollagen,
ATKOL/L: Beschichtung mit Atelokollagen und Lipofectamine, ATKOL/L/siICAM-1: Beschichtung Atelokollagen,
Lipofectamine und siRNA gegen ICAM-1; PMN-Elastase: Polymorphnukiedre Elastase; C3a: aktivierter Faktor
C3; SC5b9: SC5h9-Komplex aus Faktor C5b9 und Protein S, terminaler Komplementkopmplex. * Statistische
Signifikanz mit p < 0,05; ** Statistische Signifikanz mit p < 0,01; *** Statistische Signifikanz mit p < 0,001.
Modifiziert nach Olivia Koenig, Dimitrios Nothdurft, et al., ,An Atelocollagen Coating for Efficient Local Gene
Silencing by Using Small Interfering RNA" , Molecular Therapy—Nucleic Acids, vol. 6, , Februar 2017, p.290-301
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4. Diskussion

Die KHK ist die epidemiologisch haufigste Untergruppe der kardiovaskularen
Erkrankungen. Mit einem Anteil von einem Drittel an allen kardiovaskuléren
Erkrankungen und einem Flnftel an allen Toden Europas bleibt sie, trotz rticklaufiger
Trends in der westlichen Welt, eines der grof3ten kardiologischen Probleme [3, 7, 97].
Grundsatzlich gibt es fur die unterschiedlichen Krankheitsentitaten der KHK zwel
invasive Behandlungsmdglichkeiten: Die PTCA und die koronararterielle
Bypasschirurgie[98]. Die PTCA hat als minimalinvasives Verfahren mit
verhaltnismanRig niedrigem initialen Risikoprofil in den letzten Jahrzenten deutlich an
Bedeutung gewonnen. Vor Allem in der Notfallversorgung ist die PTCA vollstandig
etabliert [99]. In den letzten Jahren zeigt sich aber auch eine Zunahme an Bedeutung
bei stabiler KHK: So empfehlen aktuelle Leitlinien je nach Ort der Stenose und
Komorbiditaten mittlerweile auch eine PTCA als Alternative zur Bypasschirurgie[98].
Die Studienlage zeigt trotz Fortschritten im Bereich der Stentbeschichtungen und
niedrigerem Risikoprofil der Intervention an sich keine Uberlegenheit der PTCA[52,
53]. Dies liegt hauptsachlich daran, dass das Langzeitrisikoprofil der PTCA durch die
haufig in gestenteten Bereichen auftretenden Restenosen ungunstiger ausfallt als bei
arteriellen Grafts [38]. Auch in der DES-Ara ist es bisher nur gelungen, das Auftreten
von Restenosen und Stent-Thrombosen zu verzégern, nicht jedoch zu verhindern
[51, 100]. Durch den antiproliferativen Effekt der DES-Beschichtung wird neben der
Restenose gleichzeitig auch der Heilungsprozess des geschadigten Endothels
verlangsamt. In den vorliegenden Experimenten wurde versucht, Gber ein gezieltes,
siRNA-vermitteltes  ,Silencing® des ICAM-1-Gens in die pathologische
Entzindungskaskade einzugreifen, die der Restenose zugrunde liegt. Auf diese
Weise konnte der Mechanismus der Restenose ausgehebelt werden, ohne das
Wachstum des Endothels zu beeinflussen. Die Wirksamkeit siRNA-vermittelter
Silencing-Mechanismen wurde in zahlreichen Studien bestatigt, unter anderem flr
Zielproteine des atherosklerotischen Formenkreises [101-104]. Das Gen-Silencing
erfolgte in den vorliegenden Experimenten tUber Beschichtungen auf Atelokollagen-
Basis, auf denen Zellen der Ea.hy926-Linie ausgesat wurden. Mit Atelokollagen
wurde ein Tragermolekll verwendet, das auch in vivo sehr gut vertraglich ist und in
der Medizin schon vielerlei Anwendungen kennt [84]. Zusatzlich dazu lasst sich die
negativ geladene siRNA sehr gut in die positiv geladene Atelokollagen-Matrix

