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Einleitung

1 Einleitung

In der Todesursachenstatistik stehen Krebserkrankungen bisher nach den
Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Deutschland an zweiter Stelle. Jahrlich
erkranken ca. 450.000 Menschen neu an einer malignen Tumorerkrankung,
216.000 Menschen sterben daran. Aufgrund der demographischen Entwicklung
der Bevolkerung geht man davon aus, dass die Anzahl an Neuerkrankungen bis
2050 um 30% zunehmen wird. Mit rund 64.370 Neuerkrankungen im Jahr ist
das Prostatakarzinom in Deutschland heute die haufigste Krebsart beim Mann
[Schroder et al. (2009)], gefolgt vom kolorektalen Karzinom mit einer Inzidenz
von 39.410. Bronchialkarzinome belegen bei den Mannern mit 35.150
Erkrankungen pro Jahr Platz drei, sind aber mit der hdchsten Letalitat
verbunden.

Haufigste Krebsart bei der Frau ist das Mammakarzinom, an dem jahrlich
59.510 Frauen in Deutschland neu erkranken. 40% der betroffenen Frauen sind
junger als 60 Jahre. An zweiter Stelle steht bei den Frauen das kolorektale
Karzinom mit 33.620 Neuerkrankungen pro Jahr, bei steigender Anzahl der
Raucherinnen steht das Bronchialkarzinom mit einer Inzidenz von 15.180 auf
Platz drei.

Bei Kindern ist Krebs die zweithdufigste Todesursache. In Deutschland
erkranken jahrlich rund 1.750 Kinder unter 15 Jahren an einer malignen
Erkrankung. Die haufigsten Krebsarten sind Leukamien, ZNS-Tumore und
Lymphome [RKI (2010)].

Die fruhzeitige Erkennung und damit die Vorsorge von Krebserkrankungen
spielt eine entscheidende Rolle fur die Heilungschancen und die
Uberlebensrate der Patienten.

Bei Vorliegen einer Krebserkrankung stehen nun neben den bewdahrten
Methoden der operativen Therapie, der Radiatio und der (Poly-) Chemotherapie
neue Wirkstrategien wie die Gentherapie, die Immunmodulation oder die

Antikorpertherapie zur Verfigung.
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1.1 Tumorwachstum und Tumorangiogenese

Das Wachstum und die Progression maligner Tumore sowie deren
Metastasierung wird durch die Tumorangiogenese, d. h. das Aussprossen von
Kapillaren aus lokalen Blutgefaf3en in den Tumor und das umliegende Gewebe,
mitbestimmt. Angiogenese findet man aber nicht nur bei Tumorwachstum oder
Metastasierung, sondern auch physiologisch in der Wundheilung, beim
zyklischen Aufbau der Endometriumschleimhaut sowie bei Reproduktion und
Organwachstum in der Embryologie [Nyberg et al. (2005)]. Die
gefalRwandbildenden Endothelzellen der Blutgefal3e teilen sich im Gegensatz
zu anderen Korperzellen wie z.B. Darmepithelzellen sehr selten (nur 0,1% der
Endothelien sind teilungsaktiv), da sie unter strenger Kontrolle von endogenen
Angiogenesestimulatoren sowie -inhibitoren stehen. Hier herrscht ein
angiogenes Gleichgewicht, bei dem Stimulatoren und Inhibitoren der
Angiogenese ausgeglichen sind und keine Proliferation von Endothelzellen
stattfindet [Folkman (1995)]. Uber 30 korpereigene Stimulatoren der
Angiogenese wurden bislang identifiziert, hierunter z&ahlen z. B. Fibroblast
growth factors (FGF’s), Vascular endothelial growth factors (VEGF-A, B, C, D),
Angiopoietine (Ang-1, Ang-2), Pleiotrophin, Platelet derived endothelial cell
growth factor (PD-ECGF/TP), Platelet derived growth factor (PDGF), Epidermal
growth factor (EGF), Interleukin-8 und Tumor necrosis factor a (TNF a) [zur
Ubersicht Ribatti et al. (2008)].

Korpereigene Inhibitoren der Angiogenese sind haufig Bestandteile der
naturlichen extrazellularen Matrix (ECM) oder von Membranproteinen. Beispiele
hierfir sind Thrombospondin 1 und 2, Kollagenfragmente, Endostatin, Canstatin
und Arresten. Membranunabhéngige Inhibitoren sind Wachstumsfaktoren und
Zytokine wie Interferon a, B, y, Interferon gamma inducible protein 10 (IP-10),
Interleukine 1, 4 und 12, Platelet factor 4 und andere Faktoren wie Tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMP’s), Urokinase receptor antagonists,

Endostatin, Angiostatin und Troponin | [Nyberg et al. (2005)].

Durch die Entartung einer Korperzelle entsteht ein maligner Zellklon, der
zunachst angiogeneseunabhangig heranwachst. In dieser avaskularen Phase

werden die Tumorzellen mittels Diffusion mit Sauerstoff und Nahrstoffen
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versorgt. Bei weiterem Heranwachsen des Tumors kann dann die entstehende
Diffusionstrecke (das Diffusionslimit flr Sauerstoff liegt bei 100 um) nicht mehr
Uberwunden werden. Ein folgendes Wachstum des Tumors ist hun nur noch
durch Aktivierung der Tumorangiogenese und der damit verbundenen
Blutversorgung des Tumors moglich [Folkman et al. (1995)]. Durch die
initialisierte Kapillarisierung wird die Versorgung der proliferierenden Zellen mit
Sauerstoff, Nahrstoffen, = Tumorwachstumsfaktoren, Hormonen und
proteolytischen Enzymen sowie Koagulation- und Fibrinolyse-kontrollierenden

Enzymen gewahrleistet.

Maligne Zellklone, welche zu klinisch relevanten Tumorerkrankungen
heranwachsen, durchlaufen an dieser Stelle den angiogenen Switch [Hanahan
et al. (1996)] mit Stimulation der Angiogenese. Hieraus resultiert die
Verschiebung des angiogenen Gleichgewichtes und es kommt zu
Endothelzellproliferation und zum GefalRwachstum. Die Verschiebung des
angiogenen Gleichgewichtes wird entweder durch die gesteigerte Sekretion
oder Freisetzung von Angiogenesestimulatoren oder durch die
Herunterregulation der Angiogeneseinhibitoren erreicht. Es kommt zur
Einleitung der angiogenen Kaskade mit Auflésung der extrazellularen Matrix
und der vaskularen Basalmembran durch die Einwirkung von Proteasen wie z.
B. Metalloproteinasen. Ist die Basalmembran erdffnet, wandern die
Endothelzellen aus ihrem Verbund und orientieren sich in Richtung des
angiogenen Stimulus. Gleichzeitig proliferieren die Endothelzellen und bilden
durch kreisférmige Verformung gefal3ahnliche Strukturen.

In den frihen Stadien der Angiogenese, nach Stimulation von Endothelzellen
durch vascular endothelial growth factor (VEGF), weist die GefaRwand etliche
Lecks auf, so dass hochmolekulare Proteine aus den Gefal3en in den
interstitiellen Raum austreten kénnen. Dies fuhrt zur Abscheidung einer
provisorischen Matrix und Erhdhung des interstitiellen Drucks sowie zur
Induktion der interstitiellen Konvektion [Vandoorne et al. (2010)]. Es entstehen
so neue Gefal3strukturen, die die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und
Nahrstoffen sicherstellen. Diese Tumorgefal3e sind jedoch in ihrer Struktur

undicht und hyperpermeabel [Dvorak et al. (1995)], ermdglichen aber die
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Aussaat der metastatisch-kompetenten Tumorzellen und die Metastasierung in
zunéachst unberthrte Organe [Rak et al. (1995)].

In dieser vaskularen Phase der Tumorprogression proliferieren die Tumorzellen
exponentiell [Hanahan et al (1996)] und durch die lokale Angiogenese kommt
es im Tumor, zumindest fokal, zur erh6hten Dichte von Blutgefaf3en, verglichen

mit dem Normalgewebe.

Die Auspragung der GefalRdichte (vascular density) konnte in unterschiedlichen
Tumorentitaten mit der Prognose der Erkrankung korreliert werden. Auch
erhohte Werte fur Angiogenesestimulatoren wie VEGF zeigten bei vielen
Tumoren eine gute Korrelation mit der Prognose der Erkrankung. Eine hohe
Gefalldichte sowie eine erhohte Expression von Angiogenesestimulatoren

gehen mit einer schlechteren Prognose einher [Folkman (1995)].

1.2 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor: VEGF

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF ist ein spezifisches Mitogen
und Stimulator fur das Wachstum vaskularer Endothelien, besitzt aber auch
Effekte auf andere Zellen wie z.B. bei der Monozyten- und
Makrophagenmigration [Senger (2010)]. 1989 wurde VEGF erstmals kloniert
und sequenziert und es wurde schnell erkannt, dass VEGF alle Merkmale eines
wichtigen Angiogenese-Faktors einschliellich einer ahnlichen
Sequenzhomologie zum platelet-derived growth factor PDGF aufweist [Leung et
al. (1989)]. VEGFs sind, wie unter 1.1 beschrieben, wichtige Faktoren in der
embryonalen und physiologischen Entwicklung. Bei pathologischen Prozessen
wie Wundheilungsstdrung, rheumatoider Arthritis, altersbedingter
Makuladegeneration, Endometriose und kardiovaskularen Erkrankungen
(pathologische Vaskularisierung [O’Brien et al. (1994)] und atheriosklerotische
Plaques [Feghhi et al. (2011)]) spielen sie eine wichtige Rolle [zur Ubersicht:
Kajdaniuk et al. (2011)].

Die VEGF-Familie besteht aus den Faktoren VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F und dem plazentaren Wachstumsfaktor PIGF.
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VEGF-E konnte in Viren nachgewiesen werden, VEGF-F wurde aus
Schlangengift extrahiert [Yamazaki et al. (2003)]. Die einzelnen VEGF-
Familienmitglieder haben zwar die gleiche Grundstruktur, unterscheiden sich
aber grundlegend in ihrer physikalischen und biologischen Aktivitat durch
Bindung an drei unterschiedliche Tyrosinkinase-Rezeptoren sowie an die
Rezeptoren Neuropilin-1 (Nrp-1) und Neuropilin-2 (Nrp-2). Das VEGF/VEGF-
Rezeptor-System ist eine Schllisselkomponente in dem sehr komplexen

Prozess der Angiogenese [Roy et al. (2006)].

Das VEGF-A ist Hauptstimulator der Angiogenese und wurde in verschiedenen
Studien hinsichtlich der Angiogenese vieler physiologischer, aber auch
pathologischer = Mechanismen  wie = Tumorwachstum, Endometriose,
rheumatoider Arthritis und kardiovaskularen Erkrankungen untersucht. Das
menschliche VEGF-A ist lokalisiert auf dem Chromosom 6p21.3 und enthélt 8
Exons, welche durch 7 Introns separiert werden. VEGF-A-Effekte werden
hauptsachlich durch Bindungen an die Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2
sowie an Nrp-1 und Nrp-2 reguliert.

Eine VEGF-A-Uberexpression durch Karzinomzellen im Falle eines angiogenen
Switches fuhrt Uber die Rezeptorstimulation zu einer vermehrten
Blutgefal3bildung [Ferrara et al. (2003)], welche zu groR3e, dilatierte und porése
GefalRe zur Folge hat. Es wird vermutet, dass VEGF-A eine Gefalipermeabilitat
durch Bindung an den VEGFR-2 sowie Aktivierung einer Guanylatcyclase und
cGMP mittels NO abhangigem ,Pathway*“ hervorruft [Roy et al. (2006)]. Erhéhte
cGMP-Spiegel fihren zu einer verstarkten endothelialen Permeabilitat, zu
Fenestrationen und transzellularen Licken. Hierdurch kommt es weiterhin zur
Extravasation von Plasma und Plasmaproteinen wie Fibrin, welches eine
verstarkte Migration von Endothelzellen in die extrazellulare Matrix bewirkt
[Bootle-Wilbraham et al. (2001)]. VEGF-A bewirkt zusatzlich eine vermehrte
Vasodilatation durch Induktion der endothelialen Nitritoxid Synthase (eNOS)
und vermehrter NO-Produktion.

Zurzeit sind 6 verschiedene Isoformen von VEGF-A mit verschiedenen
Polypeptidlangen bekannt. VEGF-Aj;1, VEGF-Ai145, VEGF-Ajs5, VEGF-Aygs,

VEGF-A1s9 und VEGF-Asys. Diese Isoformen besitzen unterschiedliche, aber
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Uberlappende biologische Aktivitaten und binden in unterschiedlicher Weise an
die Heparansulfat-Doméanen der VEGF-Rezeptoren und an die Neuropiline.

Die meisten VEGF-produzierenden Zellen exprimieren VEGF-A;21, VEGF-Aggs,
VEGF-A1g3 und VEGF-Aig9. Im menschlichen Organismus werden zumeist
VEGF-A;21, VEGF-Ases, VEGF-A153 und VEGF-A;g9 hergestellt, VEGF-A145 und
VEGF-Ay6 scheinen nur in pflanzlichen Zellen vorzukommen.

VEGF-Ass und VEGF-Aig9 sind heparinbindend, VEGF-A14s bindet an die
extrazellulare Matrix, VEGF-A121 besitzt keine Heparinbindeféahigkeit. VEGF-
Aigg and VEGF-Ayps haben eine starkere Affinitdt zu Zelloberflachen-
Proteoglycanen und Heparin, sie sind in die extrazellulare Matrix und die
Zelloberflache integriert, weshalb sie in vivo weniger aktiv sind als die beiden
sekretorischen Isoformen VEGF-A1,; und VEGF-Ases [zur Ubersicht: Ferrara et
al. (2003)].

Die VEGF-A-mRNA-Expression wird Uber Aktivierung des hypoxia-inducible
factor-1a (HIF-1a) durch Hypoxie induziert. Auch die Ausschittung anderer
Wachstumsfaktoren, inflammatorischer Zytokine und Hormone fihren zu einer
Hochregulierung der VEGF-A-mRNA-Expression [Ferrara (2004)].

Aufgrund dieser in vitro und in vivo nachgewiesenen Eigenschaften spielt VEGF
eine wichtige Rolle wahrend normaler und pathologischer Angiogenese und ist
dadurch in den Focus moderner Krebsforschung gertickt [Brekken et al. (1998)].
Therapeutische Ansatze sind z.B. die Therapie mit dem VEGF-Antikorper
Bevacizumab (z.B. Avastin®). Bevacizumab wurde 2007 in Folge der
vorgelegten Daten der Phase-lll-Zulassungsstudie E2100 in Kombination mit
Paclitaxel fur die First-Line-Therapie des HER2-negativen, metastasierten
Mammakarzinoms zugelassen [zur Ubersicht: Goldfarb et al. (2011), Gray et al.
(2009)]. Auf der Basis der Ribbon-1-Studie erfolgte 2011 die Erweiterung der
Zulassung in Kombination mit dem oralen Fluoropyrimidin Capecitabin bei
Patientinnen, die fur eine Behandlung mit anderen Chemotherapien, inklusive
Taxanen und Anthrazyklinen, nicht geeignet sind [Robert et al. (2011)].

In Kombination mit einer Chemotherapie auf Fluoropyrimidin-Basis wird
Bevacizumab zur Behandlung von Patienten mit metastasiertem Kolon- oder

Rektumkarzinom angewendet [zur Ubersicht: Tol et al. (2010)]. Bei Patienten
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mit inoperablem fortgeschrittenem oder rezidivierendem nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom wird der VEGF-Antikdrper zusammen mit einem
platinhaltigem Chemotherapeutikum angewendet [Lima et al. (2011)]. Interferon
alfa-2a und Bevacizumab werden gemeinsam bei fortgeschrittenem und/oder
metastasiertem Nierenzellkarzinom angewendet [Escudier et al. (2007)].

Die Frage nach den zu erwartenden Nebenwirkungen durch die VEGF-
Antikdrpertherapie lasst sich aufgrund der vorliegenden praklinischen Daten

noch nicht abschlieRend beantworten.

1.3 Der Heparin-bindende Wachstumsfaktor Pleiotrophin: PTN

Pleiotrophin (PTN) ist ein sekretierter Heparin-bindender Wachstumsfaktor mit
einer Molmasse von ca. 18 kDa, welcher auch ,heparin-binding growth-
associated molecule“ (HB-GAM), ,heparin affinity regulatory peptide“ (HARP),
,heparinbinding neurite-promoting factor* (HBNF) oder ,osteoblast specific
factor-1“ (OSF-1) genannt wird [zur Ubersicht: Grzelinski et al. (2005)]. Zu den
verschiedenen Namen kam es, weil Pleiotrophin nicht nur im Gehirn von Ratten
[Rauvala et al. (1987)], sondern auch in vielen anderen Geweben als Stimulus
fur Entwicklungsvorgdnge gefunden und mehrfach neu benannt wurde.
Humanes, Maus- und Ratten-PTN sind in ihrer Struktur identisch.

PTN bildet zusammen mit Midkine, mit dem es in seiner Sequenz zu 50%
Ubereinstimmt [Schulte et al. (1997)] eine neue Familie Heparin-bindendender
Wachstumsfaktoren, die nicht verwandt sind mit anderen Familien Heparin-
bindender Wachstumsfaktoren wie z.B. Fibroblasten Wachstumsfaktoren
[Zhang et al. (1999)].

Wahrend der Embryonalentwicklung spielt PTN eine wichtige Rolle und ist
ebenso bei der Entwicklung und Ausbildung von Neuronen, Axonen und bei der
Synapsenbildung beteiligt [Li et al. (1990)]. Ebenfalls ist PTN ein wichtiges
Protein fur Tumorwachstum und Angiogenese [Mikelis et al. (2011)]. Es bewirkt
eine Proliferation von Fibroblasten sowie von Endothel- und Epithelzellen [Fang
et al. (1992)]. Wéahrend der pranatalen Knochenentwicklung ist PTN in sehr

hohen Konzentrationen nachweisbar und fir die enchondrale Knochenbildung
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verantwortlich [Imai et al. (1998)]. Bei der fibrinolytischen Stimulation von
Endothelzellen ist es ebenfalls beteiligt [Kojima et al. (1995)].

Ein erhdhtes Vorkommen von PTN findet man bei bdsartigen Erkrankungen,
wie bei Gliomen, Melanomen [Czubayko et al. (1996)], Meningiomen,
Neuroblastomen, Chorionkarzinomen, bei Leukdmien sowie bei Karzinomen
des Pankreas [Weber et al. (2000)], des Magens, des Kolons [Kong et al.
(2012)], der Prostata, der Brust [Chang et al. (2007)], der Ovarien und der
Lunge [Feng et al. (2010)]. Die protoonkogene Wirkung des PTN-Gens beruht
hauptsachlich auf der Stimulation der Proliferation von Tumorzellen und der
Angiogenese und ist mit einer vermehrten Expression des PTN verbunden
[Deuel et al. (2002)]. Eine erhthte Pleiotrophinexpression korreliert im Fall von
Neuroblastomen mit einer eher glnstigeren Prognose [Nakagawara et al.
(1995)]. Ebenfalls erhohte PTN-Serumwerte konnten bei Patienten mit
seminomem und nicht-seminomem Hodenkrebs nachgewiesen werden [Aigner
et al. (2003)] sowie bei Patienten mit Pankreaskarzinomen [Souttou et al.
(1998)]. Bei Pankreaskarzinomen war die Prognose jedoch mit ansteigenden
PTN-Werten verschlechtert und es konnte ein Abfall des PTN im Serum nach
erfolgreicher Resektion der Pankreaskarzinome nachgewiesen werden, so dass
PTN als Marker und prognostischer Indikator eine Rolle beim

Pankreaskarzinom spielen konnte [Klomp et al. (2002)].

Die biologischen Aktivitdten von Pleiotrophin werden durch drei verschiedene
Rezeptoren vermittelt: SDC3 (N-Syndecan) [Raulo et al. (1994)], Receptor
Proteine Tyrosine Phosphatase (RPTPB/{) [Maeda et al. (1996)] und Anaplastic
Lymphoma Kinase (ALK) [Stoica et al. (2001)]. N-Syndecan und RPTPR/C
wurden beim Neuritenwachstum nachgewiesen [Diamantopoulou et al. (2010)].
PTN bindet an den ALK-Rezeptor und aktiviert dessen Tyrosinkinase-Aktivitat
[Lu et al. (2005)].

PTN inaktiviert den Transmembran-Rezeptor RPTPB/. Durch die Interaktion
von PTN und RPTPB/{ kommt es zu einer erhdhten Steady-state
Tyrosinphosphorylierung von beta-Catenin [Deuel et al. (2002)] und einer
erhéhten Tyrosinphosphorylierung des PTN / RPTPB/(-Signalwegs [Perez-
Pinera et al. (2007)].
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Die Daten von Zhang et al. deuten die Mdglichkeit an, dass Mutationen, die das
Gen PTN aktivieren, in prakanzerdsen Zellen ausreichen, um einen angiogenen
Switch in vivo zu stimulieren. Uber den angiogenen Switch mit einer vermehrten
Bildung von BlutgefaBen durch Endothelproliferation kénnte die PTN-
Aktivierung einen wichtigen Schritt zur Entwicklung menschlicher Tumore
beitragen. Hier wurde ebenfalls gezeigt, dass die C-terminale und N-terminale
Domane von PTN gleichermalRen einen Switch von prakanzerésen Zellen zu
Zellen mit aggressiverem Tumorwachstum bedingen, es unterscheiden sich

jedoch der Mechanismus und die Signalkaskade [Zhang et al. (2006)].

1.4 RNA Interferenz

Das Prinzip der RNA Interferenz (RNAi) und dem durch doppelstrangige dsRNA
herbeigefiihrten Gen-Knockdown wurde zuerst in Caenorhabditis elegans,
einem Nematoden-Wurm, von Andrew Fire et al. 1998 beobachtet, nachdem
den Nematoden doppelstrangige RNA injiziert wurde [Fire et al. (1998)]. Fur die
Entdeckung der RNA Interferenz erhielten Andrew Fire und Craig Mello 2006

den Nobelpreis fur Physiologie und Medizin.

Unter RNAI versteht man einen natirlichen Mechanismus in eukaryotischen
Zellen [Dillin (2003)], der die Expression von einzelnen Genen reguliert und bei
dem doppelstrangige siRNA als regulierendes Molekul beteiligt ist [Demeneix et
al. (2004)]. Elbashir et al. zeigten, dass die siRNA-Strange in der Lage sind,
ihre Ziel-mRNA zu zerstoren [Elbashir et al. (2001)].

