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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Arteriosklerose wird als ein Uberbegriff fiir verschiedene degenerative
Erkrankungen arterieller Gefalle verwendet. Dabei lasst sich die Arteriosklerose
in die Atherosklerose, Arteriolosklerose und die Monckeberg-Sklerose unterteilen.
Bei der in dieser Arbeit im Vordergrund stehenden Atherosklerose handelt es sich
um eine herdférmige, in der Intima der Gefalle lokalisierte Erkrankung, welche
uber Jahre zu einer Stenosierung der betroffenen GefalRabschnitte fuhrt. Diese
in der Intima lokalisierten Lipidablagerungen lassen sich an grof3en und
mittelgroRen arteriellen Gefalken im gesamten Koérper auffinden. Im Gegensatz
dazu befallt die Arteriolosklerose vor allem kleinere Gefalde wie die Arteriolen im
Bereich der Bauchorgane. Davon abzugrenzen ist des Weiteren die Monckeberg-
Sklerose oder auch fokale Kalzifizierung, bei welcher es aufgrund von
altersbedingter Degeneration glatter Muskelzellen zu Lipideinlagerungen in der
Media kommt [1, 2].

Auf der Grundlage von atherosklerotischen Gefallveranderungen kdnnen sich
manifeste Krankheitsbilder wie die koronare Herzkrankheit (KHK), die periphere
arterielle  Verschlusskrankheit (pAVK) oder zerebrale bzw. viszerale
Durchblutungsstérungen entwickeln. Somit lassen sich etwa 95 % der Falle von
KHK und 90 % der diagnostizierten pAVK ursachenbedingt auf
atherosklerotische Prozesse in den Gefalien zurtckverfolgen. Im Alter von 40-79
Lebensjahren liegt somit die Pravalenz von koronarer Herzkrankheit bei etwa 9 %,
Manner sind etwa doppelt so haufig betroffen wie Frauen. Dabei ist in 30 % der
Falle bei Patienten mit KHK der Herzinfarkt die erste klinische Manifestation,
welcher weiterhin zu den haufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter in den
westlichen Industrienationen zahlt [1, 3].

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit tritt bei Personen alter als 50 Jahre
mit einer Pravalenz von etwa 10 % auf, wobei Manner etwa 5 mal haufiger

betroffen sind als Frauen [4].



1.2 Pathogenese

Bei der Atherosklerose handelt es sich um einen chronischen Prozess, welcher
aufgrund lokaler Funktionsstorungen der inneren Schicht der Gefalie, des
Endothels, ausgelost wird. Dabei triggern bestimmte Risikofaktoren wie Rauchen
oder arterieller Hypertonus diese endotheliale Dysfunktion, welche sich bereits
ab dem Kindesalter in geringeren Ausmalfen auszubilden scheint [1].
Kompensatorisch beginnt am Endothel eine Entzindungsreaktion, welche mit
Veranderungen der Permeabilitats- und Adhasionseigenschaften, sowie der
lokalen  Produktion von  Zytokinen, vasoaktiven Substanzen oder
Wachstumsfaktoren einhergeht [1]. Somit kommt es u.a. zu einer verminderten
Produktion der antisklerotisch wirkenden Substanzen Stickstoffmonoxid (NO)
und  Prostazyklin, welche den  Gefalltonus senken und die
Thrombozytenaggregation und Leukozytenadhasion im gesunden Endothel
hemmen [2]. Gleichzeitig werden mehr vasokonstriktorisch wirkende Mediatoren
wie Endothelin, Thromboxan A2 oder Angiotensin Il von inflammatorischen Zellen
wie Makrophagen gebildet [1].

Durch das geschadigte Endothel wandern nun Monozyten in die Intima ein,
welche sich unter dem Einfluss von Zytokinen zu Makrophagen umwandeln [1,
2]. An freigelegte, negativ geladene Proteoglykane lagert sich die
Apolipoproteindomane B100 der Lipoproteine niederer Dichte (LDL) an, diese
akkumulieren somit in der Intima [5]. Reaktive Sauerstoffspezies, freigesetzt von
inflammatorischen Zellen, oxidieren das LDL, welches danach von Makrophagen
der Intima Uber Scavenger-Rezeptoren aufgenommen wird. Die mit den Lipiden
beladenen Makrophagen werden auch als Schaumzellen bezeichnet [1, 2].
Unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren, welche aus dem Endothel und
Makrophagen abgegeben werden, wandern glatte Muskelzellen aus der Media
unter die Intima ein und bilden zusammen mit den Makrophagen frihe
atherosklerotische Lasionen, die sogenannten fatty streaks. Des Weiteren kommt
es zu einer Aktivierung und nachfolgenden Einwanderung von T-Lymphozyten in
die GefalRwand und einer Anlagerung von Thrombozyten und Leukozyten an der
Endotheloberflache. Die nach subintimal migrierten glatten Muskelzellen

produzieren Kollagene und Proteoglykane, welche Uber Jahre bis Jahrzehnte



eine fibrindse Matrix innerhalb der entstandenen Plaques, aber auch eine
fibrindse Kappe zur Begrenzung gegenuber des Gefallumens ausbilden. Im
Inneren der Plaques bildet sich durch Akkumulation von apoptotischen Zellen,
Debris und Cholesterin-Kristallen ein nekrotischer Kern aus [1, 6].

Neben der zunehmenden Stenosierung des betroffenen GefalRabschnittes kann
es ebenso zu einer Ulzeration oder Ruptur der fibrinésen Kappe kommen, wobei
thrombogene Substanzen aus dem Plaque in das Blut Ubertreten kdnnen und es
durch Bildung eines Thrombus zu einer akuten Verlegung der Gefalle kommen
kann. Die z.B. dadurch ausgelosten Krankheitsbilder des Herzinfarkts und
Schlaganfalls gehéren zu den haufigsten Todesursachen in den westlichen
Industrienationen im Erwachsenenalter.

Eine solche Ruptur des Plaques kann auf der einen Seite durch koérperliche
Anstrengung, mechanischen Stress oder Vasokonstriktion, auf der anderen Seite
aber auch durch Produktion von Matrix-Metalloproteasen oder anderen

proteolytischen Enzymen durch aktivierte Makrophagen ausgelost werden [1].

1.3 Risikofaktoren

Die Entstehung und das Voranschreiten von lokaler, endothelialer Dysfunktion,
welche der Hauptausloser von Atherosklerose ist, werden durch verschiedene
Risikofaktoren getriggert. Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen arterieller
Hypertonus, Nikotinabusus, Hyper- oder Dyslipoproteinamie und Diabetes
mellitus [1].

Der arterielle Hypertonus fuhrt vor allem zu einer verminderten Produktion von
Stickstoffmonoxid, welches als ein potenter Vasodilatator gilt [7]. Wird ein
arterieller Hypertonus zu spat behandelt, kdnnen seine negativen Effekte auf die
Funktion des Endothels irreversibel werden [8]. Weitere endotheliale Schaden
werden durch oxidativen Stress an den Blutgefalien nach Konsum von Zigaretten
ausgeldst, wobei nachgewiesen werden konnte, dass der Schaden mit der
Anzahl der gerauchten Zigaretten korreliert. Hinzu kommt, dass viele schadliche
Effekte des Zigarettenrauchens nach Beenden des Konsums reversibel sein
kénnen [1]. Patienten mit Diabetes mellitus zeigen ebenfalls ein erhéhtes Risiko

fur die Ausbildung atherosklerotischer Lasionen, etwa 75 % der Mortalitat dieser



Patientengruppe lasst sich auf diese Genese zurlckfihren [9]. Durch erhdhte
Glucosespiegel im Blut oder vermehrtes Inflammationsgeschehen kommt es
uber die Bildung von Superoxid (Oz2’) und dessen Reaktion mit NO zu einer
vermehrten  Akkumulation  von  Peroxinitrit ~ [10]. Diese  reaktive
Sauerstoffverbindung kann den Kofaktor der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) oxidieren und somit zu einer eNOS Entkopplung flhren. Die
entkoppelte eNOS synthetisiert anstatt Stickstoffmonoxid Superoxid, welches
den oxidativen Stress am Endothel verstarkt [11]. Zusatzlich I6sen ungunstige
Konstellationen an Blutfettwerten eher atherosklerotische Lasionen aus.
Demnach wirken sich hohe Werte an oxidiertem LDL und niedrige Werte von
Lipoprotein hoher Dichte (HDL) nachteilig auf endotheliale Funktionen wie zum
Beispiel Ausldsung einer Vasodilatation aus.

Ebenso flihren altersbedingte Umbauprozesse in den GefalRwanden zu einer
verminderten Vasodilatations-Fahigkeit und koénnen dadurch auch eine
endotheliale Dysfunktion bedingen. Bei Frauen werden atherosklerotische
Lasionen spater festgestellt, dies liegt wohl an den protektiven Effekten des vor
allem pramenopausal gebildeten Ostrogens [8].

Somit haben Raucher ein 2 - 4 fach erhdhtes Risiko fur die Ausbildung einer pAVK,
dabei korreliert die Anzahl der gerauchten Zigaretten mit dem Risiko einer pAVK,
gleichzeitig nimmt es bei erfolgreichem Unterlassen des Konsums wieder ab. Des
Weiteren fuhrt ein arterieller Blutdruck systolisch hoher als 140 mmHg und
diastolisch hoéher als 90 mmHg bei Frauen zu einem 4 fach und bei Mannern

einem 2,5 fach erhéhtem Risiko fur das Auftreten von pAVK [1].

1.4 Therapie

Im Vordergrund bei der Therapie der Atherosklerose steht die Reduktion der die
endotheliale Dysfunktion auslésenden Risikofaktoren. Dazu gehoren
vornehmlich eine Beendigung des Zigarettenkonsums, eine Gewichtsabnahme
unter einen Body Mass Index (BMI) von 25 kg/m?, eine gestindere Ernahrung wie
mediterrane Kost, sowie Medikamente zur Reduktion des Blutdrucks, der
Blutfette und zur Einstellung eines Diabetes mellitus. Das zur Gewichtsabnahme

ausgewabhlte Training sollte in Malen durchgeflhrt werden, wie zum Beispiel 30



Minuten taglich, um eine Plaqueruptur, ausgeldst durch den physischen Stress,
zu verhindern. Diese MaRnahmen koénnen alle der Primar- und
Sekundarpravention dieser Erkrankung zugeordnet werden [1, 12].

Bei den aktuell etablierten Medikamenten, eingesetzt bei Patienten mit
manifester Atherosklerose oder einem besonderen Risikoprofil flr diese
Erkrankung, eignet sich nur die Klasse der Statine zur Primarpravention. Diese
senken uber Hemmung der Cholesterinsynthese die Blutspiegel von LDL,
verbessern die Endothelfunktion und stabilisieren sich bereits ausgebildete
Plaques [13]. Andere zur Sekundarpravention eingesetzten Medikamente sind [3-
Blocker und ACE-Hemmer, welche die endotheliale Funktion zum Beispiel tber
antiproliferative Wirkweisen wieder verbessern kdonnen [14, 15]. Des Weiteren
werden prophylaktisch Medikamente zur Thrombozytenaggregationshemmung
wie Aspirin oder Clopidogrel eingesetzt, um im Falle einer Plaqueruptur die
Ausbildung eines Thrombus unwahrscheinlicher zu machen [12, 16].

Kommt es dennoch zur Ausbildung eines Thrombus, kann bei Detektion eine
systemische Fibrinolyse mit Streptokinase oder rekombinant hergestellten
Fibrinolytika wie Alteplase durchgefihrt werden. Weiterhin besteht die
Maoglichkeit der invasiven Entfernung des Thrombus mittels
Thrombendarteriektomie, bei der der Thrombus unter Eroffnen des Gefalles
entfernt wird. Bei peripheren Verschllissen findet ebenfalls die Thrombektomie
Anwendung, hierbei wird ein Katheter an dem Thrombus vorbeigefuhrt, aufgefullt
und mitsamt des Thrombus zurlickgezogen. Rezidivierende atherosklerotische
Lasionen werden zudem mit Atherektomien therapiert. Die Plaques werden
mittels rotierenden Kathetern oder Lasern abgetragen. Ein weiteres
angioplastisches Verfahren ist die Ballondilatation. Nach Einflhren eines
Katheters in das Gefalssytem wird dieser im Bereich der Stenose aufgeblasen,
dadurch kommt es zu einer Dehnung des verengten GefalRabschnittes. Dabei
schliel3t sich zum Beispiel der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie
(PTCA) der HerzkranzgefalRe haufig eine Stentimplantation an, um die Stenose
dauerhaft offen zu halten.

Um einen verengten Gefalabschnitt zu umgehen, kdnnen in der Bypasschirurgie

Gefalte mit einer geringeren Relevanz wie oberflachliche Hautvenen des Beines



als Umgehungskreislaufe der verengten Passage eingefligt werden [1, 4].

1.5 Therapie mit Stents

Die perkutante transluminale Koronarangioplastie (PTCA) ist die haufigste
angewandte Therapieoption zur koronararteriellen Rekanalisation. Im Zuge
dieser Katheterintervention kann nach Wiedereréffnen der Stenose ein Stent zur
langerfristigen Stabilisierung des erweiterten GefalRabschnittes eingesetzt
werden [17]. Die Indikation einer PTCA stellt sich zum Beispiel bei instabiler oder
stabiler Angina pectoris, falls wahrend einer koronarangiografischen
Untersuchung eine Ischamie distal der Stenose des Gefalles nachgewiesen
wurde. Kommt es therapeutisch nur zu einer Erweiterung der stenosierten
Abschnitte, zum Beispiel durch eine Ballondilatation, leiden 20 - 40 % der
behandelten Patienten nach 6 Monaten unter den Folgen einer Re-Stenose, also
einem Wiederverschluss des dilatierten GefalRbereiches. Wird das erweiterte
arterielle Segment jedoch mit einem beschichteten Stent stabilisiert, fallt die Re-
Stenose-Rate auf ungefahr 8 % [18, 19].

Eine Ballondilatation mit darauffolgender Implantation eines Stents ist der
Bypasschirurgie vor allem bei kurzstreckigen und proximal im Koronargefal3netz
lokalisierten Stenosen vorzuziehen. Dagegen hat sie ihre Grenzen bei koronarer
Mehrgefalerkrankung oder durch Atherosklerose ausgeloste
Hauptstammstenosen der linken Koronararterie, in diesen Fallen ist eine
chirurgische Intervention oft die einzige Behandlungsmadglichkeit. Dabei liegt die
Letalitat einer Katheterintervention mit unter 1 % niedriger als die Sterblichkeit
der weitaus invasiveren Bypassoperation.

Ein ahnliches Therapiekonzept findet bei der pAVK Anwendung, hier wird bei der
perkutanen transluminalen Angioplastie (PTA) der stenosierte Gefaldabschnitt
erweitert und daraufhin in dem groten Teil der Falle mit einem Stent stabilisiert.
Die PTA findet ebenfalls hauptsachlich bei kurzstreckigen Stenosen Anwendung
[1, 4].

Zunachst wurden unbeschichtete Metallstents zum Erhalt des Gefallumens
implantiert. Dabei kam es immer noch bei 20 — 30 % der therapierten Patienten

zu einer In-Stent-Restenose, also zu einem zunehmendem Verschluss des



Lumens auf Hohe des eingesetzten Stents [20]. Dieser Verschluss entsteht auf
der Grundlage des mechanischen Stresses bei der Dilatation der PTCA und
Einbringen des Stents in das Gefal3system. Reaktive Entziindungsprozesse
fuhren zur Migration und Proliferation glatter Muskelzellen der Media, welche
uber die Bildung von extrazellularer Matrix ein Remodelling des Endothels am
Stent auslésen. Dieses neue Gewebe wird auch als Neointima bezeichnet und
engt das Gefalllumen ein, wodurch die Entstehung von In — Stent — Restenosen
getriggert wird [21]. Mit dem Ziel die durch die PTCA ausgeldste Inflammation mit
anschlieBender Proliferation glatter Muskelzellen einzuschranken, wurden mit
Medikamenten beschichtete Stents, die sogenannten drug — eluting Stents,
entwickelt. Die Stents bestehen aus drei Komponenten, zum Einen der Stent
Plattform, bestehend aus einem nichtrostenden feinen Stahlgerust, und zum
Anderen dem beschichteten immunsuppressiven Medikament, welches an ein
Polymer, einen chemischen Tragerstoff gebunden ist, welcher die Abgabe der
Antiproliferativa reguliert [17, 22].

Etablierte Medikamente zur Beschichtung der Stents sind das Zytostatikum
Paclitaxel und das Immunsuppressivum Sirolimus [18, 19], wobei es unter
Einsatz von mit Sirolimus beschichteten Stents etwas seltener zu Stent-
Thrombosen, aber einer ahnlich hohen Langzeitmortalitat kommt [23]. Trotz der
signifikant verringerten Inzidenz an In-Stent-Restenosen, kommt es nach
Einsetzen eines drug-eluting Stents haufiger zu spaten Stent-Thrombosen, also
thrombotischen Ereignissen nach mehr als 30 Tagen nach Stentimplantation, im
Vergleich zu unbeschichteten Metallstents [24]. Dies lasst sich auf eine stark
verzogerte Re-Endothelialisierung, also Einwachsen des Stents in die
Gefalintegritat durch Neubildung von Endothel auf der Stentoberflache, erklaren.
Durch die freiliegende Metallstruktur des Stents kdnnen sich leicht Thromben in
deren Bereich ausbilden. Dabei ist die Re-Endothelialisierung bei
unbeschichteten Metallstents nach 6 — 7 Monaten, bei den beschichteten Stents
erst nach mehr als 40 Monaten abgeschlossen [25]. Der verzogerte
Heilungsprozess wird durch mangelnden Kontakt zwischen Stent und
GefalRwand ausgeldst, wenn der Durchmesser des Stents zu klein gewahlt wurde,

dieser im Zuge der Intervention nicht richtig positioniert wird, oder verkalkte



GefalRabschnitte die flexiblen Anpassungsfahigkeiten der GefalRwande
einschranken [26]. Des Weiteren hemmen die in der Beschichtung enthaltenen
Medikamente und das Polymer die Neubildung des Endothels auf der
Stentoberflache [17].

Aufgrund dieses Nachteils der ersten Generation der beschichteten Stents gibt
es viele Ansatze neuartiger Stent-Varianten. Auf der einen Seite versucht man
die Stent-Struktur durch den Einsatz dunnerer Gitter noch flexibler zu machen,
damit sich GefalRwand und Stent besser aneinander anlegen konnen [27]. Des
Weiteren werden neue Medikamente erprobt, welche weniger lokale
Entziindungsreaktionen am Gefal} auslésen und besser vertragen werden. Somit
wurden zum Beispiel die beiden Sirolimus-Derivate Zotarolimus und Everolimus
als neue Beschichtsungsalternativen getestet [28, 29]. Auf der anderen Seite liegt
der Schwerpunkt in den letzten Jahren auf der Entwicklung von resorbierbaren
Materialien, also nach einer gewissen Zeit sich selbst aufldosenden Stents oder
Polymeren. Die durch permanente Polymere ausgeloste Aktivierung von
Entzindungszellen wie Granulozyten, welche ein Jahr nach Implantation weiter
ansteigt, konnte somit deutlich vermindert werden [30, 31]. Ebenso hatten
resorbierbare Stents die Vorteile, dass die Gefallhomdostase nach Auflésung
des Fremdkorpers schneller wiederhergestellt werden wirde und eine
medikamentdse Hemmung der Thrombozytenaggregation friher beendet

werden konnte [32].

1.2 Messenger RNA (mRNA)

1.2.1 Grundlagen

Das Genom einer Zelle beschreibt die Zusammensetzung der in der
Erbinformation befindlichen Gene. Es besteht aus vier verschiedenen Basen,
welche zusammen mit der Pentose Desoxyribose und Phosphatresten in Form
von DNA zu den Chromosomen zusammengesetzt sind. Dabei befindet sich an
Position 1° der zyklischen Pentose (Desoxyribose) die zum Nukleosid (Pentose
und Base zusammen) gehdrige Base. Uber die Positionen 3‘ und 5° sind die



Zuckerringe uber Diphosphatbindungen mit weiteren Nukleosiden verbunden. Je
nach Abfolge der vier Basen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin ergibt sich eine
fur die Proteine basierende Grundinformation, welche im Zellkern jeder
eukaryoten Zelle in Form der Chromosomen gespeichert ist. Die Gene, welche
sich auf den Chromosomen befinden, codieren flr Proteine, welche als Enzyme
wirken, Transport und Kommunikation zwischen Zellen steuern, stlutzende
Funktionen ausuben und viele weitere vielfaltige Funktionen einnehmen konnen.
Um aus der DNA fertige Proteine zu erhalten, wird die doppelstranigige DNA
zunachst in einzelstrangige RNA umgeschrieben. Dieser Vorgang wird durch eine
DNA-abhangige RNA Polymerase durchgeflihrt, welche die RNA komplementar
zu einem der DNA-Strange aufbaut, wobei Thymin durch Uracil und
Desoxyribose durch Ribose ersetzt wird. Dieser Vorgang wird als Transkription
bezeichnet.

Die entstandene RNA wird zur Weiterverarbeitung zunachst modifiziert. Hierfar
wird an das 5° — Ende 7-Methyl-Guanosin und an das 3‘ — Ende ein Poly-A-
Schwanz (etwa 250 Adenosinmonophosphatreste) angehangen. Der Poly-A-
Schwanz begrenzt die Transkription auf die fir die Proteinsynthese relevante
DNA-Sequenz. Im letzten Modifizierungsschritt werden nicht codierende Introns
herausgeschnitten und die codierenden Exons durch Spleien zur fertigen mRNA
zusammengefugt, bevor die mRNA Uber Shuttleproteine in das Zytoplasma
transportiert wird. Der Name mRNA leitet sich aus der Botenfunktion ab, welche
die mRNA bei der Ubermittlung der im Zellkern befindlichen Erbinformation in das
Zytoplasma einnimmt.

Die Fortsetzung der Proteinsynthese erfolgt an den Ribosomen im Zytoplasma
der Zellen. Hierbei wird die einzelstrangige mRNA abgelesen und fur jedes
Codon (drei aufeinanderfolgende Basen) wird eine Aminosaure mit weiteren tber
Peptidbindungen zum fertigen Protein zusammengesetzt. Dabei ist fur jede
Kombination eines Codons eine von 20 verschiedenen Aminosauren festgelegt,
welche die Grundbausteine fur die fertigen Proteine bilden. Der Vorgang der
Umschreibung der mRNA in die Proteine nennt sich Translation. Nach der
Translation wird die mRNA durch zellulare RNasen abgebaut [33].