einbetten, was sich gunstig auf ihre Halbwertszeit auswirkt [85, 89]. Um die optimale
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Atelokollagen-Konzentration fur unsere Zwecke zu ermitteln, wurden zunachst
Plattchen mit Konzentrationen zwischen 0,008 % und 0,064 % angefertigt und mit
Ea.hy926 besiedelt. Mittels des CASY®-Zellzahlers wurden anschlielBend die
Zellzahl und die Viabilitat der Zellen bestimmt. Zusatzlich wurden die einzelnen
Plattchen mikroskopisch betrachtet. Es folgten Versuche zur Transfektionseffizienz
und zum Knockdown des ICAM-1-Proteins bei unterschiedlichen siRNA-Mengen
und Atelokollagenkonzentrationen, sowie Versuche zur Langzeitwirkung der
Beschichtungen. Zuletzt wurde die Hamokompatibilitdt der unterschiedlichen

Beschichtungen in Kontakt mit humanem Vollblut getestet.

4.1 Zellzahl und -viabilitat von EA.hy926—Zellen auf Atelokollagen-Schichten
Die Zellzahlen auf Beschichtungen 0,008 %, 0,016 % und 0,032 % Atelokollagen-

Konzentration zeigten sowohl untereinander als auch im Vergleich zu den

unbeschichteten Kontrollplattchen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3). Auf
Plattchen mit der 0,064 % Atelokollagen-Beschichtung war hingegen ein signifikanter
Abfall der Zellzahl zu verzeichnen. Da es sich bei Atelokollagen um ein
biokompatibles Molekul handelt, ist es sehr unwahrscheinlich, dass eine
Konzentrationssteigerung von 0,032 % auf 0,064 % einen direkten zytotoxischen
Einfluss auf die Zellen nimmt. Daflr sprechen auch die Ergebnisse der
Viabilitatstestung (Abb. 4): Auf Beschichtungen mit einer Atelokollagen-Konzentration
von 0,064 % ist zwar durchaus ein Abfall der Viabilitat zu verzeichnen; dieser ist in
Bezug auf die Kontrolle jedoch nicht signifikant und steht somit in keinem Verhéltnis
zu dem massiven Abfall der Zellzahl. Es ist eher davon auszugehen, dass sich durch
die erhohte Atelokollagen-Konzentration die Struktur der Beschichtung, bzw. deren
Hartegrad verandert und folglich das Zellwachstum und die Oberflachenadhasion
beeinflusst wird. Die Auswirkungen von unterschiedlich harten Oberflachen auf
Zellwachstum und -adhasion sind gut untersucht: So besteht mittlerweile der
Konsens, dass Zellen auf harten Oberflachen eine bessere Migration und
Proliferation zeigen als auf weichen Oberflachen [105-107]. Dazu passt auch das
mikroskopische Bild der 0,064 % Beschichtung: Statt eines gleichméaRigen Zellrasens
ergab sich ein haufenartiges Wachstum mit einer deutlichen Grenzschicht, Uber
welche kein Zellwachstum stattfand. Neben der Zellverteilung auf dem Plattchen war
auch die Morphologie der einzelnen Zelle verandert: Statt des fur Ea.hy926 Ublichen,
flachigen Wachstums war das Gesamtbild vor Allem von kleinen, abgerundeten

Zellen ohne Auslaufer gepragt. Die Ergebnisse decken sich mit den Versuchen von
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Nolte et al.: Es wurde eine weiche, aus mehreren Lagen bestehende Beschichtung
aus Hyualuronsaure und Chitosan mit einer harteren, sulfonierten
Polystyren/Polyallylamin-Hydrochlorid-Beschichtung verglichen. Dabei wurde, wie in
den vorliegenden Experimenten, der CASY®-Zellzahler zur Bestimmung der
Viabilitat verwendet. Die Viabilitdit der Zellen erwies sich auf der héarteren
Polystyren/PAH-Beschichtung als deutlich héher [108]. AuRBerdem zeigten die Zellen
auf den korrespondierenden mikroskopischen Bildern der Hyaluronsaure/Chitosan-
Beschichtung eine &hnliche Morphologie wie auf der hier diskutierten 0,064 %
Atelokollagen-Beschichtung. Dies lasst vermuten, dass eine Erhohung der
Atelokollagen-Konzentration die Oberflache der Beschichtung weicher werden lasst
und damit die Bildung eines flachigen Rasens verhindert. Da Atelokollagen (wie auch
das unbehandelte Kollagen) Wasser bindet, ist davon auszugehen, dass der
Wassergehalt in der 0,064 % Beschichtung nach dem Trocknen héher ist als in den
Ubrigen Beschichtungen, bzw. ,dass die hoher konzentrierte Atelokollagenschicht
mehr aufquillt [109]. Der erhéhte Wasseranteil konnte die weichere Oberflache und