Die RNAI kann sowohl auf Chromatin-Ebene, post-transkriptionell als auch
translationell eintreten. Diese Methode fuhrt zur Spaltung oder zur
Translationsblockade der Ziel-mRNA und zum Methylieren und Abschalten des
entsprechenden Gens.

Somit wird die Produktion bestimmter Proteine gestoppt, dies spielt z.B. bei der
Abwehr von Viren eine grol3e Rolle, aber auch bei der Herunterregulation von

Tumorsuppressorgenen, Tumorrezeptoren oder Angiogenesefaktoren.
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1.4.1 Mechanismus der RNA Interferenz

Bei der RNA Interferenz werden doppelstrangige dsRNA-Strdnge von dem
Enzym Dicer in einem ATP-abhangigen Vorgang in 21 bis 23 Nukleotide lange
SsiRNA-Molektle (short interfering RNA) gespalten [Bernstein et al. (2001),
Zamore et al. (2000)].

Dicer ist ein RNase-lll-ahnliches Enzym, welches sich aus zwei RNase-llI-
Domaéanen und einer PAZ-Doméane zusammensetzt. Der Abstand zwischen den
beiden Doméanen wird durch einen Helixbereich bestimmt, dessen Lange die
Lange der entstehenden doppelstrangigen siRNAs bestimmt. Jede RNAse-
Domane enthélt ein aktives Zentrum, in dem die Spaltung eines Stranges der
dsRNA stattfindet. Die dsRNA-Molekille werden unabhangig von ihrer Sequenz
durch Hydrolyse 22 Nukleotide oberhalb des 3’-Endes gespalten, wobei die
PAZ-Doméane (der Name leitet sich aus den drei Proteinen ab, in welchen die
Domane zuerst gefunden wurde: Piwi, Argonaut und Zwille/Pinhead) dabei eine
Bindungsstelle fir das 3’-Ende der dsRNA aufweist und diese dabei verankert.
Im Anschluss werden die Dicer-siRNA Komplexe durch das zellulare Protein
TRBP (transactivating response RNA-binding protein) zum RISC (RNA-induced
silencing complex) transferiert und dort wird die dsRNA mit der schwécheren
Bindungsenergie des 5’-Endes in den RISC-Komplex inkorporiert [Martinez et
al. (2002), Hammond et al. (2000)] und durch ATP aktiviert.

Der siRNA-Doppelstrang (dsRNA) wird durch eine RNA-Helikase-Doméne
entwunden [Nykanen et al. (2001)] und der dann freiliegende siRNA-Antisense-
Strang leitet den RISC-Komplex zur Ziel-mRNA, wo Uber Watson-Crick-
Basenpaarung die Bindung an die Ziel-mRNA erfolgt. Nach Bindung des
Antisense-Stranges kommt es zur Spaltung der Ziel-mRNA durch die
katalytische Untereinheit Argonaute 2 (Ago 2) von RISC. Hierbei spielt die Piwi-
Doméane von Ago 2 eine wichtige Rolle [Carmell et al. (2002)], da diese eine
RNAse H-like Endonuklease Aktivitat besitzt, welche eine einzelne
Phosphodiesterbindung im Ruickgrad der Ziel-mRNA spalten kann [Kim et al.
(2007)].

Je nach Grad der Komplementaritat der siRNA und der Ziel-mRNA kommt es
zur endonukleolytischen Degradation der Ziel-mRNA oder zur Repression der
Translation der Ziel-mRNA [Bartel (2004)].
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Abbildung 1.1 Mechanismen der RNA-Interferenz [Arenz et al. (2003)]

SiRNAs degradieren sehr schnell und weisen eine gro3e Instabilitat auf. Einen
Ausweg aus dieser Situation bieten z.B. Polymere und Liposomen, die durch
Aufnahme von Nukleinsduren zur Bildung von Poly- und Lipoplexen fuhren. Sie
konnen DNA- oder RNA-Molekile einschlieRen bzw. kondensieren und bieten
einen Schutz vor Degradation durch Nukleasen. Ein fur Transfektionen gut

geeignetes Polymer ist Polyethylenimin [Kircheis et al. (2001)].

1.5 Polyethylenimine

Zur Einschleusung von Nukleinséuren in den Zellkern unterscheidet man virale
und nicht-virale Methoden. Virale Systeme zeichnen sich insbesondere durch
ihre hohe Effizienz aus [Seisenberger et al. (2001)]. Man bezeichnet diesen
Vorgang, bei dem fremdes Genmaterial mittels viraler Systeme in Zellen
eingebracht wird, als Transduktion. Als aktuelle Gentransfer-Vektoren werden
Adenoviren, Herpesviren, Lentiviren, Adeno-assoziierte Viren und Retroviren

eingesetzt. Mit Hilfe der viralen Gentransfer-Vektoren werden hohe
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Transfektionseffizienzen erreicht, aber gerade im in vivo Bereich bergen sie
eine enorme Gefahr aufgrund ihrer ausgelosten Immunantwort und der
onkogenen Eigenschaften [Check (2002), Lungwitz et al. (2005)].

Bei den nicht-viralen Methoden zur Einschleusung von DNA in den Zellkern
wurden verschiedene Gentransfersysteme verwendet, die aktuell im Blickpunkt
der Forschung liegen. Unkomplexierte, d.h. ,nackte® DNA wird durch
Anwendung von Elektroporation, der ,Gene Gun“ oder durch
Ultraschallverfahren in den Zellkern eingebracht. Bei der Verwendung der
,Gene Gun“ werden Gold- oder Wolfram-DNA-Plasmid Komplexe mit Gasdruck
in den Zellkern geschossen, wodurch die Gold- bzw. Wolframpartikel die
Zellmembran penetrieren und die DNA auf ihrem Weg aus diesem Komplex
freigesetzt wird. Bei der Elektroporation [Rols (2008)] und bei der Verwendung
von Ultraschall entstehen Poren in der Zellmembran, durch welche die DNA
diffundieren und somit in das Zytoplasma der Zellen eindringen kann. Ein
Problem der Verwendung von ,nackter” DNA ist die Instabilitat und der Abbau
der DNA im Cytosol durch Nukleasen und somit eine verminderte
Transfektionseffizienz.

Der Einschluss der DNA kann auch durch neutrale oder anionische Lipide
[Edelstein et al. (2007)] erfolgen. Eine ebenfalls nicht-virale Technik des
Gentransfers ist die Komplexierung von DNA mit kationischen Molekilen,
darunter Polymere und Lipide. Die Gentransferkomplexe, welche aus
kationischen Polymeren und Plasmid-DNA bestehen, werden Polyplexe
genannt. Als Polyfektion wird in diesem Verfahren der Gentransfer in die Zelle
bezeichnet. Durch Variation der Kettenlange bzw. des Verzweigungsgrades des
Polymers und des molaren Verhaltnisses zur Plasmid-DNA kann die

Nettoladung, Bindungsstéarke und Grol3e der Komplexe gesteuert werden.

Boussif et al. beschrieb 1995 erstmals die Transfektionseffizienz von
Polyethyleniminen (PEI) und den Einsatz beim nicht-viralen Gentransfer in vivo
und in vitro, wobei PEI-Molekule von 800 kDa und 25 kDa sowie verschiedene
Zelllinien und primare Zellkulturen eingesetzt wurden [Boussif et al. (1995)].
Polyethylenimine sind lineare [Bologna et al. (2003)] oder verzweigte Polymere
[Lemkine et al. (2001)], die durch Anwendung unterschiedlicher

Syntheseverfahren in verschiedenen molekularen Gré3en, von < 1.000 Da (low
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molecular weight PEISs) bis > 1.000 kDa (high molecular weight PEIs), vorliegen
[Godbey et al. (2001)].

Aufgrund von sekundaren Amin-Gruppen bei linearen PEI-Molekilen und
sekundaren sowie tertidaren Amin-Gruppen bei verzweigten PEI-Molekulen liegt
eine hohe Pufferkapazitat Uber eine breite pH-Spanne vor [Tang and Szoka
(1997)]. Im physiologischen pH-Bereich ist jedes flnfte bis sechste
Stickstoffatom  protoniert. Durch  Bindung von Nukleinsauren Uber
elektrostatische Krafte [Bloomfield (1996)] wird dieses Profil geandert und bei
physiologischem pH-Wert ist dann jedes zweite bis dritte Stickstoffatom
protoniert [Kircheis et al. (2001)]. Diese Eigenschaft bedingt die hervorragende
Pufferkapazitdt des PEls und die damit verbundene Protonenschwamm-
Funktion [Behr (1993)].

HZN\G/\ /\%/NHZ
N n
H

Abbildung 1.2 Chemische Struktur eines linearen Polyethylenimines

Aufgrund der MolekllgroRe und der Verzweigtheit des Polyethylenimins
ergeben sich Unterschiede in der Toxizitdt und der Transfektionseffizienz
[Fischer et al. (2003), Ogris et al. (1998), Werth et al. (2006)]. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass Polyethylenimine nicht nur zur Transfektion von DNA,
sondern auch zur Transfektion von siRNAs [Hassani et al. (2005), Read et al.
(2005), Urban-Klein et al. (2005)] und Ribozymen [Aigner et al. (2002)]
eingesetzt werden konnen. Die Transfektionseigenschaften wurden bei
verschiedenen Zelllinien in vitro als auch in vivo beschrieben [Abdallah et al.
(1996), Zaric et al. (2004)].
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Abbildung 1.3 Chemische Struktur eines verzweigtkettigen Polyethylenimines

Verzweigte PEIs besitzen bessere Transfektionseffizienzen als unverzweigte
PEls gleicher Masse, da sie kleinere Komplexe bilden [Neu et al. (2005)]. Sie
weisen aber eine hohere Zytotoxizitdt auf. Ebenfalls entscheidend fir die
Transfektionseffizienz ist das Verhaltnis der kationischen Stickstoffatome (N) im
PEI zur Anzahl der anionischen Phosphoratome (P) der Nukleinsauren und so
muss fur das entsprechende PEI das optimale N/P-Verhéltnis ermittelt werden
[Honore et al. (2005)]. Bei zu geringer Positivladung (N>P) der
PEI/Nukleinsauren-Komplexe koénnen diese nicht mit der Zellmembran
interagieren und werden nicht aufgenommen. Bei zu hoher Positiviadung (P>N)
wirkt PEI vermehrt toxisch.

Durch elektrostatische Wechselwirkungen ist PEI in der Lage, mit negativ
geladener DNA oder siRNA Komplexe zu bilden [Aigner (2006)]. Dies fuhrt zu
einer Verdichtung der PEI/Nukleinsauren-Partikel, welche nach Komplexierung
mit den Nukleinséduren eine positive Nettoladung besitzen. Die PEI/SiRNA oder
PEI/DNA-Komplexe interagieren an der Zellmembran und werden dort durch
Endozytose in die Zellen aufgenommen. In den Endosomen kénnen sich
Protonen an freie N-Atome des PEI anlagern und fuhren zu einem Nachstrom
von CI” und H,O. Die Protonenschwammhypothese [Behr (1993)] erklart die
osmotische Schwellung aufgrund des Protoneneinstroms sowie das Platzen der
endosomalen Vesikel und damit die Freisetzung der PEI/DNA- oder PEI/SIRNA-
Komplexe im Zytosol [Kichler et al. (2001)].
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Durch die ausgezeichnete Pufferkapazitat des PEIs kann dieses den
Protoneneinstrom in das Lysosom abpuffern und damit die Ansauerung
verhindern, die zur Degradation der DNA oder siRNA fuhren wirde. Ein Vorteil
der PEI-vermittelten DNA- sowie siRNA-Transfektion ist zusatzlich der Schutz
der Nukleinsduren vor Nukleasen [Godbey et al. (2000), Brus et al. (2004)b].
Grosse et al. zeigten, dass die Aufnahme der PEI/Nukleinsdure-Komplexe in
den Zellkern v. a. in der Mitose stattfindet, wenn die Zellkernmembran
vorubergehend zusammenbricht [Grosse et al. (2006)]. Der genaue

Mechanismus, wie die PEI/Nukleinsdaure-Komplexe in den Zellkern gelangen, ist
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Abbildung 1.4 Transportweg des PEI/siRNA-Komplexes in die Zelle und Darstellung des ,,Protone
Sponge Effect* [Aigner (2006)]

Moghimi et al. konnten 2005 in vitro durch Polyethylenimine bedingte
Zellnekrose und Apoptose beobachten. Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass
verzweigte (25 kDa) und lineare (750 kDa) PEI-Molekile die Zellmembran
beschadigen und Apoptose initiieren kbénnen. In ihrer Versuchsreihe konnten 30
Minuten nach Zugabe von PEI Nekrose-ahnliche Veranderungen beobachtet
werden, die durch kompromittierte Membranintegritat und
Lactatdehydrogenase-Freisetzung sowie Translokation von Phosphatidylserin
von der inneren Plasmamembran zur Zelloberflache verursacht wurden. Nach

24 h erfolgte die Aktivierung des "mitochondrial vermittelten Apoptose-
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Programms", ausgeldst durch PEl-induzierte Kanalbildung in der auf3eren
Membran der Mitochondrien. Dies fiihrte zur Freisetzung von proapoptotischen
Cytochrom C und anschlieBend zur Aktivierung von Caspase 3 sowie zur
Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials als Folge von Caspase-
Translokation in die Mitochondrien [Moghimi et al. (2005)].

Fur die erhohte Zytotoxizitdt wird ebenfalls eine Interaktion aggregierter
kationischer Komplexe mit der Zellmembran verantwortlich gemacht, die zur
Destabilisierung und folgend zur Nekrose der betroffenen Zellen fiihren kann
[Fischer et al. (2003)]. Auch freie Polymermolekiile sollen zur Toxizitat des PEIs
mit beitragen [Boeckle et al. (2004)]. Dennoch ist ein Uberschuss an
Polykationen notwendig, da die kationische Oberflachenladung die Interaktion
mit der negativ geladenen Zellmembran bedingt und somit fur die Aufnahme der
Komplexe in die Zelle wichtig ist [Labat-Moleur et al. (1996)]. Um die Toxizitat
des PEIs zu senken, wurden modifizierte Polyethylenimine z. B. mit
Polyethylenglycol (PEG) [Neu et al. (2005)] oder Chitosane [Jiang et al. (2008)]
gekoppelt.
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2 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung des Low
molecular weight Polyethylenimins F25-LMW-PEI mit mdglichst hoher
Transfektionseffizienz und geringer Zytotoxizitat. Zur Herstellung des
Transfektionsreagenz F25-LMW-PEI wurde ein 25 kDa HMW-PEI durch
Anwendung der Gel-Permeationschromatographie fraktioniert.

Zunachst sollten unter verschiedenen Transfektionsbedingungen wie den fur
die Komplexierung verwendeten Lésungen (150 mM NaCl, 5% Glucose oder
dem Puffer NaCI-HEPES) und dem PEI/DNA-Mischungsverhéltnis die Versuche
zur DNA-Transfektionseffizienz an SKOV3-Zellen erfolgen.

Der PEI/siRNA-vermittelte spezifische Gen-Knockdown sollte durch Co-
Transfektionen von DNA und siRNA bei SKOV3-Zellen sowie in stabil
Luciferase-exprimierenden SKOV3-10-Zellen untersucht werden. Hier wurde
durch den PEI/siRNA-vermittelten Genknockdown eine verminderte Luciferase-
Aktivitat der Zellen erwartet. Bei diesen in vitro Versuchen sollte ferner die
Moglichkeit einer Lagerung der PEI/Nukleinsdure-Komplexe  durch

Lyophilisierung analysiert werden.

Die Effekte der Herunterregulation von VEGF in der Prostatakarzinomzelllinie
PC-3 und von PTN in der Glioblastomzelllinie U87 durch F25-LMW-PEI/siRNA-
vermitteltes Gen-Silencing sollten beztiglich einer verminderten Proliferation der
Zellen im WST-Proliferationsassay, durch einen verminderten mRNA-Nachweis

im Northern Blot oder verminderten Proteingehalt im Serum untersucht werden.

Auch bei den Versuchen zur Auswirkung der Herunterregulation eines
tumorrelevanten endogenen Genproduktes wie VEGF oder PTN sollte die

Moglichkeit einer Lyophilisierung der PEI/SIRNA-Komplexe untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Zubehor

Analysenwaage

BioMax Expositionskassette
Brutschrank

Durchlichtmikroskop
Einhangethermostat
Electrophoresis Documentation and
Analysis System 120
ELISA-Reader

Feinwaage

Gelkammer

GeneQuantll Photometer

Helios y (Photometer)
Hybridisierungsofen

Hypercassette™ Expositionskassette

37°C-Inkubator mit CO,- Zusatz
Luminometer

Mikropipetten

Mikrowelle

MRX Microplate Reader
Multipette

Optipure Analytical

pH-Meter GPHR 1400 A
Phosphorimager Sl

Phosphorscreen

Mettler-Toledo, Giessen

Kodak GmbH, Stuttgart

Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA
Hund GmbH, Wetzlar

Julabo Labortechnik, Seelbach

Kodak GmbH, Stuttgart

MWG Biotech AG, Ebersberg
Sartorius, Goéttingen

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Amersham Bioscience Europe,
Freiburg

Unicam Instruments, Cambridge, UK
Biometra GmbH, Géttingen
Amersham Bioscience  Europe,
Freiburg

Heraeus Instruments, Hanau
Berthold, Vista, CA, USA

Gilson, Middleton, WI, USA

Sharp Electronics, Hamburg
Dynatech Laboratories, Denkendorf
Eppendorf, Hamburg

Membra Pure, Bodenhausen

Greisinger Electronic, Regenstauf

Amersham Biosciences GmbH
Europe, Freiburg
Amersham Biosciences GmbH

Europe, Freiburg
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Power Pac300 Netzteil
Pipettierhilfe pipetus®
Schuttelinkubator
Sterilbank Hera Safe
UV-Transilluminator 2.000
Varioklav®Dampfsterilisator

Vortexer

Zentrifugen

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

BioMax MS Film
Combitips fur Multipette
Hyperfim™ ECL

Einmal-Pipetten

1,5 ml GefalRe mit Sterilfilter
Mikroschraubrdhre, 2 ml
Millex®-GS syringe driven filter
unit (0,22 um)

MuITI Guard Filterspitzen

Nitrocellulosefilter
Nylonmembran Hybond N+
Pasteur-Pipetten

Petrischalen
Pipettenspitzen

Polystyrol-Rundbodenréhrchen

(75*12 mm)
15 ml, 50 ml Reagenzréhren

Bio Rad Laboratories, Munchen
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA
Heraeus Instruments, Hanau
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
H + P Labortechnik, Oberschleil3heim
Janke + Kunkel, IKA-Labortechnik,
Staufen

Heraeus Instruments, Hanau

DuPont De Nemours, Bad Nauheim

Kodak GmbH, Stuttgart

Eppendorf, Hamburg

Amersham Bioscience Europe,
Freiburg

Sarstedt, Numbrecht-Rommelsdorf
Corning, NY, USA

Sarstedt, Numbrecht-Rommelsdorf

Millipore, Bedford, MA, USA
Sorensen BioScience, Utah, USA
Schleicher & Schuell BioScience,
Dassel

Amersham Bioscience Europe,
Freiburg

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Cellstar, Briercroft, Texas, USA
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht-Rommelsdorf

Sarstedt, NUmbrecht-Rommelsdorf
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1,5 ml/ 2 ml Reaktionsgefalie
Whatman-Papier

6-, 24-, 96-Well-Platten

Zellkulturflaschen

3.1.3 Zelllinien und Zellkulturmedien

Ampicillin

E. coli DH5a

FCS (fetales Kéalberserum), steril
IMDM (10x)

IMDM-Medium

Kanamycin

Mycokill AB, 50x

Plasmocin™
Prostatakarzinom-Zelllinie PC3
Ovarialkarzinom-Zelllinie SKOV3
Luciferase-exprimierende Zelllinie
SKOV3-10

Humane Glioblastom-Zelllinie U87
Viralex™ Trypsin/ EDTA

3.1.4 Chemikalien und Puffer

Bromphenolblau

BSA

DEPC

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sarstedt, Numbrecht-Rommelsdorf
Whatman International/Maidstone,
UK

Sarstedt, Numbrecht-Rommelsdorf

Sarstedt, NUmbrecht-Rommelsdorf

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Pharmacia, Erlangen

PAA Laboratories, Linz, Osterreich
PAA Laboratories, Linz, Osterreich
PAA Laboratories, Linz, Osterreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

PAA Laboratories, Linz, Osterreich
InvivoGen, San Diego, USA
ATCC, Manassas, VA, USA
ATCC, Manassas, VA, USA

Institut  fir  Pharmakologie und
Toxikologie, Philipps-Universitat
Marburg

ATCC, Manassas, VA, USA

PAA Laboratories, Linz, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
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Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Formamid

Dokumol S/W-Entwickler
Glucose 5%

Glycerol

HEPES

HMW-PEI

Isopropanol
Kaliumacetat
25 kDa PEI

Kupfer(ll)acetat-Monohydrat

Methanol

NaCl, 150 mM, pH 7,4, steril, RNAse frei

pegGold Universal Agarose
PBS, steril
RNAse Erase™

Sephadex™ G25 fine
Sephadex™ G50 fine

Tris

Xylencyanol

3.1.5 Kits, Enzyme und Marker
Cell Proliferation Reagent WST-1

Luciferase-Assay System
peqGOLD DNA Leitermix (0,1-10 kbp)

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Fluka BioChemika, Neu-Ulm

Tetenal GmbH, Norderstedt

B. Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri,
USA

Acros Organics, Geel, Belgien

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri,
USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel de Haen-Seelze, Seelze
peqglab Biotechnologie, Erlangen
PAA Laboratories, Linz, Osterreich

Qbiogene, Heidelberg

Amersham Bioscience  Europe,
Freiburg
Amersham Bioscience  Europe,
Freiburg

Carl Roth, Karlsruhe
Riedel de Haen-Seelze, Seelze

Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen
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peqGOLD RNApure™

Plasmid purification kit

3.1.6 Oligonukleotide und Plasmide

DNA-Luciferase-Expressionsvektor
pGl3-basic (Promega),
mit eingefigtem NFkB-Promoter

DNA-Luciferase-Expressionsvektor
pGI3-control

DNA-Plasmid pRc-CMV

pGIl2 (Luciferase GL2 siRNA)

pGI3 (Luciferase GL3 siRNA)

PTN siRNA

VEGF siRNA

3.1.7 Antikorper

Anti-PTN-Detection Ak, biotinyliert

Rh Pleiotrophin
PTN-Antikorper fur coating

peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

NucleoBond, Diiren

Institut  far  Pharmakologie und
Toxikologie, Philipps-Universitat
Marburg

Promega, Mannheim
Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA
MWG Biotech, Ebersberg
MWG Biotech, Ebersberg
MWG Biotech Ebersberg
MWG Biotech Ebersberg

R & D Systems
R & D Systems
Marc Vigny, INSERM
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3.2 Methoden

3.2.1 Gel-Permeationschromatographie zur PEI-Fraktionierung

Zur Herstellung eines niedermolekularen PEI aus einem kauflich erworbenen
hochmolekularen 25 kDa-Polyethylenimin von Sigma wurde dieses uber Gel-
Permeationschromatographie fraktioniert.