1.2.2 Eigenschaften der mRNA

Die Stabilitat von mRNA ist geringer als die von DNA. Zellulare RNasen spalten
das Biomolekdl, falls die Translation abgeschlossen ist und die mRNA nicht mehr
bendtigt wird. Auch die durch Transfektion exogen zugeflihrte mRNA zeigt eine
hohe Immunogenitat, d.h. sie wird schnell vom Immunsystem als fremd erkannt
und abgebaut [34]. Durch Modifikation der mRNA lasst sich diese Instabilitat
jedoch signifikant verringern. Dabei werden die Nukleoside Uridin und Cytidin
durch Pseudouridin und 5°-Methylcytidin ersetzt. Dies fuhrt zu einer erhdhten
Stabilitat und auch zu vermehrter Expression in den transfizierten Zellen [35].
Neueste Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz von N(1)-Methylpseudouridin
anstelle von Pseudouridin zu einer weiteren Verringerung der Immunogenitat und
einer verbesserten Zellvertraglichkeit fuhren [36]. Des Weiteren Iasst sich durch
Modifikation des Verhaltnisses modifizierte zu unmodifizierte Nukleoside die
Stabilitat beeinflussen. Es fiel auf, dass die Verwendung 25 % modifizierter
MRNA zu einer erhdhten Stabilitdt und verringerter Immunogenitat fuhrte, dies
lie® sich durch eine verringerte Aktivierung von Toll-ahnlichen Rezeptoren (TLR)
3, 7 und 8 sowie durch eine erniedrigte Cytokinausschuttung zeigen [37]. Eine
weitere Modifikation zur Verbesserung der Stabilitdt sind das Capping und
Anfagen eines Poly-A-Schwanzes an die jeweiligen Enden exogen zugeflhrter
mRNA [38].

1.2.3 Therapeutische Anwendungen von mRNA

In den letzten Jahren kam es zu einem raschen Anstieg der Publikationen zu
therapeutischen Mdglichkeiten transfizierter mRNA.

Eine potentielle Anwendung ist die Vakzinierung von Tumoren, in diesem Fall
maligner Melanome, mit dendritischen Zellen, welche mit autologer Tumor mRNA
transfiziert wurden. Transfizierte dendritische Zellen erkennen daraufhin in den
Tumoren spezifische Antigene und kénnen somit gezielt immunologisch gegen
die Karzinomzellen vorgehen. Diese Therapie erlaubt eine individualisierte
Herangehensweise an die Behandlung von Tumoren [39].

2010 gelang Warren und Kollegen die Reprogrammierung von somatischen

Zellen durch Induktion von Pluripotenz. Durch den Einsatz von mRNA basierter
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Transfektion werden direkte Eingriffe am Genom vermieden und es bieten sich
somit vielversprechende therapeutische Einsatze in der regenerativen Medizin
[40].

Auch bei der Behandlung genetischer Erkrankungen gibt es aussichtsreiche
Resultate in der Anwendung von mRNA zur Transfektion. Somit konnte bei der
zystischen Fibrose eine gesteigerte Expression des ATP abhangigen Chlorid-
Kanals (CFTR) erreicht werden, welcher bei der zystischen Fibrose ursachlich in
seiner Funktion eingeschrankt ist. Dafur wurde CFTR - codierende mRNA den
Zellen hinzugefugt und 24 h nach Transfektion konnte das Protein als lonenkanal
in der Zellmembran nachgewiesen werden [41].

Auf dem Gebiet der Therapie von Entzindungen wurden durch Modifikationen
von mesenchymalen Stammzellen Erfolge erzielt. Die Transfektion der
mesenchymalen Stammzellen mit der mRNA codierend flr Interleukin 10 und
zwei Homing Liganden fluhrte zu signifikanten antiinflammatorischen Effekten in
vivo [42].

1.2.4 Eigenschaften der mRNA und der Vergleich mit Plasmid DNA (pDNA)
Die Transfektion von Zellen mit mRNA hat sich in den letzten Jahren fortgehend
weiterentwickelt und immer mehr etabliert. Es zeichnet sich eine
vielversprechende Alternative zu der schon seit langerer Zeit etablierten
Transfektion mit pDNA ab. Dabei wird per Transfektion eine ringformige,
doppelstrangige DNA-Sequenz in die Zellen eingeschleust (Plasmid). Die DNA-
Sequenz kodiert dabei fiur das gewilnschte Protein. Die pDNA wird in das
zelleigene Genom im Zellkern aufgenommen und im Zuge der Proteinsynthese
mittels Transkription und Translation synthetisiert. Dabei ist die Aufnahme in die
Zellkerne von der Zellteilung abhangig, da die Kernmembran wahrend der Mitose
durchlassig wird und in sich wenig teilenden Zellen ist die Aufnahme der pDNA
somit limitiert [43].
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1.3 Transfektion

Als Transfektion wird das Einbringen von fremder DNA und RNA in eukaryotische
Zellen bezeichnet. Durch diese Methode konnen die Zellen ablesbare Vorlagen
fur die Herstellung von Proteinen erhalten, die normalerweise nicht im Genom
enthalten sind.

Bevor RNA und DNA von den Zellen zur Proteinherstellung abgelesen werden
konnen, mussen die Nukleinsauren die Zellmembran passieren. Die
Zellmembran ist aus amphipathischen Molekulen, d.h. Molekulen mit polaren und
unpolaren Strukturen, aufgebaut. Den Hauptteil der Zellmembran machen Lipide
aus, wobei Uberwiegend Phospholipide vorkommen, welche sich im Zentrum der
Membran mit ihren lipophilen Lipidschwanzen aneinander anlagern und somit
eine Lipiddoppelschicht bilden. Nach Aul3en und in das Innere der Zellen zeigen
die hydrophilen und polaren Kopfe der Phospholipide.

Somit kdnnen kleine unpolare Molekile die Zellmembran eher Uberqueren als
grol3e polare Molekile, dabei spielen Konzentrations- und Ladungsgradienten
Uber der Zellmembran ebenfalls eine grof3e Rolle. Um solche Strukturen dennoch
aufnehmen zu konnen, besitzt die Zelle verschiedene Mechanismen. Auf der
einen Seite befinden sich in der Zellmembran Transportproteine, welche Uber
aktiven Transport, also unter Energieverbrauch, grof’e Moleklle in die Zellen
beférdern. Eine andere Mdglichkeit der Aufnahme geschieht Uber Verpackung
der Molekiile extrazelluldr in Membranvesikel, darauffolgendem Ubertritt der
Membranvesikel Uber die Zellmembran und abschlieRende Endozytose in das
Zytoplasma [33].

Da es sich bei den Nukleinsduren RNA und DNA um grol3e, polare (negativ
geladene) Molekule handelt, brauchen diese Unterstitzungen zum Transport
Uber die Zellmembran.

Um die Nukleinsduren in die Zellen zu transferieren gibt es verschiedene
Maglichkeiten, von denen im Folgenden die wichtigsten dargestellt werden.
Zum einen gibt es biochemische Transfektionsverfahren. Fur diese
experimentelle Doktorarbeit wurde das Verfahren der Lipofektion gewahilt,

welches im Folgenden ausfihrlich dargestellt wird. Dabei ist das Prinzip die
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Verpackung der negativ geladenen Nukleinsauren in positive, kationische
Molekule, den Liposomen. Somit bleiben die Komplexe positiv geladen und
konnen sich der Aulenseite der Zellmembranen anlagern, welche negativ
geladen ist. Die Annaherung ermoglicht den Vorgang der Endozytose, bei dem
die Liposomen mit der Zellmembran verschmelzen und sich im Zellinneren zu
neuen endosomalen Strukturen formieren. Dabei ist der letzte Schritt der Abgabe
der Nukleinsauren aus den Endosomen in das umgebene Zytoplasma noch nicht
vollstandig geklart [44]. Die Transfektionseffizienz hangt von den Mengen der
eingesetzten Nukleinsduren und Transfektionsmittel, von der Art des
Transfektionsmittels, dem pH-Wert des Ansatzes sowie der transfizierten Zelllinie
ab. Kationische Carrier, welche angewandt werden, sind u.a. DOTAP/DOPE (1,2-
dioleoyl-3-trimethylammoniumpropan/Dioleoylphosphatidylethanolamin) und
Lipofectamine. Dabei konnte gezeigt werden, dass es nach Transfektion von
MRNA mit Lipofectamine zu einer héheren und langeren (8 Tage) Transfektion
kommt, als nach Verwendung von DOTAP/DOPE (2 Tage). Schon nach 30
Minuten konnte die erste Expression der transfizierten Proteine nachgewiesen
werden, das Maximum lie3 sich nach einem Tag erkennen. Des Weiteren
konnten 80 % der verwendeten Zellen transfiziert werden [45].

Avci-Adali und Kollegen fanden heraus, dass die Menge von 0,8 — 1,6 ul
Lipofectamine 2000 pro 1 uyg mRNA die besten Transfektionsergebnisse erzielt,
zu hohe Mengen an Transfektionsmittel wirken toxisch, zu niedrige Mengen
verringern die Transfektionseffizienz [46].

Ein weiteres biochemisches Verfahren der Transfektion ist die Calcium-
Phosphat-Prazipitation, bei welcher ausfallendes Calciumphosphat sich mit DNA
verbindet und per Endozytose in die Zellen aufgenommen wird.

Transfektion kann auch mit physikalischen Methoden durchgefihrt werden. In
diesem Fall wird die Durchlassigkeit der Zellmembran mit physikalischen
Methoden erhdht. So wird zum Beispiel bei der Elektroporation die Zellmembran
fur wenige Mikrosekunden einer hohen elektrischen Gleichspannung ausgesetzt,
bei der die Lipidanordnung instabil wird und Nukleinsauren in die Zellen eintreten
kénnen [47]. Nachteile dieses Verfahrens sind die geringere Zellviabilitat, die

erforderte Verflugbarkeit spezieller Gerate und Erfahrung mit dem Verfahren.
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Dagegen konnen Transfektionseffizienzen von 90 — 100 % erreicht werden [44].

Ein grolRer Unterschied in der Transfektion von pDNA und mRNA ist das
Eingreifen in das Genom nach pDNA Transfektion. Um die DNA ablesen zu
kénnen, muss diese zunachst in den Nucleolus der Zellen aufgenommen werden,
dies ist abhangig von der Zellteilung, da die Membran des Nucleolus wahrend
dieser an Durchlassigkeit zunimmt [43]. Somit ist die Transfektionseffizienz vor
allem bei sich selten teilenden Zellen gering und erreicht nach biochemischer
Transfektion durchschnittlich Werte von etwa 40 % [45]. Dagegen ist DNA stabiler
als mRNA und weist eine geringere Immunogenitat auf. Nach Transfektion von
pDNA in eine Zelle lassen sich Expressionen der transfizierten Proteine fur etwa
2 Wochen nachweisen.

Transfizierte mRNA wird nicht in das Genom integriert, sie bleibt im Zytoplasma
und kann direkt an den Ribosomen zu Proteinen abgelesen werden, somit kommt
es schon nach 30 min zu messbaren Expressionen. Durch die kurze Verzégerung
zwischen Transfektion und Expression konnen die Proteinspiegel besser
kontrolliert werden, des Weiteren ist die Expression unabhangig von der
Zellteilung. Studien konnten zeigen, dass es bis zu Tag 8 nach Transfektion noch
nachweisbare Expressionen gab. Biochemische Transfektion flhrt dabei in den
meisten Fallen zu mindestens 80 % Transfektionseffizienz [45]. Nachteile der
mMRNA sind die geringere Stabilitat und erhdhte Neigung, das Immunsystem zu
aktivieren. Durch verschiedene Modifikationen der mRNA kann diesen

Nachteilen jedoch vorteilhaft entgegengewirkt werden (siehe Punkt mRNA).

In dieser Arbeit wurde modifizierte mRNA der Proteine TIMP3 und eNOS
verwendet. Dabei wurde die mRNA auf zwei unterschiedliche Weisen modifiziert.
Fir die 100 % modifizierte mRNA wurden die Nukleoside Uridin und Cytidin zu
100 % mit Pseudouridin und 5‘-Methylcytidin, bei Herstellung der 25 % mRNA zu
25 % ersetzt. Des Weiteren wurde anstelle des physiologischen Cap Analogs das
ARCA (Anti-Reverse Cap Analog) verwendet, welche zu einem Anstieg der
Transfektionseffizienz fuhrt [48]. Als Transfektionsmittel diente Lipofectamine

2000, welches als kationischer Carrier fungiert.

14



1.4 Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Eine Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) katalysiert die Herstellung von
Stickstoffmonoxid (NO) aus der proteinogenen Aminosaure Arginin. In Abbildung
(Abb.) 1 ist diese Synthese anhand der Strukturformeln der beteiligten Molekule

und alle beteiligten Reaktions- und Zwischenprodukte ausfuhrlich dargestellt.

HN \C,/Km_, HIN\C//&HOH Hil /0
- 0, NADPH+H* . 0, VNADPH+H' A
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Abb. 1: Biosynthese von NO

Die komplette Reaktion findet an den Stickstoffmonoxid-Synthasen statt. Bei
diesen Enzymen handelt es sind um Monooxygenasen, welche molekularen
Sauerstoff (O2) Uber ein Ham-gebundenes Eisen-lon binden konnen. Als
Reduktionsmittel dienen Nicotinamidadenindinukleotidphosphate und Protonen
(NADPH + H*), welche wahrend der Reaktionsschritte oxidiert werden. Bei der
Reaktion wird zusatzlich Tetrahydrobiopterin als Kofaktor bendtigt um die
Elektronen zwischen den Reaktionspartnern zu Ubertragen.

Im ersten Reaktionsschritt wird die Guanidino-Gruppe der Aminosaure Arginin
mittels Oz oxidiert. Dabei wird ein Sauerstoffatom unter Lieferung der Elektronen
von NADPH + H* fur die Bildung von Wasser (H20) verwendet. Das
Zwischenprodukt N-Hydroxyarginin wird in einem nachsten Reaktionsschritt
unter Bildung von H20 erneut mithilfe von Sauerstoff und NADPH + H* oxidiert.
Dabei bindet ein Sauerstoffatom ein Stickstoffatom der zuvor oxidierten
Guanidinogruppe und bildet das Radikal Stickstoffmonoxid. Als Nebenprodukt
entsteht die nicht proteinogene Aminosaure Citrullin.

Steht fur die Reaktion zu wenig Tetrahydrobiopterin zur Verfigung, produzieren
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die NOS statt NO Superoxid, ein von Sauerstoff abgeleitetes Dioxid Anion (O2).
Dieses reagiert mit Stickstoffmonoxid weiter zu Peroxinitrit, welches weiteres
Tetrahydrobiopterin abbaut und somit den Prozess verstarkt. Dieser Teufelskreis
wird auch als Entkopplung der eNOS bezeichnet und begulnstigt durch den
oxidativen Stress, ausgeldst durch die schadlichen Radikale, die Entstehung von

Atherosklerose und arterieller Hypertonie [49].

Im menschlichen Korper kommen drei verschiedene Isoformen der
Stickstoffmonoxid-Synthasen vor. Zum einen gibt es die endotheliale NOS,
welche konstitutiv von Endothelzellen exprimiert wird und in dieser Arbeit naher
behandelt wird. Des Weiteren kommen in unserem Korper die in Neuronen
dauerhaft exprimierte neuronale NOS (nNOS) und die induzierbare NOS (iNOS)
vor, wobei letztere vorwiegend wahrend Entzindungen von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten nach Stimulation durch Zytokine und Endotoxine
exprimiert wird.

Die Regulation der Expression der Stickstoffmonoxid-Synthasen geschieht auf
der einen Seite Uber Phosphorylierungen durch Proteinkinasen, wodurch es zu
einer gesteigerten Expression des Enzyms kommt. Auf der anderen Seite wird
die Synthese der eNOS und der nNOS durch den intrazellularen Anstieg von
Calcium gesteigert, welches in Verbindung mit dem Calcium bindenden
regulatorischen Protein Calmodulin in die Regulation der Expression der NOS
eingreift. Somit kommt es durch Einfluss aller Agonisten, welche die intrazellulare
Calcium Konzentration erhdhen, zu einer gesteigerten Synthese der NOS, wie
dies z.B. bei allergischen Reaktionen uber die Bindung von Histamin an den

Histamin-1-Rezeptor an den Endothelzellen geschieht.

Stickstoffmonoxid besitzt ein ungepaartes Elektron und ist somit ein Radikal,
welches sehr reaktiv und instabil ist. Innerhalb weniger Sekunden zerfallt es
durch Reaktionen mit Wasser und Sauerstoff zu den stabileren Molekulen Nitrit
und Nitrat. Aufgrund seiner geringen Gréfke kann NO problemlos Zellmembranen
uberqueren und zu Wirkungsorten wie glatten Muskelzellen oder Thrombozyten

diffundieren.
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Stickstoffmonoxid entfaltet seine Wirkungen Uber zwei verschiedene
Mechanismen. Zum einen wird vor allem Uber iINOS gebildetes NO zur
Bekampfung von phagozytierten Mikroorganismen verwendet. NO und andere
Radikale wie Peroxinitrit, welches durch die Reaktion von NO mit Superoxid
entsteht, greifen als reaktive Radikale die Zellmembranen der Mikroorganismen
an.

Zum anderen kommt es durch Bindung von NO an zweiwertiges Eisen einer
Ham-Gruppe von zytosolischen Guanylatzyklasen zu einer
Konformationsanderung, wodurch das Enzym aktiviert wird. Die Guanylatzyklase
bildet aus Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP), welches in unserem Korper die Aufgabe eines second messenger, also
eines zellularen Botenstoffes, einnimmt.

Durch die Aktivierung cGMP-abhangiger Proteinkinasen kommt es Uber
Absenkung intrazellularer Calciumspiegel zur Relaxation glatter Muskelzellen,
wodurch es zu Gefalidilatation kommt. Diese rasche Erweiterung von Gefallen
wird sich durch die Gabe von Nitraten bei Angina pectoris zu Nutzen gemacht,
um verengte HerzkranzgefalRe akut zu erweitern.

Des Weiteren kann NO uber cGMP-abhangige Proteinkinasen die Aggregation
und Adhasion von Thrombozyten verhindern, dadurch wird die Bildung von
Thromben reduziert.

Bei Patienten mit Atherosklerose fallt auf, dass biologisch verfugbares
Stickstoffmonoxid durch die endotheliale Dysfunktion vermindert ist. Es kommt
zu einer vermehrten Thrombozytenaktivierung, wodurch verstarkt Botenstoffe
wie Serotonin, Thromboxan A2 oder Platelet-derived growth factor (PDGF) aus
Thrombozyten freigesetzt werden. Diese Mediatoren fuhren zu einer
Vasokonstriktion und stimulieren atherogene Wachstumsprozesse der
GefalRwand. Zudem ist durch den Mangel an NO dessen hemmende Wirkung auf
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB vermindert. Durch dessen
verstarkte Aktivierung kommt es zu einer vermehrten Expression der an Gefalien
lokalisierten Adhasionsmolekiile E-Selectin, P-Selectin und VCAM-1 (Vascular
cell adhesion molecule 1). Uber die Adhasionsmolekiile treten vermehrt

Entzindungszellen wie Leukozyten in die Gefallwand Uber und verstarken die
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durch Atherosklerose verursachte Entziindungsreaktion. Au3erdem verhindert
Stickstoffmonoxid die Oxidation von Low Density Lipoprotein (LDL), wobei
vermutet wird, dass diese Oxidation eine der initialen pathologischen

Veranderungen bei Atherosklerose ist [2, 33, 50].

1.5 Gewebsspezifischer Metalloproteaseinhibitor 3
(TIMP3)

Metalloproteaseinhibitoren sind Enzyme der Klasse der Endopeptidasen, welche
die von Zellen zum Umbau von Bindegewebe abgegebenen Metalloproteasen
hemmen [51]. Insgesamt sind 4 humane TIMP bekannt, wobei alle eine GroRe
zwischen 184 und 194 Aminosauren und 6 Disulfidbricken besitzen [52].

Der Raum zwischen einzelnen Zellen besteht aus Bindegewebe, welches sich
aus der extrazellularen Matrix (EZM) zusammensetzt, einer sehr zellarmen
Substanz, welche von den umgebenden Zellen gebildet wird. So bilden zum
Beispiel glatte Muskelzellen das sie in den Gefalken umgebende Bindegewebe.
Die Bestandteile des Bindegewebes sind zum einen das Glykoprotein Kollagen,
von dem etwa 20 Typen bekannt sind. Des Weiteren kommen das Protein Elastin,
Wasser-bindende Proteoglykane, welche sich Uberwiegend aus Kohlenhydraten
zusammensetzen und  weitere  nicht-kollagene  Glykoproteine in
unterschiedlichen Verhaltnissen vor. So bestehen u.a. Gefalde, welche vor allem
ein Mindestmal? an Dehnbarkeit und Reilfestigkeit bendtigen, aus den Proteinen
Elastin, Kollagen Typ 1 und 2 und dem Kohlenhydrat Chondroitinsulfat. Eine
entscheidende Rolle spielt dabei das hydrophobe Protein Elastin, welches einen
hohen Gehalt an den Aminosauren Prolin und Lysin besitzt und durch seine
besondere, netzartige Struktur im Gegensatz zu Kollagen sehr dehnbar ist.

Die extrazellulare Substanz unterliegt einem standigen Auf- und Abbau, dessen
Bilanz auch als Umsatz bezeichnet wird. Ursachen einer neuartig bendtigten
Zusammensetzung oder Veranderung der Struktur kdnnen Ersatz abgenutzter

Bestandteile, Wundheilung, Anpassung als Antwort auf Veranderung der
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Funktion der Gewebe, Weg bahnen fur Zellen der Abwehr oder auch maligne
Prozesse sein. Neben der Synthese der Bestandteile des Bindegewebes, welche
maldgeblich im rauen endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat der
Zellen stattfindet, erfolgt der Abbau durch von den umgebenden Zellen
sezernierten Proteasen, zu denen u.a. die Klasse der Matrix-Metalloproteasen
(MMP) gehdrt. Diese Peptidasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum ein Zink-lon
und arbeiten Calcium-abhangig. Um einen unkontrollierten Abbau der
extrazelluldaren Matrix zu verhindern, sind diese Peptidasen nur raumlich limitiert
aktiv und werden des Weiteren uber Proteaseinhibitoren, wie den TIMP,
gehemmt [50, 53].

TIMP werden in vielen humanen Geweben gebildet, die hochste Expression
wurde in der Plazenta nachgewiesen, weitere Gewebe mit hohen nachweisbaren
Werten befinden sich in Niere und Herz [51]. Die Inhibition der Matrix-
Metalloproteasen geschieht Uber 1:1 molare stochiometrische Verhaltnisse,
wobei die aminoterminale Domane der Proteaseinhibitoren die hemmende
Wirkung ausubt. Ein aminoterminal gelegener Cysteinbaustein des Inhibitors
bildet einen Chelatkomplex mit dem Zink-lon im aktiven Zentrum der Protease
aus. Des Weiteren interagiert ein aminoterminal liegender Threoninrest mit dem
katalytischen Zentrum der MMP, beide Prozesse flihren zu einer wirkungsvollen
Inhibition der Proteasen. Neben den Matrix-Metalloproteasen hemmen die TIMP
auch die Familie der ADAM-Metalloproteasen (ADAM), welche im aktiven
Zentrum ebenfalls ein Zink-Atom besitzen. Im Allgemeinen koénnen alle
gewebsspezifischen Metalloprotease-Inhibitoren alle bekannten MMP hemmen,
jedoch jede einzelne mit unterschiedlichen Potentialen. So zeigt die in dieser
Arbeit verwendete TIMP3 eine sehr breite Hemmwirkung, neben allen bekannten
MMP werden die Proteasen ADAM 10 [54], 12 [55] und 17 [56] effektiv gehemmt
[52, 57].