die damit einhergehenden Migrations- und Proliferationsstérungen erklaren.

4.2 Transfektion und Knockdown auf Beschichtungen ohne Lipofectamine

Die transfektionsfordernde Wirkung von Atelokollagen wurde schon in mehreren
Veroffentlichungen fiir unterschiedliche Darreichungsformen erprobt [90, 110-113].
Um die Wirkung noch einmal fir die vorliegende Beschichtung zu testen, wurde fur
die ersten Transfektionsversuche kein weiteres Transfektionsmittel verwendet.
Getestet wurden Beschichtungen mit 0,008 % und 0,032 % Atelokollagen und jeweils
1 pg, 2,5 pg oder 5 pg fluoreszenter siRNA. Die Transfektionsrate wurde mittels
FACS Dbestimmt. Erstaunlicherweise ergab sich eine deutlich geringere
Transfektionsrate als in der Referenzliteratur: Mit einer prozentualen
Transfektionsrate von weniger als 10 % (Fig.7 A,B) lag die Effizienz der reinen
Atelokollagenbeschichtung fur beide Konzentrationen deutlich unter der von
Minakuchi et al., die Transfektionsraten zwischen 40 und 60 % erreichten [90]. Das
Versuchsdesign gleicht sich dabei zu gro3en Teilen. Es ergeben sich lediglich
Unterschiede in den Feinheiten der Zubereitung: So wurde in den vorliegenden
Experimenten das Gemisch aus verdinntem Atelokollagen und der siRNA-L&sung
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, ohne weiter bewegt zu werden.
Minakuchi et al. lieRen das Gemisch bei einer Temperatur von 4 °C fur 20 Minuten

schwenken. Da Nukleinsauren aufgrund ihres negativ geladenen Phosphat-
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Ruckgrats mit Atelokollagen komplexieren kdnnen, ist es durchaus mdéglich, dass das
Bewegen der Probe einen Einfluss auf die Komplexierung und damit auf die
Transfektionseffizienz hat [89]. Mobglicherweise hangt die Diskrepanz in der
Transfektionseffizienz auch mit den verwendeten Zelllinien zusammen: Wahrend
Minakuchi et al. die NEC8-Zelllinie verwendeten, welche von embryonalen
Hodenkarzinom-Zellen abgeleitet sind, wurden in den vorliegenden Versuchen
Ea.hy926— Zellen kultiviert, die einen Hybrid aus HUVECs und der A549 —Zelllinie
darstellen [90]. Neben der Transfektionseffizienz wurde auch der Knockdown von
ICAM-1 ohne Verwendung eines weiteren Transfektionsmittels getestet. Dazu
wurden Ea.hy926— Zellen auf silCAM-haltigen Beschichtungen ausgesat und
anschlieBend fur vierzehn Stunden mit TNF-a inkubiert. Nach einer
antikorpervermittelten Farbung von ICAM-1 konnte dessen Konzentration auf den
Zellen mittels FACS bestimmt werden. Erwartungsgemal? war kein Knockdown zu
verzeichnen. Die Zellen auf silCAM-1-Beschichtungen wiesen sogar héhere ICAM—
1-Werte auf als die Kontrollgruppe aus TNF-a-aktivierten Zellen (Abb.8 A). Erneut
ergab sich keine Ubereinstimmung mit der Referenzliteratur: Mu et al. erzielten mit
einem ahnlichen Modell ohne ein zusatzliches Transfektionsmittel einen Knockdown
von Bcl-xL [114].