Fur die Vorbereitung des Saulenmaterials wurden 3 g Sephadex G-50 fine™
Harz mit 300 ml 150 mM NaCl versetzt. Nach Aufquellen des Materials wurden
maogliche Bindungen fir PEI durch Zugabe von ca. 500 mg 25 kDa PEI geblockt
und die Suspension bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Eine 50 cm lange Saule mit
einem Durchmesser von 1,5 cm, die zur Auftrennung der PEI-Molekile
unterschiedlicher Grof3e diente, wurde mit dem mit PEIl abgesattigtem
Saulenmaterial, welches vorher noch unter Vakuum entgast worden war, befllt
und zun&chst mit 200 ml 150 mM NacCl bei einer konstanten Flussrate von 1
ml/min aquilibriert.

Fur die Chromatographie wurden 50 mg 25 kDa PEI in 1 ml 150 mM NaCl
durch kraftiges Schutteln aufgeldst und die Saule mit der 50 mg/ml-Verdiinnung
kontinuierlich und ohne Lufteinschlisse beflllt. Durch Verwendung einer
Peristaltikpumpe wurde mit der Fraktionierung begonnen und etwa 80 bis 100
Fraktionen mit einem Volumen von je 1 ml gewonnen. Die eingestellten
Voreingaben von Durchflussrate und Zeit zur Gewinnung der 1 ml-Fraktionen

wurden dann wéahrend eines Laufs mdglichst nicht mehr verandert.

3.2.2 PEI-Quantifizierung (Konzentrationsbestimmung)

Um die PEI-Konzentrationen der einzelnen Fraktionen zu ermitteln, wurden 90
ul/Well eines Kaliumacetat-enthaltenden Reagenzes in eine 96-Well-Platte
pipettiert und dazu 10 pl der zu messenden Fraktion oder einem PEI-Standard
hinzugefugt.

Losung zur PEI-Konzentrationsbestimmung
0,02 M Kupferacetat
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5% Kaliumacetat in H-,O
pH 5,5

Nach vorsichtigem Schitteln der Platte wurde die Absorption der einzelnen
Wells bei 630 nm in einem ELISA-Reader gemessen. Mittels einer erstellten
Standardkurve und Regressionsgraden, basierend auf nachfolgender PEI-
Eichreihe, konnten die Konzentrationen der einzelnen Fraktionen abgelesen
werden. Durch Auftragen der PEI-Konzentrationen der einzelnen Fraktionen in
einem Liniendiagramm konnte ein Elutionsprofil fur jeden Fraktionierungslauf

erstellt werden.

PEI-Standardreihe
50 mg/ml PEI- Ldsung

10 mg/ml PEI- Losung
5 mg/ml PEI- Lésung

1 mg/ml PEI- Lésung
0,5 mg/ml PEI- L6sung
0,1 mg/ml PEI- Lésung
0,05 mg/ml PEI- Lésung
0,01 mg/ml PEI- Lésung
150 mM NaCl (Nullwert)

Je nach Lage auf der Elutionsgeraden wurden 4 Fraktionen zusammengefihrt
und nochmals die Konzentration dieser gepoolten Fraktionen nach obiger
Methode gemessen. Danach folgten dann die Transfektionsversuche mit den
verschiedenen PEI-Fraktionen und dem Luciferase-Expressionsplasmid. Die
Fraktionen, die die hdchste Transfektionseffizienz aufwiesen, lagen auf dem
absteigenden Anteil des PEI-Konzentrationspeaks. Diese zusammengefuhrten
Fraktionen wurden als F25-LMW-PEI bezeichnet. Das F25-LMW-PEI wurde
steril filtriert und in sterile 2 ml-Glasflaschen mit Deckel bei 4°C im Kuhlschrank
gelagert.

Die Transfektionseffizienz und Toxizitdt des F25-LMW-PEI wurde dann in

folgenden Konzentrations- und Transfektionsversuchen untersucht.
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3.2.3 Zellkultur und steriles Arbeiten

Fur die Untersuchung der Transfektionseffizienz von F25-LMW-PEI und der
Herunterregulation sezernierter Proteine durch spezifische siRNA, wurden

folgende stabile Tumorzelllinien verwendet:

SKOV3-Zellen: humane Ovarialkarzinom-Zelllinie

SKOV3-10-Zellen: stabil Luciferase-exprimierende Ovarialkarzinom-
Zelllinie

u87-Zellen: humane Glioblastom-Zelllinie

PC3-Zellen: humane Prostatakarzinom-Zelllinie

Einhaltung von Sterilitat und Sauberkeit

Bei den Arbeiten in der Zellkultur musste in besonderer Weise auf Sterilitat
geachtet werden, um Kontaminationen der kultivierten Zellen mit Bakterien zu
vermeiden. Handschuhpflicht, Verwendung von sterilen Einweg-Materialien und
haufige Desinfektion der Sterilbanke und Verbrauchsmaterialien mit 70%
Ethanol dienten zum Schutz vor Kontaminationen, welche die Ergebnisse der
Transfektionen von Zellen verfalschen bzw. ein Absterben der Zellen bewirken
konnten. Um Mycoplasmen-Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Zellen

regelmanig nach Vorschrift Gber 2 Wochen mit Mycokill™ behandelt.

Kultivierung der Zelllinien

Die Inkubation der Zelllinien erfolgte in einem 37°C-Inkubator mit 5% CO,-
Begasung. Um die Zellen zu kultivieren, wurden ca. 2*10° Zellen in einer 75 cm?
Zellkulturflasche in 10 ml IMDM-Medium, mit 10%-igem FCS-Gehalt, ausgesat
und bis zu einer Konfluenz von 90-100% Uber mehrere Tage inkubiert.

Vor jeder Behandlung der Zellen wurden die verwendeten IMDM-Medien, das

Trypsin und das PBS im Wasserbad auf 37°C erwarmt.
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Passagieren der Zelllinien

Aus den Zellkulturflaschen mit einem annahernd konfluenten Zellrasen wurde
das Zellmedium mit Hilfe von Pasteur-Glaspipetten abgezogen. Die auf dem
Flaschenboden anhaftenden Zellen wurden mit 10 ml PBS gewaschen und
anschlieend mit 1,5 bis 2 ml Trypsin-EDTA versetzt und bei 37°C und 5% CO
fur ca. 5 min inkubiert. Durch die enzymatische Aktivitat des Trypsins losten
sich die Zellen vom Zellkulturflaschenboden und liel3en sich durch mehrmaliges
Schitteln leicht vereinzeln. Die Enzymaktivitdt des Trypsins wurde durch
Zugabe von 10 ml IMDM + 2% oder + 10% FCS aufgehoben. In einer
Neubauerzahlkammer wurden die Zellen in jeweils 4 grol3en Quadranten

ausgezahlt und nach folgender Formel die Zellzahl pro ml bestimmt:

Zellzahl/ml = (gezahlte Zellzahl/4) x 10.000

Entsprechend den geplanten Versuchen wurden die ausgezahlten Zellen nach
gewinschter Zellzahl nun weiterbehandelt und in die entsprechenden Platten
Uberfahrt. In 6-Well-Platten wurden im Allgemeinen 100.000 Zellen/Well, in 24-
Well-Platten 60.000 Zellen/Well und in 96-Well-Platten entweder 750 oder
1.000 Zellen/Well ausgesat.

Die Ubrigen noch in der Zellsuspension vorhandenen Zellen wurden je nach
Bedarf in einer 75 cm? Zellkulturflasche in 10 ml IMDM + 10% FCS fiir spatere
Versuche kultiviert.

Einfrieren von Zellen

Zellen, die nicht weiter bendtigt wurden, wurden eingefroren. Aus anndhernd
konfluenten Zellkulturflaschen wurde, wie oben beschrieben, zunachst das
Medium abgesaugt und der Zellrasen mit 10 ml PBS gewaschen. Dieses wurde
wiederum abgesaugt, in die Zellkulturflasche wurde ca. 2 ml Trypsin-EDTA
gegeben und 5 min bei 37°C inkubiert, um die Zellen vom Boden zu lésen. Das
Trypsin wurde durch die Zugabe von 10 ml IMDM + 10% FCS inaktiviert und
diese Zellsuspension wurde bei 3.000*g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in 10 ml Einfriermedium resuspendiert. Diese

Zellsuspension wurde in 1,5 ml Proben aliquotiert und langsam in einem mit
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Isopropanol befllltem Einfriergefald auf -80°C abgekuhlt. In flissigem Stickstoff
erfolgte die dauerhafte Aufbewahrung der eingefrorenen Zellen.

Einfrier-Medium

IMDM-Zellkulturmedium
20% FCS
5% DMSO

Das Auftauen der Aliquots in einem 37°C warmen Wasserbad und die
Aufnahme der Zellen in das 10% FCS-haltige IMDM-Medium erfolgten unter
Einhaltung der Sterilitat. Die in dem Einfriermedium suspendierten Zellen
wurden in eine 10 ml 10% FCS-haltiges Medium beinhaltende Zellkulturflasche
passagiert und bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach ca. 4 h erfolgte ein
Medienwechsel mit 10 ml IMDM + 10% FCS, da das im Einfriermedium

enthaltende DMSO in warmen Zustand stark toxisch auf die Zellen wirkt.

3.2.4 Transfektionen

Fir die transienten Transfektionen wurden SKOV3-Zellen verwendet, die nach
den unter 3.2.3 beschriebenen Bedingungen kultiviert wurden. Es wurde darauf
geachtet, dass die Zellen vor geplanten Transfektionen mit Mycokill™
behandelt worden waren, um mdgliche Mycoplasmen-Kontaminationen
auszuschliel3en.

In den transienten Transfektionen sollte die PEI-Transfektionseffizienz sowie
die Toxizitdt auf die Zellen Uberprift werden. Dazu wurden zum einen
verschiedene N/P-Verhaltnisse ausgetestet und zum anderen zwischen den
Lésungen 5% Glucose, 150 mM NaCl und dem Puffer NaCI-HEPES variiert.
Alle Transfektionsarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen in der Zellkultur.
Alle evtl. nicht sterilen Reagenzien, die bendtigt wurden, wurden zunachst steril

filtriert.
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3.2.4.1 pH-Wert-Einstellung des Puffers/ der L6sung

Vor jeder Transfektion wurde die verwendete 150 mM NaCl-Lésung auf den pH
7,4 eingestellt. Hierzu wurde das pH-Meter zunachst mit Standardldsungen von
pH 4 und pH 10 geeicht. Danach erfolgte durch Titration die genaue Einstellung
des pH-Wertes mit Hilfe von NaOH und HCI.

Die 5% Glucose-Ldsung hatte einen voreingestellten pH-Wert von 7,4, der
NaCl-HEPES-Puffer musste nur anfangs bei der Herstellung auf den pH-Wert
von 7,4 eingestellt werden.

3.2.4.2 Komplexierung

Pro Well einer 24-Well-Platte wurden jeweils 0,25 pg pGI3-NFkB-DNA
verwendet. Diese DNA wurde dann in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem
Puffer NaCI-HEPES aufgenommen, so dass genau 2,5 pl dieses DNA-
Losungsmittelgemisches zu jedem Well hinzupipettiert werden konnten. Bei
jeder Transfektion wurden Wells im Uberschuss berechnet, um einen Mangel

an Reagenzien fur die Transfektion zu vermeiden.

Bei der verwendeten siRNA handelte es sich um die gegen Luciferase-RNA
gerichtete pGI3-siRNA, die folgend spezifische siRNA genannt wird und die
ungerichtete, unspezifische pGL2-siRNA. Jeweils 10 pmol eines 20 mmolaren
siRNA-Stocks wurden pro Well verwendet. Auch die siRNA wurde in einer
bestimmten 5% Glucose-, 150 mM NaCl- oder NaCIl-HEPES-Menge
aufgenommen, so dass pro Well 2,5 pl siRNA in Losung zur Verfigung stand.
Von dem F25-LMW-PEI wurden 5,6 pl fur 0,5 pg Nukleinsédure (0,25 pg DNA
und 0,25 ug siRNA) verwendet, dies entspricht einem Massenverhaltnis von 10
bzw. einem N/P-Verhaltnis von 77.

Das PEI wurde ohne Verdinnung mit 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem
Puffer NaCI-HEPES direkt zu den schon vereinigten siRNA- und DNA-Ansatzen
hinzupipettiert. Es wurde kurz auf- und abpipettiert, um die einzelnen
Bestandteile der Ansatze besser zu durchmischen. Wegen der Empfindlichkeit

der siRNA sollte man die Anséatze nicht vortexen.
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3.2.4.3 Transiente Transfektionen

Nach einer Stunde Komplexierungszeit bei Raumtemperatur wurden die
Ansatze nochmals auf- und abpipettiert und dann die errechnete Menge der
Ansatze auf die in der Zwischenzeit ausgesaten Zellen gegeben. Es wurde
darauf geachtet, dass die verabreichte Menge nicht punktuell auf die Zellen
pipettiert wurde, sondern gleichmafdig auf die Flache eines Wells verteilt wurde.
Die 24-Well-Platten wurden noch einmal vorsichtig geschiittelt, um eine bessere
Verteilung der Transfektionsansatze im Medium und eine gleichméaRige
Verteilung der Zellen im Well zu erreichen. Die Platten wurden dann im

Inkubationsschrank bis zur ersten Messung der Luciferase-Aktivitat inkubiert.

3.2.4.4 Co-Transfektionen

Fur die Co-Transfektionen wurden SKOV3-10-Zellen (Uberlassen von Beata
Urban-Klein) verwendet, die in Vorversuchen stabil mit dem Vektor pGI3-NFkB

transfiziert worden waren. Diese Zellen exprimieren stabil Luciferase.

Bei den Co-Transfektionen stabil-transfizierter SKOV3-10-Zellen wurden 0,5 ug
pRC-CMV-DNA verwendet, die in 0,5 pl 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem
Puffer NaCI-HEPES aufgenommen wurden. Die siRNA-Menge wurde im
Gegensatz zu den transienten Transfektionen verdoppelt, so dass 1 pl siRNA in
jeweils 5 pl 5% Glucose, 150 mM NaCl oder NaCI-HEPES pro Well verwendet
wurde. Es wurde eine Mischung aus siRNA und DNA entsprechend der Losung
(5% Glucose, 150 mM NaCl oder NaCI-HEPES) hergestellt. Zu den einzelnen
Ansatzen wurde dann das F25-LMW-PEI direkt hinzu pipettiert und nochmals
gut durchmischt. Auf Vortexen wurde wegen der siRNA-Instabilitdt verzichtet.
Nach einer Stunde Komplexierungszeit wurden die Ansatze auf die ausgesaten
SKOV3-10 Zellen pipettiert.
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3.2.4.5 Transfektion fir PTN-ELISA

Zunachst wurden in einer 6-Well-Platte mit je 100.000 U87-Zellen pro Well in
15 ml 2% FCS-haltigem Medium die entsprechenden Transfektionen
durchgefuhrt. Pro Well wurden 30 pmol bzw. 40 pmol spezifische PTN-siRNA
oder als Negativkontrolle unspezifische Luciferase pGl2-siRNA eingesetzt. Die
SsiRNA wurde in einem Verhéltnis von 1:5 in Glucose aufgenommen. Von dem
F25-PEI wurden 5,6 pl pro 10 pmol siRNA eingesetzt, d.h. pro Well wurden 16,8
pl bzw. 22,4 pl F25 verwendet und in einem Verhaltnis von 1:5 mit Glucose
versetzt. Die siRNA-Ansatze und PEI-Ansatze wurden zusammengefuhrt und 1
h komplexiert.

Die zu lyophilisierenden Ansatze wurden wie unter 3.2.5 beschrieben uber
Nacht in EppendorfgeféaRen gefriergetrocknet und erst am nachsten Tag in 5%
Glucose aufgenommen und dann zu den vorbereiteten Zellen in eine 6-Well-
Platte gegeben. Nach 4 h erfolgte ein Medienwechsel mit 10% FCS-haltigem
IMDM-Medium. Nach 48 und 72 h wurde das Medium von den Zellen

abgezogen und zunachst bei -20°C eingefroren.

3.2.5 Lyophilisierung

Die Lyophilisierung der hergestellten Komplexe diente zur Untersuchung der
maoglichen Kryokonservierung von PEI-Oligonukleotidkomplexen. In folgenden
Transfektionen mit den kryokonservierten Ansatzen wurde nach deren
Rehydratation die Transfektionseffizienz untersucht und mit denen nicht-
lyophilisierter Ansétze verglichen.

Die Transfektionsansatze wurden wie zuvor beschrieben (3.2.4.3 Transiente
Transfektionen und 3.2.4.4 Co-Transfektionen) hergestellt. Die Komplexierung
der Ansatze fand bei Raumtemperatur statt und dauerte ca. 1 h. Nach der
Komplexierungszeit wurden die Ansatze entweder in den zur Herstellung
genutzten Eppendorfgefal3en belassen oder in 24-Well-Platten pipettiert. Diese
Platten wurden dann offen in der Lyophille platziert, so dass eine gleichmélfige
Lyophilisierung bei Vakuum und bei bis zu -80 °C erreicht werden konnte. Ein

Problem stellte die Sterilitat dar, die bei dem Verbleib der Platten und
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Eppendorfgefal3e in die Lyophille z. T. nicht zufrieden stellend gewahrleistet
werden konnte.

Nach abgeschlossener Lyophilisierung tGber Nacht wurden die lyophilisierten
Anséatze in den Eppendorfgefalen in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder NaCl-
HEPES aufgenommen und auf die Zellen verteilt. Es wurde genau das Volumen
an Solvenz wieder hinzugefiigt, welches vor der Lyophilisierung als
Komplexlésung in die Eppendorfgefalde gegeben worden war. Danach wurden
die Ansatze auf die in den 24-Well-Platten vorbereiteten 60.000 Zellen/Well in
2% FCS-haltigem IMDM-Medium pipettiert.

Auf die in den Wells der Platten lyophilisierten Ansatze wurden die
ausgezahlten Zellen in 2% FCS-haltigem Medium direkt hinzupipettiert und
gleichmafig verteilt. Nach ca. 2 h wurde nochmals kurz geschittelt, um eine
gleichmaligere Verteilung der Zellen und des Transfektionsreagenz zu
erreichen. Nach ca. 4 h erfolgte ein Medienwechsel der Zellen mit 10% FCS-

haltigem Medium.

3.2.6 Luciferase-Aktivitatsmessung in Zelllysaten

Zur Uberprifung der Transfektionseffizienz des F25-LMW-PEI bei den
transienten  Transfektionen und  Co-Transfektionen mit  Luciferase-
exprimierenden Vektoren und siRNA wurde eine Luciferase-Aktivitatsmessung
vorgenommen. Mit Hilfe eines enzymatischen Tests wurde die Luciferase-
Aktivitat in den transfizierten Zelllysaten nachgewiesen. Als Luciferasesubstrat
diente das Beetle Luciferin, welches durch die von den transfizierten Zellen
exprimierte Firefly Luciferase (Cosubstrate ATP und Mg?") zu Oxyluciferin

umgesetzt wird.

o—

CO i i -
HO S N:r OOH Firefly Luciferase 0 g N]/
N S +ATF+ 0, Mg2+ N S + AMP + PR + CO, + Light

Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abb. 3.1 Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin
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Die dabei emittierte Lichtintesitat konnte bis zu einer Minute nach der Reaktion
in einem Luminometer detektiert werden und war direkt proportional zur
Luciferase-Aktivitat der Zellen. Die Aktivitdt der Firefly-Luciferase wurde

entsprechend der Lichtintensitat in RLU (Relative light units) angegeben.

Das Luciferase-Assay Kit wurde nach Herstellerangaben von Promega
angewendet. Zunéchst wurde das Zellmedium von den zu messenden Wells
abgesaugt und pro Well einer 24-Well-Platte 1 x Lysepuffer hinzupipettiert, so
dass der Boden des Wells gleichmalig bedeckt war. Bei einer 24-Well-Platte
wurden 200 pl des Lysepuffers pro Well verwendet. Die Platten wurden 10 min
bei Raumtemperatur auf einem Schiittler stehen gelassen. Wahrenddessen
wurde die entsprechende Anzahl der Polystyrolrdhrchen zur Vorbereitung der

Messung mit 50 pl Luciferasesubstrat versetzt.

Zur Messung wurden 10 pl des Zelllysats zu dem Luciferasesubstrat in die
Polystyrolréhrchen hinzupipettiert, es wurde kurz geschwenkt und die Proben
moglichst zugig im Luminometer gemessen. Im Luminometer erfolgte sofort die
10 sec dauernde Messung der emittierten Lichtintensitat des umgesetzten
Oxyluciferins. Bei Arbeiten mit dem Luminometer wurden keine Handschuhe
getragen, da in vorherigen Messungen elektrostatische Wechselwirkungen des
Luminometers mit Handschuhen zu Messungenauigkeiten und nachweisbar

falschen Ergebnissen gefuhrt hatten.
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3.2.7 Transformation und Vermehrung von Bakterien, Praparation der
Plasmid-DNA (Midi-Praparation)

3.2.7.1 Transformation kompetenter Bakterienzellen mit dem Vektor pGI3-
NFkB

0,2 ml des bei -80 °C gelagerten kompetenten Bakterienstamms E. coli DH5a
wurden in einem 1,5 ml-Eppendorfgefal auf Eis aufgetaut und mit 100 ng des
zu vermehrenden Plasmids versetzt. Die Bakterien wurden dann 30 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend 90 sec in einem Thermoblock auf 42 °C erhitzt.
Wiederum folgte eine dreiminitige Abkihlung auf Eis. Nach dieser Behandlung
wurden die Zellen mit 0,5 ml autoklaviertem LB-Medium versetzt und ca. 1 h bei
37°C und 150 rpm auf dem Schdttler inkubiert.