Neben den Protease-inhibierenden Eigenschaften zeigt die TIMP3 weitere
Wirkungen auf Prozesse im menschlichen Korper. Zum einen hemmt TIMP3
inflammatorische Vorgange, indem es die Anzahl von Makrophagen und
Monozyten reduziert, wodurch atherosklerotische Plaques stabilisiert werden.

Diese Wirkung basiert vor allem auf der Hemmung von ADAM 17, welches die
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Prozessierung des Tumornekrosefaktors a (TNF-a) reguliert. Dieser fuhrt
ungehemmt zu Rekrutierung von T-Zellen und Monozyten und weiteren
entzindlichen Vorgangen [58, 59]. TIMP3 zeigt weiterhin Einfluss auf
Proliferation und Apoptose von Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass TIMP3 in
Melanomzellen Todesrezeptoren wie FAS stabilisiert und somit zur Apoptose der
betroffenen Zellen fihrt [60]. Zudem blockiert TIMP3 den Vascular Endothelial
Growth Factor Rezeptor 2 (VEGF-Rezeptor 2), wodurch die Angiogenese, also
Neubildung von Gefallen, gehemmt wird [61].

Stohr und Kollegen flihrten 2014 einen Knockout von TIMP3 bei Mausen durch
und konnten daraufhin Arteriosklerose-assoziierte Veranderungen an den Tieren
feststellen. Zunachst wurden im Blut hohere Werte an totalem Cholesterin
festgestellt. Des Weiteren fand man heraus, dass es zu geringeren Raten an 3—
Oxidation, also dem Abbau von Fettsauren in der Mitochondrienmatrix und damit
zu einer Akkumulation dieser kommt. Dementsprechend wurden in den
Gefallwanden der Mause vermehrt atherosklerotische Lasionen und Lipide
nachgewiesen. Zudem kam es durch die verminderte inhibierende Wirkung der
TIMP3 zu einem erniedrigten Gehalt an Kollagen in den Gefalen, hervorgerufen
durch die Uberaktiven MMP [62].

Misst man die Expression von TIMP3 in atherosklerotischen Plaques in
GefalRwanden bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit oder Diabetes mellitus
Typ 2, fallt auf, dass weniger TIMP3 gebildet wird. Dagegen haben zu hohe
Spiegel an TIMP3 protektive Auswirkungen. So fiihrt eine Uberexpression an
TIMP3 zu verringertem oxidativen Stress in den betroffenen Geweben. Es wurde
nachgewiesen, dass es zu weniger Lipidperoxidation kommt, welche
normalerweise Uber die Entstehung von Schaumzellen zu atherosklerotischen
Lasionen flhrt. [59]
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1.6 Zielsetzung

Ein Grolteil der Mortalitat in westlichen Industrienationen wird durch Krankheiten
bedingt, welche ursachlich mit atherosklerotischen Lasionen im Bereich der
Gefallwande einhergehen. Auf Grundlage dieser Storung der Gefaldintegritat
bilden sich Krankheitsbilder wie die koronare Herzkrankheit oder ein akuter
Gefallverschluss durch einen Thrombus aus, welcher unter anderen zu
Herzinfarkt oder  Schlaganfall fuhren kann. Falls  konservative
Therapiemoglichkeiten versagen oder es zu einer starken Einengung des
Gefalabschnittes kommt, werden invasive Therapiemodalitdten wie eine
Bypassoperation oder eine Stentimplantation eingesetzt, um einen Blutfluss in
das peripher der Stenose liegende Gebiet weiterhin zu gewahrleisten. Gerade in
der Stenttherapie wird nach vielen neuartigen Optimierungen gesucht, um die
Fremdkorper vertraglicher und Komplikationen wie zum Beispiel eine Re-
Stenose am Stent unwahrscheinlicher zu machen.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine neuartige Beschichtungsoption zu erproben, welche
auf mRNA far im Korper physiologisch vorkommende Enzyme basierend
schonendere Einflisse auf die Gefallhomoostase hatte als aktuell etablierte
Medikamente wie Paclitaxel oder Sirolimus. Die mRNA fur TIMP3 und eNOS soll
hierbei aus dem Stent freigesetzt und von den umgebenen Endothelzellen
aufgenommen werden. Durch den Einsatz von mRNA erhofft man sich eine
rasche Expression unabhangig vom Zellzyklus, da die mRNA auch ohne Einbau
in das Genom eine Expression der Zielenzyme induzieren kann.

Dabei stellt sich in dieser Arbeit zunachst die Frage, ob mRNA flir die beiden
Enzyme TIMP3 und eNOS in die Zellen transfiziert und eine anschliel’ende
Expression der beiden Enzyme nachgewiesen werden kann. Gleichzeitig wird
anhand von Zellviabilitdtsbestimmungen vor und nach Transfektion erlautert,
inwiefern die Einbringung der mRNA toxische Einflisse auf die Zellen hat. Zur
Uberpriifung und Optimierung der Transfektion werden zwei verschiedene
Zelllinien eingesetzt und zwei Varianten der mRNA Modifikation durchgefihrt.
Des Weiteren soll im Fall einer erfolgreichen Expression der Enzyme deren

Funktionalitat in einem weiteren Test untersucht werden.
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2 Materialien

Auf den folgenden Seiten stelle ich meine verwendeten Materialien vor.

2.1 Zelllinien

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Name Hersteller Basalmedium
A549 ATCC, Manassas, Dulbecco’s Modified Eagle’s
USA Medium (DMEM) High
Glucose
EA.hy926 ATCC, Manassas, DMEM High Glucose
USA
2.1.1 A549

Bei der A549-Zelllinie handelt es sich um humane epitheliale Adenokarzinom-
Zellen. 1972 wurden diese Zellen das erste Mal von Giard DJ et al.[63] aus
tumorésem Lungengewebe isoliert. Sie zeichnen sich durch ein adharentes

Wachstum aus.

2.1.2 EA.hy926

Die EA.hy926 Zellen sind endotheliale, adharent wachsende humane Zellen. Die
Zellen wurden 1983 als Kreuzung von humanen A549 Zellen mit humanen
Endothelzellen aus der Nabelvene etabliert [64]. EA.hy926 Zellen sind
immortalisiert, zeigen einen niedrigeren Bedarf an Wachstumsfaktoren und
exprimieren VWF, tPA und weitere endotheliale Boten- und Funktionsstoffe, u.a.
das Protein der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) [65] [66].

2.1.3 Nahrmedium

Als Basalmedium fur das Wachstum der Zellen wurde DMEM High Glucose
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verwendet. Unmittelbar vor Verwendung wurden dem Medium fetales
Kalberserum (FCS) mit einer Endkonzentration von 10 % (Vol/Vol), sowie je 1 %
(Vol/Vol) PenStrep (Endkonzentration: (100 units/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin) und Glutamin (Endkonzentration: 2 mM) hinzugefugt (siehe

Tabelle 5). Das Medium wurde bei 4 °C gelagert.

2.2 Gerate

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Gerat Hersteller Standort
Absaugpumpe KNF Lab KNF Neuberger GmbH Freiburg,
Deutschland
Agarose-Gel Kammer Mini- |Bio-Rad Krefeld,
Subcell GT Deutschland
Autoclav Systec DX23 Systec-GmbH Wettenberg,

Deutschland

BioPhotometer Eppendorf AG Hamburg,

Deutschland

Brutschrank Heraus 6000 Thermo Fisher Scientific Langenselbold,

Deutschland

CASY® Cellcounter ABX Scharfe System GmbH Reutlingen,
Micros 60 Deutschland
EON™ High Performance BioTek Bad Friedrichshall,
Microplate Deutschland
Spectrophotometer
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FACScan BD BD Biosciences Heidelberg,
Deutschland
Feinwaage ALJ Kern & Sohn GmbH Balingen,

Messbereich bis 120g

Deutschland

Heizblock Thermomixer Eppendorf AG Hamburg,
Compact Deutschland
Mastercycler®gradient Eppendorf AG Hamburg,
Deutschland
Mehrkanalpipette 50 - 1200 |Biohit Proline Rosbach,
Ml Deutschland
Mithras LB 940 Berthold Technologies Bad Herrenalb,
GmbH & Co. KG Deutschland
Mikroskop Axiovert 135 Carl Zeiss AG Jena, Deutschland

Pippetierhilfe

Hirschmann Laborgerate

Eberstadt,
Deutschland

Sicherheitswerkbank Klasse
2

BDK Luft- und

Reinraumtechnik GmbH

Sonnenbuhl-
Genkingen,
Deuschland

Sicherheitswerkbank
Herasafe HS 12

Thermo Fisher Scientific

Langenselbold,

Deutschland

Tischzentrifuge Minispin Plus

Eppendorf AG

Hamburg,
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Deutschland

Universal Hood Il Molecular |Bio-Rad Krefeld,
Imager GelDoc™ XR System Deutschland
Vortexer Mixer Uzusio VTX- |LMS Corp. Tokio, Japan
3000L

Wasserbad GFL 1083 GFL Gesellschaft fur Burgwedel,

Labortechnik GmbH

Deutschland

Zentrifuge 5415R

Eppendorf AG

Hamburg,

Deutschland

Zentrifuge Cryofuge 5500i

Heraeus Instrument GmbH

Osterode,

Deutschland

Zentrifuge Varifuge 3.2 RS

Heraeus® Sepatech

Thermo Fisher Scientific

Langenselbold,

Deutschland

2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Eingesetzte Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Standort

15 ml Cellstar Tube

Greiner Bio-One,

International AG

Kremsmunster,

Deutschland
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50 ml BD Falcon

BD Bioscience

San Jose, USA

12-Well Platte

Corning Incorporated

New York, USA

96-Well Platte Nunc Immuno

Maxi Sorp

VWR International GmbH

Bruchsal,

Deutschland

Amicon® Ultra 2ml
Centrifugal Filters

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Steinheim,

Deutschland

CASY® Cups

Scharfe System GmBH

Reutlingen,

Deutschland

Corning® 96-Well plates,
opaque bottom, black

polystyrene

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Steinheim,

Deutschland

Costar® 10 ml Stripette®,

serologische Pipettenspitze

Corning Incorporated

New York, USA

Costar® 2 5ml Stripette®,

serologische Pipettenspitze

Corning Incorporated

New York, USA

Cryo.S™ Einfrierréhrchen 2

ml

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen,

Deutschland

Eppendorf Tubes® Safe-lock |Eppendorf AG Hamburg,
DNA LoBind Tube 0,5 ml, Deutschland
1,5ml, 2,0 ml

Eppendorf Tubes® Safe-lock |[Eppendorf AG Hamburg,

Protein LoBind Tube 0,5 ml,

Deutschland
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1,5ml, 2,0 ml

FACS BD Falcon

BD Biosciences

San Jose, USA

MiniElute™ Spin Column

Quiagen GmbH

Hilden,

Deutschland

Parafiim M BEMIS Company, Neenah, USA
Incorporated
Pasteurpipetten aus Glas WU Wilhelm Ulbrich GdbR  |Mainz,

Laborglaswaren

Deutschland

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

Eppendorf AG

Hamburg,

Deutschland

Pipettenspitzen
Mehrkanalpipette 50 —
1200 pl

Biozym Scientific GmbH

Hess. Oldendorf,

Deutschland

RNeasy Mini Spin Column

Quiagen GmbH

Hilden,

Deutschland

Sigma® Cell Culture Dish —

Petrischalen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Steinheim,

Deutschland

TipOne® Filter-
Pipettenspitzen (steril)
10pl, 100pl, 1000l

Starlab Group

Hamburg,
Deutschland

Uvette 220 — 1600nm

Eppendorf AG

Hamburg,
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(RNAse-, DNA-, Protein-free)

Deutschland

Zellkulturflasche 150 cm?

Corning Incorporated

New York, USA

2.4 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits, sortiert nach den

einzelnen Versuchen

Methode Bezeichnung Hersteller Standort
Plasmid pUC57-eNOS_opt |Eurofins Ebersberg,
PCR Genomic Deutschland
Plasmid pEX-A2-TIMP3 Eurofins Ebersberg,
Genomic Deutschland

Hotstar HiFidelity

Polymerase Kit

Quiagen GmbH

Hilden,

Deutschland

Mini Elute Kit

Quiagen GmbH

Hilden,

Deutschland

Transkription

T7 MEGAscript® T7
Transkription Kit

Ambion® by

lifetechnologies’
M

Carlsbad, USA

RNeasy Mini Kit

Quiagen GmbH

Hilden,

Deutschland
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Ethanol absolute AppliChem Darmstadt,
GmbH Deutschland
Antarctic Phosphatase NEB Ipswich, UK
MO289S
Seakem® LE Agarose Lonza Rockland, USA
Agarose-Gel
TBE Puffer (10x) pH=8,0
108g Trisodiumcitrat Merck KGaA Darmstadt,
Deutschland
55g Borsaure Sigma-Aldrich Steinheim,
Chemie GmbH |Deutschland
7,49 EDTA Sigma-Aldrich Steinheim,
Chemie GmbH |Deutschland
H20 destilliert
GelRed Nucleid Acid Stain |Biotium Hayward, USA
10.000 in Dimethylsulfoxid |Incorporated
(DMSO)
Range Mix DNA Ladder Peqlab Erlangen,
80bp — 10.000bp Deutschland
500bp — 10.000bp RNA Invitrogen® by Carlsbad, USA

Ladder

lifetechnologies’
M
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6x Loading Buffer Peqlab Erlangen,
Deutschland
Ladepuffer RNA-Gel:
Formamid Merck KGaA Darmstadt,
Deutschland
Formaldehyd 37% Merck KGaA Darmstadt,
Deutschland
10x MEN-Puffer
Gel Loading Buffer Ambion® by Carlsbad,

lifetechnologies’
M

Deutschland

10x MEN-Puffer:

Transfektion

20,9g MOPS Sigma-Aldrich Steinheim,
Chemie GmbH |Deutschland

2,05g Natriumacetat Merck KGaA Darmstadt,
Deutschland

1,99 EDTA Sigma-Aldrich Steinheim,
Chemie GmbH |Deutschland

450ml H20 steril Merck KGaA Darmstadt,
Deutschland

Lipofectamine 2000 Invitrogen® by | Carlsbad, USA

Reagent

lifetechnologies’
M

Opti-MEM® Reduced
Serum Medium
[-] Phenol Red

Gibco® by

lifetechnologies’
M

Carlsbad, USA

SILAC™ RPMI 1640 Flex

Gibco® by

Carlsbad, USA
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MTT-Assay

Media
[-] Phenol Red [-] Glucose

lifetechnologies’
M

MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium

bromide)

Invitrogen® by

lifetechnologies’
M

Carlsbad, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Serva
Elektrophoresis
GmbH

Heidelberg,

Deutschland

Human TIMP-3 DuoSet

R&D Systems

Minneapolis, USA

ELISA
S ELISA
Reagent Diluent:
1% BSA (Bovines Serum Sigma-Aldrich Steinheim,
Albumin) in PBS Chemie GmbH  |Deutschland
Waschpuffer:
0,05% Tween® 20 Merck KGaA Darmstadt,
(Polyoxy- Deutschland
ethylensorbitanmonolaurat)
in PBS
PE Mouse anti-eNOS BD Biosciences [San Jose, USA
FACS

FACS-Ldsung:
Dulbecco's PBS (1x),
ohne Ca?* & Mg?*
Paraformaldehyd (2,5%)

PAA Laboratories

Merck KGaA

Pasching,
Osterreich
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Darmstadt,

Deutschland

FCS (Fetales Kalberserum)
0,5% in PBS

Invitrogen® by

lifetechnologies’
M

Carlsbad, USA

FACS Clean Solution

BD Bioscience

San Jose, USA

FACS Rinse Solution

BD Bioscience

San Jose, USA

Miniprep

mit E.coli

Ampicillin Thermo Fisher  |Langenselbold,
Scientific Deutschland
LB-Medium Carl Roth GmbH [Karlsruhe,
Deutschland
LB-Agar Carl Roth GmbH |Karlsruhe,
Deutschland
S.0.C. Medium Thermo Fisher |Langenselbold,

Scientific

Deutschland

One Shot® Top10
Chemically Competent
E.coli

Thermo Fisher

Scientific

Langenselbold,

Deutschland

Plasmidiso-

lation

QIAprep Spin Miniprep Kit

Quiagen GmbH

Hilden,

Deutschland
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Restriktions

-verdau

FastDigest Buffer 10x

Thermo Fisher

Scientific

Langenselbold,

Deutschland

FastDigest Xba | Enzyme

Thermo Fisher

Langenselbold,

Scientific Deutschland
SensoLyte 520 MMP-1 AnaSpec Fremont, USA
Sensolyte )
Assay Kit
Nuklease-freies Wasser Quiagen GmbH [Hilden,
Allgemein

Deutschland

Ampuwa, steriles,

pyrogenfreies Wasser

Fresenius Kabi

Deutschland

Bad Homburg,

Deutschland

2.5 Medien, beigefiigte Zusatze und Reagenzien zur

Zellkultivierung

Tabelle 5: Eingesetzte Medien flur die Schritte der Zellkultivierung, inklusive aller

Zusatze

Medium/Lésung & Zusatze

Hersteller

Standort

DMEM High Glucose (1x)
4.5¢g/L.D. Glucose
[-] Glutamin [-] Pyruvate

+ Heat inactivated FBS

+ L-Glutamin 200 mM (100x)

Gibco® by lifetechnologies™

Gibco® by lifetechnologies™

Gibco® by lifetechnologies™

Carlsbad, USA

Carlsbad, USA

Carlsbad, USA
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+ Penicillin/Streptomycin
(20000 units/ml Penicillin
und 10,000 pg/mi
Streptomycin)

Gibco® by lifetechnologies™

Carlsbad, USA

Dulbecco's PBS (1x), ohne
Ca?* & Mg?

PAA Laboratories

Pasching,

Osterreich

Trypsin/EDTA (0,05%)

Gibco® by lifetechnologies™

Carlsbad, USA

CASY® - Tone

Roche Diagnostics GmbH

Mannheim,

Deutschland
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3 Methoden

Im Bereich Methoden wird die Durchfuhrung der einzelnen Versuche dargestellt.
Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Versuche steril unter der Werkbank
durchgefuhrt. Die Arbeitsflachen und die verwendeten Materialien wurden mit 70%
Ethanol desinfiziert. Bei der Herstellung von mRNA wurde diese mit der
Anwendung von RNAse Zap erganzt. Fur das Arbeiten unter sterilen

Bedingungen wurden nur sterile Losungen und sterile Einmalartikel verwendet.

3.1 Amplifikation der Plasmide durch Polymerase Chain Reaction (PCR)
Die Bereitstellung der bendtigten mRNA erfordert zunachst die Amplifikation der
Plasmid-DNA per PCR. Die PCR wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt. Die
Amplifikation der zu vervielfaltigenden DNA verlauft in drei sich wiederholenden
Schritten. Der erste Schritt ist die Denaturierung, bei der die DNA bei 94 - 96 'C
in zwei Einzelstrange aufgespalten wird. Nach dem Spalten der DNA folgt die
Primerhybridisierung, bei der sich die beiden hinzugefligten Primer, zwei
Oligonukleotide, den beiden Enden der Einzelstrange anlagern. Dieser Schritt
findet bei 55 — 65 °C statt. Nun findet die Elongation statt, hier komplementiert
die beigefligte DNA-Polymerase die beiden Einzelstrange in 5° — 3‘ Richtung mit
den hinzugefligten Nukleotiden. Die Primer dienen hierbei als Startpunkte fur die
DNA Polymerase, welche bei 68 — 72 ‘C am besten arbeitet. Nach AbschlielRen
dieses Zyklus beginnt die nachste Denaturierung und somit kdnnen grol3e
Mengen an DNA amplifiziert werden. In der Regel finden 20 — 30 Zyklen statt [67].
Es wurde mit dem Hotstar HiFidelity Polymerase Kit und nach dem vom Hersteller
empfohlenen Protokoll gearbeitet. In Tabelle 6 sind die beigefugten Zutaten
dargestellt, welche zwischen der Zugabe der einzelnen Reagenzien gevortext
wurden. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Polymerase, das Enzym, als
letztes hinzugefligt wurde. Die Menge des eingesetzten Template variierte je
nach Plasmid und Ansatz. Die Konzentration des TIMP3 Plasmids betrug 3,9
ng/ul, bei einer Menge von 50 ng wurden somit 12,8 yl Template eingesetzt.

Die Konzentration des Plasmids der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase
(eNOS) betrug 7 ng/ul, jedoch wurde hier bei der eingesetzten Menge Template
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zwischen 50 — 250 ng variiert.

In Tabelle 7 sind die vorgenommenen Einstellungen am PCR Cycler angegeben.
Da es sich bei dem eNOS-Plasmid mit knapp 4000 Basen um ein sehr langes
Gen handelt, wurden fur die PCR optimierte Einstellungen verwendet. Die
Annealing Temperatur wurde zwischen 55 und 62 °C variiert, die
Elongationszeiten von einer, zwei und vier Minuten angewandt und die Anzahl
der Zyklen mit 20, 25 und 30 angepasst.

Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte mit dem Mini Elute Kit nach Angaben
des Herstellers zur  Entfernung uberschiussiger = Nebenprodukte,
Primersequenzen und Salzen. Nach der Aufreinigung erfolgte durch Zugabe von

2 x 10 yl Nuklease-freiem Wasser die Elution des Produktes.

Tabelle 6: Zusammensetzung der PCR-Ansatze zur Amplifikation der Plasmide

Reagenz Konzentration Menge
Forward Primer 0,7 uM 7ul
Reverse Primer 0,7 uM 7ul
Q Solution 1Xx 20 pl
5x Puffer 1Xx 20ul
Polymerase 25U 1l
Template 50-250 ng
ddH20 Ansatz aufgefullt auf
100 pl

Tabelle 7: Standardeinstellung des PCR-Cyclers

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Initiale 94 °C 3 min 1
Denaturierung
Denaturierung 94 °C 45 s 25
Annealing 55°C 1 min 1
Elongation 72 °C 1 min 30
Finale Elongation |72°C 5 min 1
Hold 4°C
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3.2 Messung der Konzentration und Agarosegelelektrophorese der
amplifizierten DNA

Zur Messung der Konzentration und der Reinheit des PCR Produktes wurden 1

— 2 yl der amplifizierten DNA in eine Kuvette Uberfuhrt, diese wurde dann auf das
Volumen von 50 pl mit Nuklease-freiem Wasser aufgefullt. Die Messung erfolgte
mit dem Photometer bei 260 und 280 nm. Um auszuschliel®en, dass im PCR-
Produkt unerwinschte Nebenprodukte vorhanden sind, wurde eine Probe der
amplifizierten DNA einer Agarosegelelektrophorese zugefuhrt. Die Herstellung
des 1 % igen Gels erfolgte aus 0,5 g Agarose und 50 ml TBE Puffer (1x), zu deren

Gemisch 3 pl GelRed vor dem Erharten hinzugegeben wurden. Die Taschen des
Gels wurden mit einer Losung aus 2 pl 6 x Loading Dye und 200 — 300 ng DNA
beladen. Als Referenzmarker zur Auswertung der Lange der DNA Fragmente
diente ein DNA — Marker, welcher ebenfalls in eine der Taschen Ubertragen wurde.
Danach wurde eine Spannung von 100 V fir 60 — 75 min angeschlossen, bevor
die Auswertung der Elektrophorese im Molecular Imager mit UV (Ultraviolett)
Fluoreszenz erfolgte.

Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die amplifizierte DNA bei -20 °C gelagert.

3.3 In-vitro Transkription (IVT)

Im nachsten Schritt wurde die amplifizierte DNA in mRNA umgeschrieben. Die
Transkription wird dabei durch eine DNA-abhangige RNA Polymerase katalysiert.
Sie entwindet und trennt die doppelstrangige DNA auf einer Lange von 10 — 20
Basenpaaren (bp) und figt zur DNA Matrix komplementare Ribonukleotide zu
einem Einzelstrang zusammen. Dabei wird Pyrophosphat zur Bildung einer
Esterbindung zwischen den Basenpaaren abgespalten. Die Ablesung der DNA
geschieht in 3*— 5° Richtung, die Synthese der einzelstrangigen RNA somit in
5° — 3' Richtung. Am Terminationskomplex, einer Stelle des DNA Stranges mit
bestimmten Folgen von DNA-Nukleotiden (z.B. GC Nukleotide), wird die
Transkription gestoppt und die RNA Polymerase 16st sich von der DNA [68].
Hierflr wurde das T7 MEGAscript Transkription Kit verwendet und nach Angaben
des Herstellers gearbeitet. In Tabelle 8 sind die zugegebenen Reagenzien mit

Quantitaten und Konzentrationen angegeben. Neben 100 % modifizierter mRNA
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wurde auch 25 % modifizierte mRNA hergestellt. Dabei beschreibt die
Modifikation den Einsatz der veranderten Basen 5'-Methylcytidin und
Pseudouridin anstelle von CTP und UTP. Die Zutaten wurden steril unter der
Werkbank zusammengefugt, wobei die Arbeitsflache vorher zusatzlich mit RNase
Zap desinfiziert wurde. Zwischen dem Hinzufigen der Reagenzien wurde
regelmafdig gevortext und die finalen 40 ul 5 - 6 s zentrifugiert. Danach erfolgte
eine Inkubation flir 4 h bei 37 °C im Thermomixer, bevor 1 yl Desoxyribonuklease
(DNase) hinzugefugt wurden. Nach einer weiteren Inkubation von 15 min bei 37
°C folgte die Aufreinigung des Produktes mit dem RNeasy Mini Kit nach den
empfohlenen Angaben des Herstellers. Die Elution der aufgereinigten mRNA
erfolgte mit 2 x 30 yl nuklease-freiem Wasser.

Der in-vitro Transkription folgte eine Dephosphorylierung, um Uberschussige 5°-
Phosphate zu entfernen. Hierfir wurden zu der aufgereinigten mRNA 7 pl 10 x
Puffer und 3 pl Antarctic Phosphatase beigefigt. Es folgte eine Inkubation fiir 60
min bei 37 °C im Thermomixer, der sich eine Aufreinigung mit dem RNeasy Mini
Kit nach Herstellerangaben anschloss. Das aufgereinigte Produkt wurde mit 2 x
40 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert. Die Zwischenlagerung der hergestellten
mRNA geschah bei — 80 °C.

Tabelle 8: Reagenzien fur die in-vitro Transkription nach T7 MEGAscript

Reagenz Stock Konzentration/ | Eingesetzte | Eingesetzte
Konzentration Menge Menge flr Menge flr
100% mod. | 25% mod.
mMRNA mMRNA

ATP 75 mM 7,5 mM 4 ul 4 ul
GTP 75 mM 1,875 mM 1 ul 1 ul
5’'Methylcytidin | 100 mM 7,5 mM 3 ul 0,75 ul
Pseudouridin 100 mM 7,5 mM 3 ul 0,75 pl
CTP 75 mM 4,2 mM 2,25 yl
UTP 75mM 4,2 mM 2,25 ul
ARCA 10 mM 2,5mM 10 pl 10 pl
Reaktionspuffer | 10 x 1x 4 pl 4 ul
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H20 Auffullen auf | Auffillen auf
40 pl 40 pl
Template Je nach | 1500 ng 0-10pl 0-10pl
Messung
RNAse Inhibitor | 2500 U 1 ul 1 ul 1l
T7 Enzym-Mix 4 pl 4 pl 4 pl

3.4 Messung der Konzentration und Agarosegelelektrophorese der
hergestellten mRNA

Zur Messung der Konzentration und der Reinheit des Transkriptionsproduktes,
wurden 1-2 yl mRNA mit Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 50 ul
aufgeflllt und in eine Klvette Uberfihrt. Die Messung im Photometer erfolgte bei
260 und 280 nm.

Die Herstellung des Agarosegels erfolgte wie unter Punkt 4.2 beschrieben. Vor
der Auftragung der Proben auf das Gel erfolgte ihre Inkubation mit Puffer fur 10
min bei 65 °C im Thermomixer zur Denaturierung. In Tabelle 9 sind die Ansatze
fur die Denaturierung dargestellt, der auch der mRNA-Marker zugefuhrt wurde.
Es wurden 200 ng mRNA-Produkt eingesetzt, welches mit Nuklease-freiem
Wasser auf 3 ul Volumen aufgefillt wurde.

Die Auswertung erfolgte durch den Molecular Imager mit UV Fluoreszenz, wobei
die Banden des mRNA-Markers als Referenz fur die Lange des mRNA-Produktes

dienten. Die Aufbewahrung der mRNA erfolgte erneut bei -80 °C.

Tabelle 9: Ansatze zur Denaturierung

Reagenz Menge
Formamid 3,3 ul
10 x MEN 1l
Formaldehyd 37 % 1 ul
6 x Loading Dye 1,7 ul
mRNA/Marker 3 ul
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3.5 Zellkultivierung von A549 und EA.hy926 Zellen

Beide verwendeten Zelllinien (siehe Punkt 3.1), bendtigen als Zellkulturmedium
DMEM High Glucose (siehe Punkt 3.5). Die Zellen wurden in 150 cm?
Zellkulturflaschen in 26 ml Medium angezichtet. Die Umgebungsbedingungen
von 37 °C und 5% CO:z2 erzeugte ein Brutschrank. Alle 3 Tage erfolgte ein Wechsel
der 26 ml des Zellkulturmediums. Durch regelmafige mikroskopische Kontrolle
wurde eine Konfluenz von etwa 80 % detektiert und die Passagierung der Zellen
konnte eingeleitet werden. Hierflr wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und 6
ml PBS hinzugefigt. Nach 30 Sekunden wurde die Waschlésung wieder
abgesaugt. Nun erfolgte die Zugabe von 6 ml Trypsin/EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure) (0,05%) zur Ablésung der Zellen, wobei die
Zellen fur etwa 2 Minuten im Brutschrank inkubierten und die Zellen durch
leichtes Klopfen an die Zellkulturflasche abgel6st wurden. Die Peptidase Trypsin
|6st in diesem Prozess die Zell-Matrix-Verbindungen mit der Zellkulturflasche,
wobei EDTA als Chelator Ca?* bindet und somit die Zell-Zell-Verbindungen
auflost. Das Stoppen der ablésenden Wirkung von Trypsin/EDTA erfolgte durch
die Zugabe von 6 ml Zellkulturmedium zu den Zellen. Im nachsten Schritt wurde
die Zellsuspension in ein steriles 15 ml Zentrifugenréhrchen tberflhrt und fir 5
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt
und das zuruckbleibende Zellpellet mit 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde nun entweder neuer Zellkulturflaschen, der Anzucht in 12-
Well Platten zur Transfektion oder der Cryokonservierung fur spatere

Verwendung zugefuhrt.

3.6 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte im Cellcounter CASY. Hierfur wurden 5 ul der 1
ml Zellsuspension in 10 ml CASY-Ton, eine Elektrolytldsung, gegeben. Das
Prinzip der Technik basiert auf einer Widerstandsmessung. Aus der
Elektrolytldésung werden dreimal Proben in eine Messkapillare aspiriert. Uber
zwei Elektroden wird eine Spannung von 1 MHz an die Kapillare angelegt. Die
Zellen agieren als Isolatoren und erhdhen den elektrischen Widerstand in der

Kapillare, welcher hoher ist als der definierte Widerstand der reinen, gut leitenden
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Elektrolytldsung. Anhand der Widerstanderhéhung kann auf das Volumen der
Zellen geschlossen werden. Es ist wichtig, dass die Zellen einzeln von der
Messkapillare aspiriert werden. Des Weiteren ermdglicht der Cellcounter die
Unterscheidung zu toten Zellen. Da deren Zellmembran zerstort ist, dringt der
Strom in die Zellen ein und diese erscheinen kleiner, und zwar in der GroR3e ihres
Zellkerns [69]. Da das CASY von einer Verdinnung von 1:200 ausgeht, musste

die berechnete Zellzahl noch mit 10 multipliziert werden.

3.7 Cryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die Cryokonservierung bietet die Mdoglichkeit, die Zellen aullerhalb der
Zellkulturflasche im - 80 °C Kuhlschrank aufzubewahren. Um die Konservierung
durchzufihren, wurden 900 ul Zellsuspension mit einem Gehalt von mindestens
2 Millionen Zellen mit 100 pyl Dimethylsulfoxid (DMSO) in einem Cryoréhrchen
vermischt. Nach Zugabe der DMSO-Lésung erfolgte sofortiges Invertieren des
Behaltnisses. Dieses wird danach fur 48 h in einem speziellen Einfrierbehalter,
gefullt mit Isopropanol, bei — 80 °C gelagert, bevor die Zellen ohne Isopropanol

bei — 80 °C aufbewahrt werden konnen.

Der rasche Prozess des Auftauens wurde durch Schwenken im 37 °C Wasserbad
eingeleitet, die 1 ml Inhalt wurden sofort nach vollstéandiger Verflissigung der
Zellsuspension zu 10 ml Zellkulturmedium gegeben. Durch Zentrifugieren fur 5
min bei 300 x g gelang die Isolation eines Zellpellets, mit welchem wie bei Punkt

4.5 beschrieben weiterverfahren wurde.

3.8 Anzucht auf 12-Well Platten

Zunachst wurden die Zellen wie unter Punkt 4.5 abgelOst, passagiert und gezahlt.
Die 12-Well Platten wurden vorbereitet, indem zu jedem Well je 1 ml
Zellkulturmedium hinzugefugt wurde.

Da pro Well 150.000 Zellen angeziichtet werden sollten, lie3 sich mit Formel 1
die bendtigte Menge an Zellsuspension pro Well errechnen. Nach Berechnung
erfolgte die Zugabe der Zellsuspension zu den einzelnen Wells, bevor die Zellen
fur 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO:2 gelagert wurden.
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Abb. 2: Formel zur Berechnung der Menge der bendtigten Zellsuspension flr

150.000 Zellen
Zellanzahl absolut pro Well

= Bendtigte Menge der Zellsuspension pro Well [ul
Gemessene Zellzahl im Cellcounter [i] 9 9 P P Ml

3.9 Transfektion der Zellen mit mRNA

Es wurden die mRNA der Enzyme eNOS und TIMP3 in die A549 und EA.hy926
Zellen transfiziert. Hierfir wurden die mRNAs mit dem Transfektionsmittel
zunachst komplexiert. Als Transfektionsmittel diente Lipofectamine 2000. Die
Herstellung der Ansatze geschah mit 500 pyl OptiMEM pro Loch einer 12-Well
Platte und 1,33 pl Lipofectamine pro pg mRNA. Als Mengen an mRNA wurden
0,25 ug, 0,5 ug, 1,0 ug, 1,5 ugund 2,5 ug verwendet. Die bendtigte Menge mRNA
lieR sich aus der am Photometer bestimmten Konzentration nach Formel 2
errechnen. Nach Zugabe und Vortexen der Reagenzien inkubierten die
Transfektionsansatze fur 20 min bei Raumtemperatur zur Komplexierung.
Lipofectamine 2000 bildet in flissiger Losung positiv geladene Liposomen,
welche sich mit der negativ geladenen mRNA zu gering positiv geladenen
Komplexen verbinden. Durch Verschmelzung der Liposomen mit der lipophilen
Zellmembran gelangt die mRNA in das Zellinnere [70].

Danach wurde das Zellkulturmedium aus den Wells abgesaugt, die Zellen mit 1
ml PBS pro Well gewaschen und 500 pl der Transfektionsansatze den Zellen
hinzugefugt. Nun erfolgte die Inkubation der Zellen im Brutschrank fur 4 h bei 37
°C und 5 % CO2. Nach diesen 4 h wurde der Transfektionsansatz abgesaugt und
die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Dieses wurde ebenfalls wieder abgesaugt
und es wurde 1 ml Zellkulturmedium den Zellen hinzugefligt. Die Zellen wurden
dann far 24 h bei 37 °C und 5 % CO2im Brutschrank kultiviert.

Abb. 3: Formel zur Berechnung des Volumens der eingesetzten mRNA

Menge der benotigten mRNA [ng]
Konzentration der mRNA [%]

= Volumen der beigefigten mRNA [pl]
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3.10 Bestimmung der Zellviabilitat mit dem MTT-Assay

Der MTT-Assay diente zur Uberpriifung der Viabilitat der mit der mRNA
behandelten Zellen. Der Test basiert auf der Messung der Aktivitat zytosolischer
und mitochondrialer Dehydrogenasen. Dabei wird nur die Aktivitat der
Dehydrogenasen von lebenden Zellen gemessen.

Hierfir verwendet man ein Tetrazolium Salz, das MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5- Diphenyltetrazoliumbromid), welches gelblich gefarbt ist. Der Tetrazolium
Ring wird von den Dehydrogenasen in aktiven Mitochondrien lebender Zellen
gespalten und es entsteht Formazan, welches eine dunkelblaue Farbung besitzt [71].
Um den MTT-Assay durchzufihren, wurde nach 24 h Inkubation im Brutschrank das
Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden
300 pl RPMI Medium und 30 ul gelbe MTT — Lésung pro Well zu den Zellen
hinzugefligt, bevor diese wieder fiir 4 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO:2
inkubiert wurden. Nach den 4 h konnte der Ansatz abgesaugt werden und es
wurden 300 pl DMSO pro Well hinzugefugt. Von den nun blauen Zelliberstanden
wurden je Well 100 pl auf eine 96-Well Platte Uberfuhrt. Die photometrische
Auswertung des Assays erfolgte im Mithras LB 940 bei 540 nm Uber die Messung
der Absorption.

3.11 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Nach der Transfektion der Zelllinien A549 und EA.hy926 wurde die erfolgreiche
Induktion der TIMP3 Expression mit einem ELISA verifiziert. Der direkte ELISA
arbeitet nach dem ,ELISA-Sandwich® Verfahren. Zunachst wird eine Testplatte
mit einem fur das Substrat spezifischen Antikorper (,capture antibody®)
beschichtet. Im nachsten Schritt erfolgt die Zugabe des Substrates (also TIMP3),
welches an den Antikorper bindet. Ein sekundarer Antikorper gegen das gleiche
Substrat (,detection antibody“) wird hinzugefligt; dieser ist an ein Enzym
gekoppelt, welches einen am Ende hinzugeflgten Farbstoff durch Spaltung
aktiviert. Die Quantifizierung der Farbreaktion erfolgt im Spektrophotometer [72].
Haufig (so auch in dem von mir eingesetzten Assay) ist der Sekundarantikdrper
nicht direkt an ein Enzym gekoppelt, sondern mit Biotinmolekulen konjugiert. Die

hochaffine Bindung von Streptavidin, das seinerseits mit einem Enzym (hier eine
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Peroxidase) konjugiert ist, dient als Verstarkungsreaktion, um mehrere
Enzymmolekile an die Stellen der Testplatte, an der sich das nachzuweisende
Substrat befindet, zu binden [73].

Far den ELISA wurden zunachst die Antikorper gelost. Der Capture Antibody
wurde in 1 ml PBS, der Detection Antibody in 1 ml Reagent Diluent aufgelost. Der
TIMP3 Standard, fur die Standardreihe und somit die Quantifizierung der
Ergebnisse, wurde in 500 uyl PBS geldst. Als Testplatte wurde eine Maxi Sorp 96-
Well Platte verwendet. Diese wurde 24 h vor Versuchsbeginn mit dem Capture
Antibody mit 100 ul pro Well beschichtet.

Von den auf den 12-Well Platten angezichteten und transfizierten Zellen wurden
nach 24 und 48 h Zelluberstande entnommen und wieder mit 1 ml
Zellkulturmedium ersetzt.

Nach 24 h Inkubation mit dem Capture Antibody wurden die Wells der 96-Well
Platte je dreimal mit 400 ul Waschpuffer gewaschen, um tUberschuissige und nicht
gebundene Reagenzien auszuwaschen (Ziel jedes folgenden Waschschrittes).
Danach wurde die Platte fur 1 h mit Reagent Diluent blockiert, indem pro Well
300 ul hinzugefuigt wurden. Diese Blockade verhindert unspezifische Bindungen
des Antikorpers. Nun folgte erneut ein Waschschritt mit dreimal 400 pl
Waschpuffer. Im nachsten Schritt wurden die Standardreihe und je 100 pl der
Zelluberstande als Doppelbestimmungen auf die Wells aufgetragen, bevor diese
2 h inkubierten. Nach einer weiteren Zugabe von Waschpuffer wurde die
Mikrotiterplatte mit 100 ul Detection Antibody fir 2 h inkubiert. Der Inkubation
schloss sich ein weiterer Waschschritt an, bevor 100 ul Streptavidin-
Meerrettichperoxidase fur 20 min zu jedem Well hinzugefugt wurden, wobei das
Streptavidin an das Biotin auf dem Detection Antibody bindet. Die Inkubation
erfolgte im Dunklen.

Diesem Schritt schloss sich ein letzter Waschgang an. Nun wurde 100 pl Substrat
pro Well hinzugegeben und dieses fur maximal 20 min inkubiert, wobei die Platte
in dieser Zeit erneut in einer dunklen Umgebung platziert wurde. Das Substrat
dient als Farbstoff, welches von der hinzugefligten Peroxidase gespalten wird.
Falls der Farbumschlag schnell und intensiv ablauft, wurde die Inkubation friher

als 20 min gestoppt. Als Stopp-L6sung diente 50 ul 2 molarer Schwefelsaure pro
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Well.
Zur Quantifizierung der Farbreaktion diente als Spektrophotometer der Mithras

oder das EON™ Spectrophotometer bei einer Wellenlange von 450 nm.

3.12 Durchflusszytometrie (FACS: Fluorescence activated cell sorter)

Der Transfektionserfolg mit der mRNA fur das Enzym eNOS wurde Uber die
Durchflusszytometrie bestatigt.

Bei der Durchflusszytometrie wird die Fluoreszenz von Zellen gemessen, welche
einzeln einen Laserstrahl durchqueren und dabei Licht emittieren. Als Laser dient
ublicherweise ein Argon Laser, dessen Licht eine Wellenlange von 488 nm besitzt.
Wird eine Zelle von dem Laserstrahl erfasst, wird das Licht von der Zelle gestreut.
Dabei kann dies auf zwei verschiedenen Wegen geschehen. Wird das Licht nach
vorne abgelenkt, entsteht das sogenannte ,forward scatter signal” (FSC-Signal),
welches von der Grolie der Zelle abhangig ist. Wird es jedoch zur Seite gestreut,
erfassen die Detektoren das ,side scatter signal“ (SSC-Signal), welches von
Form und Granularitat der Zellen abhéangt und somit Hinweise auf das Uberleben
der Zellen gibt. Um Zellen voneinander unterscheiden zu kdonnen, kann man
diese zum Beispiel mit einem Fluoreszenz-markierten Antikdrper markieren [74,
75].

Zunachst wurden die in den 12-Well Platten angeztchteten Zellen mit 500 pl FCS
gewaschen. Danach wurden erneut 500 pl FCS hinzugefligt, welchem weitere 20
Ml des Anti-eNOS Antikorpers beigefiigt wurden. Dabei wurden zwei Wells
unbehandelter Zellen mit eNOS Antikorper und zwei Wells ohne eNOS
Antikorperfarbung gemessen, um einen Nullwert fur die Kalibrierung des
Durchflusszytometers zu haben. Ab der Zugabe des fluoreszierenden
Antikérpers wurde darauf geachtet, dass mit so wenig Licht wie ndétig
weitergearbeitet wurde. Nach einer halben Stunde im Brutschrank bei 37 °C und
5 % COz2, in welcher der Anti-eNOS Antikdrper an das an der Zellmembran
gebundene eNOS binden konnte, wurden die Zellen abgel6st (siehe Punkt 4.5).
Der Uberstand wurde in FACS-Réhrchen Uberfiihrt und diese bei 300 x g fir 5

min zentrifugiert. Nun wurden die FACS-Rohrchen schnell invertiert, um den
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Uberstand zu entfernen, das Zellpellet aber nicht zu verlieren. Durch eine Zugabe
von 150 pl FACS-L6ésung zu jedem FACS Roéhrchen wurden die Zellpellets fixiert
und konnten im Durchflusszytometer ausgewertet werden. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass das Durchflusszytometer etwa 30 min vor Verwendung
angeschaltet wurde. Durch die Markierung der Zellen mit dem fluoreszierenden
Antikorper erfolgte ausschlieBlich eine Unterscheidung zwischen markierten und
nicht markierten Zellen. Detektierte Fluoreszenz wurde hierbei erfolgreicher
Transfektion gleichgesetzt und der Erfolg der Transfektion Gber % gated ermittelt.
Bei der Messung der Kontrolle (unbehandelte Zellen) wurde die gemessene
Fluoreszenz auf 1 % Zellen gesetzt, um einen niedrigen Ausgangswert zu haben.
Um die Gesamtkonzentration fluoreszierender Zellen zu ermitteln, wurde der

gemessene Wert (gated %) mit 1 % subtrahiert.

3.13 Minipreparation mit Escherichia coli (E.coli)

Mit Hilfe einer Miniprep wurde das eNOS-Plasmid in das Genom chemisch
kompetenter E.coli transformiert um die Plasmidsequenz zu vermehren. Zur
Vorbereitung wurde eine Ampicillin-Stammlésung mit einer Konzentration von 50
Mg / ml hergestellt. Zur Herstellung von Agarplatten wurden 40 g LB Agar in 1 |
Ampuwa geldst und fir 20 min bei 121 °C und 200 kPa autoklaviert. Im nachsten
Schritt wurde die Losung auf etwa 50 °C abgekihlt und Ampicillin zu einer
Endkonzentration von 0,25 ug/ml hinzugefugt. AnschlieRend wurde der LB Agar
in Petrischalen ausgegossen und bei 4 °C aufbewahrt.