4.3 Transfektion von Ea.hy926 mit Lipofectamine

Nach den unter 4.2 beschriebenen initialen Transfektionsversuchen, wurde der
Transfektionsbeschichtung das Transfektionsmittel Lipofectamine zugegeben. Dies
fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der Transfektionseffizienz (Abb. 7 A,B). Die
Transfektionsrate war dabei auf 0,032 % Beschichtungen durchweg hdher als auf
0,008 %. Diese Diskrepanz fiel vor allem firr niedrige siRNA-Mengen (1 ug; 2,5 ug)
auf und relativierte sich auf den Beschichtungen mit 5 pug siRNA. Eine erhohte
Atelokollagen-Konzentration erwies sich nach Zugabe von Lipofectamine als ein
transfektionssteigender Faktor. Ein &hnlicher Trend liel3 sich auch fir die siRNA-
Menge bestéatigen: Fir beide Atelokollagen-Konzentrationen ergab sich bei

steigendender siRNA-Menge eine hohere Transfektionseffizienz.

4.4 Knockdown von ICAM-1 in Ea.hy926 nach Transfektion mit Lipofectamine,
5’-RLM-RACE-PCR
Jeder experimentell erzielte Knockdown sollte auf die Spezifitdit der verwendeten

siRNA verifiziert werden. Fur siRNA-vermitteltes Gen-Silencing ist eine Beteiligung
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der siRNA sehr sicher Uber die 5’'RLM-RACE-PCR nachweisbar: Der Komplex aus
siRNA und der komplementaren mRNA wird durch Ago2 an einer spezifischen Stelle
gespalten. Diese lasst sich durch die Amplifikation der Spaltprodukte im Nachhinein
ermitteln. Die 5’RLM-RACE-PCR wies fur die silCAM-1-haltigen Atelokollagen-
Beschichtungen die erwartete Spaltstelle nach (Abb. 10). Fur siSCR und die reinen
Atelokollagen-Beschichtungen, die zum Vergleich ebenfalls getestet wurden, lie3en
sich keine spezifischen Spaltprodukte nachweisen. Somit ist bewiesen, dass der
oben beschriebene Knockdown von ICAM-1 auf die verwendete siRNA silCAM-1

zuruckzufuhren ist.

45 Langzeitfreisetzung von siRNA AF 488

In der Theorie soll das Gen-Silencing des ICAM-1-Gens die Entziindungsreaktion,
die auf das intimale Trauma bei der Stent-Einlage folgen kann, unterbinden [56, 57].
Dabei ist zeitlich gesehen die Heilungsphase des GefalRendothels der limitierende
Faktor. Eine wirkungsvolle Stent-Beschichtung sollte daher das Silencing des ICAM—
1-Gens solange aufrechterhalten, bis die initiale Endotheldenudation ausreichend
kompensiert ist. Da siRNA-vermitteltes Gen-Silencing stets transient ist, ist die
Freisetzungskinetik der Beschichtungen ein entscheidender Faktor fur die
Langzeitwirkung. Die Freisetzung wurde in unseren Versuchen Uber die fluoreszente
SiRNA AF488 bestimmt: Deren Fluoreszenz wurde in den Uberstanden der einzelnen
Proben zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und galt somit als Mal3 fir die
freigesetzte siRNA. Die Messungen wurden insgesamt Uber 9 Tage durchgefuhrt.

Interessanterweise zeigten alle Beschichtungen unabhangig von der Atelokollagen-
Konzentration und der siRNA-Menge initial einen ,Burst-Release®, bei dem schon ein
betrachtlicher Teil an siRNA freigesetzt wurde. Anschlie3end ergaben sich deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Beschichtungen: So war fir 0,008 %
Beschichtungen mit 1 pg und 2,5 pug nach 4 bzw. 6 Tagen keine weitere Abweichung
von der Kontrolle nachzuweisen. Somit ist es unwahrscheinlich, dass mit diesen
Kombinationen ein langfristiger Knockdown erreicht werden kann. Die
korrespondierenden 0,032 % Beschichtungen zeigten hingegen auch nach 9 Tagen
ein erhohtes Fluoreszenzniveau. Dieser Trend lief3 sich auch fur eine siRNA-Menge
von 5 pg nachweisen: Nach der initialen ,Burst“-Phase blieb die Freisetzung aus der
0,032 % Beschichtung stets hoher als diejenige aus der 0,008 % Beschichtung,