LB-Medium:
5 g Hefeextrakt
10 g Trypton (aus Casein)
10 g NaCl
ad 1.000 ml H,O

Auf eine vorbereitete Kanamycin- oder Ampicillin-Agarplatte wurden 5 pl der im
LB-Medium inkubierten Bakterienzellen ausplattiert, auf eine weitere Platte
wurden 50 pl der Bakteriensuspension gegeben. Hierbei wurde auf die
Einhaltung der Sterilitat geachtet, um Kontaminationen weitgehend
auszuschliel3en, indem im direkten Umfeld der Flamme eines Bunsenbrenners
gearbeitet wurde. Diese Platten wurden dann Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

LB-Ampillin-/ Kanamycin-Agarplatte
1,5% LB-Agar-Gemisch (2,25 g Agar Agar ad 150 ml LB-

Medium) wird in der Mikrowelle eingeschmolzen oder

autoklaviert
Abkuhlung auf ca. 55°C
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Hinzuftiigen von 100 pg Ampicillin bzw. Kanamycin pro 1 ml
LB-Agar-L6sung (150 pl einer Stammldésung)

Ausgiel3en der LB-Agarlosung in sterile Petrischalen

Aufgrund der in dem Plasmid kodierten Ampicillin- bzw. Kanamycin-Resistenz,
wuchsen uber Nacht nur Bakterienkolonien, die das Plasmid pGI3-NFkB in das

Bakteriengenom aufgenommen hatten.

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde von der Agar-Platte gepickt und in 2 ml
LB-Medium bei 37°C und 200 rpm auf dem Schuttler fur 2 h inkubiert. Die
vorkultivierten ~ Ampicillin- bzw. Kanamycin-resistenten Klone wurden
anschlieBend in 200 ml LB-Medium, welches mit 1ug/ml Ampicillin bzw.
Kanamycin versetzt worden war, weiterhin bei 37°C und 200 rpm fir ca. 12 h
inkubiert.

3.2.7.2 Bakterienzellen-Freeze down (pGI3-NFkB)

Zur Aufbewahrung der Bakterienkolonien wurden diese kryokonserviert. Dazu
wurde 1 ml der Gber Nacht in dem LB-Medium kultivierten Bakterienkolonie mit
der gleichen Menge an Glycerin vermischt und in entsprechenden Gefalien bei
-80°C gelagert.

3.2.7.3 Praparation der Plasmid-DNA (Midi-Praparation)

Die Plasmid-DNA wurde nach dem Herstellerprotokoll des

NucleoBond®Plasmid purification kit von Machery-Nagel prapariert.

Zunachst wurden die tber Nacht in 200 ml LB-Medium kultivierten Bakterien fur
15 min bei 4°C und 6.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Bakteriensediment mit 4 ml Puffer S1 resuspendiert. Dazu wurden 4 m|
des Puffers S2 gegeben und gut gemischt. Danach wurde die Zellsuspension

bei Raumtemperatur 5 min inkubiert, 4 ml des Puffer S3 hinzugegeben,
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nochmals durchmischt und 5 min auf Eis inkubiert. Das Bakterienlysat wurde
wiederum bei 12.000 rpm und 4°C fur 35 min zentrifugiert. Wahrenddessen
wurden die lonenaustauschchromatographie-Saulen durch Auftragen von 2,5
ml Puffer N2 aquilibriert und anschlieend mit dem durch die Zentrifugation
gereinigtem Lysat aufgefillt. Die Saule wurde zweimal mit je 5 ml Puffer N3
ausgewaschen. Durch Zugabe des Puffers N5 in die Saule wurde die Plasmid-
DNA eluiert. Zur eluierten DNA wurden 3,5 ml Isopropanol (Raumtemperatur)
langsam hinzugetraufelt und nochmals fur 30 min bei 4°C und 12.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet, bestehend aus
prazipitierter DNA, mit 5 ml sterilem 70% Ethanol vorsichtig gewaschen. Nach
einer weiteren 20 min Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4°C wurde die
Flussigkeit abpipettiert und das Pellet an der Luft fur ca. 20 min getrocknet. Die
Aufnahme der DNA erfolgte in 100 pl sterilem H20O bidest.

3.2.8 Quantifizierung von Nukleinsduren: DNA- bzw. RNA-Konzentrations-

Bestimmung

Zur  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wurde die UV-
Absorptionsspektroskopie verwendet. Zunachst wurde das Photometer bei
einer Absorption von 260 nm mit H,O bidest auf Null eingestellt. Die
Nukleinsaure-Losungen wurden in einer Verdinnung von 1:50 oder 1:100 in die
Quarzglasklvette pipettiert und ebenso die Absorption bei einer Wellenlange
von 260 nm gemessen. Uber die folgenden Formeln konnte dann die DNA-

bzw. RNA-Konzentration bestimmt werden:

Konzentration DNA (in ng/pl) = A(nm) x Verdunnung x 1 cm (Kuvette) x
Faktor 50

Konzentration RNA (in ng/ul) = A(hm) x Verdinnung x 1 cm (Kilvette) x
Faktor 40

Uber die Bestimmung des Verhéltnisses der Absorptionen: A260/A280, das

zwischen 1,7 und 2,0 liegen sollte, konnte zuséatzlich eine Aussage Uber die
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Verunreinigung der DNA bzw. RNA mit Proteinen, freien Nukleotiden oder
Phenol gemacht werden [Ausubel et al. (1998)].

3.2.9 RNA-Praparation

Die Extraktion der RNA aus den transfizierten Tumorzellen erfolgt mit Hilfe von
peqGOLD RNApure™, einem gebrauchsfertigen Reagenz zur Extraktion von
RNA aus mammalien Zellen nach Herstellerprotokoll der Firma peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen.

Bei der Arbeit mit RNA wurde zum Schutz vor RNAsen grundsatzlich mit
Handschuhen und auf Eis gearbeitet, verwendete Geratschaften oder
Materialien wurden zunéchst mit RNAse Erase™ abgewischt.

Es wurde ausschlief3lich DEPC-behandeltes Wasser genutzt.
Diethylpyrocarbonat bindet kovalent an primare und sekundare Amine, z.B.
Histidin, welches sich im katalytischen Zentrum vieler RNasen befindet. Zur
Herstellung von DEPC-Wasser setzte man eine 0,5%-ige DEPC-L6sung in
sterilem Wasser an, inkubierte diese Uber Nacht bei Raumtemperatur und

autoklavierte sie anschlieRend. Das DEPC zerfallt dabei zu CO, und Ethanol.

3.2.9.1 Homogenisieren der Zellsuspension

Das Medium eines Wells einer 6-Well-Platte mit ca. 100.000 Zellen wurde
abgesaugt und 0,5 ml peqGOLD RNApure hinzupipettiert. Der Inhalt wurde
dann mehrmals zur Lyse der Zellen auf- und abpipettiert und in 1,5 ml-
Eppendorfgefale uberfihrt. Dieser Arbeitsschritt erfolgte aufgrund des
gesundheitsschadlichen Phenol- und Guanidinisothiocyanat-Gehaltes von
peqGOLD RNApure™ unter dem Abzug.
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3.2.9.2 Phasentrennung

Das Extrakt wurde 5 min auf Eis gelagert. Zu 1 ml peqGOLD RNApure™
wurden dann 0,2 ml Chloroform hinzugegeben und ca. 15 sec Kkréftig
geschuttelt. Danach wurden die EppendorfgefaRe ca. 5 bis 10 min auf Eis
stehen gelassen, bis die obere Phase im Eppendorfgefal3 nicht mehr rosa,
sondern weil3lich durchsichtig erschien. Anschlieend wurde bei 4°C bei
13.000*g fur 15 min zentrifugiert, dadurch wurde die Probe in 3 Phasen
getrennt.

3.2.9.3 Prazipitation der RNA

Die obere wassrige Phase mit der gelésten RNA wurde in ein neues
Eppendorfgefall tberfuhrt, in welches vorher schon 0,5 ml Isopropanol
hineinpipettiert worden war. Die Proben wurden fir 5-15 min auf Eis gelagert,
dann bei 13.000*g und 4°C fur 15 min zentrifugiert.

3.2.9.4 Waschen der RNA

Der Isopropanoliiberstand wurde langsam dekantiert oder mit Hilfe einer Pipette
abgezogen und das Pellet zweimal mit 70%-igem -20°C kaltem Ethanol
gewaschen, indem das Eppendorfgefal mehrmals invertiert, nicht aber
gevortext wurde, um die RNA nicht zu zerstéren. Dann wurde nochmals bei
13.000*g und 4°C 15 min zentrifugiert.

3.2.9.5 L8sen der RNA

Der Uberstand wurde dekantiert, das RNA-Pellet an der Luft fir ca. 20 min
getrocknet.
Die RNA wurde dann in 20 pl H,O aufgenommen und die Konzentration mit

Hilfe des Photometers bei einer Absorption von 260 nm bestimmt.
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3.2.10 Northern-Blot

Fur die Auftrennung der RNA wurden Agarose-Gele verwendet, die wahrend
der Zentrifugationszeiten der RNA-Praparation fir eine 200 ml-Gelbox
vorbereitet wurden. 2 g Agarose wurden in 175 ml H,O aufgekocht und es
wurde darauf geachtet, dass keine Schlieren in der Losung entstanden. Unter
dem Abzug wurden 20 ml 10 x MOPS running buffer sowie 5 pl des
Ethidiumbromid, welches die RNA unter UV-Licht sichtbar macht, hinzugeflgt.
Nach Abkihlung der Agar-Losung auf ca. 55 bis 60°C wurden 5 ml 37%
Formaldehyd vorsichtig hinzupipettiert. Die Gellosung wurde in die

vorbereiteten Gelkammern gegossen und erstarrte.

10 x MOPS running buffer
0,4 M (83,72 g/l) MOPS pH 7,0
0,1 M (13,61 g/l) Natriumacetat
0,01 M (3,72 g/l) EDTA
H,O ad 1|
steril filtrieren und dunkel lagern

Gel- Puffer
1,5 bis 211 x MOPS running buffer

Zu einer RNA-Probe wurden 20 pl des Ladepuffers hinzupipettiert und diese
Mischung dann im Hitzeblock bei 65°C fur ca. 10 min erhitzt und folgend kurz
auf Eis abgekuhlt. Das entstandene Kondenswasser wurde herunterzentrifugiert
und das Gel dann mit den vorbereiteten Proben beladen. Als Referenz diente
ein Standard mit RNA-Fragmenten definierter Grof3e (peqGOLD RNA Leitermix
[0,1-10 kbp]).

Premix-Ladepuffer

10 pl Formamid

3,5 pl Formaldehyd

2 ul 10 x MOPS Laufpuffer

2 pl loading dye (glycerinhaltig)
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ad 20 pl H,O

1 min abzentrifugieren

Die RNA-Proben wurden bei 25 V zunéchst langsam in das Gel einlaufen
gelassen, dann wurde die Voltzahl auf 80 V erhoht. Die Laufzeit der
Gelelektrophorese betrug im Durchschnitt ca. 1 ¥ bis 2 h.

Die Detektion von Nukleinsauren in den Agarose-Gelen erfolgte durch
Bestrahlung mit UV-Licht (Wellenlange A=254 nm). Dabei wurden
Ethidiumbromid-Molekile, die in Nukeinséuren interkalieren, zu einer sichtbaren
Fluoreszenz (A=560 nm) angeregt. Zur Dokumentation wurden die Gele
zunéachst fotografiert und der Transfer auf die positiv geladene Nylonmembran
vorbereitet.

Eine Plastikwanne wurde mit 20 x SSC beflllt und dartber eine Glasplatte
gelegt, auf der mit SSC angefeuchtetes Whatman-Papier lag, dessen Enden in

das 20 x SSC der Wanne hinein reichten.

20 x SSC
175 g NaCl
88 g Na;zCitrat*H,0O
HOad 1|
pH 7

Das Gel wurde mit den Taschen nach unten auf das feuchte Whatman-Papier
gelegt, dann folgte das luftblasenfreie Auflegen der auf das Gel passend
zurechtgeschnittenen feuchten Nylonmembran. Anschlieend wurden 3 Lagen
mit 20 x SSC befeuchtetes Whatman-Papier aufgebracht, gefolgt von 6-8 Lagen
trockenem Whatman-Papier. Es folgten passend auf das Gel zugeschnittene
trockene Papiertiicher, die ca. 8-10 cm hoch gestapelt wurden. Um das Gel
herum wurde noch eine Parafilmisolierung angebracht. Der Blot wurde mit
einem Gewicht von 1 kg beschwert und tiber Nacht erfolgte der Transfer auf die

Membran durch Kapillarsogkrafte.
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Papierticher

Whatmanpapier

Hybond™-N Mernhran

N ——————————| Agarosece
' i Yhatmanpapier
20% 55C Puffer

3.2 Northern Blot Apparaturaufbau

YYW|

Nach ca. 12 h wurde der Blot abgebaut und die Membran auf dem UV-
Transilluminator einem Crosslinking unterzogen. Durch die UV-Strahlung wurde
die einzelstrangige RNA an der Membran fixiert.

Bei 80°C wurde die Membran dann 2 h in einem Trockenschrank gelagert.
Dieses so genannte baking fixiert die RNA-Molekile auf der Nylonmembran
durch Ausbildung von Bindungen zwischen den Basen der RNA und den positiv
geladenen Aminogruppen der Nylonmembran.

Fir 3 h wurde die Membran anschlielend bei 42°C in einer
Prahybridisierlosung  im  Hybridisierofen  rotiert, um  unspezifische
Bindungsstellen fiur die Sonde zu blockieren. Durch die Rotation im

Hybridisierofen wurde die Membran gleichmafRiig benetzt.

Northern-Prahybridisierlosung (fiir Nylonmembranen)

5 ml Formamid

2,5ml 20 x SSC

1 ml 50 x Denhardt

500 pl 10 % SDS

Steriles, mit DEPC behandeltes H,O ad 10 ml

100 pl denaturierte (5 Minuten 100°C) Salmon-Sperm DNA-

LOsung

Denhardt’s Ldsung

2% Ficoll 40
2% Polyvinylpyrrolidon
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2% BSA (FraktionV)
in sterilem, mit DEPC behandeltem H20

Wahrend der Hybridisierung wurde die zuvor auf 100°C erhitzte PTN-Sonde der
Prahybridisierungslésung zugefugt und dber Nacht bei 42°C rotiert.
Anschlie3end wurde die Hybridisierungslésung entfernt und es folgten zwei 15
min Waschschritte mit 2 x SSC/0,1% SDS. Die Nylonmembran wurde dann in
Frischhaltefolie eingewickelt, es erfolgte die Filmexposition auf einer mit
Verstarkerfolie versehenen Hyperkassette™. In der Dunkelkammer wurde
hierzu der Nylonmembran ein BioMax MS Film aufgelegt. Der Film wurde
anschlieBend bei -80°C gelagert, wobei die Expositionszeit sich nach der
Strahlungsintensitat der Proben richtete.

Die Filmentwicklung erfolgte in der Dunkelkammer: der BioMax MS Film wurde
in das Entwicklerbad gelegt. Der Entwicklungsprozess wurde durch die
Stopplésung gestoppt und der Film im Fixierbad fixiert. Nach Spulen mit H,O

trocknete der Film bei Raumtemperatur.

Entwickler
1:6 Verdunnung des Dokumol SW-Entwicklers mit
monodestilliertem H20

Stopplésung
1% Essigsaure in monodestilliertem H20

Fixierer

1,26 M Na25205*H20
0,11 M K2520s5

Zur quantitativen Bestimmung des PTN-mRNA-Levels wurde der Blot auf einem
Phosphorscreen exponiert. Die Expositionsdauer richtete sich nach der
Strahlungsintensitat der Proben.

Da verschieden hohe Mengen an Gesamt-RNA vorlagen, musste der Anteil von
PTN-mRNA an der Gesamt-RNA bei jeder einzelnen Probe bestimmt werden.
Um die Gesamt-RNA bestimmen zu kdnnen, wurde die Nylonmembran erneut

prahybridisiert. In der Hybridisierung wurde eine fir 18S-RNA spezifische
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Sonde verwendet. Es folgte eine erneute Entwicklung und Messung der
Strahlungsintensitdt im Phosphorimager. Anhand der Daten aus dem
Phosphorimager konnte der PTN-mRNA-Anteil an der Gesamt-RNA durch

Division ermittelt werden.

3.2.11 PTN-ELISA

Die PTN-Konzentration im Zelliberstand und damit auch die verminderte PTN-
Sekretion der U87-Zellen als Antwort auf ein erfolgtes PTN-siRNA-Targeting
wurden mittels PTN-ELISA untersucht. Die Transfektion erfolgte wie unter
3.2.4.5 beschrieben.

Der U87-Zellrasen in den Wells wurde durch Verwendung von peqGOLD
RNApure™ zur RNA-Praparation (siehe Kapitel 3.2.9) vorbereitet. In dem
abgezogenen und vorerst eingefrorenen Medium sollte mittels PTN-ELISA die
verminderte PTN-Sekretion hachgewiesen werden.

Eine 96-Well-ELISA-Platte wurde zunachst mit 100 ul/Well des monoklonalen
PTN-Antikorper (Ascites), 1:5.000 in TBS bei 4°C tGber Nacht inkubiert.

1 x TBS (Tris-buffered saline)
20 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
pH-Wert-Einstellung auf 7,4 und Autoklavieren

TBST (Tris-buffered saline/Tween 20)
20 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl
0,05% (w/v) Tween 20

Am Morgen erfolgten drei 5 min Waschungen der Wells mit je 200 pl 1 x TBST
auf dem Schdttler. Die Blockierung unbesetzter Proteinbindungsstellen erfolgte
1 h mit 200 pl/Well einer Loésung aus 1% proteasefreiem BSA, 0,5 g/50 ml und 1
x TBST. Wiederum wurden die Wells dreimal 5 min mit 200 ul 1 x TBST bei

Raumtemperatur auf dem Schuttler gewaschen.
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Die zu messenden Proben (aus den transfizierten Wells abgezogenes Medium)
wurden 1:1 mit 1 x TBST verdunnt. 100 pl der so vorbereiteten Proben und
eines angefertigten Standards wurden dann in die Wells der ELISA-Platte

aufgetragen und bei Raumtemperatur 1 h auf dem Schiittler belassen.

Standardreihe mit rh Pleiotrophin von R&D Systems (50ug/ 500ul) in 1 x TBST
1.000 ng/ ml
300 ng/ ml
100 ng/ ml
30 ng/ ml

10 ng/ mi
3 ng/ ml
1 ng/ ml
0 ng/ ml

Nach der Einwirkzeit wurden die Proben verworfen und die Wells erneut dreimal
5 min mit 1 x TBST gewaschen. Von in 1 x TBST zu 100 ng/ml verdinntem
biotyniliertem  Anti-PTN-Detection-Antikorper wurden 100 pl pro Well
hinzupipettiert und es erfolgte eine Einwirkzeit von 1 h bei Raumtemperatur und
leichtem Schitteln. Danach wurde wiederum dreimal mit 1 x TBST gewaschen,
gefolgt von der Zugabe von 100 pl/Well der Streptavidin-konjugierten
alkalischen Phosphatase (200 ng/ml in 1x TBST). Eine Inkubation erfolgte 1 h
bei Raumtemperatur, danach wurde wiederum dreimalig mit 1 x TBST
gewaschen. Nach dem Waschen wurde in jedes Well 100 pl des p-Nitrophenyl-
Phosphat-Substrates hinzu gegeben. Dieses Substrat wurde unter
gleichmaliigem Schiitteln lichtgeschitzt ca. 1 h bei Raumtemperatur in den
Wells belassen. Die alkalische Phosphatase spaltete den Phosphatrest vom
farblosen Nitrophenylphosphat ab und es entstand p-Nitrophenol, welches
schwach gelb ist. Diese Reaktion konnte in einem Photometer bei einer
Extinktion von 405 nm gemessen werden. Die Intensitat der Farbe war dabei
proportional zu der Konzentration des entstandenen Nitrophenols und damit
auch zu der Konzentration des zu bestimmenden PTNs in der Probe. Uber
Nacht wurde die ELISA-Platte bei 4°C im Dunkeln gelagert und am né&chsten

Morgen nochmals die Extinktion bei 405 nm gemessen.
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Zur Quantifizierung wurde das Standard-rh-Pleitrophin von R&D Systems (50
pg/500 pl) mit genauer Konzentrationsangabe verwendet. Aus der erstellten
Verdinnungsreihe konnte durch Auftragen der gemessenen Extinktion im
Verhéltnis zur Konzentration in einem Diagramm eine Eichgerade erstellt
werden. Aus der Gegenuberstellung der Extinktionswerte der Proben mit denen
der Standardreihe konnten die Konzentrationen des sekretierten PTN im

Medium direkt ermittelt werden.

3.2.12 Proliferations-Assay (WST-Assay)

Fur die Bestimmung und Quantifizierung der Zellproliferation und Zellvitalitat
wurde in dieser Arbeit der WST-Assay angewendet, der nach dem
Tetrazoliumsalz WST-1 benannt ist. Dieser colorimetrische Assay basiert auf
der Reduktion des wasserlgslichen, hellroten Tetrazoliumsalz WST-1 zu einem
l6slichen, dunkelroten Formazan. Diese Reaktion wird durch das mitochondriale
Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System katalysiert, welches nur in vitalen
Zellen aktiv ist. Die Menge des entstandenen Formazan-Farbstoffs korreliert

direkt mit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen.

Die Transfektionen erfolgten in 96-Well-Platten, wobei die dul3eren Reihen der
Platte nur mit 200 ul/Well PBS beflllt worden waren.

Nach ca. 24 h wurde die erste Messung durchgefiihrt und diente dann als
Normierungsgrundlage fur die zeitabhangigen Messungen.

Nach Aspiration des Mediums wurden 100 pl 2% FCS-haltiges IMDM-Medium
und 10 pl WST1-Losung pro Well hinzu pipettiert und genau 1 h bei 37°C
inkubiert. Als Hintergrundkontrolle oder Nullwert diente ein gleich behandeltes
Well ohne vorherige Zelleinsaat.

Die optische Dichte des entstandenen Formazan wurde mittels ELISA-
Plattenlesegerét bei einer Absorption von 450 nm quantifiziert. Jeweils 8 bis 10
Wells wurden an einem Messtag untersucht, um Mittelwert und

Standardabweichungen berechnen zu kénnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung des niedermolekularen F25-LMW-PEI

4.1.1 Gel-Permeationschromatographie

Die gelpermeationschromatographische Trennung der Ldsung eines
verzweigten 25-kDa-Polyethylenimins diente zur Herstellung des Low molecular
weight Polyethylenimins F25-LMW-PEI mit maoglichst hoher
Transfektionseffizienz und geringer Toxizitat.