Das LB Flussigmedium wurde durch Losen von 25 g LB Medium in 1 | Ampuwa
hergestellt. Danach wurde das Flissigmedium autoklaviert, abgekuhlt und im
letzten Schritt 0,25 pg/ml Ampicillin beigefugt, bevor das Medium bei 4 °C
aufbewahrt wurde.

Fir die Transformation wurden 2 ul Plasmid, bzw. Nuklease-freies Wasser als
Kontrolle, in die Eppis mit den kompetenten E.colis gegeben. Die
Reaktionsgefalde wurden fur 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der
Hitzeschock fir 30 s bei 42 °C im Wasserbad, bevor die E.colis wieder auf Eis
gelegt wurden. Nach Zugabe von 400 yl SOC Medium pro Reaktionsgefaly

wurden die Bakterien erneut fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nun wurde jeder
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Transformationsansatz auf 2 Petrischalen ausgestrichen und Gber Nacht bei 37
°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden 2 Kolonien von jeder Petrischale gepickt
und diese in Falcons mit 5 ml Flussigmedium gegeben. Die Flussigkulturen

wurden fir eine weitere Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.14 Plasmidisolation
Die Plasmidisolation erfolgte mit dem QIAPrep Spin Miniprep Kit von Qiagen
nach Herstellerangaben. AnschlieRend wurden Reinheit und Konzentration

mittels Photometer bei 260 und 280 nm bestimmt.

3.15 Restriktionsverdau

Zur \Verifizierung der isolierten Plasmide wurden diese mit dem
Restriktionsenzym Xba | verdaut. Hierfir wurde der Ansatz aus Tabelle 10
hergestellt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Im nachsten Schritt erfolgte die
Aufreinigung mittels des MinElute PCR Purification Kits nach Angaben des
Herstellers (siehe Punkt 4.1, PCR). Zur Bestimmung der Reinheit und
Konzentration erfolgte eine photometrische Messung. Anschlie3iend wurde eine
Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle der Lange der DNA-Fragmente
durchgefuhrt. Zur Herstellung des Agarosegels und der Durchfihrung der
Elektrophorese sieht Punkt 4.2.

Tabelle 10: Ansatz flr den Restriktionsverdau

Reagenz Menge
10 x FD Puffer 8 ul
FD Enzym Xba | 4 ul
Vermehrte DNA 1 ug
Nuklease-freies Wasser Auf 80 ul auffillen

3.16 SensolLyte 520 MMP-1 Assay Kit
Dieser Assay diente zum Test der Funktionalitéat des von den Zellen exprimierten
Metalloprotease-Hemmers TIMP3.

In diesem Versuch wird die Aktivitat einer Metalloprotease, in diesem Fall einer
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Kollagenase (MMP-1), durch die Messung von Fluoreszenz, dargestellt. Dabei
wird ein Substrat, in diesem Test ein Peptid, durch die Kollagenase gespalten.
Durch das Spalten der Verbindung fallt die fluoreszenzhemmende Wirkung des
einen Spaltproduktes weg und es kommt zu einem messbaren Anstieg der
Fluoreszenz [76]. Durch diesen Versuch sollte die Metalloprotease-hemmende
Wirkung von TIMP3 gezeigt werden, welches Uber die Uberstande der
transfizierten Zellen hinzugefugt wurde.

Zunachst wurde die MMP-1 Substrat Losung hergestellt. Dafur wurde
Komponente A des Kits mit Assay Buffer 1:100 gemischt. Zur Verdinnung der
MMP-1 wurde diese mit Assay Buffer ebenfalls im Verhaltnis 1:100 vermischt. Die
Herstellung der TIMP 3 Standardreihe geschah mit 1:4 verdinnten DMEM-
Zellkulturmedium ohne Phenol-Red (aufgrund der interferierenden Fluoreszenz)
in Assay Buffer. Im nachsten Schritt wurde die Stammlésung des TIMP 3
Standards (aus dem Human TIMP-3 DuoSet, siehe Punkt 4.11, ELISA) mit dem
in Assay Buffer gelosten Medium 1:100 verdinnt. Nun konnte eine Standardreihe
mit den TIMP 3 Konzentrationen von 1000 ng/ml bis 15,625 ng/ml absteigend in
halbierenden Schritten gebildet werden. Dazu wurde ebenfalls ein Nullwert
angesetzt (nur Medium und Assay Buffer). Des Weiteren wurden vier Kontrollen
hergestellt (siehe Tabelle 11), wobei das Substrat erst nach Inkubation der Platte
beigefuigt wurde. Die nach dem Hersteller benannte ,positive control® Gberprift
dabei die allgemeine Funktionalitat des Testes, ,vehicle“ und ,test compound
control“ ermitteln Eigen-Fluoreszenzen des Zellkulturmediums und der TIMP 3
Stammldésung und die ,substrate control” testet, ob das Substrat ohne Zugabe
der MMP-1 eine stark verringerte Fluoreszenz aufweist.

Die Zelliberstande wurden vor Auftragen auf die 96-Well Platte aufkonzentriert.
Hierfiir wurden die Uberstande von den doppelt angelegten Zellkulturen der 12-
Well Platten gepoolt und in zentrifugale Filterrdhrchen gegeben. Nun wurden die
Proben fir 20 min bei 4000 x g zentrifugiert, wobei Substrate kleiner als 3000
Dalton den Filter passierten. Im nachsten Schritt wurde das Filtrat verworfen und
der Filter auf dem Kopf erneut fir 2 min bei 1000 x g zentrifugiert um das
Konzentrat aus Inhalten grof3er als 3000 Dalton zu isolieren. Somit konnte der

TIMP 3 Uberstand auf das 31-fache konzentriert werden.
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Nun folgte das Ubertragen der Proben auf eine schwarze 96-Well Platte. Jede
Probe wurde als Doppelbestimmung aufgetragen. Dabei wurden zunachst 25 pl
MMP-1 zu jedem Well aulRer der ,test compound control” und der ,substrate
control“ hinzugefugt. Danach wurde die TIMP 3 Standardreihe durch Hinzufigen
von 25 pul der vorher angesetzten Ansatze zu jedem Well hergestellt. Des
Weiteren wurden die Kontrollen mit den noch fehlenden Reagenzien erganzt
(auler Substrat) und die aufkonzentrierten Zelliberstande den Wells hinzugefugt
(25 pl pro Well). Nun wurde die 96-Well Platte flr 10 — 15 min bei 37 °C inkubiert,
bevor zu jedem Well (auler der ,test compound control®) 50 ul Substrat
hinzugefligt wurden. Im Mithras erfolgte die photometrische Auswertung mit der
Einstellung excitation/emission = 490 nm / 520 nm zu den Zeitpunkten 0, 15 und
30 min. Dabei wurden die Wells unmittelbar vor Auswertung durch leichtes

Schitteln vermischt.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Kontrollen des SensolLyte Assays

Kontrolle MMP- Assay | DMEM TIMP 3 Substrat
1 Buffer Stammldsung
Positive control 25l | 25l 50 i
Vehicle 25 i 25 i 50 pl
Test compound 99 ul 1l
control
Substrate control 50 pl 50 pl
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4 Ergebnisse

4.1 Die Herstellung der mRNA der Enzyme TIMP3 und eNOS

Als Ausgangssubstanz zur Herstellung der mMRNA der beiden Enzyme TIMP3 und
eNOS diente jeweils ein Plasmid, auf dessen Sequenz das Gen des Enzyms in
Form von DNA-Basenpaarungen codiert ist. Um die spezifische Sequenz des
Enzyms zu isolieren und amplifizieren, wurde zunachst eine PCR durchgeflhrt.
Der Erfolg der PCR wurde mit photometrischer Messung und anschlieRendem
Agarosegel quantifiziert und qualifiziert.

Per in-vitro Transkription wurden aus den DNA-Doppelstrangen komplementare
MRNA- Einzelstrange gebildet. Hierbei wurde der erfolgreiche Versuch ebenfalls

mit photometrischer Messung und Agarosegel verifiziert.

4.1.1 PCR aus den beiden Plasmiden

Zunachst erfolgte die Isolation und Amplifikation der Plasmid DNA der beiden
Enzyme durch eine PCR. Zum Ausschluss unerwinschter Nebenprodukte wurde
eine Agarosegelelektrophorese durchgeflihrt. Des Weiteren liel3 sich dadurch die
Lange des amplifizierten Produktes nachweisen. Im Folgenden sind die
Ergebnisse der PCR’s der beiden Enzyme separat dargestellt, siehe Abbildung 4
und 5.
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Abb. 4: Agarosegel der TIMP3-DNA

Darstellung der Agarosegelelektrophorese der TIMP3-DNA.
Reihe 1: Referenzmarker (DNA Ladder 100 — 3.000 bp)
Reihe 2 und 3: Proben des PCR Produktes

Dargestellt ist eine Agarosegelelektrophorese zweier PCR Produkte der TIMP3-
DNA. Man erkennt jeweils eine Bande bei knapp Uber 1.000 Basenpaaren (bp)
fur beide aufgetragenen Proben. Die kodierende Sequenz des TIMP3 Enyzm hat
eine Lange von 893 bp, Das etwas langere Produkt entsteht durch die
Anknupfung des Primers wahrend der PCR, dieser hat eine Lange von etwa 150
bp. Die Schlierenbildung lasst sich auf eine Uberladung der Geltaschen
zuruckfuhren, aullerdem lassen sich keine unerwinschten Nebenprodukte in

Form von Banden erkennen.
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Abb. 5: Agarosegel der eNOS-DNA

Darstellung der Agarosegelelektrophorese der eNOS-DNA. Reihe 1: Referenzmarker
(DNA Ladder 80 — 10.000 bp)

Reihe 2 und 3: Proben des PCR Produktes

Die kodierende Sequenz fur das eNOS-Enzym hat eine Lange von 3815 bp. Die
Bande der DNA Probe in Reihe 2 in Abbildung 5 befindet sich bei etwa 5000 bp.
Dagegen ist die Lange des DNA-Produktes der Reihe 3 in Abbildung 5 etwas
kiirzer und befindet sich etwa auf der Hohe der 4000 bp Marke des DNA-Markers.
Die Schlierenbildung ober- und unterhalb der Banden spricht fur eine leichte
Uberbeladung der Geltaschen. Es lassen sich keine weiteren Banden erkennen,
welches das Vorhandensein unerwinschter Nebenprodukte ausschlieft.

Die Herstellung der DNA per PCR aus dem eNOS-Plasmid erwies sich als




schwierig. Es wurden sehr viele Versuche durchgefihrt, welche gar keine Bande
oder zu lange Produkte (wie in Abbildung 5 dargestellt) als Resultat hatten. Zur
Optimierung der PCR wurden die Einstellungen am PCR-Cycler verandert. In
Tabelle 12 sind die Einstellungen angegeben, welche bei der Herstellung der im
Gel dargestellten DNA-Produkte angewandt wurden. Bei der Herstellung der
ersten Probe (Reihe 2, Abb. 5) wurden 100 ng des urspriinglichen Plasmid als
Ausgangssubstanz verwendet. Dagegen wurden fur die zweite Probe (Reihe 3,

Abb. 5) 100 ng des uber Miniprep vermehrten Plasmids verwendet.

Tabelle 12: Einstellungen des PCR-Cyclers fiir die PCR des eNOS-Plasmids

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Initiale 94 °C 3 min 1
Denaturierung
Denaturierung 94 °C 45 s 25
Annealing 58 °C 1 min 1
Elongation 68 'C 4 min 1
Finale Elongation 68 °C 5 min 30
Hold 4°C

Die Konzentrationsmessung im Photometer ergab fur das Produkt aus dem
ursprunglichen Plasmid 128,8 pg / ml und fur das Produkt des vermehrten
Plasmids 157,95 ug / mi.

4.1.2 In-vitro Transkription

Im nachsten Schritt erfolgte die Weiterverarbeitung der amplifizierten DNA zu
MRNA mittels in-vitro Transkription. Aus der TIMP3-DNA wurden zwei Varianten
der mRNA hergestellt, zum Einen die 100 % modifizierte mRNA mit
ausschlielicher Verwendung der modifizierten Nukleoside 5°-Methylcytidin und
Pseudouridin statt Cytidin und Uracil, zum Anderen die 25 % modifizierte mRNA,
welche zu 25 % Cytidin und Uracil mit 5-Methylcytidin und Pseudouridin ersetzt
hat. Zur Bestimmung der Lange des Transkriptionsproduktes und zum
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Ausschluss unerwunschter Nebenprodukte wurde eine
Agarosegelekektrophorese durchgefiihrt. Die beiden Enzyme sind zur Ubersicht

erneut separat dargestellt.

Abb. 6: Agarosegel der 100 % modifizierten TIMP3-mRNA

Darstellung der Agarosegelelektrophorese der 100 % modifizierten TIMP3-mRNA.
Reihe 3: Referenzmarker (RNA Ladder 500 — 10.000 bp)

Reihe 1 und 2: mRNA-Produkte

Nach Auswertung des Agarosegels sind bei den Proben 1 und 2 zwei deutliche
Banden bei knapp 1.000 bp zu erkennen, dies entspricht der Lange der
kodierenden Sequenz fur das TIMP3 Enzym von 893 bp. Die Schlierenbildung
unterhalb der Banden lasst auf eine Uberladung der Geltaschen zurlickfihren.
Als Ausgangssubstanz fir die IVT wurden 1500 ng TIMP3 Template verwendet.

Die photometrische Messung ergab flr die Probe 1 eine Konzentration von 894,9
Mg / ml und flr die Probe 2 eine Konzentration von 1617 ug / ml. Dieser

Konzentrationsunterschied erklart die hellere Bande bei Probe 2.




Abb. 7: Agarosegel der 25 % modifizierten TIMP3-mRNA

Darstellung der Agarosegelelektrophorese der 25 % modifizierten TIMP3-mRNA.
Reihe 3: Referenzmarker (RNA Ladder 500 — 10.000 bp)

Reihe 1 und 2: mRNA-Produkte

Bei Betrachten des Agarosegels fallen die deutlichen Banden der beiden Proben
1 und 2 bei knapp 1.000 bp auf. Die Lange der kodierenden Sequenz des TIMP3
Enyzms entspricht 839 bp, die Lange der Produkte stimmt somit mit der Lange
der kodierenden Sequenz Uberein. Des Weiteren fallt bei Probe 2 eine sehr
schwache Bande mit einer Lange zwischen 1.500 und 2.000 bp auf. Da die Lange
etwa die doppelte der des Gens ist, handelt es sich hierbei sehr wahrscheinlich
um ein Dimer, also einer Aggregation zweier TIMP3 mRNAs. Dies ist bei einer so
geringen Konzentration nicht problematisch und behindert nicht die Fortsetzung

des Versuches.
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Als Ausgangssubstanz wurden 1.500 ng TIMP3-DNA verwendet. Die Messung
der RNA Konzentration im Photometer ergab einen Wert von 1096,1 ug / ml fir
Probe 1 und fur Probe 2 einen Wert von 704,6 ug / ml.

8000
6000

4000
3000

Abb. 8: Agarosegel der eNOS-mRNA

Darstellung der Agarosegelelektrophorese der eNOS-mRNA.
Reihe 1: Referenzmarker (RNA Ladder 500 — 10.000 bp).
Reihe 2: mRNA-Produkt

Das Produkt aus der Transkription hat eine deutliche Bande bei etwa 4.000 bp,
die mRNA ist somit intakt und es hat keine Degradation stattgefunden, siehe Abb.
8. Die Lange entspricht den 3815 bp des eNOS Plasmids. Als Ausgangssubstanz
wurden 1500 ng der im Agarosegel mit Nummer 3 dargestellten DNA verwendet
(siehe Abb.5).

Es lasst sich keine Bande an einer anderen Stelle des Gels erkennen, dies spricht
gegen das Vorhandensein unerwunschter Nebenprodukte. Mit einem Photometer

wurde die Konzentration der mRNA ermittelt. Fur diese Probe betrug die
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Konzentration 1316,4 ug / ml.

4.2 Transfektion und anschlieBende Kontrolle der Enzym-

Expression

Die hergestellle mRNA wurde nun in die Zellen der humanen
Lungenkarzinomzelllinie A549 und die endotheliale Zelllinie EA.hy926 transfiziert.
Dabei wurden die Zellen mit den Transfektionsansatzen fur 4 h inkubiert. Nach
24 h und 48 h wurde die Transfektion ausgewertet.

Die Zellen wurden mit 0,25 ug, 0,5 pg und 1,0 ug TIMP3-mRNA transfiziert. Dabei
wurden Zellen jeweils mit der 100 % und der 25 % modifizierten mRNA kodierend
fur das TIMP3-Protein behandelt. Fir die Transfektion der eNOS-mRNA wurden
1,0 ug und 2,5 ug eingesetzt, da die Sequenz von eNOS langer ist.
AnschlielRend wurde der Transfektionserfolg im Fall von TIMP3 mit einem ELISA,
bei eNOS mit einer Durchflusszytometrie ermittelt. Parallel wurden mit TIMP3
transfizierte Zellen einem MTT-Assay unterzogen um den Einfluss der

Transfektion auf die Zellviabilitat zu untersuchen.

4.2.1 Messung der Zellviabilitat mit dem MTT-Assay

Mit dem MTT-Assay wurde gemessen, ob die mRNA Transfektion zytotoxisch fur
die Zellen ist. Dabei wurde die Absorption des Farbstoffs, einem Tetrazoliumsalz,
der als Kontrolle diente, auf 100 % gesetzt und die transfizierten Zellen mit dieser
Kontrolle verglichen. Die Auswertung enthalt Daten von drei Versuchen. Es
wurden nur Viabilititsmessungen mit den TIMP3-mRNA transfizierten Zellen
durchgefuhrt, da die Transfektion mit eNOS nur unbefriedigende Ergebnisse im

Anstieg der Expression zeigte.
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4.2.1.1 Messung der Zellviabilitat nach Transfektion mit 100 % modifizierter

mRNA

Viabilitdt A549

1004

vitale Zellen [%]
g 3
|

Abb. 9: Viabilitit der A549 nach
Transfektion mit 100 % modifizierter
mRNA

Es sind die Viabilitdten der Zelllinien [%]
im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrolle (= 100 %) aufgetragen. Auf der
Y-Achse erkennt man die Viabilitat [%],
wahrend die X-Achse die eingesetzten
mRNA Mengen anzeigt. Werte sind
Mittelwerte (Balken) +
Fehler des Mittelwerts (Linie), n = 3.

Die gestrichelte Linie markiert die

mittlerer

kritische Grenze von 70 %, die als
untere Grenze fur eine Vertraglichkeit

des Genkonstrukts gesetzt wurden.

Viabilitdt EA.hy926
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Abb. 10: Viabilitat der EA.hy926 nach
Transfektion mit 100 % modifizierter
mRNA

Es sind die Viabilitaten der Zelllinien [%]
im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrolle (=100 %) aufgetragen. Auf der
Y-Achse erkennt man die Viabilitat [%],
wahrend die X-Achse die eingesetzten
mRNA

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05

Mengen anzeigt. Das

gesetzt, signifikante Unterschiede sind
mit * und ** dargestellt. Werte sind
Mittelwerte (Balken) +
Fehler des Mittelwerts (Linie), n = 3.

*

mittlerer

p < 0,05. Die gestrichelte Linie
markiert die kritische Grenze von
70 %, die als untere Grenze fur eine
Vertraglichkeit

gesetzt wurden

des Genkonstrukts
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Man kann in Abbildung 9 erkennen, dass nach Transfektion der A549 Zellen keine
signifikanten Unterschiede in der Viabilitit der behandelten Zellen zu
verzeichnen sind. Dennoch fallt auf, dass mit hoheren Mengen transfizierter
mRNA die Menge an uberlebenden Zellen tendenziell, jedoch nicht signifikant,
absinkt. Werden 0,5 ug der 100 % modifizierten mRNA eingesetzt, ist die

Viabilitat noch bei etwa 80 %, setzt man jedoch 1,0 ug ein, sinkt sie um tber 30 %.

Die Viabilitatsdaten der EA.hy926 sind in Abbildung 10 dargestellt. Man erkennt
signifikante Unterschiede der Anzahl der Uberlebenden Zellen zwischen der
Kontrolle und den mit 1,0 yg mRNA behandelten Zellen, sowie den mit 0,25 ug
und 1,0 yg mRNA behandelten Proben. Erneut sinkt die Viabilitat der Zellen mit
ansteigender Menge an transfizierter mMRNA. Wahrend die Zellen, welche mit 0,5
ug mRNA transfiziert wurden, ein Uberleben von knapp tber 80 % im Vergleich
zur Kontrolle aufweisen, sinkt dieses bei den mit 1,0 ug behandelten Zellen um
35 %.

Des Weiteren zeigen die mit 0,25 ug 100 % modifizierter mRNA transfizierten

Zellen ein fast genauso hohes Uberleben wie die unbehandelte Kontrolle.
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4.2.1.2 Messung der Zellviabilitat nach Transfektion mit 25 % modifizierter

mRNA

Viabilitat A549 (25%)
150+

1004

704! - -
50+

Uberlebte Zellen [%]

Abb. 11: Viabilitit der A549 nach
Transfektion mit 25 % modifizierter
mRNA

Es sind die Viabilititen der Zelllinien
[%] im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrolle (= 100 %) aufgetragen. Auf
der Y-Achse erkennt man die Viabilitat
[%], wahrend die X-Achse die
eingesetzten mRNA Mengen anzeigt.
Werte sind Mittelwerte (Balken) +
Fehler

(Linie), n = 3. Die gestrichelte Linie

mittlerer des Mittelwerts
markiert die kritische Grenze von
70 %, die als untere Grenze fir eine
Vertraglichkeit des Genkonstrukts

gesetzt wurden.
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Abb. 12: Viabilitat der EA.hy926 nach
Transfektion mit 25 % modifizierter
mRNA

Es sind die Viabilitdten der Zelllinien [%]
im Vergleich mit der unbehandelten
Kontrolle (=100 %) aufgetragen. Auf der
Y-Achse erkennt man die Viabilitat [%],
wahrend die X-Achse die eingesetzten
mRNA

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05

Mengen anzeigt. Das

gesetzt, signifikante Unterschiede sind
Werte sind

Mittelwerte (Balken) + mittlerer Fehler

mit * dargestellt.
des Mittelwerts (Linie), n = 3. * p <
0,05. Die gestrichelte Linie markiert
die kritische Grenze von 70 %, die als
untere Grenze fur eine Vertraglichkeit

des Genkonstrukts gesetzt wurden.
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Nach Transfektion der mit 25 % modifizierter mRNA transfizierten A549 Zellen
erkennt man in Abbildung 11 keine signifikanten Unterschiede im Uberleben der
Zellen. Dennoch lasst sich erkennen, dass je mehr mRNA in die Zellen gelangt,
desto weniger Zellen Uberleben. Von den mit 1,0 ug mRNA transfizierten Zellen

haben nur noch knapp Uber 50 % Zellaktivitat gezeigt.