sodass sich auch kumulativ eine hohere freigesetzte siRNA-Menge ergab. Trotz der
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geringeren Freisetzung war nach 9 Tagen auch auf der 0,008 % Beschichtung noch
eine Fluoreszenz messbar. Die Abweichung in der Freisetzungskinetik kénnte durch
die unterschiedliche Bindungskapazitat der eingesetzten Atelokollagen-Mengen
bedingt sein: Jedes RNA-Molekul geht mit den Hydroxylgruppen von 4 Atelokollagen-
Molekilen  Wasserstoffbriickenbindungen ein. Dementsprechend ist davon
auszugehen, dass in 0,032 % Atelokollagen-Beschichtungen ein hoherer Anteil der
zugegebenen siRNA-Molekile gebunden werden kann als in 0,008 %
Beschichtungen. Da nicht gebundene siRNA-Molekile sich mit geringerem
Kraftaufwand aus der Beschichtung losen lassen, verbleiben rein statistisch gesehen
mehr siRNA-Molekile in 0,032 % Beschichtungen als in 0,008 %. Diese werden
dann zu einem spateren Zeitpunkt freigesetzt und kénnten somit die unterschiedliche
Freisetzungskinetik der beiden Beschichtungen bedingen. Insgesamt decken sich
diese Ergebnisse mit der Referenzliteratur: Sano et al. beobachteten ebenfalls eine
schnellere Freisetzung in niedrig konzentrierten Atelokollagen-Beschichtungen [82,
115].

4.6 Langzeitknockdown von ICAM—1 in Ea.hy926
Um die Langzeitwirkung des ICAM—-1-Knockdowns besser einschatzen zu kénnen,
wurde die ICAM-1-Konzentration auf Ea.hy926— Zellen nach 2, 4, 6 und 8 Tagen

Kultivierung gemessen. Getreu den vorhergehenden Freisetzungsversuchen wurden
sowohl die 0,008 % als auch die 0,032 % Atelokollagen-Beschichtung in Kombination
mit 5 pg silCAM-1 weiterverwendet, also diejenigen Beschichtungen, die nach neun
Tagen noch eine nachweisliche siRNA-Freisetzung zeigten. Neben den Negativ-
Kontrollen und den siSCR-Kontrollen, die auch schon im vorigen Knockdown-
Versuch verwendet wurden, wurde zusatzlich eine Vergleichsgruppe mit einer
alternativen Transfektionsmethode eingefuihrt: Statt der Ublichen Atelokollagen-
Beschichtung wurden in diesem Ansatz dieselben Transfektionskomplexe in flissiger
Form einer Zellsuspension zugegeben, die 24 Stunden vorher ausgesat wurde.
Diese Vergleichsgruppe wurde eingefihrt, um die Effizienz einer substratvermittelten

Transfektion im Vergleich zu prifen.

Die Gegenuberstellung der beiden Transfektionsmethoden zeigte eine eindeutige
Uberlegenheit der substratvermittelten Transfektion: Die Zellen, die auf 0,008 %
Beschichtungen transfiziert wurden, zeigten im Vergleich zu den Zellen in

Suspension bis nach einschlie3lich 6 Tagen eine signifikant geringere ICAM—-1—
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Menge. Auch nach 8 Tagen war noch ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
festzustellen: Wahrend die Zellen, die in Suspension transfiziert worden waren, auf
Kontrollniveau blieben, war auf den Zellen der 0,008 % Beschichtung ein ICAM—-1—
Knockdown von 11,6 % zu verzeichnen. Auf 0,032 % Beschichtungen konnten diese
Ergebnisse nicht reproduziert werden: Zwar zeigten Zellen, die auf 0,032 %
Beschichtungen transfiziert wurden, nach 2 und 4 Tagen einen héheren Knockdown
als die Zellen, die in Suspension transfiziert wurden. Die Differenz war allerdings zu
keinem Zeitpunkt signifikant. Ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe liel3
sich fur 0,032 % Atelokollagen-Beschichtungen auch nur nach 2 und 4 Tagen
Inkubation feststellen. Im weiteren Verlauf blieb die ICAM-1-Konzentration auf

Kontrollniveau.