Ein kauflich erworbenes 25-kDa PEI wurde durch die GroRRenausschluss-
Chromatographie nach Molekulargewicht in einzelne 1 ml Fraktionen
aufgetrennt, da in dem synthetisch hergestellten, verzweigtkettigen
Polyethylenimin Molekile unterschiedlicher MolekilgroRe vorliegen. Die
Trennung erfolgte nach dem hydrodynamischen Volumen der Molekile in
Losung. Kleinere Molekile mit einem geringeren Molekulargewicht diffundierten
tiefer in die Poren der mit dem Kunstharz Sephadex™ G50 fine befiillten
Trennsaule als groRere mit hherem Molekulargewicht. Die groReren Molekile
bewegten sich schneller durch die Saule und befanden sich somit in den
vorderen gesammelten Fraktionen.

Die Saulen wurden zunachst mit PEI-Proben kalibriert, deren Molekile ein
bekanntes Molekulargewicht besitzen. Wahrend eines Fraktionierungs-Laufs

des 25-kDa PEls wurden 80 bis 100 1 ml Fraktionen gesammelt.

4.1.2 Konzentrationsbestimmung durch Verwendung einer Standardreihe

und Erstellung einer PEI-Eichgeraden

Zur Konzentrationsbestimmung der gesammelten Fraktionen wurden nach Cu-
Komplexierung deren Absorptionen mittels ELISA-Plattenlesegerat bestimmt
und mit den Absorptionen einer bekannten PEI-Standardreihe mit festgelegten
Konzentrationen verglichen. Die Konzentration der einzelnen Fraktionen konnte
dann mit Hilfe der Kenntnis der Konzentrationen aus der vorliegenden PEI-

Standardeichkurve berechnet werden. Exemplarisch abgebildet ist in Abb. 4.1
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eine solche PEI-Standardkurve, die durch eine Verdinnungsreihe einer 50
mg/ml PEI-Stammldsung, wie in 3.2.2 beschrieben, erstellt wurde.

0,35

0334 A
0,31

0.29-F /
0,27 /

0,25 /

0,23+

021k /

0.19-f /-
0,17

Absorption bei 630 nm

Konzentration (ug/ul)

Abbildung 4.1: Typische PEI-Standardkurve

Es wurde eine Regressionsgerade erstellt und hieriber konnten die
Konzentrationen des F25-LMW-PEIs abgelesen werden.

4.1.3 Erstellung eines PEI-Elutionsprofils

Die einzelnen Konzentrationen wurden im Diagramm den nummerierten
Fraktionen zugeordnet, so entstand bei Gegenuberstellung der beiden
Parameter ein Elutionsprofil wie in Abb. 4.2 dargestellt. Der charakteristische 25
kDa Hauptpeak liegt zwischen den Fraktionen 12 und 22, mit einem Peak-
Maximum bei Fraktion 14. Die PEI-Konzentration steigt zwischen den
Fraktionen 7 und 12 stark an, der spate Abfall des Peaks zwischen den
Fraktionen 18 und 27 ist im Gegensatz hierzu verlangsamt und noch auf
hoherem Niveau, bis er bei Fraktion 28 abfallt und die Absorption kaum noch
bestimmt werden kann bzw. knapp tber der Nachweisgrenze liegt.

Die PEI-Konzentrationen in den hoheren Fraktionen weisen einzelne kleine
Peaks auf wie z. B. um die Fraktionen 36, 59 und 71. Hier kann man aufgrund
der minimalen Ausschlage und fehlender Reproduzierbarkeit in mehreren

Messreihen von Verunreinigungen ausgehen.
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Abbildung 4.2: Elutionsprofil einer Gel-Permeationschromatographie von 50 mg 25kD-PEI an
Sephadex G50™ fine zur Herstellung des Low molecular weight Polyethylenimins F25-L MW-PEI

4.1.4 Charakterisierung einzelner Fraktionen und Vereinigung zu F25-
LMW-PEI

Nach Konzentrationsbestimmung der einzelnen Fraktionen wurden jeweils 4
Fraktionen zusammengefuhrt. Es folgte eine erneute
Konzentrationsbestimmung der vereinigten Fraktionen, mit denen in folgenden

Versuchen die Transfektionen durchgefuhrt wurden.

In den Versuchsreihnen wurde ausschlie3lich das F25-LMW-PEI genutzt,
welches durch Vereinigung aller Fraktionen mit guter Transfektionseffizienz
entstand. Zunachst sollte die DNA-Transfektionseffizienz des F25-LMW-PEIs in
mehreren Versuchen in Abhangigkeit verschiedener Parameter charakterisiert
werden. Im Anschluss erfolgten die Versuche zur Uberpriifung des siRNA-

Knockdowns.
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4.2 Optimierung der DNA-Transfektionseffizienz von F25-LMW-PEI

In den ersten Versuchen wurde die DNA-Transfektionseffizienz in Abhéngigkeit
von der PEI/DNA-Ratio und unter verschiedenen Transfektionsbedingungen
untersucht.

Zur Kontrolle der Wirksamkeit von PEI-vermittelten DNA-Transfektionen wurde
die Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3 verwendet. Die verwendete DNA war der
Luciferase-Expressionsvektor  pGI3-NFKB-DNA, so dass man die
Transfektionseffizienz direkt proportional der im Luminometer gemessenen
Luciferase-Aktivitat (RLU) annehmen konnte. Die PEI/DNA-Ratio, bei der es
sich um das Verhéltnis der PEI-Menge zur DNA-Menge handelt, wurde in de
den Versuchen zwischen 10 und 35 variiert. Das F25-LMW-PEI sowie die DNA
wurden zunachst einzeln in verschiedenen Lésungen mit 150 mM NaCl, 5%
Glucose oder dem Puffer NaCI-HEPES aufgenommen und dann zur
Komplexierung vereint.

Der Puffer NaCI-HEPES wurde als Alternative neben der 150 mM NaCl-Lésung
verwendet. Aufgrund des erhdhten Arbeitsaufwandes fur die Einstellung des
pH-Wertes der 150 mM NaCl-Lésung vor jedem Versuch, wurde ein direkter
Vergleich der Komplexierungsbedingungen des Puffers mit der Ldsung
angestrebt. Die 5% Glucose-Losung hatte einen voreingestellten pH-Wert von
7,4.

Die Transfektionen erfolgten 1 h nach der Komplexierung (Vereinigung der
Anséatze von PEI und DNA) in 2% FCS-haltigem IMDM-Medium, es erfolgte im
Verlauf kein Medienwechsel.

Gemessen wurden die Luciferase-Aktivitaten zu verschiedenen Zeitpunkten
bzw. nach verschiedenen Inkubationszeiten der Komplexe auf die Zellen, um
eine Zeitabhangigkeit, der auf die Zellen einwirkenden Transfektionskomplexe

zu beobachten.
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Abbildung 4.3: Darstellung der DNA-Transfektionseffizienzen in Abhéngigkeit von der PEI/DNA-
Ratio, der Komplexierungslosung sowie der Zeit

In der Abbildung 4.3 ist die Transfektionseffizienz in Abhangigkeit von der
PEI/DNA-Ratio, der Komplexierungslésung und der Einwirkdauer dargestellt.
Nach 24 h zeigten die Luciferase-Aktivitdten fur die in den verschiedenen
Ansatzen mit 5% Glucose, 150 mM NaCl oder NaCI-HEPES komplexierten
Ansatze in Abh&ngigkeit von der Ratio steigende Luciferase-Aktivitaten bis auf
ein Maximum von ca. 100.000 RLU fur die in NaCI-HEPES komplexierten
PEI/DNA-Ratio 35-Ansatze.

In allen Ansatzreihen zeigte sich unabhangig vom Zeitpunkt der Messung eine
nahezu proportionale Zunahme der Luciferase-Aktivitdit mit Anstieg der
PEI/DNA-Ratio von 10 auf 35. Insgesamt lagen die Absolutwerte in RLU jedoch
fur die in 150 mM NaCl und NaCIl-HEPES gelosten Transfektionskomplexe
hoher als die, der in 5% Glucose-L6sung hergestellten Komplexe. Nach 48 h
war dieser Effekt noch ausgepragter und es zeigte sich fur die in der 150 mM
NaCl-Losung hergestellten Komplexe der Ratio 35 eine Luciferase-Aktivitat von
Uber 230.000 RLU. Insgesamt stellte sich fur die in der 150 mM NaCl-Ldsung
oder dem Puffer NaCI-HEPES gelosten Komplexe eine annéahernd gleich gute
Transfektionseffizienz dar. Die Werte der Luciferase-Aktivitat, der in 5%
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Glucose angefertigten Ansatze nach 48 h, lagen im Gegensatz hierzu weit
darunter, waren aber mit Werten bis zu 75.000 RLU fir die Ratio 35-Ansatze

eindeutig nachweisbar.

4.3 Transiente Co-Transfektionen von DNA und siRNA

Zur Uberprufung der Wirksamkeit von PEl-vermittelten siRNA-Transfektionen
und dem damit verbundenen siRNA-Knockdown wurden ebenfalls SKOV3-
Zellen verwendet. Es wurde die gleiche Menge an Luciferase exprimierender
pGI3-NFkB-DNA und der spezifisch gegen die Luciferase-mRNA gerichteten
pGL3-siRNA verwendet. Als Negativ-Kontrolle fir den Luciferase-Knockdown
diente die unspezifische pGI2-siRNA.

Untersucht wurden analog zu den in 4.2 dargestellten Versuchen zur DNA-
Transfektionseffizienz die optimalen Bedingungen fir die Transfektion mit
PEI/siRNA/DNA-Komplexen. Entsprechend wurden verschiedene
PEI/siRNA/DNA-Ratios verwendet, um eine moglichst hohe Effizienz zu
ermitteln. Hierbei handelt es sich um das Verhéltnis der PEI-Menge zur DNA-
und siRNA-Menge. Da in den DNA-Transfektionsversuchen, wie in Abb. 4.3
dargestellt, fur Ratio 10 keine Luciferase-Expression messbar war, wurden bei
den Co-Transfektionen die PEI/siRNA/DNA-Ratios 15-35 untersucht.

Die Komplexierungen erfolgten in einer 150 mM NaCl- oder einer 5% Glucose-
Lésung und in dem Puffer NaCI-HEPES. Die Transfektion der SKOV3-Zellen in
2% FCS-haltigem IMDM-Medium erfolgte 1 h nach Komplexierung, ein
Medienwechsel fand nicht statt. Die Messungen der Luciferase-Aktivitaten
wurden nach 24 h und 48 h zur Darstellung einer evtl. Zeitabhangigkeit
durchgefuhrt.

Beispielhaft flr die Absolutwerte wurde die Abbildung einer Transfektion
ausgesucht, da die Absolutwerte zwischen unterschiedlichen Experimenten

aufgrund der Zelldichte divergierten.
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Abbildung 4.4: Vergleich der Luciferase-Aktivitaten in SKOV3-Zellen und des PEI/siRNA-
vermittelten Gentargetings in Abhangigkeit von der PEI/siRNA/DNA-Ratio und der verwendeten
Loésung mit 5% Glucose, 150mM NaCl oder dem Puffer NaCI-HEPES nach 24 h und 48 h

Nach 24 h war die DNA-Transfektion (hier gleichzusetzen mit den Zellen, die
mit der DNA und der unspezifischen siRNA pGI2 transfiziert wurden) schon gut
nachweisbar. Es zeigte sich eine proportionale Zunahme der DNA-
Transfektionseffizienz mit Zunahme der Ratio analog der in Kapitel 4.2
dargestellten Ergebnisse. Ebenfalls war die DNA-Transfektionseffizienz
abhangig von der verwendeten Losung bzw. dem Puffer. Sowohl nach 24 h als
auch nach 48 h waren die Luciferase-Aktivitaiten am starksten ausgepragt bei
den Zellen, die mit den in 150 mM NaCl komplexierten Ansétzen transfiziert
worden waren.

Der siRNA-Knockdown, der durch die Herunterregulation der Luciferase-
Aktivitat bei den mit der DNA und der spezifischen pGI3-siRNA behandelten
Zellen dargestellt wurde, war aufgrund der hoheren Absolutwerte der
Luciferase-Aktivitditen bei den in 150 mM NaCl- und NaCI-HEPES
komplexierten Ansatzen besser nachweisbar als bei den in Glucose
komplexierten Ansatzen.

Nach 48 h waren die DNA-Transfektionseffizienz aufgrund der hoheren
Luciferase-Expression sowie der siRNA-Knockdown durch Reduktion der
Luciferase-Aktivitditen (bei hoheren Absolutwerten) noch eindeutiger

nachweisbar als nach 24 h.
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Zur verbesserten Darstellung der Effizienz der Herunterregulation der
Luciferase-Aktivitat und des siRNA-Knockdowns wurden mehrere Ergebnisse
zusammengefasst und deren Absolutwerte normiert. So stellten die mit der
unspezifischen siRNA pGI2 behandelten Zellen die Vergleichsgruppe dar und
wurden gleich 100% gesetzt. Die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitaten
durch den siRNA-Knockdown wurde hieran bemessen. Ebenfalls wurden
nachfolgend in Abb. 4.5 die Komplexierungsbedingungen in 5% Glucose, 150
mM NaCl und in dem Puffer NaCI-HEPES gegeniber gestellt und die Ratios 20,
25, 30 und 35 verglichen.

120

100

60— - -

Luciferase-Aktvitat (%) +/- SEM

20—

—
==

O OWLWOO LWL OO OOLWLW OO LW oo WnLWwn OO WWOoOO LWL OO NLWOO LW OO WM OO LWL
NANNNOMOM™M NANNANMOOMOOOM NANNNOMOMOMOM NANNNOMOOHOH®M NANNNOMOOHOOM NNNNOMMHM®M
00000000 20000000 2920000020 0202000020090 20000002002 00000200
TTEETSCTGES SESSCERE CORCTCTTE ST COCS TRNCTCNSRSE BOCCOT®®
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
<L <L <LLLCLL CLLLLL<LL << LLL<LS L <L
ZZZ22Z2Z ZZZZZZZZ ZZZZZZZZ ZZZZZZZZ ZZZZZZZZ ZZ2ZZZZZZZ
Erorror roerrerrre rrrroerrc rErrerrld rrrroerre rrrrexoel
nnnnnonnon nununnnnnon nwnnnnnnon nunnnnnnon nunnnonnon nnnunnnnon
NONONOND NONONONGD NONONONGD NONONOND NONODNOND  NONONODND
VO00VOVLOY VOOVVLOOY VOVLVLOOVLY VVOVVVLOYL VOOVLVOLOY VOOOOVLOO
00000000 00000000 oo0oo0oo0o00Q0o0 00000000 00000000 00000000

Glucose NaCl HEPES Glucose NaCl HEPES

24h 24h 24h 48h 48h 48h

Abbildung 4.5: Darstellung des PEI/siRNA-vermittelten Gentargetings in Abhangigkeit von der
PEI/siRNA/DNA-Ratio und der verwendeten Losung mit 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem
Puffer NaCI-HEPES nach 24 h und 48 h in SKOV3-Zellen

Betrachtet man in Abb. 4.5 die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitaten
durch siRNA-Knockdown unabhéngig von den gemessenen Absolutwerten der
Luciferase-Aktivitat, erkennt man, dass die Herunterregulation bei den in der
150 mM NaCl-Lésung und den in dem Puffer NaCI-HEPES komplexierten
Ansatzen, besser nachzuweisen war als bei den in 5% Glucose komplexierten

Ansatzen. Dieses galt besonders fir die nach 48 h durchgeflhrten

Transfektionen.
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Der Effekt der Herunterregulation war nach 24 h und 48 h bei allen Ansétzen
eindeutig nachweisbar und es erfolgten Reduktionen der Luciferase-Aktivitaten
auf Werte bis 15% im Vergleich zu den mit der unspezifischen siRNA
behandelten Zellen.

Die aufgefuhrten SEM (Standard error of the mean) der normierten Werte
zeigen, dass zwischen den einzelnen nach gleichen Bedingungen
durchgefiihrten Versuchen die Abweichungen der einzelnen Messungen gering

waren.

4.3.1 Direkter Vergleich der Komplexierungsbedingungen in 150 mM NaCl
oder dem Puffer NaClI-HEPES

Ein Vergleich der DNA-Transfektionseffizienzen und dem siRNA-vermittelten
Knockdown nach Komplexierung in 150 mM NaCl oder dem Puffer NaCl-
HEPES wurde nach 24 h dargestellt, um zu zeigen, dass sowohl 150 mM NaCl
als auch der Puffer gleichwertig zur DNA-Transfektion und zum sSiRNA-

vermitteltem Knockdown eingesetzt werden kdnnen.
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Abbildung 4.6: Vergleich der Luciferase-Aktivitdten und des siRNA-vermittelten Knockdowns in
SKOV3-Zellen in Abhéngigkeit von der PEI/siRNA/DNA-Ratio und der verwendeten 150 mM
NaCl-Ldsung oder dem Puffer NaCI-HEPES nach 24 h

Die in NaCl komplexierten Ansatze zeigten eine mit der PEI/siRNA/DNA-Ratio

von 20 bis 35 ansteigende DNA-Transfektionseffizienz in Bezug auf die
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Absolutwerte (Werte fur unspezifische siRNA pGI2). Fir die in dem Puffer NaCl-
HEPES komplexierten Ansatze waren die Absolutwerte fir die mit der
unspezifischen siRNA behandelten Zellen weniger abhangig von der
PEI/siRNA/DNA-Ratio und stiegen insgesamt von 350.000 auf 420.000 RLU.

Die Herunterregulation der Luciferase-Expression durch Einsatz der
spezifischen siRNA pGI3 war unter beiden Komplexierungsbedingungen
nachweisbar. Aufgrund des direkten Vergleichs und Darstellung eines fast
gleichwertigen siRNA-Knockdowns wurde in verschiedenen folgenden

Versuchen als Komplexierungslosung der Puffer NaClI-HEPES verwendet.

4.4 DNA-Transfektionseffizienz und Effizienz des siRNA-Knockdowns

nach Lyophilisierung

Die Transfektionen wurden nach dem Protokoll durchgefihrt wie die unter 4.3
beschriebenen transienten Co-Transfektionen. Es wurden die
Komplexierungsbedingungen in der 5% Glucose-Ldsung und dem Puffer NaCl-
HEPES sowie die Ratios 20, 25, 30 und 35 verglichen.

Die Lyophilisierung der hergestellten Komplexe diente zur Untersuchung der
mdoglichen Kryokonservierung von PEI-Oligonukleotidkomplexen und zur
Uberprifung des moglichen siRNA-Knockdowns. Nach abgeschlossener
Lyophilisierung Uber Nacht wurden die in EppendorfgefaR3en lyophilisierten
Ansatze in der entsprechenden Menge der 5% Glucose-Lésung oder des
Puffers NaCI-HEPES aufgenommen. Es wurde genau das Volumen an Lésung
oder Puffer wieder hinzugefthrt, welches vor der Lyophilisierung als
Komplexlésung in die Eppendorfgefal’e gegeben worden war. Danach wurden
die Anséatze auf die in den 24-Well-Platten ausgesaten 60.000 SKOVS3-
Zellen/Well in 2% FCS-haltiges IMDM-Medium pipettiert und die Transfektion
durchgefuhrt. Nach 4 h erfolgte ein Medienwechsel mit 10% FCS-haltigem
IMDM-Medium.

Es wurden mehrere gleich aufgebaute Transfektionen durchgefiihrt und die
Ergebnisse zusammengefasst. In diesen Versuchen konnte man die

Absolutwerte gut vergleichen, die in mehreren hintereinander durchgefiihrten
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Versuchen fur die unterschiedlichen Bedingungen konstante Ergebnisse

aufwiesen.
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Abbildung 4.7: Vergleich der Luciferase-Aktivitat und des siRNA-vermittelten Knockdowns in
SKOV3-Zellen in Abhéngigkeit von der PEI/SiRNA/DNA-Ratio und des verwendeten Solvens
Glucose oder NaCI-HEPES nach 24 h und 48 h und nach vorheriger Lyophilisierung

Im Gegensatz zu den mit den frischen Komplexen durchgefiihrten
Transfektionen wurden fur die in 5% Glucose zubereiteten Komplexe nach
Lyophilisierung und anschlieBender Rehydratation in Glucose hdhere
Absolutwerte als fur die in dem Puffer NaCI-HEPES gelosten Komplexe, sowohl
nach 24 h als auch nach 48 h, erreicht.

Nach 24 h zeigten sich fir die im PEI/siRNA/DNA-Verhaltnis 30 mit der
unspezifischen pGI2-siRNA behandelten Zellen hohe Absolutwerte mit ca.
1.100.000 RLU. Nach 48 h lag bei den in 5% Glucose komplexierten Ansatzen
das Maximum an RLU bei ca. 1.250.000, auch hier bei dem PEI/SiRNA/DNA-
Verhaltnis von 30. Die Herunterregulation der Luciferase-Expression durch den
Einsatz der pGI3-siRNA war nach 24 h und 48 h ausgepréagt, ein direkter
Vergleich der Effizienz des siRNA-Knockdowns ist jedoch nach Normierung,
wie in Abb. 4.8 gezeigt, besser moglich.

Die im Puffer NaCI-HEPES komplexierten und resolubilisierten Ansatze

erreichten nach 48 h lediglich Maximalwerte von ca. 390.000 RLU fur die mit
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dem Ratio 20-Ansatz transfizierten Zellen. Auffallig war bei Betrachtung der
Werte nach 48 h, dass im Gegensatz zu den Ergebnissen der mit den frischen
Komplexen durchgefiihrten Transfektionen, die DNA-Transfektionseffizienz
disproportional zum PEI/siRNA/DNA-Verhaltnis erschien: Mit Zunahme der
Ratio nahm die Luciferase-Expression ab (vgl. Absolutwerte, der mit der pGI2-
SiRNA behandelten Zellen nach 48 h).

Zum Nachweis der Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat durch
PEI/siRNA-vermitteltes Gentargeting wurden die in der Abb. 4.7 dargestellten
Versuchswerte normiert und die Werte der mit der unspezifischen siRNA pGL2
behandelten Zellen gleich 100% gesetzt. Diese Werte entsprachen der DNA-
Transfektionseffizienz fir eine bestimmte PEI/SiRNA/DNA-Ratio in Abhangigkeit
von Losung oder Puffer und Zeit.