In Abbildung 12 sind die vitalen EA.hy926 Zellen [%] in Bezug zu ansteigenden
transfizierten mMRNA Mengen dargestellt. Es gibt einen signifikanten Unterschied
zwischen unbehandelten und mit 1,0 pg 25 % modifizierter mRNA transfizierten
Zellen, welche eine Viabilitdt von nur noch knapp Uber 30 % aufweisen. Im
Vergleich dazu ist die Viabilitdt bei den mit 100 % modifizierter mMRNA

transfizierten Zellen mit 64 % um einiges hoher.

4.2.1.3 Vergleich der Viabilitaiten der mit 25 % und 100 % modifizierten

mMmRNA transfizierten Zellen

Tabelle 13: Darstellung der Viabilitiaten der A549

Behandlung Viabilitat (100 % mRNA) | Viabilitat (25 % mRNA)
unbehandelt 100 % 100 %
0,25 yg mRNA 83,6 % 73,2 %
0,5 yg MRNA 78,9 % 63,6 %
1,0 uyg MRNA 66,7 % 52,5 %

Tabelle 14: Darstellung der Viabilitaten der EA.hy926

Behandlung Viabilitat (100 % mRNA) | Viabilitat (25 % mRNA)
unbehandelt 100 % 100 %
0,25 ug mRNA 95,3 % 74,6 %
0,5 uyg mRNA 80,5 % 66,9 %
1,0 uyg MRNA 64,1 % 31,3 %

In dem direkten Vergleich

der vitalen Zellen [%] bezuglich der eingesetzten
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MRNA Menge erkennt man klare Unterschiede. Zellen, welche mit 25 %
modifizierter mMRNA transfiziert wurden, zeigen flr jede eingesetzte Menge
MRNA eine niedrigere Rate an Uberlebenden Zellen. Dies ist fur A549 und
EA.hy926 Zellen der Fall. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass die
25 % modifizierte mRNA von den Zellen schlechter vertragen wird und somit
hdhere toxische Effekte aufweist als die 100 % modifizierte mRNA.

AuRerdem reagiert die A549 Zelllinie weniger sensitiv auf die mRNA Transfektion

als die immortalisierten Endothelzellen.

4.2.2 ELISA zum Nachweis von TIMP3 in den Mediumsiiberstianden
transfizierter Zellen

Zum Nachweis der Proteinexpression nach TIMP3-mRNA Transfektion wurden
die Uberstande mit einem ELISA gegen das Enzym getestet. Hierfiir wurden nach
Transfektion die Uberstande der Zellen nach 24 h und 48 h entnommen. In den
folgenden Grafiken sind die Mengen des exprimierten Enzyms TIMP3 abhangig
von den eingesetzten Mengen mRNA zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h
dargestellt. Die beiden transfizierten Zelllinien A549 und EA.hy926 sind in zwei
separaten Graphiken dargestellt, des Weiteren gibt es eine Aufteilung nach 25 %
und 100 % modifizierter mRNA.

Unbehandelte A549 Zellen wurden in ihrer Expression auf 0 gesetzt, da diese
das Enzym nicht selbststandig synthetisieren. Wahrend der ELISA der
Uberstdnde der EA.hy926 Zellen fiel hingegen auf, dass diese Zelllinie eine
Kodierung fur das TIMP3-Protein im zellstandigen Genom enthalt, da die Zellen

auch unbehandelt nachweisbare Mengen an TIMP3 exprimierten.
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4.2.2.1 ELISA aus den Uberstinden der mit 100 % modifizierten mRNA

transfizierten Zellen

TIMP-3 Protein

150000+

3 48h

100000+

50000+

TIMP-3 Konzentration in pg/ml

Abb. 13: TIMP3 Konzentration der A549 nach 24 h und 48 h nach Verwendung 100 %
modifizierter mMRNA

Auf der Y-Achse erkennt man die exprimierte TIMP3 Konzentration. Die X-Achse stellt
die eingesetzten mMRNA Mengen dar. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 gesetzt,
signifikante Unterschiede sind mit * dargestellt. Werte sind Mittelwerte (Balken) +

mittlerer Fehler des Mittelwerts (Linie), n = 3.

Aus dem ELISA der A549 geht hervor, dass die eingesetzte Menge von 1 ug
MmRNA nach 24 h eine signifikante Erhdohung der TIMP3 Konzentration
hervorbringt, siehe Abb. 13. Doch auch schon bei 0,5 pg sind hohe Anstiege der
TIMP3 Konzentration zu vermerken. Des Weiteren fallt auf, dass nach 24 h mehr
TIMP3 exprimiert wird als nach 48 h.
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Abb. 14: TIMP3 Konzentration der EA.hy926 nach 24 h und 48 h nach Verwendung
100 % modifizierter mMRNA
Auf der Y-Achse erkennt man die exprimierte TIMP3 Konzentration. Die X-Achse stellt
die eingesetzten mMRNA Mengen dar. Werte sind Mittelwerte (Balken) + mittlerer Fehler
des Mittelwerts (Linie), n = 3.

Die EA.hy926 Zelllinie exprimiert naturlicherweise das Enzym TIMP3, dadurch
lieRen sich die unbehandelten Zellen hinsichtlich der TIMP3 Expression nicht von
den transfizierten unterscheiden und wurden somit nicht auf null gesetzt. In
Abbildung 14 fallt auf, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Expression
der verschieden behandelten Zellen gibt. Die héchste Bildung an TIMP3 findet in
mit 0,5 ug mMRNA transfizierten Zellen nach 24 h statt. Bei 1,0 uyg mRNA ist die
Expression von TIMP3 niedriger, trotz der hdheren Menge an eingesetzter mRNA.
Wie bei den A549 Zellen fallt auf, dass die Expression nach 48 h geringer ist als

nach 24 h, aulRer bei den unbehandelten Zellen.
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4.2.2.2 ELISA aus den Uberstianden der mit 25 % modifizierten mRNA

transfizierten Zellen
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Abb. 15: TIMP3 Konzentration der A549 nach 24 h und 48 h nach Verwendung 25 %
modifizierter mMRNA

Auf der Y-Achse erkennt man die exprimierte TIMP3 Konzentration. Die X-Achse stellt
die eingesetzten mRNA Mengen dar. Werte sind Mittelwerte (Balken) + mittlerer Fehler
des Mittelwerts (Linie), n = 3.

Bei Betrachten der Abb.15 fallt auf, dass es keine signifikanten Unterschiede in
den TIMP3 Expressionen der verschieden behandelten Zellen gibt. Des Weiteren
sind die Expressionen von TIMP3 Protein [pg / ml] im Uberstand mit knapp 1000
pg / ml nach 24 h wesentlich geringer ausgepragt als die Expressionen der mit
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100 % modifizierter mMRNA behandelten Zellen (siehe Abb. 13). Zudem sehen die
Expressionen trotz unterschiedlich eingesetzter Mengen an mRNA in ihrer Hohe
sehr ahnlich aus, es gibt also keine wesentlich gesteigerte Expression bei
hoherer mMRNA Menge. Nach 48 h ist die Expression erneut geringer als nach 24
h.
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Abb. 16: TIMP3 Konzentration der EA.hy926 24 h und 48 h nach Verwendung 25 %
modifizierter mMRNA

Auf der Y-Achse erkennt man die exprimierte TIMP3 Konzentration. Die X-Achse stellt
die eingesetzten mRNA Mengen dar. Werte sind Mittelwerte (Balken) + mittlerer Fehler
des Mittelwerts (Linie), n = 3.

Es lasst sich aus Abb. 16 ableiten, dass die Expression von TIMP3-Protein
niedriger istim Vergleich zu den mit 100 % mRNA modifizierten Zellen (siehe Abb.

14), weiterhin bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
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Gruppen. Zudem erzeugt die héchste Menge mRNA (1 ug) die geringste
Expression an TIMP3. Die unbehandelte Zelllinie exprimiert tendenziell am
meisten TIMP3, welches fur diese Zellen auch einen normalen Vorgang darstellt.
Zudem sind die Unterschiede der Werte des Nachweises aus den 24 h und 48 h
Uberstand nicht so eindeutig wie bei den Darstellungen davor. Tendenziell zeigt

sich nach 48 h eine hohere Expression an TIMP3-Protein.

4.2.2.3 Vergleich der Expression der mit 25 % und 100 % modifizierten

mMmRNA transfizierten Zellen

Tabelle 15: Darstellung der Expression der A549 nach 24 h

Behandlung Expression (100 % Expression (25 %
mRNA) mMRNA)
unbehandelt Oug/ml 0 ug/ml
0,25 yg mRNA 18,6 ug / ml 1,10 ug / ml
0,5 uyg mRNA 62,8 ug/ ml 0,95 ug/ ml
1,0 yg MRNA 97,8 ug / ml 1,09 pg / mi

Tabelle 16: Darstellung der Expression der A549 nach 48 h

Behandlung Expression (100 % Expression (25 %
mRNA) mRNA)
unbehandelt Oug/ml O ug/ml
0,25 ug mRNA 7,54 ug / ml 0,60 ug / ml
0,5 uyg mRNA 41,5 pg / mi 0,49 ug / ml
1,0 uyg MRNA 63,9 ug / ml 0,79 ug/ ml

Tabelle 17: Darstellung der Expression der EA.hy926 nach 24 h
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Behandlung Expression (100 % Expression (25 %
mRNA) mRNA)
unbehandelt 25,6 pyg/ ml 7,62 pg / ml
0,25 ug mRNA 41,6 pg / mi 7,06 ug / ml
0,5 uyg mRNA 67,6 ug/ mi 7,07 ug/ ml
1,0 yg MRNA 56,3 ug / mi 3,83 ug/ ml

Tabelle 18: Darstellung der Expression der EA.hy926 nach 48 h

Behandlung Expression (100 % Expression (25 %
mRNA) mRNA)
unbehandelt 33,3 ug/ ml 10,3 pg / mi
0,25 uyg mRNA 39,7 ug / ml 7,11 pg / mi
0,5 yg mRNA 59,8 ug/ ml 10,4 pg / mi
1,0 yg MRNA 50,5 ug / ml 3,83 ug/ ml

Der Vergleich der Expression nach Behandlung mit 25 % und 100 % modifizierter
MRNA zeigt trotz gleicher eingesetzter Mengen in jedem Fall eine erhdhte
Expression nach Behandlung mit 100 % modifizierter mRNA. Die 100 %
modifizierte mRNA fihrt in vielen Fallen zu einer bis 100-fach hdheren
Expression im Vergleich zu der Expression nach Transfektion mit 25 %
modifizierter mRNA. Daraus lasst sich schliel3en, dass die 25 % modifizierte
MRNA nicht nur toxische Effekte hat (siehe Punkt 5.2.1.3), sondern auch nicht so

gut von den Zellen abgelesen und verwertet werden kann.

4.2.3 Durchflusszytometrie aus den Uberstinden der mit eNOS
transfizierten Zellen

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Transfektion mit der eNOS-mRNA
dargestellt. Es wurden nur Zellen der A549 Zelllinie transfiziert, da die EA.hy926
Zelllinie das Enzym eNOS auch schon ohne Transfektion exprimiert. Der Test
richtete sich gegen die exprimierten eNOS Enzyme, welche sich in hohen
Konzentration im inneren Bereich der Zellmembran anreichern. Dabei befindet

sich das Epitop der endothelialen Stickstoffmonoxid Synthase auf3en auf der
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Zellmembran. Fluoreszenzmarkierte Antikorper binden an das Epitop und
markieren Zellen, welche die eNOS exprimieren. Es wurden Uberstande nach 24
h enthommen, um exprimiertes eNOS Enzym nachweisen zu konnen. Die
folgende Grafik veranschaulicht die Abhangigkeit der Expression von eNOS von

der eingesetzten mMRNA Menge bei Transfektion.
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Abb. 17: Expression des eNOS Proteins nach 24 h

Auf der Y-Achse erkennt man den Prozentsatz der Zellen, welche mit einem gegen
eNOS gerichteten Antikdrper gefarbt wurden und somit mittels Durchflusszytometrie
detektiert werden konnte. Die X-Achse stellt die eingesetzten mRNA Mengen dar. Werte

sind Mittelwerte (Balken) + mittlerer Fehler des Mittelwerts (Linie), n = 3.

Die unbehandelte Kontrolle ohne Antikorper gilt als Negativkontrolle. Es fallt auf,
dass sich keine signifikanten Unterschiede durch Transfektion der Zellen
erreichen lieen. Die mit 2,5 uyg mRNA transfizierten Zellen zeigen zwar eine
erhohte Expression der endothelialen NO-Synthase, diese ist jedoch mit einem

Durchschnitt von knapp Uber 5 % Zellen sehr gering. Der héchste Wert, welcher

69



durch die Transfektion erreicht wurde, waren etwa 11 % exprimierende Zellen,
somit lasst sich die Transfektionseffizienz als unbefriedigend bewerten.

Da die Transfektion zu keiner signifikanten Erhohung der Expression der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase fuhrte, wurde kein MTT-Assay zur

Uberprifung der Zellviabilitat durchgefihrt.

4.3 Darstellung der Vermehrung des Plasmids durch Bakterien

Zur Optimierung der PCR des eNOS-Plasmids wurden zahlreiche Versuche
durchgefuhrt, welche zu einem Verbrauch des Plasmid-Eduktes fuhrten. Zur
Bereitstellung weiterer Plasmid-DNA wurde eine Vermehrung der Plasmid
Sequenz in E.coli durchgefuhrt. Hierfir wurde das Plasmid in das Genom der
Bakterien transformiert und somit durch den physiologischen Vermehrungszyklus
der Bakterien vervielfaltigt. Nach Vermehrung wurde das Plasmid isoliert und
aufgereinigt. Das Produkt wurde Uber photometrische Konzentrationsmessung
und Agarosegelelektrophorese auf seine Reinheit und korrekte Lange Uberpruft.
Fur die Elektrophorese wurde das Plasmid zunachst mit einem
Restriktionsenzym inkubiert, welches die zirkulare Plasmid-DNAin einen linearen

DNA-Doppelstrang spaltet.
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Abb. 18: Agarosegel der Produkte der Plasmidvermehrung
Reihe 1: DNA — Marker
Reihen 2, 3 und 4: Produkte der Plasmidvermehrungn nach Inkubation mit einem

Restriktionsenzym

Bei Betrachten des Agarosegels fallen jeweils zwei Banden bei den Proben 2, 3
und 4 auf. Die langere Bande ist bei etwa 4.000, die kirzere bei knapp 3.000
Basenpaaren Lange. Somit wirde die langere Bande in der Lange mit der eNOS
DNA (3.815 bp) uUbereinstimmen. Die gesamte Lange des Plasmides, auf
welchem die eNOS Sequenz codiert ist, stimmt in der Summe mit den beiden
Banden in ihrer Gesamtheit Uberein.

Vor Auftragen der Produkte, welche durch Transformation in Bakterien vermehrt
wurden, wurden die vermehrten Plasmide dem Restriktionsverdau zugefuhrt.
Durch Zugabe des Restriktionsenzym Xba | wurde die Plasmid-DNA in lineare

DNA-Fragmente gespalten. Dabei durchtrennt das Enzym Doppelstrange im
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Bereich ganz bestimmter Basenfolgen (Siehe Abbildung 19). Auf dem eNOS
Plasmid befindet sich exakt eine solche Sequenz zweimal, am Anfang und am
Ende des eNOS Gens. Somit fuhrt der Restriktionsverdau mit Xbal durch zwei
Schnitte durch das ringférmige Plasmid zu zwei linearen DNA-Fragmenten, von
denen eine die eNOS-DNA ist.

Xba |
5 ..TICTAGA...3
3. .. AGAT(QT... ¥

Abb. 19: Schnittstellen des Restriktionsenzyms Xbal

In Tabelle 19 sind die Konzentrationen der drei Proben aus der photometrischen

Messung angezeigt.

Tabelle 19: Konzentrationen nach Restriktionsverdau der vermehrten

Plasmide
Probe (als Zahl im Gel) Konzentration [ug / ml]
2 88,4
3 61,2
4 80,3

4.4 Darstellung der TIMP3 Enzymaktivitat im SensoLyte Assay

Der SensolLyte Assay diente der Darstellung der Funktionalitat der von den Zellen
produzierten TIMP3-Proteine. In der Theorie soll der in den Zelliberstanden
durch Expression vorhandene Metalloprotease-Inhibitor TIMP3 eine im Test
vorhandene Metalloprotease hemmen, wodurch es zu einem Abfall der

Fluoreszenz kommt. Hierfiir wurden Uberstande von mit 0,5 ug und 1,0 ug 100 %
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modifizierter TIMP3 mRNA transfizierten A549 Zellen nach 24 h dem Test
zugefuhrt. Als Kontrolle dienten unbehandelte A 549 Zellen. Es wurden zwei
unabhangige Versuche, welche jeweils drei unabhangig transfizierte Ansatze
enthielten, durchgefihrt. Im ersten Versuchsgang wurden auch Uberstande von
unbehandelten EA.hy926 Zellen eingesetzt, welche TIMP3 auch schon im
unbehandelten Zustand exprimieren.
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Abb. 20: Fluoreszenz nach 0 min, Abb. 21 Fluoreszenz nach 15 min,

Versuch 1 Versuch 1

Dargestellt ist die gemessene

Dargestellt ist die gemessene

Fluoreszenz, gemessen zum Zeitpunkt 0 Fluoreszenz, gemessen zum Zeitpunkt

min, abhangig von der eingesetzten
mRNA-Menge, bzw. der Zelllinie.
Unbehandelte A549 Zellen sind auf
100 % gesetzt. Werte sind Mittelwerte
(Balken) + mittlerer

Mittelwerts (Linie), n = 3.

Fehler des

15 min, abhangig von der eingesetzten
mRNA-Menge, bzw. der Zelllinie.
Unbehandelte A549 Zellen sind auf
100 % gesetzt. Werte sind Mittelwerte
(Balken) + mittlerer

Mittelwerts (Linie), n = 3.

Fehler des




30 min

160+

100+

Fluoreszenz [%]

Fluoreszenz [%]

Abb. 22: Fluoreszenz nach 30 min,
Versuch 1

Dargestellt ist die gemessene
Fluoreszenz, gemessen zum Zeitpunkt
30 min, abhangig von der eingesetzten
mRNA-Menge, bzw. der Zelllinie.
Unbehandelte A549 Zellen sind auf
100 % gesetzt. Werte sind Mittelwerte
(Balken) + mittlerer Fehler des
Mittelwerts (Linie), n = 3.
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Abb. 23: Fluoreszenz nach 0 min,
Versuch 2

Dargestellt ist die gemessene
Fluoreszenz, gemessen zum Zeitpunkt
0 min, abhangig von der eingesetzten
mRNA-Menge, bzw. der Zelllinie.
Unbehandelte A549 Zellen sind auf
100 % gesetzt. Werte sind Mittelwerte
(Balken) + mittlerer Fehler des
Mittelwerts (Linie), n = 3.
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Abb. 24: Fluoreszenz nach 15 min, Abb. 25 Fluoreszenz nach 30 min,

Versuch 2 Versuch 2

Dargestellt ist die gemessene Dargestellt ist die gemessene

Fluoreszenz, gemessen zum Zeitpunkt Fluoreszenz, gemessen zum Zeitpunkt

15 min, abhangig von der eingesetzten
mRNA-Menge, Zelllinie.
Unbehandelte A549 Zellen sind auf
100 % gesetzt. Werte sind Mittelwerte
(Balken) + mittlerer
Mittelwerts (Linie), n = 3.

bzw. der

Fehler des

30 min, abhangig von der eingesetzten
mRNA-Menge, Zelllinie.
Unbehandelte A549 Zellen sind auf
100 % gesetzt. Werte sind Mittelwerte
(Balken) + mittlerer
Mittelwerts (Linie), n = 3.

bzw. der

Fehler des

In Abbildungen 20 - 25 sind die Fluoreszenzen der verschieden behandelten
Zellen zu den Zeitpunkten 0 min, 15 min und 30 min dargestellt. Dabei wurden
unbehandelte A549 Zellen auf 100 % Fluoreszenz gesetzt und Werte der
transfizierten und EA.hy926 daran angeglichen. Zunachst féallt auf, dass die
unbehandelten EA.hy926 Zellen vor allem nach 15 min und 30 min mit etwa 75 %
eine erniedrigte Fluoreszenz im Vergleich zu unbehandelten A549 zeigen. Dies
ist zwar kein signifikanter Unterschied, zeigt aber dennoch eine starkere
Hemmung der Metalloprotease an, welche durch die zelleigene Produktion von
TIMP3 hervorgerufen wird. Diese Hemmung gibt Hinweise darauf, dass das

Prinzip des Tests in der Durchflihrung funktioniert hat. Des Weiteren lassen sich




in den Abbildungen keine signifikanten Unterschiede in der Fluoreszenz der
unbehandelten und transfizierten A549 Zellen erkennen. Stattdessen sind die
Fluoreszenzen in Versuch 1 in etwa gleich und in Versuch 2 Uberwiegt die
Fluoreszenz der mit 0,5 pg transfizierten Zellen. Dieses Ergebnis gibt Hinweise
darauf, dass das von den Zellen produzierte und im ELISA nachgewiesene
TIMP3 nicht funktional ist. Der Nachweis im ELISA bestatigt zwar das
Vorhandensein und die Expression des TIMP3-Proteins, jedoch scheint dieses

seine enzymatische metalloprotease-hemmende Wirkung verloren zu haben.
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5 Diskussion

Eine in der Pravalenz weltweit fihrende Erkrankung ist die Arteriosklerose. Bei
dieser degenerativen Erkrankung arterieller Gefale, welche auf Grundlage einer
endothelialen Dysfunktion entsteht, bilden sich Lipidablagerungen, die auf lange
Sicht zu einer Verengung der GefalRe fluhren oder aufgrund der verletzten
Gefalintegritat eine Thrombenentstehung triggern kénnen. Die klinisch am
meisten relevante Unterform ist dabei die Atherosklerose, welche die Intima von
mittelgroRen und gro3en und damit hamodynamisch bedeutenderen Arterien
betrifft [1].

Eine etablierte therapeutische Intervention zur Entlastung der Stenose im Gefal}
ist die Ballondilatation mit darauffolgender Implantation eines Stents [17].
Nachdem zunachst unbeschichtete Metallstents eingesetzt wurden [20],
verwendet man heutzutage vor allem beschichtete, sogenannte drug-eluting
Stents. Diese zeigen auf der einen Seite geringere Raten an In-Stent-
Restenosen, also Verschlissen auf Hohe der eingesetzten Stents durch
Remodelling am Endothel, dennoch kommt es auf der anderen Seite zu einem
vermehrten Auftreten von spaten Stent-Thrombosen, welche sich ab dem 30. Tag
nach Implantation unter anderem aufgrund von irritativen Effekten der
beschichteten Immunsuppressiva am Endothel ausbilden [17, 24]. Das
Einbringen eines Stents, also eines Fremdkorpers in das GefalRsystem, fuhrt zu
einer Immunreaktion, die die Integration des Stents in die Arterienwand
verlangsamt. Von den beeintrachtigten Endothelzellen werden Chemokine
ausgeschuttet, dadurch werden Leukozyten rekrutiert, die sich am Endothel
anheften. Des Weiteren lagern sich Thrombozyten an, wodurch es zu einer
vermehrten Bildung und Ablagerung von Fibrin kommt. Die von den
Entziindungszellen beeinflussten Zellen im Endothel bilden vermehrt
Wachstumsfaktoren, in der Folge kommt es zu einer verstarkten Bildung von
extrazellularer Matrix. Die veranderte Zusammensetzung der GefalRwand fuhrt
zu Veranderungen in ihrer Konsistenz und zur Erhdhung des Restenoserisikos
nach Stentimplantation [77].