Zusammenfassend zeigt der Vergleich der beiden Transfektionsmethoden ein
tendenziell effizienteres Gen-Silencing auf den Beschichtungen an. Dies gilt sowohl
fur den maximal erreichten Knockdown der ICAM-1-Expression als auch fir die

Dauer des Knockdowns..

Die 0,032 % Atelokollagen-Beschichtung konnte in den Langzeitversuchen
erstaunlicherweise nicht Uberzeugen: Der direkte Vergleich mit der 0,008 %
Beschichtung zeigte mit einer Differenz von 4 Tagen ein deutlich schlechteres
Langzeitprofil des ,ICAM-1-Silencings® an. Dieses Ergebnis Uberrascht, weil alle
durchgefuihrten Vorversuche, sowohl zur Transfektionseffizienz als auch zur
Freisetzungskinetik, bisher eine Uberlegenheit der 0,032 % Beschichtungen
nahelegten. Mithilfe der theoretischen Hintergriinde der einzelnen Bestandteile lasst
sich jedoch zumindest ein Ansatz zur Klarung finden: Wie oben schon festgestellt,
kommt es zwischen den negativ geladenen siRNA-Molekilen und den positiv
geladenen  Atelokollagen-Molekilen ~ zur  Ausbildung von  Wasserstoff-
briickenbindungen. Eine Erh6hung der Atelokollagen-Konzentration kénnte bewirken,
dass mehr Bindungspartner der Atelokollagen-Molektle zur Verfigung stehen. Das
Hinzufigen des Transfektionsmittels auf Basis kationischer Lipide konnte die
Konkurrenz um die negativen Ladungstrager erhdhen. Die kationischen Lipide sind
ebenfalls bestrebt, eine Komplexierung mit der negativ geladenen siRNA
einzugehen. Diese Konkurrenz koénnte in ein Kraftegleichgewicht minden, sodass
der tatsachlich gebundene siRNA-Anteil deutlich geringer ausféllt als veranschlagt.

Entsprechend ware auch der Anteil an freier, ungebundener siRNA hoher. Dieser
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konnte schneller freigesetzt werden und somit sowohl die erhohte
Transfektionseffizienz als auch die abweichende Freisetzungskinetik bedingen. Da
die Bindung durch Atelokollagen und Lipofectamine sich positiv auf die Halbwertszeit
der siRNA auswirkt, ware somit auch geklart, warum der Langzeit-Knockdown auf
0,032 % Beschichtungen viel schlechter ausfallt: Die erhéhte Menge an freier sSiRNA
kann zwar initial als Folge des zuvor schon erwahnten ,Burst-Release” ein
erfolgreiches Gen-Silencing vermitteln; die Halbwertszeit der freien siRNA ist
allerdings zu gering, um auf den schnell wachsenden Ea.hy926-Zellen tber mehrere
Tage hinweg ein zufriedenstellendes transientes Gen-Silencing erreichen zu kénnen.
Die 0,008 % Beschichtung kann aufgrund der geringeren Atelokollagen-
Konzentration und der damit einhergehenden, mutmallich geringeren Konkurrenz
um siRNA-Molekiile eine effizientere Bindung herbeifUhren. Der dadurch
resultierende, langfristige Knockdown von ICAM-1 lasst den Schluss zu, dass eine
Weiterfuhrung der Versuche sowohl im experimentellen als auch im klinischen

Umfeld mit 0,008 % Beschichtungen erfolgen sollte.

Ea.hy926-Zellen weisen im Vergleich zu humanen Endothelzellen in vivo eine
deutlich hoéhere Teilungsrate auf. Dies ist sehr praktisch fur das Versuchsdesign,
erlaubt allerdings keine eindeutigen Ruckschliisse auf das Verhalten in vivo. Unter
Berucksichtigung der Teilungsrate ist allerdings davon auszugehen, dass die SiRNA
durch haufigere Zellteilungen schneller verdinnt wird, was nach mehreren
Zellgenerationen in ein geringeres Gen-Silencing minden kann [116]. Insofern wirde

man in in-vivo-Versuchen einen langer anhaltenden Knockdown-Effekt erwarten.