Die Herunterregulation durch den siRNA-vermittelten Knockdown konnte hierzu
ins Verhaltnis gestellt werden und die Reduktion der Luciferase-Aktivitdten zu

bestimmten Zeitpunkten in Abhangigkeit von der Ratio direkt verglichen werden.
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Abbildung 4.8: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-Zellen in Abhéngigkeit von der
Ratio und der verwendeten Ldsung von 5% Glucose oder dem Puffer NaCIl-HEPES nach
Lyophilisierung der Komplexe

Es zeigten sich sowohl fur die 5% Glucose-Lésung als auch fir den Puffer
NaCIl-HEPES eine konstante Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat durch

PEI/siRNA-Gentargeting nach 24 h und nach 48 h.
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Fur die in 5% Glucose komplexierten Ansatze wurde eine maximale Luciferase-
Aktivitats-Reduktion um ca. 80% nach 24 h bei den Ratio 30-Ansatzen erreicht.
Im Vergleich lagen hier auch die Absolutwerte auf einem hohen Niveau, wie in
Abb. 4.7 ersichtlich. Weitere Herunterregulationen nach 24 h lagen zwischen 50
- 75%. Nach 48 h wurde eine Reduktion der Luciferase-Expression fir die in 5%
Glucose hergestellten Komplexe um 60% unabhangig von der verwendeten
PEI/siRNA/DNA-Ratio dargestellt.

Die in dem Puffer NaCI-HEPES komplexierten Ansatze zeigten hinsichtlich des
PEI/siRNA-vermittelten Gentargetings vor allem nach 24 h fir die mit den
Ansatzen der PEI/SIRNA/DNA-Ratios 30 und 35 transfizierten Zellen eine
Herunterregulation um fast 90%. Nach 48 h waren die Ergebnisse beider

Komplexierungsbedingungen &hnlich.

4.5 Vergleich der Transfektionsbedingungen bei stabil Luciferase-

exprimierenden SKOV3-10-Zellen

Untersucht wurde das PEI/siRNA-vermittelte Gentargeting an den Luciferase-
exprimierenden Zellen SKOV3-10, die eine stabile Luciferase-Aktivitét
aufwiesen. Die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat entsprach einem
Gentargeting bzw. einem siRNA-Knockdown.

Die Zellen wurden mit in 5% Glucose-L6sung hergestellten Ansatzen behandelt,
das N/P-Verhaltnis war konstant und es wurde eine PEI/siRNA/DNA-Ratio von
20 ausgewahlt. Zusatzlich zur entweder spezifischen siRNA pGI3 oder der
unspezifischen siRNA pGI2 wurde das DNA-Plasmid pRc-CMV transfiziert.
Variiert wurden die Mengen von siRNA und DNA (in pmol) bei gleich bleibender
Ratio 20 mit PEI. Beobachtet wurden in diesem Versuch die spateren
Zeitpunkte nach 72 h und 96 h.
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Abbildung 4.9: Vergleich der Luciferase-Aktivitaten und des siRNA-vermittelten Knockdowns in
SKOV3-10-Zellen in Abhangigkeit der verwendeten siRNA/DNA/PEI-Menge nach 72 h und 96 h in
5% Glucose

Die Zunahme der Luciferase-Aktivitdt auf hohere Absolutwerte in RLU nach
langerer Einwirkdauer bei den stabil Luciferase-exprimierenden Zellen ist durch
das Wachstum und die Ausbreitung der Zelldichte in den Wells in Abhangigkeit
von der Wachstumsdauer zu erklaren.

Betrachtet man die Luciferase-Aktivitdten zu beiden Zeitpunkten, so ist
auffallend, dass die RLU mit zunehmendem Anstieg der siRNA/DNA/PEI-
Menge insgesamt sinken. Die héchsten Absolutwerte wurden also bei den mit
10 pmol siRNA und DNA behandelten Ansatzen detektiert. Dieser Effekt ist auf
die im Verhaltnis zur siRNA/DNA-Menge ansteigende PEI-Menge bei
konstanter Ratio 20 zurlckzufuhren, da Polyethylenimine in hohen

Konzentrationen zytotoxisch wirken.
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Abbildung 4.10: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen in Abhéngigkeit der
verwendeten siRNA/DNA/PEI-Menge nach 72 h und 96 h in 5% Glucose

Betrachtet man in Abb. 4.10 die normierten Werte, so kann man sehen, dass
die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat erst bei der Verwendung einer
SiIRNA/DNA-Menge ab 20 pmol stattfindet. Das Maximum der
Herunterregulation und damit ein positiver Nachweis eines PEI/SiRNA-
vermittelten Gentargetings liegt nach 72 h fir die mit den 20 pmol siRNA/DNA
behandelten Ansatze vor. Nach 96 h war die Herunterregulation der Luciferase-
Aktivitat fur die Ansatze mit 50 pmol siRNA/DNA auf 43% vergleichbar mit der
des 20 pmol Ansatzes auf ca. 39%.

4.6 Vergleich der Transfektionsbedingungen bei stabil Luciferase-
exprimierenden SKOV3-10-Zellen nach Lyophilisierung

Die wie unter 4.5 beschrieben hergestellten Transfektions-Ansatze wurden tber
Nacht lyophilisiert und anschlieBend in der entsprechenden Menge 5%
Glucose-L6sung resolubilisiert. Es wurden die siRNA/DNA-Mengen von 10, 20,
30, 50 und 100 pmol bei einer konstanten PEI/siRNA/DNA-Ratio von 20
verwendet. Auch hier wurde das DNA-Plasmid pRc-CMV zusatzlich transfiziert.

Die Messungen erfolgten nach 72 h und 96 h.
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Abbildung 4.11: Vergleich der Luciferase-Aktivitaten in SKOV3-10-Zellen in Abhangigkeit der
verwendeten siRNA/DNA/PEI-Menge 72 h und 96 h nach Transfektion sowie Aufnahme der
lyophilisierten Komplexe in 5% Glucose

Bei Betrachtung der Abb. 4.11 ist deutlich, dass die Luciferase-Aktivitat nach
weiteren 24 h Wachstumsdauer und entsprechender Zellvermehrung der stabil
Luciferase-exprimierenden SKOV3-10-Zellen weiter ansteigt. Es zeigten sich
insgesamt hohere RLU (Absolutwerte) nach 96 h als nach 72 h.

Die Absolutwerte der Luciferase-Aktivitat sanken entsprechend den unter 4.5
aufgefuhrten Ergebnissen mit ansteigender siRNA/DNA-Menge und damit auch
steigender PEI-Menge. Bei den siRNA/DNA-Mengen von 50 und 100 pmol
waren kaum noch Luciferase-Aktivitdten nachweisbar, welches durch die
zunehmende Zytotoxizitat bei steigenden PEI-Mengen erklarbar ist.

Zur verbesserten Darstellung des PEI/siRNA-vermittelten Knockdowns durch
Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat wurden die in der Abb. 4.11
gezeigten Versuchswerte wie zuvor normiert. Die Werte der mit der
unspezifischen siRNA pGI2 behandelten Zellen entsprachen der natirlichen
Luciferase-Expression der stabil exprimierenden SKOV3-10-Zellen. Die
Herunterregulation durch den siRNA-vermittelten Knockdown konnte hierzu ins
Verhdltnis gestellt und die Reduktion der Luciferase-Aktivitdten zu bestimmten
Zeitpunkten in Abhangigkeit von der siRNA/DNA- bzw. der PEI-Menge bei

konstanter Ratio 20 direkt verglichen werden.
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Abbildung 4.12: Darstellung des PEI/siRNA-vermittelten Knockdowns der Luciferase-Aktivitat in
SKOV3-10-Zellen in Abhangigkeit von der verwendeten siRNA/DNA/PEI-Menge nach 72 h und 96
h in 5% Glucose nach Lyophilisierung

Betrachtet man Abb. 4.12, so ist auch fur die nach der Lyophilisierung
transfizierten Zellen eine Herunterregulation von mehr als 50% bei den 20 pmol
und 30 pmol siRNA/DNA-Anséatzen zu erkennen. Die Reduktion der Luciferase-
Expression ist zu dem friheren Zeitpunkt bei allen Anséatzen deutlicher
nachweisbar. Bei Verwendung einer geringeren siRNA/DNA-Menge kann eine
Herunterregulation auf bis ca. 75% erreicht werden.

Die Werte fur die Ansatze mit 50 und 100 pmol siRNA/DNA sind, wie man an
den Standardabweichungen sehen kann, aufgrund der unterschiedlichen und
nur sehr kleinen absoluten Zahlen der RLU nur eingeschrankt verwertbar.

Aufgrund der ansteigenden Zytotoxizitat bei konstanter Ratio und steigender
PEI-Menge mit Verwendung von mehr als 30 pmol siRNA/DNA, wurde in allen
folgenden Versuchen mit stabil transfizierten, Luciferase-exprimierenden
SKOV3-10-Zellen mit einer Menge von 20 pmol siRNA/DNA gearbeitet. Variiert
wurde jedoch folgend die PEI/siRNA/DNA-Ratio.

61



Ergebnisse

4.7 Vergleich des PEI/siRNA-vermittelten Knockdowns in Abhangigkeit
von Ratio, Losung und Puffer

Bislang waren die Versuche mit den stabil Luciferase-exprimierenden SKOV3-
10-Zellen mit einer PEI/SIRNA/DNA-Ratio von 20 durchgefiihrt worden. In
diesem Versuch sollte die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat in
Abhangigkeit von der Ratio bzw. dem N/P-Verhéaltnis untersucht werden. Die
PEI/siRNA/DNA-Ratio bei Verwendung von frischen, nicht lyophilisierten
Komplexen war in vorherigen Versuchen (unverdffentlichtes Material) schon auf
Werte zwischen 20 und 30 eingegrenzt worden, so dass hier diese beiden
Ratios direkt gegentber gestellt werden sollten.

In beiden Ansatzen wurden 20 pmol siRNA (pGI2 oder pGI3) und DNA (pRc-
CMV) angewendet, PEI wurde im entsprechenden Verhaltnis 20 bzw. 30
zugesetzt. Die Komplexierungen erfolgten in 5% Glucose-, in 150 mM NacCl-
Losung bzw. dem Puffer NaCI-HEPES. Die Transfektionen erfolgten in 2%
FCS-haltigem IMDM-Medium, ein Medienwechsel erfolgte nach 24 h.
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Abbildung 4.13: Vergleich der Luciferase-Aktivitaten in SKOV3-10-Zellen in Abhangigkeit der
verwendeten Ratio 20 bzw. 30 in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer NaCI-HEPES, nach
24h,48hund 72 h

Vergleicht man die Absolutwerte der gemessenen Luciferase-Aktivitaten
miteinander, so kann man erkennen, dass diese fur die mit der PEI/SiRNA/DNA-
Ratio 20 behandelten Zellen insgesamt etwas hoher liegen als fur die mit der
PEI/SiRNA/DNA-Ratio 30 behandelten Zellen, was am ehesten auf die Toxizitat
des PEls in hoheren Dosen zurtickzufuhren ist.

Die SKOV3-10-Zellen, bei denen die in 5% Glucose komplexierten Ansétze
genutzt wurden, weisen die hoheren Absolutwerte auf. Eine Erhdhung der
Luciferase-Aktivitdt mit zunehmender Wachstumsdauer der Zellen ist im
Gegensatz zu den unter 4.4 und 4.6 aufgefthrten Versuchen nicht zu erkennen.
Die hohen Standardfehler SEM (Standard error of the mean) bei dem Vergleich
der absoluten Werte sind auf ein Zusammenfassen mehrerer Versuche
zurUckzufihren, bei denen die einzelnen Messwerte aufgrund der Zelldichte
schwankten.

Ein PEI/siRNA-vermittelter Knockdown ist eindeutig bei allen verwendeten

Puffern, den verschiedenen Ratios und nach 24, 48 und 72 h zu erkennen.
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in der eine Normierung

in der nachfolgenden Abb. 4.14,

vorgenommen wurde, nochmals deutlicher.

Dieses wird
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Abbildung 4.14: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen in Abhéangigkeit der

24 h

verwendeten Ratio 20 bzw. 30 in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer NaCI-HEPES, nach

24h,48hund 72 h

Betrachtet man die normierten Werte, fallt auf, dass der siRNA-Knockdown und

die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat abhangig von der Zeit ist und

nach 72 h zwischen 60% und 70% betragt.

Bei beiden verwendeten PEI/SIRNA/DNA-Ratios ist die Herunterregulation der

Luciferase an den drei Zeitpunkten in 5% Glucose, 150 mM NaCl und in dem

Puffer NaCI-HEPES eindeutig nachweisbar und scheint unabhangig von der

Ratio zu sein.
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4.8 Vergleich des PEI/siRNA-vermittelten Knockdowns in Abhangigkeit
vom Puffer nach Lyophilisierung

In diesem Vergleich wurden die Anséatze wie unter 4.7 beschrieben hergestellt,
es wurde die Kryokonservierungsmaoglichkeit bei den Anséatzen der
PEI/siRNA/DNA-Ratio von 30 untersucht. Die Lyophilisierung erfolgte Uber
Nacht, die lyophilisierten Komplexe wurden in genau der Menge resolubilisiert,
in der sie auch angesetzt worden waren. Die Transfektion erfolgte in 2% FCS-

haltigem IMDM-Medium, ein Medienwechsel erfolgte nach 24 h.
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Abbildung 4.15: Vergleich der Luciferase-Aktivititen in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines
Ratio 30-Ansatzes nach 24 h, 48 h und 72 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer NaCl-
HEPES, nach Lyophilisierung

Die Zellen, die mit dem lyophilisierten Ratio 30-Transfektionsansatz behandelt
wurden, zeigten nach 24, 48 und 72 h nur fur die in 5% Glucose hergestellten
Ansétze hohe Absolutwerte der Luciferase-Aktivitat. Fur die in 150 mM NacCl
und NaCIl-HEPES angefertigten Ansatze lagen die Werte zwischen 38.000 und
100.000 RLU.

Die SKOV3-10-Zellen, die mit den in 5% Glucose komplexierten Ansatzen

transfiziert wurden wiesen eine hdhere Luciferase-Aktivitat, welches durch die
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verminderte Toxizitat des PEIls bei Verwendung der 5% Glucose-Ldsung zu

erklaren ist.
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Abbildung 4.16: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines
Ratio 30-Ansatzes nach 24 h, 48 h und 72 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder NaCI-HEPES, nach
Lyophilisierung

Betrachtet man in Abb. 4.16 die normierten Werte, so sieht man, dass die
Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat fur die mit den in 5% Glucose und
150 mM NaCl-Lésung komplexierten Ansatzen behandelten Zellen mit der
Transfektionsdauer zunahm. Fir die in dem Puffer NaCI-HEPES hergestellten
Komplexe konnte nach 24 h keine Herunterregulation aufgezeigt werden, nach
48 h betrug die Herunterregulation ca. 33% und nach 72 h ca. 18%. Eine
Herunterregulation auf ca. 50% konnte bei den Zellen, die mit den in 5%
Glucose hergestellten Ansatzen transfiziert worden waren, nach 72 h dargestellt

werden.

Insgesamt kann nach Normierung der Werte ein eindeutiger Nachweis des
siRNA-vermittelten Knockdowns unabhangig von dem Puffer und den damit
verbundenen schwankenden Absolutwerten der Luciferase-Aktivitat erbracht

werden.
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Im Folgenden wird nun Bezug genommen auf die mit den lyophilisierten Ratio
20-Ansatzen transfizierten SKOV3-10-Zellen. In Abbildung 4.17 wird die
Transfektionseffizienz bei Verwendung eines Ratio 20-Ansatzes nach
Lyophilisierung und nach Herstellung und Resolubilisierung in 150 mM NacCl,
einer 5% Glucose-Losung und dem Puffer NaCI-HEPES aufgezeigt. Die siRNA-
Menge betrug 20 pmol, pRc-CMV-DNA wurde als unspezifische Trager-DNA
zusatzlich zu den Ansatzen gegeben, das siRNA/DNA/PEI-Verhéltnis blieb
konstant bei Ratio 20. Uber Nacht erfolgte die Lyophilisierung.
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Abbildung 4.17: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines
Ratio 20-Ansatzes nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer
NaCIl-HEPES, nach Lyophilisierung

Nach 24 h war fur alle behandelten Zellen eine Herunterregulation der
Luciferase-Aktivitat auf unter 80% nachzuweisen. Nach 48 h pragte sich diese
fur die mit den in 5% Glucose komplexierten Ansatzen behandelten Zellen
weiter aus. Auch bei Beobachtung der spateren Zeitpunkte von 72 und 96 h
wurde deutlich, dass die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat bei den in
5% Glucose komplexierten siRNA/DNA/PEI-Komplexen am  starksten

ausgepragt war. Bei den im Puffer NaCI-HEPES komplexierten Ansatzen fand
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nach 72 h eine Herunterregulation auf ca. 53% statt, nach 96 h war diese nicht
mehr nachweisbar. Dies konnte durch eine Verunreinigung in der Zellkultur

erklart werden.

49 Vergleich des PEI/siRNA-vermittelten = Knockdowns nach

Lyophilisierung der Komplexe in Platten versus in Eppendorfgefal3en

Die Lyophilisierung der PEI/SIRNA/DNA-Ansatze erfolgte unter zwei
Bedingungen:

Die PEI/siRNA/DNA-Komplexe wurden wie unter 4.5 beschrieben hergestellt. In
dem einen Versuchsarm wurden die Komplexe direkt in 24-Well-Platten
pipettiert und dber Nacht lyophilisiert, nach 24 h wurden die in Suspension
befindlichen Zellen direkt auf die gefriergetrockneten Komplexe in den Platten
gegeben und nach gleichmaRiger Verteilung der Zellen inkubiert.

In dem anderen Versuchsarm erfolgte die Lyophilisierung tber Nacht in
Eppendorfgefal3en, die eingetrockneten Komplexe wurden in DEPC-Wasser
aufgenommen und gleichm&Rig auf die schon in den Platten ausgeséaten, sich

noch in Suspension befindlichen Zellen gegeben.
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Abbildung 4.18: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines

Ratio 20-Ansatzes nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer

NaCI-HEPES, Lyophilisierung der Anséatze in 24-Well-Platten
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Abbildung 4.19: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines

Ratio 20-Ansatzes nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer

NaCI-HEPES, Lyophilisierung der Ansatze in Eppendorfgefélien
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Beim Vergleich der beiden Versuchsbedingungen kann man erkennen, dass die
Ergebnisse der beschriebenen Behandlungen groBe Ahnlichkeit aufweisen. In
beiden Abbildungen 4.18 und 4.19 ist dargestellt, dass die Herunterregulation
der Luciferase-Aktivitat far die in 5% Glucose komplexierten
Transfektionsansatze am starksten ausgepragt ist. Auch hier liegt das
Transfektionsoptimum, gemessen an der Herunterregulation der Luciferase-
Aktivitat, zeitlich bei 96 h. Fur die in dem Puffer NaCI-HEPES komplexierten
Anséatze ist die Herunterregulation am schwéchsten oder wie im Fall der in
Eppendorfgefallen lyophilisierten Komplexe nach 72 h und 96 h nicht

nachweisbar.

4.10 Vergleich des siRNA-vermittelten Gentargetings bei Transfektionen in
FCS-freiem und 2% FCS-haltigem Medium

Der folgend aufgeflhrte Versuch bezieht sich auf die FCS-Abhangigkeit der
Transfektionseffizienz. Die Transfektionsansatze wurden wie unter 4.5
beschrieben hergestellt, es wurden 150 mM NaCl und der Puffer NaCI-HEPES
verwendet.

Die SKOV3-10-Zellen wurden im Gegensatz zu vorangegangenen Versuchen
jedoch in FCS-freiem IMDM-Medium transfiziert. Nach 24 h erfolgte der
Medienwechsel mit 10% FCS-haltigem IMDM-Medium, um ein Zellwachstum zu

gewabhrleisten.
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Abbildung 4.20: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines
Ratio 20-Ansatzes nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer
NaCI-HEPES. Die Transfektion erfolgte in FCS-freiem Medium.

Abgebildet sind die normierten Werte, um das siRNA-vermittelte Gentargeting
als prozentuale Herunterregulation besser abbilden zu kénnen.

Schon nach 24 h zeigte sich eine deutliche Herunterregulation auf bis zu 65%
fur die SKOV3-10-Zellen, die mit den in 150 mM NacCl hergestellten Anséatzen
transfiziert worden waren. Bis auf ca. 75% der Ausgangsaktivitat wurde die
Luciferase in den Zellen, die mit den in 5% Glucose angefertigten Ansatzen
behandelt worden waren, herunterreguliert. Die mit den in dem Puffer NaCl-
HEPES komplexierten Ansatzen behandelten Zellen erreichten nach 24 h eine
Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat auf ca. 90%.

Nach 48 h und auch bei folgenden Messungen zeigte sich jedoch eine fur 5%
Glucose am deutlichsten ausgepragte Herunterregulation, die auf bis 50%
erfolgte. Die mit den in 150 mM NaCl oder dem Puffer NaCl-HEPES
hergestellten Anséatzen transfizierten Zellen zeigten durchschnittlich eine
Herunterregulation auf Werte zwischen 69 und 78%.
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Nach Lyophilisierung der Komplexe tber Nacht erfolgte die Transfektion der in
FCS-freiem Medium ausgesaten SKOV3-10-Zellen. Nach 24 h erfolgte ein
Medienwechsel mit 10% FCS.
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Abbildung 4.21: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen bei Verwendung eines
Ratio 20-Ansatzes nach 48 h, 72 h, 96 h und 144 h in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer
NaCIl-HEPES. Die Transfektion erfolgte in FCS-freiem Medium nach Lyophilisierung Giber Nacht

Auch nach Lyophilisierung konnte eine deutliche Herunterregulation und der
damit verbundene siRNA-Knockdown nachgewiesen werden. Bei der Messung
nach 96 h erreichte die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat Werte
zwischen 25-55%. Nach 144 h lag die Herunterregulation fur die in 5% Glucose
und in 150 mM NaCl komplexierten Ansatze noch bei ca. 50%. Die Zellen, die
mit den im Puffer NaCI-HEPES komplexierten Anséatzen transfiziert worden
waren, zeigten nach 96 h wieder ansteigende Luciferase-Aktivitaten trotz

Transfektion mit der spezifischen siRNA.
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4.11 Darstellung des siRNA-vermittelten Knockdowns ohne Verwendung
von DNA

Bei dieser Transfektion wurden 20 pmol spezifische siRNA pGL3 bzw. die
unspezifische siRNA pGL2 in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder NaCI-HEPES
gelost. Entsprechend der Losung bzw. dem Puffer wurde das in 5% Glucose,
150 mM NaCl oder NaCI-HEPES geldste PEI direkt zu den siRNA-Ansatzen
hinzu gegeben. Es wurde eine PEI-Ratio von 20 verwendet.

Die bislang in den vorherigen Versuchen zur Transfektion genutzte
unspezifische DNA pRc-CMV kam nicht zur Anwendung. Transfiziert wurden
die stabil Luciferase exprimierenden SKOV3-10-Zellen in 2% FCS-haltigem
IMDM-Medium.