Um diese im Korper hervorgerufene Immunreaktion zu verringern, werden

7



verschiedene Moglichkeiten in Betracht gezogen. In dieser Arbeit wird der
mogliche Einsatz von zwei Enzymen getestet, welche die Immunreaktion
inhibieren und die Gefalintegritat erhohen konnten. Dabei wird die
Proteinsynthese durch Transfektion mit mRNA bewirkt, welche ohne in das
Genom einzudringen frihzeitig die Produktion der Enzyme induziert. Durch
Modifizierung der verwendeten Basen wurde die Stabilitat der mMRNA erhdht und
gleichzeitig die Immunogenitat vermindert [35]. Fur die Transfektion, also dem
Einbringen der mRNA in die Zielzellen, wurde in der Arbeit Lipofectamine
verwendet. Der lipophile Carrier erlaubt ein Einschleusen von Substanzen Uber
die Doppellipidschicht der Zellmembran mittels Endozytose. Dabei weist er
gegenuber anderen Methoden Vorteile in der Transfektionseffizienz und
Zellvertraglichtkeit auf [44, 45].

Die beiden erprobten Enzyme sind die endotheliale NO Synthase und der
Matrixmetalloprotease Inhibitor TIMP3, beide antiinflammatorisch und protektiv
am Gefal wirkend. TIMP3 hemmt somit vom Endothel freigegebene Proteasen,
welche im Zuge der Immunreaktion zum Umbau der GefaRwand freigesetzt
werden und den optimalen Einbau des Stents verhindern [50]. AuRerdem wird
uber die Hemmung der Metalloprotease ADAM 17 die Rekrutierung von
inflammatorischen Zellen und damit die AbstoRungsreaktion gegentber dem
Stent vermindert [59]. Die Wirkungen der eNOS werden dber ihr
Syntheseprodukt NO vermittelt, welches vor allem als potenter Vasodilatator die
entzindungsbedingte Vasokonstriktion an Gefalken entgegensteuert. Des
Weiteren hemmt NO die Adhasion und Aggregation von Thrombozyten, welche
sich sonst zahlreich am Fremdkorper anlagern. Durch die Hemmung des
Transkriptionsfaktors NF-kB kommt es auf3erdem zu einer geringeren Expression
von Adhasionsmolekilen auf der Endotheloberfliche und somit zu einer
geringeren Rekrutierung von Leukozyten [2].

In dieser Arbeit wurde getestet, inwiefern sich durch mRNA Transfektion die
Expression der Enzyme eNOS und TIMP3 beeinflussen lasst. Aus Plasmid DNA
hergestellte MRNA wurde mittels Lipofectamine in immortalisierte Endothelzellen
und Adenokarzinomzellen transfiziert. Dabei wurde die Enzymexpression

anhand eines ELISA im Fall von TIMP3 und mithilfe der Durchflusszytometrie bei
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der eNOS Induktion mittels mRNA nachgewiesen. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. Die Vertraglichkeit der transfizierten mRNA auf die Zellen
wurde durch eine Viabilitatsbestimmung mithilfe eines MTT-Assay bestimmt.
Nach erfolgreicher Expression von TIMP3 wurde zusatzlich ein funktioneller Test
durchgefuhrt, welcher die Metalloprotease-hemmenden Eigenschaften Uber eine

Veranderung der Fluoreszenz nachweisen sollte.

5.1 Herstellung der mRNA

Zur Herstellung der mRNA wurde zunachst sequenzspezifische Plasmid DNA
erworben und per PCR amplifiziert. Im nachsten Schritt wurde diese unter Hilfe
von in-vitro Transkription in mMRNA umgeschrieben. Aufgrund ihrer besseren
Vertraglichkeit und geringeren Immunogenitat wurde modifizierte mMRNA
verwendet, das heil3t statt den Nukleosiden Cytidin und Uridin wurden 5'-
Methylcytidin und Pseudouridin verwendet. Zur Erweiterung der experimentellen
Moglichkeiten wurde mit 25 und 100 % modifizierter mRNA gearbeitet. Das
amplifizierte DNA Produkt, sowie die transkribierte mRNA wurden photometrisch
und mittels Agarosegelelektrophorese auf ihre Konzentration, Reinheit und

korrekte Lange uberprift.

Die Herstellung der TIMP3 mRNA gestaltete sich ohne groRere Probleme. Das
PCR Produkt sowie die Produkte der in-vitro Transkription zeigten hohe Werte an
MRNA Konzentration sowie die korrekte Lange bei Nachweis mit
Agarosegelelektrophorese unabhangig ob 25 oder 100 % modifizierte mRNA
hergestellt wurde. Lediglich das Auftreten einer blassen Bande des IVT
Produktes der 25 % modifizierten mRNA in der Gelelektrophorese im Bereich der
doppelten Lange der erwarteten GroéfRe konnte als Unterschied zur Herstellung
der 100 % modifizierten mRNA detektiert werden (Abb. 7). Diese Bande lasst auf
eine Dimerbildung des mRNA Produktes zuruckschliel3en, diese ist jedoch in
solchen geringen Konzentrationen kein Hindernis fur eine Versuchsfortsetzung.

Die guten Resultate der mRNA Herstellung aus der im Plasmid kodierten DNA
fur TIMP3 lassen sich auf die relativ kurze Sequenz zurtickverfolgen. Die

kodierende Sequenz fur das TIMP3 Gen hat eine Basenlange von 893 bp und ist
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damit stabiler als die DNA des eNOS Gens, dessen Lange 3815 bp betragt.

Somit erwies sich die Herstellung der mRNA fur eNOS als schwierig. Begonnen
wurde mit den im Labor erarbeiteten optimierten Einstellungen am PCR-Cycler.
Zunachst wurde die Annealing Temperatur variiert. Unter dem Annealing versteht
man die Anlagerung der Primer, also der Startpunkte fir die Vervielfaltigung der
DNA, an die zu vermehrenden DNA-Einzelstrange. Diese Temperatur ist fur jeden
Primer spezifisch und hangt vom Gehalt der Basen Guanin und Cytosin ab, je
hoher deren Anzahl ist, desto hoher ist auch die optimale Annealing Temperatur
[50]. Fir die im Labor verwendeten Primer wurde 55 °C als glnstigste Temperatur
bestimmt. Diese errechnete Annealing Temperatur ist jedoch nicht immer genau
und gerade bei langeren DNA Edukten kann diese optimale Temperatur etwas
hoher liegen. Dabei wird durch die Erhdhung der Annealing Temperatur das
Auftreten von unspezifischen Amplifikaten, welche zum Beispiel eine andere
Lange als die Zielsequenz haben, unwahrscheinlicher gemacht [78].

AuRerdem wurden die Einstellungen der Elongation variiert. Wahrend diesem
Schritt synthetisiert die DNA-Polymerase anhand der Matrizen-DNA mithilfe der
zugegebenen Nukleosidtriphosphate die vermehrten DNA-Doppelstrange [50].
Nach Herstellerangaben von Quiagen® wurde die Temperatur von 72 auf 68 "'C
fur DNA Transkripte langer als 2000 bp gesenkt. Zudem wurde unter Verwendung
einer Zeit von 4 Minuten Elongation pro Zyklus statt normalerweise 1 Minute das
beste Ergebnis erzielt, womdoglich aufgrund des hoéheren Zeitbedarfs der DNA-
Polymerase zur Vermehrung des langeren DNA-Transkripts [79].

Mit den durch die Optimierung der PCR erlangten und in Tabelle 12 angegebenen
Einstellungen konnte nach einer grof3en Anzahl von Optimierungsschritten aus
dem eNOS Plasmid eine nachweisbare DNA mit einer Lange von etwa 4000 bp
amplifiziert werden. Eine photometrische Konzentrationsmessung ergab einen
Wert von etwa 158 ug / ml. Die Bande im Agarosegel bei 4000 bp erschien zwar
etwas breit (Abb. 5), dies lasst sich jedoch auch auf eine unsaubere
Probenauftragung auf das Agarosegel erklaren.

Die hergestellte eNOS DNA wurde nun als Template fur die in vitro Transkription

verwendet. Diese ergab eine gute mRNA Konzentration von 1316,4 yg / ml und
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eine deutliche Bande bei 4000 bp im Agarosegel. Im Vergleich dazu wies die 100
% modifizierte mMRNA von TIMP3 eine Konzentration von etwa 1617 pg / ml auf,
die 25 % modifizierte MRNA zeigte eine Konzentration von 1258 ug / ml. Folglich
konnte mithilfe der Optimierungsschritte eine mRNA mit der richtigen Lange der
eNOS mRNA und einer hohen Konzentration und Reinheit der Nukleinsaure

generiert werden.

5.2  Vertraglichkeit der Transfektion

Um zu Uberprifen, inwiefern die transfizierte mRNA toxische Effekte auf die
Zielzellen ausubt, wurden verschiedene Mengen an mRNA eingesetzt. Hierflr
wurden Transfektionsansatze mit unterschiedlichen Konzentrationen an
modifizierter mRNA hergestellt und die beiden Zelllinien mit diesen inkubiert.
Einen Tag nach der Transfektion wurde den separat hergestellten Ansatzen der
Farbstoff (MTT) zugeflhrt, nach 4 Stunden Inkubation die Lyse der Zellen
herbeigefihrt und die Absorption des umgesetzten Farbstoffs gemessen um
Ruckschlusse auf die Viabilitat der Zellen zu erhalten.

Da durch Transfektion keine signifikante Erhdhung der Expression des eNOS
Enzyms erzielt werden konnte, wurden hier die Viabilitatsversuche nicht
durchgefuhrt und im Folgenden werden ausschlieBlich die Ergebnisse nach
TIMP3 mRNA Transfektion diskutiert.

Zunachst konnte festgestellt werden, dass hohere Konzentrationen an mRNA im
Transfektionsansatz zu einer geringeren Zellviabilitat fihren. Als kritische Grenze
der Vertraglichkeit des Genkonstruktes wurde die Marke 70 % Uberlebende
Zellen der Ausgangszellzahl als nicht toxisch festgelegt (gemaR EN ISO 10993-
5:2009, Prufungen auf in-vitro Zytotoxizitat). Diese Grenze wurde bei der
eingesetzten Menge von 0,25 yg mRNA immer eingehalten, auRerdem fir die
eingesetzte Menge von 0,5 ug 100 % modifizierter mRNA. Wird die Menge der
MRNA auf 1 ug erhoht, wird die Grenzmarke von 70 % fur beide Modifikationen
der mRNA unterschritten.

Des Weiteren scheint die 25 % modifizierte mMRNA mehr zytotoxische Effekte zu
haben als die 100 % modifizierte mMRNA. Schon bei einer eingesetzten Menge

von 0,5 yg wird hier die kritische Grenze unterschritten.
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Synthetische, aber auch von Mikroorganismen freigegebene RNA aktiviert das
Immunsystem Uber Stimulation von Toll-like Rezeptoren [80]. Diese Rezeptoren
sind Bestandteil der angeborenen Immunabwehr und werden somit sofort nach
Fremdkorperkontakt aktiv. Dabei erkennen die Rezeptoren bestimmte ,pathogen
associated molecular patterns®, charakteristische Merkmale wie zum Beispiel
spezifische Nukleotidsequenzen von Mikroorganismen. Die Aktivierung der
Rezeptoren fuhrt zur Freisetzung von Zytokinen wie Interferon a oder TNF-a und
der Stimulation von Lymphozyten, also Zellen des erworbenen Immunsystems
[81, 82]. Aktuell sind drei Toll-like Rezeptoren bekannt, welche therapeutische
MRNA erkennen und eine Aktivierung des Immunsystems stimulieren. Die beiden
TLR 7 und 8 binden einzelstrangige RNA, zu deren Klasse auch die mRNA gehort
[83]. Des Weiteren erkennt und bindet der TLR 3 einzelstrangige mRNA [84],
obwohl dieser vor allem fir seine Affinitat fir doppelstrangige RNA Molekdle,
welche Uberwiegend bei der Replikation von Viren freigegeben werden, bekannt
ist [85].

Forschungen an mRNA als mdgliches Werkzeug zur Gentherapie zeigen, dass
modifizierte Nukleoside das Immunsystem weniger stimulieren als die
physiologisch in der mMRNA am haufigsten vorkommenden Nukleoside Adenosin,
Guanosin, Uridin und Cytidin. Erprobte modifizierte Nukleoside, welche eine
geringere Immunogenitat der mRNA bewirken, sind 6°-Methyladenosin,
Pseudouridin, 5’-Methyluridin, 2’-Hydroxy-Methyluridin und 5‘-Methylcytidin [86].
Kormann und Kollegen konnten hingegen nachweisen, dass 25 % modifizierte
mMRNA eine geringere Immunogenitat aufweist. Dies ist durch die geringere
Bindung der modifizierten mRNA an die TLR 3, 7 und 8 bedingt, wodurch das
Immunsystem eine schwachere Aktivierung erfahrt [37]. Diese Ergebnisse lassen
sich durch diese Arbeit nicht bestatigen, stattdessen weisen die Resultate auf
eine hohere Immunogenitat und somit eine vermehrte Toxizitat fur die
transfizierten Zellen der 25 % modifizieten mRNA hin. Jedoch waren die
Modifikationen unterschiedlich gewahlt, Kormann und Kollegen ersetzten Uridin
und Cytidin mit 2‘-Thiouridin und 5-Methylcytidin, in dieser Arbeit wurde mit
Pseudouridin und 5'-Methylcytidin ersetzt.
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Um der Toxizitat der mRNA, bedingt durch die Immunsystem aktivierenden
Eigenschaften der Nukleinsauren, entgegenzuwirken, wurden in den letzten
Jahren viele Studien zur Verbesserung der Vertraglichkeit dieser durchgefuhrt.
Dabei wurde nachgewiesen, dass der Einsatz von N(1)-Methylpseudouridin
anstelle von unmethyliertem Pseudouridin zu einer besseren Vertraglichkeit der
modifizierten mMRNA fuhrt. Dieses Ergebnis lie3 sich besonders auf die geringere
Aktivierung des Toll-like Rezeptors 3 zurtckfuhren [36]. Dagegen fuhrt der Einbau
des seltenen Nukleosid Inosin zu einer verstarkten Erkennung der modifizierten
MRNA durch die TLR 7 und 8. Das Nukleosid Inosin entsteht aus dem in der RNA
haufig vorkommenden Nukleosid Adenosin im Zuge des RNA-Editing. Dieses
geschieht zum Beispiel wahrend der viralen Replikation, die Toll-like Rezeptoren
konnen somit bestimmte virale Prozesse erkennen und die Immunabwehr in
Gang setzen [87].

Ein weiterer Abwehrmechanismus gegen fremde RNA geschieht durch die
Interferon-anhangige Stimulation von 2°-5-Oligoadenylat-Synthetase. Diese
aktiviert die RNase L, welche einzelstrangige RNA in Bereichen mit der
Basenfolge Uracil-Uracil oder Uracil-Adenin vorwiegend spaltet. Den Forschern
fiel auf, dass nach Ersetzen des Nukleosids Uridin durch Pseudouridin dieses

Abwehrsystem der angeborenen Immunanwort weniger aktiv wird [88].

Die Wahl zur Verwendung der modifizierten Nukleoside Pseudouridin und 5-
Methylcytidin fiel aufgrund der Etablierung dieser Methode durch andere
Forschungsgruppen [89, 90]. Warren und Kollegen wiesen ebenso nach, dass
die Kombination der beiden Modifikationen bessere Ergebnisse erzielt als die

singulare Verwendung der beiden modifizierten Nukleoside [40].

5.3 Transfektionserfolge fir TIMP3 und eNOS

Nach Herstellung der modifzieten mRNA fur die beiden Enzyme TIMP3 und
eNOS wurden diese in die Zielzellen transfiziert. Hierfir wurden Ansatze mit
verschiedenen Konzentrationen an mRNA und Transfektionsmittel hergestellt,

um die Auswirkung verschiedener Konzentrationen auf die Expression
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darzustellen. Des Weiteren wurde wie bereits erwahnt fur TIMP3 25 % und 100 %
modifizierte mMRNA durch IVT hergestellt.

Der Transfektionserfolg fur TIMP3 wurde Uber einen ELISA kontrolliert. Die am
Ende des ELISA stattfindende Farbreaktion quantifiziert die Mengen an
exprimierten Enzym, in diesem Fall an TIMP3. Dabei wurden Zelliberstande
nach 24 h und 48 h auf im Uberstand enthaltenes TIMP3 Uberpriift.

In den Grafiken der Ergebnisse (Abb. 13) fallt auf, dass der grofRte
Transfektionserfolg mit 100 % modifizierter mRNA in transfizierten A549 Zellen
zu erzielen war. Die unbehandelte Kontrolle ergab, dass diese Zellen im
physiologischen Ausgangszustand kein TIMP3 exprimieren. Die Transfektion von
1,0 ug mRNA erzeugte eine signifikante Expressionssteigerung im Vergleich zu
unbehandelten und mit 0,25 ug mRNA transfizierten Zellen.

Nach der Transfektion der EA.hy926 Zellen, welche bestimmte Mengen an
TIMP3 auch schon physiologisch exprimieren, gibt es die maximale Expression
bei Verwendung von 0,5 pg 100 % modifizierter mRNA . Eine Steigerung der
eingesetzten Menge mRNA scheint eventuell aufgrund von zytotoxischen
Effekten keinen weiteren Expressionsanstieg hervorzurufen. Dennoch ist die
TIMP3 Expression hoher als im unbehandelten Ausgangszustand, nach
Transfektion mit 0,5 pyg mMRNA sogar mehr als doppelt so hoch.

In allen Fallen nach Transfektion mit 100 % modifizierter mMRNA ist die Expression
nach 24 h hoher als nach 48 h (Abb. 13 und 14). Dies spricht flr das schnelle
Ablesen der mRNA an Ribosomen im Zytoplasma, ohne dass diese in das
zelleigene Genom eingebaut werden muss.

Im Gegensatz dazu kommt es nach Transfektion mit 25 % modifizierter mMRNA zu
einem geringeren Anstieg der Expression. Diese ist im Fall der A549 Zellen etwa
um einen Faktor 100 geringer als die Expression nach Transfektion mit 100 %
modifizierter mMRNA. Des Weiteren fallen keine signifikanten Unterschiede
abhangig von der eingesetzten Menge der mRNA auf. Nach Transfektion der
EA.hy926 Zelllinie zeigt die Expression keine Unterschiede zum unbehandelten
Zustand und scheint sogar nach Transfektion von 1,0 pug mRNA im

Ausgangszustand zu bleiben.
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Die aus dem ELISA ablesbaren Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen der
Zellviabilitat Uberein, in denen die 25 % modifizierte mMRNA ebenfalls vermehrt
zytotoxische Eigenschaften vorzuweisen scheint. Wohl durch diese geringere
Vertraglichkeit, aber eventuell auch niedrigere Verwendung in den Zellen als
Transkript, ist die Transfektionseffizienz deutlich niedriger als die der 100 %
modifizierten mRNA.

5.3.1 Vergleich mit anderen Studien

Das Potential der mRNA als Werkzeug in der Gentherapie ist in den letzten
Jahren immer deutlicher geworden. Viele Studien untersuchten dabei vor allem
die Unterschiede in der Verwendung von DNA und RNA als Gen-Trager. Ein
grundlegender Vorteil in der Anwendung von mRNA liegt in der Aussparung der
Veranderung am Genom. Zellen, welche mit mRNA transfiziert wurden, behalten
diese im Zytosol, denn dort kommt es direkt zu einer Ablesung durch die dort
ansassigen Ribosomen. Danach kann das fertige Enzym sofort an seinen
Wirkungsort, zum Beispiel im Extrazellularraum oder der Zellmembran, gebracht
werden und seine Wirkung entfalten [33]. Dagegen kommt es nach Transfektion
von DNA zu einem Einbau dieser in das Genom und dadurch zu irreversiblen
Veranderungen. McCormack und Kollegen konnten demnach zeigen, dass nach
Transfektion des Interleukin 2 Rezeptor Gens mithilfe von viralen Vektoren
Leukamien induziert wurden. Dies geschah durch die Integration des Retrovirus
in ein Onkogen mit darauffolgender Aktivierung [91]. In der Gentherapie bereits
verwendete Adeno-assoziierte Viren kdnnen ebenfalls als virale Vektoren zur
Transfektion von pDNA verwendet werden. Bei Mausen konnte jedoch nach
Transfektion des B-Glucuronidase Gens mittels dieser Vektoren eine erhohte
Inzidenz an hepatozellularem Karzinom nachgewiesen werden [92]. Zudem
muss die DNA, um als Schablone zur Proteinsynthese genutzt werden zu kénnen,
in das zelleigene Genom eingebaut werden. Damit dies geschehen kann, muss
die DNA die Kernmembran passieren, um das Zellgenom zu erreichen. Diese
Passage ist jedoch nur bei Zellteilung moglich, da die Kernhulle hierbei
durchlassig wird. In sich wenig oder nicht teilenden Zellen ergibt sich somit ein

Hindernis fur die Gentherapie mit pDNA. Im Zytoplasma lokalisierte Nukleasen
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degradieren die eingebrachte DNA, falls diese nicht in den Zellkern Gbertreten
kann [93].