4.7 Hamokompatibilitdt von siRNA-haltigen Atelokollagen-Beschichtungen

Die Ergebnisse der Hamokompatibilitats-Testungen bestatigen die geringe
Immunogenitat von Atelokollagen-Beschichtungen auch unter Zugabe von siRNA
und Lipofectamine. Zwischen den Blutproben mit den inkubierten beschichteten
Plattchen und dem inkubierten Kontrollblut ergaben sich zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede hinsichtlich der Zellzahl von Erythrozyten, Thrombozyten
und Gesamtleukozyten (Abb. 11 A-C). Auch im Differentialblutbild war im Vergleich
dieser beiden Gruppen keine signifikante Abweichung der Zellzahl von Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten feststellbar (Abb. 11 D-F). Daraus lasst sich folgern,
dass es zu keiner Akkumulation von Zellen auf den Atelokollagenbeschichtungen

kam. Ein signifikanter Unterschied in der Zellzahl war fur alle getesteten Zellarten,
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sowohl fur die Proben beschichteter als auch unbeschichteter Plattchen im Vergleich
zu der Nullstundenprobe zu beobachten (Abb.11 B-F). Dies hangt vermutlich mit den
Glasrohrchen zusammen, in denen die Blutproben inkubiert wurden. Kontakt mit Glas
und anderen anionischen Oberflachen setzt den intrinsischen Weg der
Gerinnungskaskade in Gang und fuhrt zur Thrombozytenaktivierung [117]. Im Laufe
der Koagulation werden aufRerdem eine Vielzahl von Entzindungsmediatoren
freigesetzt, die einen Einfluss auf die Leukozytenzahl und -differenzierung nehmen
konnen [118]. Neben dem Differenzialblutbild wurden auch die beiden Komplement-
Faktoren C3a und SC5b9 sowie die neutrophilenspezifische PMN-Elastase erhoben
(Abb.11 G,H,l). Der Vergleich der Einstundenproben zeigte hinsichtlich dieser drei
Parameter keinen signifikanten Anstieg in den siRNA/Atelokollagen-Blutproben. Der
Vergleich der Nullstunden- und Einstundenproben zeigt erneut eine deutlich
signifikante Diskrepanz, welche aber mit grof3er Wahrscheinlichkeit auch bei diesen
drei inflammatorischen Parametern auf die Inkubation in Glasrohrchen
zurtckzufiihren ist. Insgesamt ist also nicht davon auszugehen, dass die etablierten
siRNA-haltigen  Atelokollagenbeschichtungen das Immunsystem  Ubermafig

aktivieren.

Um ein etwaiges hamolytisches Geschehen durch die Beschichtung erfassen zu
kénnen, wurde zusatzlich das freie Hamoglobin gemessen (Abb.11, J). Fur alle
Beschichtungen ergab sich ein signifikanter Anstieg des freien Hamoglobins im
Vergleich zur Einstunden-Kontrolle. Allerdings lagen alle gemessenen Werte
unterhalb des durch den Test vorgegebenen Grenzwertes. Somit sind die erhdhten

Konzentrationen an freiem Hamoglobin nicht als manifeste Hamolyse zu bewerten.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Das primare Ziel der oben dargestellten Versuche war, eine effektive Beschichtung
zu etablieren, Uber die ein lokales Gen-Silencing tUber mehrere Tage vermittelt
werden kann. Im Kklinischen Zusammenhang soll diese Beschichtung als Prototyp fur

eine koronararterielle Stent-Beschichtung gesehen werden.

Zunéchst ergaben sich auffallige Diskrepanzen die Transfektionseffizienz betreffend:
So konnte der in der Literatur bestatigte transfektionsfordernde Effekt des
Atelokollagenmolekiils in unseren Versuchen nur in einem deutlich geringeren