Nach der Komplexierungszeit von 1 h wurden die Ansatze auf die sich noch in
Suspension befindlichen Zellen pipettiert. Nach 24 h erfolgten ein

Medienwechsel und die erste Messung der Luciferase-Aktivitat.
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Abbildung 4.22: Vergleich der Luciferase-Aktivitdten in SKOV3-10-Zellen ohne Verwendung der
DNA pRc-CMV als Komplexierungshilfe nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in 5% Glucose, 150mM
NaCl oder dem Puffer NaCI-HEPES

Die absoluten Werte der detektierten Luciferase-Aktivitat steigen abhéngig von

den Messzeitpunkten bis zu dem gemessenen Maximum bei 96 h an. Dies kann
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mit dem zeitabhangigen Wachstum der SKOV-3-Zellen und der damit

verbundenen vermehrten Luciferase-Expression erklart werden.
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Abbildung 4.23: Vergleich der Transfektionseffizienz in SKOV3-10-Zellen ohne Verwendung der
DNA pRc-CMV als Komplexierungshilfe nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h in 5% Glucose, 150 mM
NaCl oder dem Puffer NaCI-HEPES

Betrachtet man die normierten Werte, erkennt man, dass nach 24 h lediglich
Tendenzen der Herunterregulation zu beobachten sind, diese liegen zwischen
10 und 20%.

Die Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat bleibt nach 48, 72 und 96 h fur
die einzelnen Ansétze weitestgehend konstant, d.h. fir die Ansatze mit 5%
Glucose ca. 20-30%, fur die 150 mM NaCl-Ansatze ca. 40-55% und fur die
NaCl-HEPES-Anséatze ca. 55-60%.

Vergleicht man dies mit vorherigen Versuchen, in denen pRc-CMV-DNA
zusatzlich verwendet wurde (s. in Abb. 4.14 die Darstellung der mit dem Ansatz
der Ratio 20 behandelten Zellen), so erkennt man, dass ebenfalls fir die in 150
mM NaCl und in NaCl-HEPES komplexierten Ansétze die stérkste
Herunterregulation erreicht wurde. Dieses wird auch in Abb. 4.14 nach 48 h
deutlicher und erreicht Werte der Herunterregulation auf 30-40%.

Die ansteigenden Luciferase-Aktivitaten und die vermehrte Herunterregulation

der Luciferase-Aktivitat durch den spezifischen Gen-Knockdown kdnnen in Abb.
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4.22 und in Abb. 4.23 am ehesten mit dem zeitabhangigen Wachstum der
SKOV-3-10-Zellen erklart werden.

4.12  Darstellung des  siRNA-vermittelten Knockdowns  nach
Lyophilisierung der Komplexe ohne Verwendung von DNA

Nach den unter 4.11 beschriebenen Bedingungen wurden die Komplexe
gebildet, diese aber nach einer Komplexierungszeit von 1 h tber Nacht
lyophilisiert. Die Resolubilisierung erfolgte in den entsprechenden Solventien
und die Anséatze wurden direkt auf die sich noch in Suspension befindlichen
SKOV3-10-Zellen pipettiert. Nach 24 h erfolgten ein Medienwechsel und die
erste Messung der Luciferase-Aktivitat.
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Abbildung 4.24: Vergleich der Luciferase-Aktivitaten in SKOV3-10-Zellen ohne Verwendung der
DNA pRc-CMV als Komplexierungshilfe nach 24 h, 48 h und 72 h in 5% Glucose, 150 mM NacCl
oder dem Puffer NaCI-HEPES nach Lyophilisierung

Die Messungen erfolgten nach 24, 48 und 72 h, wobei hier im Vergleich mit den
Absolutwerten der unter 4.11 beschriebenen Transfektionen die Werte viel

hoher lagen. Dies kann mit einer verminderten Toxizitdt des PEIs nach
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Lyophilisierung und einem damit verbundenen vermehrten Wachstum der
SKOV3-10-Zellen erklart werden.
Ein zeitabhangiger Anstieg der gemessenen Luciferase-Aktivitat war vor allem

fur die mit 5% Glucose behandelten Zellen zu beobachten.

4.13 Vergleich der Transfektionseffizienzen nach Lagerung lyophilisierter

oder in Losung befindlicher Komplexe

In dieser Versuchsreihe wurden die Komplexe mit pRc-CMV-DNA und
spezifischer siRNA pGL3 bzw. unspezifischer siRNA pGL2 in der PEI-Ratio 20
in 5% Glucose-Losung und dem Puffer NaCI-HEPES hergestellt. Die
Transfektion der SKOV3-10-Zellen erfolgte nicht wie zuvor direkt nach der
Komplexierung, sondern nach Lagerung der Komplexe fir 1 und 10 d bei 4°C.
Die eine Halfte der Ansatze wurde nach der Komplexierungszeit von 1 h in 24-
Well-Platten pipettiert und Gber Nacht lyophilisiert, die andere Halfte der
Ansatze wurde ebenfalls in 24-Well-Platten pipettiert, dann aber bei 4°C im
Kihlschrank steril gelagert.

Nach 1 bzw. 10 d erfolgte dann die Resolubilisierung der lyophilisierten
Komplexe und die Transfektion der SKOV3-10-Zellen durch direkte Aussaat
von 60.000 Zellen/Well. Bei den Ansatzen, die ohne Lyophilisierung bei 4°C
gelagert worden waren, wurden die SKOV3-10-Zellen direkt hinzu pipettiert.
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Abbildung 4.25: Vergleich der Luciferase-Aktivitaten in SKOV3-10-Zellen nach 72 h in 5%
Glucose oder NaCIl-HEPES nach Lagerung der Komplex-Lésungen bzw. der lyophilisierten
Komplexe fur 1 bzw. 10 d

Dargestellt wird ein Vergleich der mit den Komplex-Losungen behandelten
Zellen und der mit den Gber Nacht lyophilisierten Ansatzen behandelten Zellen.
Die Transfektion der Zellen erfolgte nach der Gefriertrocknung oder der
Lagerung der Komplexe bei 4°C direkt am folgenden Tag oder nach 10 d in 2%
FCS-haltigem Medium, ein Medienwechsel erfolgte 24 h nach Transfektion mit
10% FCS-haltigem Medium. Gemessen wurde die Luciferase-Aktivitat nach 72
h. In Abb. 4.25 sind die Ergebnisse nach 72 h dargestellt.

Auffallig ist, dass die absoluten Zellzahlen der nach 1 d und nach 10 d
behandelten Zellen stark voneinander abwichen und dass die nach 10 d
behandelten Zellen eine vermehrte Grund-Luciferase-Aktivitat aufwiesen. Dies
ist am ehesten auf die Kultivierung der Zellen und die schwankenden
Wachstumsbedingungen zurtickzufuhren.

Bei den in NaCI-HEPES komplexierten Anséatzen, die lyophilisiert wurden, war
nach 72 h eine insgesamt niedrigere Aktivitdt zu messen als bei den in 5%
Glucose komplexierten Ansatzen. Dies konnte auf die unspezifische Toxizitat
des Puffers NaCI-HEPES zurtickgefihrt werden.

Um die siRNA-vermittelte Herunterregulation der Luciferase-Aktivitdt besser

darzustellen, werden in Abb. 4.26 normierte Werte aufgefthrt.
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Abbildung 4.26: Vergleich der Herunterregulation der Luciferase-Aktivitaten in SKOV3-10-Zellen
nach 72h in 5% Glucose oder NaCI-HEPES, nach Lyophilisierung oder nach Zusatz der bei 4°C
gelagerten Komplexe, Aussaat der Zellen nach 1 und 10 d

Bei der Darstellung der normierten Werte wird eine Herunterregulation der
Luciferase-Aktivitat nach 1 d fur die nicht-lyophilisierten bei 4°C gelagerten
Ansatze, die in 5 % Glucose und in NaCI-HEPES hergestellt wurden,
aufgezeigt. Dieser Effekt ist ebenfalls bei den mit den lyophilisierten Komplexen
behandelten Zellen zu erkennen.

Nach langerer Lagerungszeit von 10 d sind die Herunterregulation und damit
der siRNA-vermittelte Gen-Knockdown fir die mit der bei 4°C gelagerten
Komplexlésung transfizierten Zellen kaum noch nachweisbar. Fur die
lyophilisierten Ansatze wird auch nach 10 d eine Herunterregulation bis auf ca.
60% erreicht. Die Lyophilisierung ist damit fur die langere Lagerung der
Komplexe geeignet und anwendbar fur die in 5% Glucose und dem Puffer

NaCIl-HEPES komplexierten Anséatze.
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4.14 Verminderte PC3-Zellproliferation durch PEI/siRNA-vermitteltes
VEGF-Targeting

In diesen Versuchen wurde die im Nacktmausmodell mit aggressivem
Wachstumsverhalten beschriebene Prostatakarzinomzelllinie PC3 verwendet,
welche androgen-unabhangig wachst und den Wachstumsfaktor VEGF
Uberexprimiert. Dieser Wachstumsfaktor stimuliert die Proliferation durch
Erhdhung der vaskuldren Permeabilitat und ist so fir das Wachstum der
Karzinomzellen mit verantwortlich.

Wachstumsassays wie der WST-Assay dienen zur Verdeutlichung, dass eine
VEGF-Reduktion durch  Targeting mittels VEGF-siRNA zu einer
Wachstumshemmung der behandelten PC3-Zellen fuhrt. Dieser direkt
nachweisbare antiproliferative Effekt ware dann eine Funktionstberprifung des
F25-LMW-PEI, welches zur Einschleusung der VEGF-siRNA genutzt wurde.

Bei diesem WST-Proliferationsassay wurden 750 Zellen/Well in eine 96-Well-
Platte ausgesat. Nach 24 h Wachstum erfolgte zunachst die 1. Messung und
wurde in nachfolgender Abb. 4.27 bei Messzeitpunkt O angeordnet. Erst nach
dieser Messung erfolgte die Transfektion der ausgeséaten Zellen in jedes
einzelne Well. Die Transfektion erfolgte analog der beschriebenen Anleitung im
Kapitel 3.2.12 in 2% FCS-haltigem Medium. Ein Medienwechsel erfolgte nach 5
h entweder mit FCS-freiem IMDM-Medium oder mit 2% FCS-haltigem Medium.
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Abbildung 4.27: PC3-WST-Assay mit 750 Zellen/Well, Vergleich der Wachstumshemmung von
PC3-Zellen bei Zugabe von spezifischer VEGF-siRNA oder unspezifischer pGI3-siRNA in FCS-
freiem und 2% FCS-haltigem IMDM-Medium

Bei der Darstellung der Werte im Graphen wird deutlich, dass ein Wachstum
nur fur die Zellen madglich ist, die in 2% FCS-haltigem Medium kultiviert wurden.
Bei den in FCS-freiem Medium kultivierten Zellen ist eine Proliferation nicht
nachweisbar. Die mit der unspezifischen siRNA pGI3 behandelten Zellen, die in
2% FCS-haltigem IMDM-Medium inkubiert wurden, zeigen ein zeitabhangiges
Wachstum bis zum gemessenen Tag 10. Dieses wirde bei Wahl eines
langeren Zeitintervalls begrenzt durch die zunehmende Konfluenz der Zellen in
der vorgegebenen WellgréRe. Mit der zunehmenden Zeit nimmt der Nahrgehalt
des Mediums ebenfalls ab.

Eine stark verminderte Proliferation findet man fir die mit der VEGF-siRNA
behandelten Zellen, was als siRNA-vermittelter Knockdown des
Wachstumsfaktors VEGF gewertet werden kann.

Ein weiterer WST-Assay erfolgte mit 1.000 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte.
Diese PC3-Zellen waren im Gegensatz zum oben beschriebenen WST-Assay
vor ihrer Aussaat in die Wells transfiziert worden. Die Transfektion sowie auch

die spatere Inkubation der Zellen erfolgten in 2% FCS-haltigem Medium, da im
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vorherigen Versuch (s. Abb. 4.27) kein Wachstum der Zellen in FCS-freiem
Nahrmedium aufgezeigt werden konnte.
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Abbildung 4.28: PC3-WST-Assay mit 1000 Zellen/Well, Vergleich der Wachstumshemmung von
PC3-Zellen bei Zugabe von spezifischer VEGF-siRNA oder unspezifischer pGI2-siRNA in 2% FCS

Betrachtet werden die Wachstumskurven von unbehandelten, mit
unspezifischer pGL3-siRNA und mit spezifischer VEGF-siRNA behandelten
PC3-Zellen. Die unbehandelten Zellen zeigen eine kontinuierliche Proliferation.
Auch die mit der siRNA pGL3 transfizierten Zellen wachsen proportional zur
Wachstumsdauer an, wobei der sehr steile Anstieg der Wachstumskurve
zwischen dem 9. und 11. Messtag zu beachten ist. Zwar zeigen auch die mit
der VEGF-siRNA behandelten PC3-Zellen eine kontinuierlich ansteigende
Wachstumskurve, doch ist diese im Gegensatz zu den vorher beschriebenen

messbar flacher.

Erst nach dem 9. Messtag ist die Differenz zwischen den mit der unspezifischen
SiRNA transfizierten Zellen und der mit der spezifischen siRNA behandelten
PC3-Zellen graphisch darzustellen und es hat ein messbares SiRNA-
Knockdown stattgefunden.
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4.15 Proliferationsassay mit U87-Zellen

Ein weiterer WST-Proliferationsassay erfolgte mit U87-Zellen, einer
Glioblastomzelllinie, die unter anderem den Heparin-bindenden
Wachstumsfaktor PTN exprimieren. Die U87-Zellen wurden nicht behandelt und
das native Wachstum entweder den mit der spezifischen PTN-siRNA oder den
mit der unspezifischen pGI3-siRNA transfizierten U87-Zellen gegeniber
gestellt.

Die Transfektionsanséatze wurden wie unter 3.2.12 beschrieben in NaClI-HEPES
hergestellt. Je 100.000 U87-Zellen wurden in ein Well einer 6-Well-Platte in 2%
FCS-haltiges IMDM-Medium ausgesat und anschlieBend mit den Ansatzen
transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden 24 h spéater in die 96-Well-Platten in
10% FCS-haltiges Medium transferiert. Die Messungen der Absorption bei 450
nm erfolgten jeweils nach 24 h.
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Abbildung 4.29: U87-WST-Assay mit 1.000 Zellen/Well, Vergleich der Wachstumshemmung von
U87-Zellen bei Zugabe von spezifischer PTN-siRNA oder unspezifischer pGI2-siRNA in 2% FCS

Nach 3 d war noch keine Divergenz im Kurvenverlauf der einzelnen Ansatze zu
erkennen. Die Messung am 4. Tag zeigte jedoch deutlich, dass eine
verminderte Proliferation der mit der spezifischen PTN-siRNA behandelten
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Zellen stattfand. Die unbehandelten U87-Zellen und die mit der unspezifischen
SiRNA pGI2 behandelten Zellen wiesen das gleiche Wachstumsverhalten auf.
In diesem Proliferationsassay konnte die PTN-siRNA-vermittelte Wachstums-

hemmung der U87-Zellen dargestellt werden.

Aufgezeigt wird hier ein weiteres Ergebnis eines WST-Assays, bei dem auf das
Wachstumsverhalten der unbehandelten Zellen nochmals eingegangen werden
soll. Die Transfektion erfolgte in den 6-Well-Platten, in jedem Well waren
100.000 U87-Zellen ausgesat worden. Pro Well einer 6-Well-Platte wurden 30
pmol siRNA und dazu entsprechend der Ratio 10 F25-LMW-PEI eingesetzt. Die
Aussaat der Zellen erfolgte am nachsten Tag in 96-Well-Platten. Die erste

Messung erfolgte 24 h spater und wurde als Messtag 0 bezeichnet.
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Abbildung 4.30: U87-WST-Assay mit 1.000 Zellen/Well, Vergleich der Wachstumshemmung von
U87-Zellen bei Zugabe von 30 pmol spezifischer PTN-siRNA oder 30 pmol unspezifischer pGl2-
siRNA in 2% FCS

Deutlicher als in Abb. 4.29 ist hier das uneingeschrankte Wachstum der

unbehandelten U87-Zellen zu beobachten, die dem fur das F25-LMW-PEI

unspezifischen toxischen Effekt nicht ausgesetzt sind. Eine Einschrankung des

Wachstums flr die mit der spezifischen PTN-siRNA behandelten Zellen ist im
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Vergleich zu den Zellen, die mit der unspezifischen pGI3-siRNA behandelt

wurden, gut nachweisbar.

Die Madglichkeit der Lyophilisierung und die anschlieRende Transfektion der
Zellen sowie das Wachstumsverhalten wurden in folgendem Experiment
dargestellt. Analog den zuvor aufgezeigten Versuchen erfolgte vor der
Transfektion die Lyophilisierung der Komplexe und die anschliel3ende
Resolubilisierung in dem Puffer NaCI-HEPES. Die Transfektion erfolgte in 6-
Well-Platten, die Zellen wurden nach 24 h in die 96-Well-Platten ausgesét. Die

erste Messung erfolgte wiederum nach 24 h und wurde als Messtag O

bezeichnet.
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Abbildung 4.31: U87-WST-Assay mit 1.000 Zellen/Well, Vergleich der Wachstumshemmung von
U87-Zellen bei Zugabe von 30 pmol spezifischer PTN-siRNA oder 30 pmol unspezifischer pGl2-
SiRNA in 2% FCS, nach Lyophilisierung

Nach der Lyophilisierung der Ansatze und folgender Transfektion der U87-
Zellen war ebenfalls ein vermindertes Zellwachstum der mit der spezifischen
PTN-siRNA behandelten Zellen zu beobachten. Dieser Effekt war erst ab Tag 6
erkennbar.

Die antiproliferative Wirkung durch PEI/siRNA-vermitteltes Gentargeting war

nach einem langeren Zeitraum von 10 d deutlich darstellbar.
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4.16 Northern-Blot: PTN-Herunterregulation

Es wurde die PEl-vermittelte Transfektion der U87-Glioblastom-Zellen mit 30
pmol spezifischer PTN-siRNA bzw. unspezifischer pGI2-siRNA durchgefuhrt.
Nach 48 bzw. 72 h erfolgte die RNA-Praparation wie unter 3.2.9 beschrieben.

Im Anschluss diente die Methode des Northern-Blots dem Nachweis des PTN-
Targetings bei den mit der spezifischen PTN-siRNA transfizierten Zellen. Das
spezifische Gentargeting konnte durch den verminderten PTN-mRNA-Gehalt in
den Zellen nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurde der PTN-mRNA-Anteil

der unbehandelten U87-Zellen mit aufgefuhrt.
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Abbildung 4.32: Northern-Blot: PTN-mRNA-Anteil U87-Zellen, die mit spezifischer PTN-siRNA
sowie unspezifischer pGl2-siRNA transfiziert wurden

Vergleicht man die Uberstande der mit der PTN-siRNA bzw. der mit der
unspezifischen pGIl2-siRNA behandelten Zellen, dann féllt auf, dass eine
Herunterregulation des PTN-mRNA-Gehaltes stattgefunden haben muss, da
der PTN-mRNA-Gehalt bei den mit der unspezifischen siRNA behandelten

Zellen hoher liegt.
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In der Messung nach 72 h zeigten sich eine messbare Herunterregulation und
damit der Nachweis des siRNA-Knockdowns im Gegensatz zu den mit der
unspezifischen pGI2-siRNA behandelten U87-Zellen.

4.17 PTN-ELISA

Der PTN-ELISA diente dem Nachweis der Herunterregulation von PTN auf der
Proteinebene, welches durch die verwendeten U87-Glioblastomzellen im
Medium messbar sekretiert wird. Zur Durchfiihrung des PTN-ELISAs wurden
die Mediumiberstande der fir den WST-Assay transfizierten Zellen
zusammengefihrt und nach Protokoll fur den PTN-ELISA, wie in 3.2.4.5 und
3.2.11 Dbeschrieben, bearbeitet. Aus der Gegenuberstellung der
Extinktionswerte der Proben mit denen der Standardreihe konnten die
Konzentrationen des sekretierten PTN im Medium direkt ermittelt werden. In
diesem Versuch wurden Uberstande von Zellen verwendet, die mit 30 pmol und
mit 40 pmol pGI2- bzw. PTN-siRNA PEIl-vermittelt transfiziert worden waren.
Die PEI/siRNA-Ratio war konstant.

Die eine Halfte der U87-Zellen wurde mit lyophilisierten Ansétzen transfiziert,

die andere Halfte mit neu angesetzten Komplexen am Folgetag.
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Abbildung 4.33: PTN-ELISA: Vergleich der Herunterregulation des PTN in U87-Zellen bei
Verwendung von 30 pmol bzw. 40 pmol spezifischer PTN-siRNA oder unspezifischer pGl2-siRNA,
PEI-vermittelte Transfektion mit frischen oder mit lyophilisierten Komplexen

Bei der graphischen Darstellung des oben beschriebenen Versuches fallt
zunachst auf, dass die mit den lyophilisierten Ansatzen behandelten Zellen
insgesamt hohere PTN-Mengen sekretieren, die durch den PTN-ELISA im
Medium  detektiert  werden  kdnnen. Die  Zelldichte und die
Wachstumsbedingungen waren in beiden Versuchsreihen gleich.

Der PEl-vermittelte siRNA-Knockdown und die damit verbundene
Herunterregulation des PTNs bei Verwendung von PTN-siRNA ist bei allen mit
der spezifischen siRNA behandelten Zellen nachweisbar, da hier ein
verminderter PTN-Gehalt im Serum zu messen ist. Dieser Effekt ist sowohl bei
den mit den frisch behandelten Komplexen als auch bei den mit den
lyophilisierten Ansatzen behandelten U87-Zellen vorzufinden.