Der Vergleich der Transfektion von mRNA und pDNA, sowie die Optimierung der
mMRNA Transfektion wurden von Rejman und Kollegen untersucht [45]. Zunachst
wurden verschiedene Transfektionsmethoden flr die mRNA Einbringung in die
Zellen getestet. Hierbei konnte der kationische Liposomen-Carrier Lipofectamine
die langste Expression des verwendeten lumineszenten Proteins Luciferase von
8 Tagen hervorrufen. Im Gegensatz dazu kam es nach einer Transfektion mithilfe
von DOTAP/DOPE, welches die Grundlage von Lipofectamine bildet, nur zu einer
Expression innerhalb der ersten beiden Tage. In beiden Fallen ist die Expression
in den ersten 24 Stunden am hochsten, vergleichbar mit den Ergebnissen aus
dieser Arbeit. Einbringen der Nukleinsauren in Zellen mittels Elektroporation
konnte eine nachweisbare Expression sogar nur in den ersten 12 Stunden
induzieren. Mit Lipofectamine transfizierte pDNA, kodierend fir Luciferase,
bewirkte sogar eine Expression bis einschliellich Tag 17. Aullerdem wurde die
Transfektionseffizienz, definiert als die Anzahl der Luciferase exprimierenden
Zellen, bestimmt. 80 % der Zellen, welche mit einem Ansatz aus mRNA und
Lipofectamine transfiziert wurden, produzierten spater das fertige Enzym, bei
Verwendung von DOTAP/DOPE waren es sogar knapp Uber 90 %. Im Vergleich
dazu wurde die niedrigste Transfektionseffizienz fir pDNA mit dem
Transfektionsmittel Lipofectamine erreicht, diese lag mit 40 % weit unter der
Effizienz der mRNA Transfektion. Diese niedrige Effizienz wird wohl durch die
Notwendigkeit der Einbringung der DNA in das Genom bedingt, sich nicht
teilende Zellen konnten die DNA nicht integrieren und das Enzym somit auch
nicht exprimieren. Zuletzt wies die Forschungsgruppe nach, dass schon 30
Minuten nach mRNA Transfektion das Luciferase Enzym von den Zellen in
nachweisbaren Mengen exprimiert wird [45].

Die Modifikation an der mRNA verbessert nicht nur die Vertraglichkeit, sondern
auch die Raten der Expression. Es wurde gezeigt, dass in vitro transkribierte
unmodifizierte mMRNA die Translation des eigenen Transkripts und zellularer
mRNA inhibiert. Dies lasst sich durch eine Aktivierung der Protein Kinase R (PKR)

erklaren, welche den eukaryotischen Translations-Initiationsfaktor 2 a
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phosphoryliert, wodurch die Translation gehemmt wird. Nach Austausch des
Nukleosid Uridin gegen Pseudouridin kommt es zu einer geringeren Aktivierung
der PKR und die Proteinexpression ist verstarkt nachweisbar [94]. Dies ware eine
mogliche Erklarung fur die schlechtere Vertraglichkeit und geringere
Transfektionseffizienz nach Transfektion von 25 % modifizierter mRNA, da in
dieser der Gehalt an der modifizierten Base Pseudouridin niedriger ist als jener
der 100 % modifizierten mRNA. Ebenfalls begrinden diese Ergebnisse die
Beobachtung meiner Versuche, dass transfizierte EA.hy926 Zellen weniger
Protein herstellen, da diese TIMP3 schon im unbehandelten Zustand produzieren
und daher diese eigenstandige Produktion von der transfizierten mRNA gehemmt
wird.

Keine Ubereinstimmung findet sich erneut mit den Ergebnissen von Kormann
und Kollegen, welche neben einer besseren Vertraglichkeit auch einer erhohte
Expression nach Transfektion mit 25 % modifizierter MRNA nachweisen konnten
[37]. Jedoch konnte dies auf die unterschiedliche Modifikation des Nukleosid

Uridin zurtckfuhrbar sein.

5.3.2 Therapeutischer Einsatz von Transfektion mit mMRNA

Die Anwendung von mRNA als verbesserte Alternative zu transfizierter DNA hat
in den letzten Jahren zugenommen. Somit konnte durch mRNA Transfektion,
durchgefuhrt mithilfe von Elektroporation, das Homing, also die Ruckkehr von
Immunzellen in Immungewebe wie Lymphknoten oder Milz, von Naturlichen
Killerzellen (NK) verbessert werden. Hierfir wurde die mRNA fir den
Chemokinrezeptor CCR7 transfiziert, welcher im Nachhinein an der
Zelloberflache der Naturlichen Killerzellen nachgewiesen werden konnte. Mithilfe
dieses Rezeptors konnen die NK Uber diverse Liganden in Lymphknoten oder
das Knochenmark geleitet werden, wodurch maligne Tumore wie Leukamien
gezielt einer Therapie unterzogen werden kdnnen. Durch die Modifizierung der
Chemokinrezeptoren erhofft man sich Herstellung von Immunzellen, welche
individuell Tumore bekampfen kénnen [95].

Nach Transfektion modifizierter mMRNA in kardiale Fibroblasten konnten diese in

Kardiomyozyten-ahnliche Zellen umgewandelt werden. Dieses Verfahren kénnte
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sich nach einem Herzinfarkt anbieten, um aus dem infarzierten Gewebe erneut
funktionierende Herzzellen zu gewinnen. Die in der Arbeit transfizierten
Transkriptionsfaktoren fuhrten nach 14 Tagen zu einer erhdhten Expression von
Markergenen aus Kardiomyozyten. Die Transfektionseffizienz, sowie die
Vertraglichkeit des Transfektionsansatzes, wurden durch den Zusatz eines
,Heart-Targeting“ Peptides erhdht, welches aufgrund seiner positiven Ladung die
Endozytose der negativ geladenen mRNA verbessert [96].

Ein weiterer Ansatz der mRNA Transfektion versuchte dessen Anwendung zur
Einbringung von im Menschen physiologisch nicht vorkommenden Photolyasen.
Diese DNA-Reparaturenzyme reparieren lichtabhangig durch
Ultraviolettstrahlung B ausgeloste DNA Schaden, sogenannte Cyclobutan
Pyrimidin Dimere (CPD). Bei Akkumulation dieser defekten DNA werden
Entzindung, vorzeitige Alterung und Hautkrebs getriggert. Hierfir wurden
Keratinozyten unter Hilfe von Lipofectamine gesteuerter Transfektion durch mit
Pseudouridin modifizierter mRNA zur Synthese der Photolyasen angeregt, dabei
produzierten circa 95 % der transfizierten Zellen das fertige Protein. Schon nach
einer Stunde konnte nachgewiesen werden, dass 60 % der Cyclobutan Pyrimidin
Dimere repariert waren. Des Weiteren wurden die durch die Ultraviolettstrahlung
B in Gang gesetzten Effekte des Interleukin-6 Anstiegs und des induzierten

Zellzyklusarrests durch die Photolyase Transfektion gehemmt [97].

5.3.3 Mogliche Griinde fiir die nicht erfolgreiche Transfektion von eNOS

Die Versuche, Zellen mit eNOS zu transfizieren, waren nicht erfolgreich. Fur die
Transfektion von eNOS wurden hohere Konzentrationen an mRNA verwendet,
da das Transkript aufgrund seiner grolderen Lange auch ein hoheres
Molekulargewicht besitzt. Da in den Versuchen mit TIMP3 zytotoxische Effekte
der 25 % modifizierten mMRNA nachgewiesen wurden, wurde fir die Transfektion
nur mit 100 % modifizierter mMRNA gearbeitet. Des Weiteren wurden nur A549
Zellen transfiziert, da die EA.hy926 Zelllinie auch schon im unbehandelten
Zustand eNOS exprimiert. Der Nachweis des exprimierten Enzyms auf der
Zelloberflache erfolgte Uber Fluoreszenz-markierte Antikorper gegen eNOS

mittels Durchflusszytometrie.
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Die schon in der Herstellung sich als schwierig erweisende mRNA des eNOS
Proteins induzierte nach Transfektion keinen signifikanten Anstieg der
Expression des Enzyms. Zwar fuhrte der Einsatz von 2,5 yg mRNA zu einem
Anteil von 5 % exprimierende Zellen (hochster gemessener Wert 11 %), ein
Transfektionserfolg wurde jedoch auf einen Mindestwert von 70 oder 80 %
exprimierende Zellen festgelegt. Mdglich sind Fehler auf Ebenen der PCR und
IVT, die zu einer mangelhaften mRNA Herstellung fuhrten. Diese These wird
durch die schwierige und zeitaufwandige Optimierung der PCR gestutzt, welche
vielfach keine oder sehr schwach konzentrierte DNA hervorbrachte. Die am Ende
verwendete DNA konnte demnach Nebenprodukte enthalten, welche ebenfalls
eine Lange von etwa 4000 bp besitzen und dadurch zur Herstellung einer ebenso
langen mMRNA durch die IVT fuhren. Dass das Verfahren allgemein funktioniert
hat, zeigen die leichten Anstiege der eNOS Proteinproduktion im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen. Ebenso scheint die Methode der Lipofektion gut zu
funktionieren, wie es die Ergebnisse von TIMP3 belegen. Dennoch sollten auch
andere Transfektionsmethoden wie die Elektroporation in Betracht gezogen

werden.

In der Fachliteratur und in Publikationen lie3en sich keine Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen zur Transfektion von eNOS mRNA finden. Dagegen gibt es
Resultate zur Transfektion von eNOS Plasmid DNA zur Induktion der von NO
getriggerten Effekte. Somit wurde nachgewiesen, dass mit eNOS pDNA
beschichtete Stents, in vitro implantiert in eine lliakalarterie, zu einer erhdéhten
NO Produktion der den Stent umgebenen Zellen fihren. Dieser Effekt konnte bis
zum funften Tag nach Implantation beobachtet werden. Des Weiteren zeigte sich
im Vergleich zu einer Kontrolle eine verbesserte Re-Endothelialisierung im
Bereich des mit eNOS pDNA beschichteten Stents [98].

Eine weitere Studie untersuchte im Tierverusch eine Liposomen-vermittelte
Transfektion von pDNA des Enzyms induzierbare NO Synthase in Zellen von
Koronar- und Femoralarterien. Auch hier konnte eine gesteigerte Expression des
Enzyms iNOS nachgewiesen werden, aulerdem war die Rate an neointimalen

Lasionen, welche nach Stentimplantation die Entstehung von In-Stent-
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Restenosen auslosen, vermindert [99].

Nachdem die Herstellung der TIMP3 mRNA sowie dessen Expression nach
Transfektion zu guten Ergebnissen fuhrte, konnte mit dem eNOS Protein nicht
dasselbe erlangt werden. Zurickfihren lasst sich das - wie schon oben
beschrieben - eventuell auf die Lange des eNOS Transkripts, doch auch nach
Optimierung der Zyklen der PCR auf das langere Ausgangsprodukt konnten nach
Transfektion keine signifikant erhdhte Expression der Zielzellen festgestellt
werden. Um in Zukunft ebenfalls mit mRNA als mdgliches Beschichtungsmittel
von Stents arbeiten zu kénnen, sind demnach weitere Verbesserungen der PCR
und in vitro Transkription erforderlich. Zum Beispiel konnte man alternative
Transfektions-Verfahren wie die Elektroporation anwenden, welche ebenfalls
gute Transfektionsraten zwischen 75 und 90 % und Zellviabilitdten zwischen 60
und 95 % beschreibt [100, 101]. Auf der anderen Seite kdnnte man versuchen
mit wiederholten Transfektionen die Expressionsraten des fertigen Enzyms zu

erhdhen, wie dies auch schon von anderen Arbeitsgruppen untersucht wurde [37].

5.4 Funktionalitatspriifung des exprimierten Enzyms TIMP3

Nachdem die Transfektion beider Zelllinien mit 100 % modifizierter mRNA hohe
Expressionsraten von TIMP3 induzierte, stellte sich die Frage, ob das Protein
auch matrixmetalloprotease-hemmende Eigenschaften aufweist. In  dem
verwendeten SensolLyte Assay fuhrt die Aktivitat der Matrixmetalloprotease 1
(MMP-1) durch Peptidspaltung zu einer Erhdhung der Fluoreszenz. Dem Assay
wurden die Uberstéande, in welchen zuvor hohe Konzentrationen an TIMP3
nachgewiesen wurden, hinzugefigt, mit der Erwartung, dass es zu keiner
Erhéhung der Fluoreszenz kommt. Es wurden die eingefrorenen Uberstande der
A549 Zelllinie verwendet, welche im unbehandelten Zustand kein TIMP3
exprimieren und nach Transfektion die hdchsten Expressionsraten an TIMP3
aufwiesen. Als Kontrolle dienten unbehandelte A549 Zellen. In einem der beiden
Assays, welche jeweils dreimal durchgefiihrt wurden, dienten ebenfalls
unbehandelte EA.hy926 Zellen als Kontrolle, welche TIMP3 schon im
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untransfizierten Zustand exprimieren.

Aus den Ergebnissen lasst sich ablesen, dass das im Uberstand per ELISA
nachgewiesene TIMP3 die MMP-1 aus dem Assay nicht hemmen konnte (Abb.
20 - 25). Die Raten an Fluoreszenz zeigen im Vergleich zur Kontrolle der
unbehandelten A549 keine deutlichen Unterschiede. Dennoch senken
Uberstéande unbehandelter EA.hy926 die Fluoreszenz auf Raten von etwa 75 %
im Vergleich zum ungehemmten Zustand. Diese Minderung der Fluoreszenz gibt
Hinweise darauf, dass der Test im Prinzip funktioniert hat; von den EA.hy926
physiologisch exprimierte Matrixmetalloprotease Inhibitoren hemmen die MMP-1
und vermindern dadurch die Fluoreszenzerhohung. Auch andere Arbeitsgruppen,
welche mit dem Assay arbeiteten, konnten dessen Funktionalitat bestatigen [102,
103]. In dieser Arbeit zeigte jedoch die Positivkontrolle, welche die Funktionalitat
des Tests Uberpriuft und nur aus MMP-1, Substrat mit dem spaltbaren Peptid und
Reaktionspuffer besteht, zwar erhdhte Werte gegenuber der Substratkontrolle,
jedoch niedrigere Werte als die mit den TIMP3 Uberstanden behandelten Proben
(Tabelle 11). Bei einem funktionalen TIMP3-Enzym hatte man hier niedrigere
Fluoreszenzen gegenuber der Positivkontrolle erwartet. Des Weiteren waren die
Messwerte der Positivkontrolle zwar hoher, aber nicht deutlich als die der
Substratkontrolle, einem Gemisch aus Reaktionspuffer und Peptid, welches
aufgrund der fehlenden Spaltung des Peptids eine niedrige Fluoreszenz
anzeigen sollte. AuRerdem wurde eine ,vehicle control® angesetzt, welche die
Eigenfluoreszenz des verwendeten Zellmediums misst. Die Messwerte ergaben
hohe Fluoreszenzmesswerte, sogar hohere Werte als die der Positivkontrolle.
Dies spricht fur eine hohe Eigenfluoreszenz des verwendeten Zellmediums
DMEM, welches nicht mit dem Farbstoff und pH Indikator Phenolrot angesetzt
wurde, um die Eigenfluoreszenz zu senken. Alternativ kdnnte man speziell
hergestellte Medien, welche eine Eigenfluoreszenz von 10 % im Vergleich zum
DMEM ohne Phenolrot besitzen, verwenden [104]. Dies kann jedoch nicht als
einzige Erklarung der Testergebnisse angesehen werden, da ebenfalls mit
DMEM behandelte untransfizierte EA.hy926 Zellen, welche niedrigere TIMP3
Konzentrationen als transfizierte A549 Zellen im Uberstand aufweisen, die

Fluoreszenz geringer hielten.
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Jedoch scheint die TIMP3, welche in hohen Konzentrationen in den Uberstanden
gemessen wurde, keine oder stark verminderte funktionelle Eigenschaften zu
besitzen. Zum einen stellt sich die Frage, ob TIMP3 ein potentieller Inhibitor der
MMP-1 ist. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass TIMP3 neben
allen bekannten MMP auch andere ADAM-Metalloproteasen wirkungsvoll hemmt
[57]. AulRerdem koénnte die TIMP3 in zu geringen Konzentrationen exprimiert
worden sein. Nach Transfektion mit 1 ug 100 % modifizierter mMRNA wurden etwa
100.000 pg / ml TIMP3 Protein im Uberstand nachgewiesen. Fiir den Assay
wurden 25 pl Uberstand pro Well verwendet, also 2,5 ng fiir jede Probe. Fir den
zweiten Assay wurden die Uberstdnde sogar noch auf das 31 Fache
aufkonzentriert, somit ergab sich eine Menge von etwa 75 ng. In der
Betriebsanleitung des Assays wird fur die Erprobung der MMP-Aktivitat, der
Hauptanwendung des Tests, eine Menge von 30 ng pro Well angegeben [76]. Mit
dieser relativ hohen Menge und Konzentration von 3 ng / pl sollte sich genug
TIMP3 fur ein positives Ergebnis des SensoLyte Assay befinden.

Auf der anderen Seite ware es denkbar, dass das sezernierte TIMP3 Enzym nicht
funktionsfahig ist. Die funktionelle Komponente der TIMP3 sitzt am amino-
terminalen Ende, die im ELISA hinzugegebenen Antikérper kénnten somit an
Epitope gebunden haben, welche wenig oder keinen Einfluss auf die Funktion
des Enzyms haben [52]. Aus den Angaben des Herstellers der beiden Antikorper
des ELISA lassen sich die Epitope leider nicht herausfinden. Ebenfalls ware ein
teilweiser Abbau durch proteolytische Enzyme maglich. TIMP werden demnach
zum Beispiel durch Neutrophile Elastasen abgebaut [105]. Eine Degradation
durch andere Enzyme ist jedoch fast auszuschlieRen, da die Uberstande
zwischen den Versuchen bei — 20 °C eingefroren wurden und unter diesen
Bedingungen fast jegliche enzymatische Aktivitat eingestellt ist.

In Betracht zu ziehen sind Fehler in der Versuchsdurchfiihrung oder hygienische
Mangel wahrend dieser. Durch Wiederholung des Versuches und Arbeit nach
Protokoll des Herstellers wurde das Auftreten von Fehlern versucht zu

minimieren.
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5.5 Fazit und Ausblick

Die Transfektion der 100 % modifizierten mRNA, kodierend fur TIMP3, fuhrte zu
einer signifikanten Erhdhung der Expression, auch noch nach 48 Stunden. Dabei
sank die Zellviabilitdt nur geringfugig. Versuche mit 25 % modifizierter mRNA
fuhrten zu der Erkenntnis, dass diese ein hdheres Potential zur Zelltoxizitat
besitzt. Des Weiteren konnten nur geringere Expressionen als nach Transfektion
mit 100 % modifizierten mMRNA erzielt werden. Die Funktionalitat des exprimierten
TIMP3 Enzyms konnte dagegen nicht bewiesen werden, hier sollten weitere
Nachforschungen, zum Beispiel mit einem neuen Versuchskonzept, stattfinden.
Die parallel durchgeflihrten Experimente mit dem Protein eNOS konnten leider
nicht die guten Ergebnisse wie TIMP3 prasentieren. Hier gilt es, die Transfektion
weiter zu verbessern und vor allem auf dem Gebiet der Herstellung langer mRNA
Produkte weiter nach Optimierungen zu suchen.

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fir die Beschichtung von in
Gefallsysteme eingebrachte Stents mit mMRNA. Damit lieRen sich die Vorteile der
MRNA, Schonung des Genoms, schnelle und transiente Expression mit dem
etablierten Verfahren der Stentangioplastie kombinieren. Durch die Beschichtung
mit der mRNA, kodierend fur im Koérper physiologisch vorkommende Enzyme,
konnten Alternativen zu dem aktuell bewahrten Zytostatikum Paclitaxel und dem
Immunsuppressivum Sirolimus geschaffen werden. Die Enzyme eNOS und
TIMP3 wirken zudem den Effekten der beschichteten Stents, welche eine spate
Stent-Thrombose, die Hauptkomplikation der aktuellen beschichteten Stents,
auslésen, durch ihre Eigenschaften als antiinflammatorisch wirkende Substanzen
entgegen. Das von eNOS gebildete NO hemmt aulerdem direkt die
Thrombozytenaktivierung und — aggregation, demnach konnte die
medikamentdse Antikoagulation nach Stenteingriff verringert werden.

Bis zur Verwendung als neue Beschichtungsvariante mussen jedoch noch
weitere Versuche durchgefuhrt werden. Wie erwahnt, sind eine Verbesserung der
Herstellung der mRNA und eine andere Funktionalitatsbestimmung von TIMP3
anzustreben. Aulierdem wirden spezielle Stent-Plattformen, welche die mRNA
Uber einen langeren Zeitraum langsam freigeben kénnen, die therapeutische

Wirksamkeit der Stents verlangern und damit verbessern. Zuletzt mussten die
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beschichteten Stents im Tierversuch erprobt werden, um deren Sicherheit und

Nutzen unter physiologischen Bedingungen zu belegen.
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Zusammenfassung

Die akuten und chronischen Folgen der koronaren Herzerkrankung (KHK) sind in
den westlichen Industrienationen die haufigste Todesursache im
Erwachsenenalter. Die degenerativen Veranderungen der Herzkranzgefalde
fuhren akut vor allem zum Myokardinfarkt und chronisch zu einer
eingeschrankten Herzfunktion, einhergehend mit Herzinsuffizienz. In 95 %
entsteht die KHK auf Basis von atherosklerotischen Lasionen im Bereich der
GefalRwande, welche durch Lipidablagerungen in der Intima und dadurch
Stenosierung der Gefallabschnitte charakterisiert sind. Neben einer
Lebensstilumstellung und langfristigen Medikamenteneinnahme bieten sich
therapeutisch aufwendige Bypassoperationen oder das Einsetzen eines Stents
in den verengten GefalRabschnitt an.

Das Ziel dieser Arbeit war es, geeignete Wirkstoffe fur eine mRNA Beschichtung
von Stentimplantaten zu entwickeln, welche die Effektivitat der Implantation
erhdéhen und die Restenose Rate im Bereich der Stents verringern kénnen. Dazu
wurden zwei Zelllinien, A549 und EA.hy926, mit modifizierter mRNA kodierend
fur die zwei Enzyme TIMP3 und eNOS, beide gefaliprotektiv und
antiinflammatorisch wirkend, transfiziert und die exprimierten Enzyme anhand
eines ELISA oder antikdrperabhangig (Durchflusszytometrie) nachgewiesen. Die
Vertraglichkeit der Transfektion wurde durch Beurteilung der Reduktion der
Zellzahl Uberpruft. Zur Abstimmung der Balance zwischen Transfektionseffizienz
und Zelltoxizitat wurden verschiedene Konzentrationen der mRNA transfiziert
und die Modifikationen der mRNA mit 25 oder 100 % variiert. Wahrend die
Transfektion mit eNOS und die Verwendung der EA.hy926 keine signifikanten
Veranderungen der Expression der Enzyme ergab, exprimierten A549 Zellen,
welche mit 100 % modifizierter mRNA kodierend fur TIMP3 transfiziert wurden,
signifikant erhéhte Mengen des entsprechenden Enzyms. Die Verwendung 25 %
modifizierter mMRNA kodierend fur TIMP3 flhrte aufgrund toxischer Eigenschaften
zu keiner signifikanten Erhdhung der Expression der Enzyme. Zudem wurde ein
funktioneller Test zur Kontrolle der enzymatischen Eigenschaften der
exprimierten TIMP3 nach Transfektion durchgefihrt, welcher aber nicht die
physiologische metalloproteasehemmende Wirkung nachweisen konnte. Die hier
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in der Arbeit angewandte Methodik lasst sich somit erfolgreich flir die mRNA
Transfektion einsetzen; vor therapeutischer Anwendung muss dieses Verfahren
jedoch weiter optimiert und somit die Wirksamkeit des transfizierten Enzyms

verbessert und das Spektrum maoglicher Zielzellen weiter ausgeweitet werden.
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