AusmaR nachgewiesen werden [83]. Uber die Integration des biologischen
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Transfektionsmittels Lipofectamine in die Beschichtungen konnten aber im weiteren
Verlauf deutlich héhere Transfektionserfolge erzielt werden. Interessanterweise
ergab sich auch ein deutlicher Unterschied zwischen den optimalen Atelokollagen-
Mengen fur Transfektion und Knockdown: Hohere Atelokollagen-Mengen erwiesen
sich als forderlich fur die Transfektionseffizienz, aber gleichzeitig auch als nachteilig
fur langerfristige Knockdown-Effekte. Die Versuche zur Freisetzungskinetik der
siRNA zeigten fur alle Beschichtungen einen schlagartigen ,Burst-Release®. Dieser
Burst-Release scheint mit dem erfolgreichen ICAM—-1-Knockdown zu korrelieren,
der nach 48 Stunden sowohl fir niedrige als auch fir hohe Atelokollagen-
Konzentrationen nachweisbar war. Uber 9 Tage hinweg zeigte sich eine langer
anhaltende SiRNA-Freisetzung auf Beschichtungen mit hoherer
Atelokollagenkonzentration. Dieser zunéchst als positiv. wahrgenommene Effekt
erwies sich in den Knockdown-Versuchen als irrelevant: Auf Beschichtungen mit
einer 0,008 % Atelokollagenkonzentration konnte ein zur Kontrolle signifikanter
Knockdown 4 Tage langer aufrechterhalten werden als auf Beschichtungen mit 0,032
% Atelokollagenkonzentration. Eine Uber mehrere Tage anhaltende, geringere
siRNA-Freisetzung nach anfanglichem ,Burst-Release® scheint das Gen-Silencing
auf Ea.hy926 daher im Rahmen der hier untersuchten Zeitraume nicht positiv zu
beeinflussen. Moglicherweise  kdnnte eine Kombination aus beiden
Atelokollagenbeschichtungen  sowohl kurzfristig als auch langfristig eine

Verbesserung des Knockdowns erméglichen.

Neben der Effizienz des Gen-Silencings stand die Biokompatibilitdt der Beschichtung
im Vordergrund. Dabei wurden sowohl die Viabilitat der Zellen auf der Beschichtung
(Zytotoxizitatstest), als auch die Hamokompatibilitdt mit menschlichem Blut getestet.
Die Atelokollagen-Beschichtungen erwiesen sich zu Humanblut kompatibel, ohne
signifikante Hamolyse oder einen Abfall der Erythrozyten-, Leukozyten und
Thrombozytenzahl. Weiterhin zeigten sich auf Atelokollagenbeschichtungen
niedrigerer Konzentration (0,008 % - 0,032 %) eine sehr gute Proliferation und
Ausbreitung der Ea.hy926-Zellen. Die Beschichtungen sind daher vorerst als
biokompatibel zu werten. Es sind jedoch nach DIN EN ISO 10993-1 weitere Tests

erforderlich, um die Biokompatibilitdt zu bestatigen.

Die Gesamtheit der vorgestellten Ergebnisse zeigt, dass die etablierten

Beschichtungen auf Atelokollagen-Basis ein effizientes Gen-Silencing vermitteln
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kbnnen, ohne dabei einen Kompromiss in Sachen Vertraglichkeit einzugehen.
Hierbei sollte im nachsten Schritt eine in vivo Testung erfolgen. Interessant ware
hierbei herauszufinden, ob die Beschichtung im Blutstrom ihre Stabilitdt Uber
mehrere Tage aufrechterhalten kann, und wie effizient die Freisetzungskinetik in
einem flieBenden Milieu ist. AulBerdem sollte das Augenmerk im Besonderen auf
mdogliche systemische Komplikationen gelegt werden: Sollte das Gen-Silencing in
vivo beispielsweise Uber den Blutstrom Uber den Stentbereich hinausgehen, kdnnte
dies durch die fehlende Leukozytenmigration gravierende Auswirkungen auf die
Immunabwehr der Patienten haben. Aufgrund der geringen Halbwertszeit von siRNA
und auch aufgrund unserer Ergebnisse ist allerdings primar nicht von einer
systemischen Ausbreitung des Gen-Silencings auszugehen. Sollte sich die Effizienz
der etablierten Beschichtung auch in vivo bestétigen, kdnnten perspektivisch deutlich
geringere Restenose-Raten in Stent-Arealen erreicht werden. Dies konnte die

Langzeitprognose von Patienten nach Stent-Angioplastie erheblich verbessern.
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