Unterschieden werden muss die Menge der verwendeten siRNA (30 pmol
versus 40 pmol), da es auffallend ist, dass die Zellen, die mit der grél3eren
siRNA-Menge transfiziert wurden, weniger PTN in das Serum sekretieren. Da
bei den verschiedenen siRNA-Mengen-Anséatzen die PEI-Ratio konstant war,
kann man auch hier den zytotoxischen Effekt des PEls als Erklarungsversuch

vorweisen.
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Zur Verdeutlichung des PEI-vermittelten siRNA-Knockdowns wurden die Werte
aus der Abb. 4.33 normiert und nochmals graphisch dargestelit.
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Abbildung 4.34: PTN-ELISA — normierte Werte: Vergleich der Herunterregulation des PTN in
U87-Zellen bei Verwendung von 30 pmol bzw. 40 pmol spezifischer PTN-siRNA oder
unspezifischer pGI2-siRNA, Transfektion mit frischen Komplexen und mit lyophilisierten
Komplexen

Betrachtet man Abb. 4.34, so ist bei allen Ansatzen ein PEI-vermittelter sSiRNA-
Knockdown fur die mit der spezifischen PTN-siRNA behandelten Zellen
nachweisbar. Mehr als im Northern-Blot kann auch auf Proteinebene von einem
PEl-vermittelten Effekt ausgegangen werden. Der siRNA-Knockdown ist
ebenfalls bei den Zellen nachweisbar, die mit den lyophilisierten Ansatzen

behandelt wurden.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit sollte das Transfektionsverhalten des durch die Gel-
Permeationschromatographie hergestellten verzweigtkettigen und
niedermolekularen Polyethylenimins F25-LMW-PEI charakterisiert werden.
Zunachst wurde die DNA-Transfektionseffizienz abhangig von verschiedenen
Umgebungsvariablen tberprift, im Anschluss erfolgten Versuche zum siRNA-
vermittelten Knockdown. Die Moglichkeit einer Langzeitlagerung nach
Lyophilisierung wurde in DNA-Transfektionsversuchen und beim siRNA-
vermitteltem Knockdown naher untersucht. Zusatzlich sollte die Auswirkung des
PEI/siRNA-vermittelten Targetings der tumorrelevanten Genprodukte PTN und
VEGF Uberprift werden.

Polyethylenimine wurden erstmals 1995 als vielseitiger Vektor fir den
Gentransfer in vivo und in vitro [Boussif et al. (1995)] erwahnt. Die
Transfektionseffizienz und die Zytotoxizitat der Polyethylenimine wurden in der
Vergangenheit abhéngig von bestimmten Faktoren beurteilt und untersucht
[Pollard et al. (1998)]. Neben dem molekularen Gewicht [Godbey et al. (1999)]
sind die PEI-Konzentrationen, das Verhaltnis von  Stickstoff- zu
Nukleinsdureatomen, der Verzweigungsgrad des PEIls, die Pufferkapazitat und
die kationische Ladungsdichte entscheidend fur das Transfektionsverhalten der
Polyethylenimine [Fischer et al. (1999), zur Ubersicht: Jager et al. (2012)].
Ebenfalls beeinflussen der DNA-Gehalt des Komplexes, Komplexgrof3e und
Zeta-Potential die Transfektionseigenschaften und die Zytotoxizitat [zur
Ubersicht: Lungwitz et al. (2005)].

In frihen Studien, die zum Transfektionsverhalten der Polyethylenimine
veroffentlicht wurden, konnten fur High molecular weight Polyethylenimine
bessere Transfektionsergebnisse erzielt werden und es wurde postuliert, dass
verglichen mit den Low molecular weight PEIs die High molecular weight PEIs
kompaktere und stabilere PEI/DNA-Komplexe bilden. So wurde fur PEls von 0,6
bis 70 kDa eine mit dem molekularen Gewicht ansteigende
Transfektionseffizienz beschrieben [Godbey et al. (1999)]. Abdallah et al.

hingegen zeigten, dass Transfektionen, die mit kleineren 25 kDa PEls
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durchgefuhrt wurden, bessere Ergebnisse erzielten, als Versuche mit 50 kDa
oder 800 kDa PEls [Abdallah et al. (1996)]. Auch Bieber et al. stellten 2001 dar,
dass PEI-Molekile mit einem kleinerem Molekulargewicht eine gute
Transfektionseffizienz mit weniger Zytotoxizitat aufweisen [Bieber et al. (2001)].
Die bessere Transfektionseffizienz der Low molecular weight PEIs wird durch
eine verbesserte Aufnahme der entstandenen PEI/Nukleinsdure-Komplexe in
die Zelle und die leichtere Freisetzung der DNA in das Zytosol erklart [Kunath et
al. (2003), zur Ubersicht: Aigner (2006)]. Tatsachlich wird bei Abnahme der
Molmasse des PEls eine Kondensierung der PEI/Nukleinsaure-Komplexe
beobachtet [Wightman et al. (2001)], welche dann in vitro in einer gesteigerten
Transfektionseffizienz resultiert [Ogris et al. (1998)]. Auf der anderen Seite
zeigen PEIs mit einem sehr niedrigem Molekulargewicht (<2 kDa) trotz
Verwendung von hohen N/P-Ratios kaum oder keine Transfektionseffizienzen.
Es konnte sein, dass eine weitere Abnahme der Molmasse der Low molecular
weight Polyethylenimine zu einer verminderten Mdglichkeit der Bildung von
Polyplexen fuhrt. Daher benétigen LMW-PEIs im Vergleich zu HMW-PEIs
hohere N/P-Ratios zur Steigerung der Transfektionseffizienz, da mit einer
Erh6éhung der N/P-Ratio eine vermehrte Verdichtung der Polyplexe sowie eine
Reduzierung der KomplexgréRe verbunden ist. Damit kommt es zu einer
reduzierten Aggregationstendenz der Polyplexe aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen und zu einer verbesserten Transfektionseffizienz. Folgend
interagieren die unmodifiziert kationischen PEI/siRNA- oder PEI/DNA-Komplexe
unspezifisch mit negativ geladenen Glykoproteinen, Proteoglykanen und
sulfatierten Proteoglykanen, welche auf der Zellmembran lokalisiert sind [Remy
et al. (1998)] und werden dort durch Endozytose in die Zellen aufgenommen. In
den Endosomen konnen sich Protonen an freie N-Atome des PEI anlagern und
fuhren zu einem Nachstrom von CI” und H,O. Die Protonenschwammhypothese
[Behr (1993)] erklart die osmotische Schwellung aufgrund des
Protoneneinstroms sowie das Platzen der endosomalen Vesikel und damit die
Freisetzung der PEI/DNA- oder PEI/siRNA-Komplexe im Zytosol [zur Ubersicht:
Lungwitz et al. (2005), Aigner (2006)]

Polyethylenimine  zeigen bei der Auftrennung durch die Gel-

Permeationschromatographie unterschiedliche Laufverhalten entsprechend des
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molekularen Gewichts [Godbey et al. (1999)]. Obwohl die verschiedenen
kauflich zu erwerbenden PEI-Praparationen mit einem bestimmten
Molekulargewicht gekennzeichnet sind, weisen die meisten PEI-Praparationen
eine breitere Molekulargewichtsverteilung auf [Bieber et al. (2001)], so dass
eine Fraktionierung Uber die Gel-Permeationschromatographie moglich ist.
Auch in dieser Arbeit diente die Gel-Permeationschromatographie mit dem
Kunstharz Sephadex™ als Saulenmaterial zur Herstellung des Low molecular
weight PEIs F25-LMW-PEI mit einem Gewicht von ~ 4 — 10 kDa und mit einer
moglichst geringen Zytotoxizitat [Werth et al. (2006)]. Die Fraktionen der Gel-
Permeationschromatographie wurden in Vorversuchen hinsichtlich ihrer
Transfektionseigenschaften untersucht. Die Transfektionen, welche gute
Transfektionseffizienzen erbrachten, etwa Fraktion 45 bis Fraktion 80, wurden
vereinigt und F25-LMW-PEI genannt. In den hier durchfuhrten Experimenten
wurde ausschlie3lich das F25-LMW-PEI verwendet, welches hinsichtlich seiner

Transfektionseigenschaften naher untersucht werden sollte.

Trotz der beschriebenen Vorteile der Low molecular weight Polyethylenimine,
basierend auf einer hohen Transfektionseffizienz im Zusammenhang mit einer
geringeren Zytotoxizitat [Fischer et al. (1999)], wurde auch bei den hier
durchgefiihrten Transfektionen mit F25-LMW-PEI festgestellt, dass einige
Zellen absterben. Es zeigte sich eine Abhéngigkeit der Zytotoxizitat von der
ansteigenden Komplexmenge des verwendeten F25-LMW-PEI. Trotz der
erhohten Zytotoxizitat bei Verwendung groRerer Mengen des F25-LMW-PEI
konnte mit dem Anstieg der PEI/DNA-Menge jedoch eine hdhere DNA-
Transfektionseffizienz  durch  Detektion des Reportergens Luciferase
nachgewiesen werden (s. Abb. 4.3). Dass der Einsatz einer erhdhten Polymer-
Konzentration notwendig ist, um bessere Transfektionseffizienzen zu erzielen,
beschrieben Bieber et al. schon 2001 [Bieber et al. (2001)]. Das Verhéltnis der
Stickstoffatome des PEls zu den Phosphatatomen der DNA und damit die
Menge des zu verwendenden PEls fur die Polyplex-Bildung wird als N/P-Ratio
bezeichnet. Dieses N/P-Verhaltnis und damit das Zeta-Potential sind
entscheidend fur den Gen-Transfer [Lungwitz et al. (2005)]. Bei hohen N/P-
Ratios steigt die positive Nettoladung des Komplexes und es kommt zu einer

Verbesserung der Zell-Interaktion und zur Verbesserung der zellularen
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Aufnahme [Oh et al. (2002)]. Ogris et al. beschrieben eine hohere Verdichtung
mit Zunahme des N/P-Verhaltnisses, welches zu einer Verminderung der
KomplexgroRe und zu einer verringerten Neigung der Komplexe zur
Aggregation fuhrt [Ogris et al. (1998)]. Diese verminderte Aggregation kénnte
ebenfalls ein Grund fur die steigende Transfektionseffizienz mit Zunahme der
Ratio sein. In den eigenen Versuchen zur Optimierung der F25-LMW-PEI-
vermittelten DNA-Transfektionseffizienz wurde eine Abhangigkeit der
Transfektionseffizienz von der ansteigenden Ratio aufgezeigt (s. Abb. 4.3). Erst
ab Verwendung der Ratio 20 oder hoher, d.h. ab einem N/P-Verhéltnis von 66,
konnte die erfolgreiche F25-LMW-PEI-vermittelte DNA-Transfektion durch
Detektion der Luciferase-Aktivitat nachgewiesen werden. Es fand sich keine
direkt proportionale Abhangigkeit der Transfektionseffizienz vom N/P-
Verhaltnis. Die Grunde hierfur sind ungeklart. Hinzu kommt, dass man den
Anteil der transfizierten Zellen an der Gesamtzellzahl nicht ermitteln kann. Bei
einer zu hohen Menge an PEI wurde jedoch auch eine vermehrte Toxizitat und
das Absterben der transfizierten Zellen nachgewiesen (s. Abb. 4.9). Trotzdem
kann der Anteil an abgestorbenen Zellen durch die Verwendung von
Polyethyleniminen mit niedrigerem molekularem Gewicht, wie F25-LMW-PEI,
im Gegensatz zu den Transfektionen mit HMW-PEIs verringert werden [Fischer
et al. (1999), Kunath et al. (2003)].

Unabhangig waren die Transfektionseffizienzen davon, ob 150 mM
ungepufferte NaCl-Losung oder der Puffer NaCI-HEPES verwendet wurden.
Diese Beobachtungen stimmen tberein mit den Untersuchungen von Li et al.,
die gleichzeitig zeigen konnten, dass fur diese Komplexierungsbedingungen
hohere Transfektionseffizienzen erzielt werden konnten als fiir die in 5%
Glucose komplexierten Anséatze [Li et al. (2004)]. In den hier durchgefihrten
Versuchen zur DNA-Transfektionseffizienz des PEIs bei Transfektionen der
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3 wurde ebenfalls eine héhere
Transfektionseffizienz der in 150 mM NaCl-Lésung oder dem Puffer NaCl-
HEPES komplexierten Ansatze dargestellt als fur die in 5% Glucose
hergestellten Komplexe (s. Abb. 4.3).

Die Inkubationszeit bis zum Medienwechsel, die eine entscheidende Rolle fur

die Transfektionseffizienz spielt [zur Ubersicht Lungwitz et al. (2005)], wurde
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wie in Vorversuchen beschrieben konstant bei 1 h belassen. Ebenfalls wurde
der pH-Wert der fur die Komplexierung verwendeten Lésungen (150 mM NacCl,
5% Glucose oder dem Puffer NaCI-HEPES) konstant bei 7,4 eingestellt. Der
pH-Wert der PEI-Losung vor dem Zusammenfihren des PEIs zur DNA scheint
jedoch ohnehin keinen entscheidenden Effekt auf die Transfektionseffizienz zu
haben [Godbey et al. (1999)].

Wahrend Polyethylenimine als Goldstandard fur den Plasmid-DNA-Transfer
gelten, war die Polyplexbildung von Polyethyleniminen und siRNAs und die
Untersuchung hinsichtlich eines Gen-Silencings bislang weniger untersucht
worden [Hassani et al. (2005), Grayson et al. (2006), zur Ubersicht: Singha et
al. (2011)]

SIRNAs sind von bedeutendem Interesse zur sequenzspezifischen
Herunterregulation von Genen, d.h. bei der Inhibition der Genexpression [Fire et
al. (1998)]. Nach der Entdeckung der RNA-Interferenz durch Fire, Mello und
Kollegen folgten bald Experimente der Tuschl-Gruppe, in denen durch
Anwendung von synthetischen SiIRNA die sequenzspezifische
Herunterregulation von endogenen und heterologen Genen in Saugetierzellen
erfolgte [Elbashir et al. (2001)]. Durch diese Entdeckung wurde die Forschung
auf die Entwicklung von small interfering RNAs als therapeutische MalRnahme
fur das Gen-Silencing fokussiert. Aufgrund des hohen Molekulargewichts (~ 13
kDa), der polyanionischen Natur (~ 40 negative Phosphatgruppen) und dem
schnellen enzymatischen Abbau der siRNAs zeigte sich jedoch eine
Problematik hinsichtlich der Einschleusung der siRNA in das Cytosol. Unter den
verschiedenen Gentransfer-Vektoren rickten Vektoren wie das Polyethylenimin
aufgrund ihrer hohen Transfektionseffizienz in den Fokus und wurden fur den
siRNA-vermittelten Knockdown naher untersucht [Nimesh (2012)].

Die RNA-Interferenz und damit der Knockdown eines spezifischen Gens
werden durch 21-23 nt doppelstrangige siRNA-Molekiile vermittelt [Bernstein et
al. (2001), Zzamore et al. (2000)]. Das Problem bei der Verwendung von RNA-
Molekulen ist die Instabilitat der RNA und die schnelle Degradation durch
Ribonukleasen. Es wurde jedoch gezeigt, dass bei der Komplexierung der

siRNA mit PEI prinzipiell ein Schutz von RNA-Molekilen erzielt werden kann
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[Aigner et al. (2002), Brus et al. (2004)b, zur Ubersicht: Giinther et al. (2011)].
Die Komplexierungen mit kurzen Polynukleotiden (wie siRNA) gelten allgemein
als schwierig, da sie durch ihre limitierte Zahl an negativen Ladungen
unzureichend fur kooperative Bindungen sind. Interpolyelektrolytkomplexe sind
haufig in Losung weniger stabil und dies fuhrt zu einer schnellen Aggregation
[Kabanov et al. (1998)]. Nur Komplexe mit vollstandig komplexierten und
kondensierten Nukleinsauren sind gegen enzymatischen Angriff und Abbau
stabilisiert [Fischer et al (2005)].

Folgend sollte in den Versuchen eine durch F25-LMW-PEI-vermittelte
Transfektion von siRNA-Molekilen und die Madglichkeit des spezifischen
Genknockdowns untersucht werden. Hierzu wurden transiente Co-
Transfektionen von Luciferase-exprimierender Plasmid-DNA und Luciferase-
spezifischer siRNA pGI3 durchgefihrt, um eine F25-LMW-PEI-vermittelte
Herunterregulation der Luciferase und somit einen siRNA-vermittelten
Knockdown aufzuzeigen. In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass F25-
LMW-PEI in der Lage ist, die siRNA zu komplexieren und somit vor Degradation
zu schitzen. Indirekt wurde dies durch das PEI/siRNA-vermittelte Gen-
Silencing aufgezeigt, welches durch eine verminderte Luciferase-Aktivitat bei
den transienten Co-Transfektionen von DNA und spezifischer pGI3-siRNA
dargestellt wurde (s. Abb. 4.4). Hier konnte eine Herunterregulation der
Luciferase-Aktivitdt von 75% nach 48h nachgewiesen werden (s. Abb. 4.5).
Insgesamt wiesen die SKOV-3-Zellen, die mit den in 150 mM NaCl oder in dem
Puffer NACL-HEPES komplexierten Ansatzen transfiziert worden waren, héhere
absolute Luciferase-Aktivitaten (in RLU) auf als die Zellen, die mit den in 5%
Glucose komplexierten Ansatzen transfiziert worden waren. Diese Ergebnisse
entsprachen denen, die Li et al. in Bezug auf die DNA-Transfektionseffizienz
beschrieben hatten, und zeigten ferner auch, dass sowohl bei der Verwendung
von 150 mM NaCl-Lésung als auch dem Puffer NaCI-HEPES bessere
Ergebnisse bezlglich des siRNA-Knockdowns bei PEI-vermittelten DNA/SIRNA-
Co-Transfektionen der SKOV-3-Zellen erzielt werden konnten als bei
Verwendung von 5 % Glucose [Li et al. (2004)]. Ebenso wie fir die DNA-
Transfektionseffizienz wurde auch bei einem direkten Vergleich des siRNA-
vermittelten Knockdowns nach Komplexierung in 150 mM NaCl oder dem Puffer
NaCI-HEPES dargestellt, dass sowohl 150 mM NaCl als auch der Puffer
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gleichwertig zum siRNA-vermitteltem Knockdown eingesetzt werden kénnen (s.
Abb. 4.6).

In den weiteren Versuchen zur Charakterisierung der Abhangigkeit des
PEI/siRNA-vermittelten Knockdowns von Ratio und Puffer wurden stabil
Luciferase-exprimierende SKOV3-10-Zellen verwendet. Die Herunterregulation
der Luciferase-Aktivitdt wirde einem  siRNA-vermittelten  Knockdown
entsprechen. Fir die Komplexierung wurden entweder 5% Glucose, 150 mM
NaCl oder der Puffer NaCI-HEPES genutzt. Bei diesen Versuchen konnte
gezeigt werden, dass die mit spezifischer pGI3-siRNA und F25-LMW-PEI
transfizierten  stabil Luciferase-exprimierenden SKOV3-10-Zellen eine
Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat aufwiesen im Gegensatz zu den
SKOV3-10-Zellen, die mit der unspezifischen pGI2-siRNA transfiziert wurden (s.
Abb. 4.10). Es konnte hiermit also gezeigt werden, dass bei der Anwendung
des F25-LMW-PEI zum siRNA-Gentransfer ein Gen-Silencing eines stabil
transfizierten Genproduktes mdglich ist. Im Gegensatz zu den transienten Co-
Transfektionen konnte nach 72 h kein wesentlicher Unterschied fir eine
Komplexierung in 5% Glucose, 150 mM NaCl oder dem Puffer NaCI-HEPES
festgestellt werden. Der erbrachte Nachweis fir den siRNA-vermittelten
Knockdown bei den SKOV-3-10-Zellen war in diesen Versuchen also
unabhéngig vom Puffer (s. Abb. 4.13 und Abb. 4.14).

Bei der Komplexierung von Nukleinsauren und nicht-viralen Vektoren ist die
Stabilitat der Komplexe zeitlich begrenzt, so dass die Komplexe direkt vor der
Transfektion hergestellt werden sollten [Anchordoquy et al. (2000), Felgner et
al. (1995)]. Ein Verlust der Transfektionseffizienz ist durch die Aggregation der
Komplexe mit der Zeit [Talsma et al. (1997)] und der damit verbundenen
Zunahme der KomplexgroRe [Zelphati et al (1998), Hobel et al. (2008)] zu
erklaren. Diese Erkenntnisse entsprechen auch den hier beobachteten
Ergebnissen nach Lagerung der Komplexe fiur 10 d bei 4°C. In Kapitel 4.13
wurde eine Langzeitlagerung der Komplexe in Losung (d.h. in dem Puffer NaCl-
HEPES oder 5% Glucose) oder nach Lyophilisierung untersucht und nach einer
10-tdgigen Lagerung der Komplexe eindeutig ein Wirkverlust hinsichtlich des

siRNA-Knockdowns bei den in Losung befindlichen Komplexen dargestellt (s.
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Abb. 4.26). Bei den Zellen, die mit den zuvor lyophilisierten Komplexen
transfiziert wurden, konnte auch nach langerer Lagerung der Komplexe eine

deutliche siRNA-vermittelte Herunterregulation beobachtet werden.

Die Lyophilisierung ist somit ein Verfahren zur langfristigen Lagerung von
PEI/Nukleinsdure-Komplexen bei Raumtemperatur [Allison et al. (2000), Molina
et al. (2001), Kasper et al. (2013)]. 1997 wurde gezeigt, dass Plasmid-DNA,
komplexiert mit Transferrin-konjugiertem 800 kDa-PEIl, lyophilisiert werden
kann, ohne dass die biologische Aktivitat vermindert wird [Talsma et al. (1997)].
Wahrend der Lyophilisierung werden stabile PEI-Nukleinsdure-Komplexe
gebildet, deren Qualitat nach Rehydratation erhalten bleibt. Brus et. al. zeigten,
dass die Lyophilisierung eine mdgliche Technik zur Produktion stabiler PEI-
Nukleinsédure- sowie PEI-Ribozym-Komplexe ist, welche zur Lagerung geeignet
sind. Es wurde jedoch ohne Zusatz eines Lyoprotektors eine Verminderung der
Transfektionseffizienz fur die PEI/Plasmid-DNA-Komplexe nach Lyophilisierung
beschrieben. Durch Hinzufligen von z.B. Mannitol, Trehalose oder Sucrose als
Lyoprotektor konnte nach Lyophilisierung der Komplexe eine &hnliche
Transfektionseffizienz erreicht werden wie fur die Transfektion mit frischen
Komplexen [Brus et al. (2004)a].

In den eigenen Versuchen wurde kein Lyoprotektor eingesetzt, um gesondert
die Moglichkeit der Kryokonservierung der mit dem F25-LMW-PEI hergestellten
PEI/DNA- bzw. PEI/siRNA/DNA-Komplexen zu untersuchen. Anzumerken ist
hinsichtlich der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Lyophilisierung, dass
die Komplexe nicht eingefroren, sondern im flissigen Zustand unter Vakuum
eingetrocknet wurden. Nach Lyophilisierung der hergestellten PEI/SIRNA/DNA-
Komplexe konnte wie erwartet eine F25-LMW-PEI-vermittelte DNA-
Transfektionseffizienz bei Co-Transfektionen der SKOV3-Zellen nachgewiesen
werden (s. Abb. 4.7). Im Gegensatz zu den Transfektionen mit frischen
Komplexen (s. Abb. 4.4) wurde bei den Zellen, die mit den lyophilisierten und in
5% Glucose hergestellten Komplexen transfiziert worden waren, eine hdhere
Transfektionseffizienz  hinsichtlich der F25-LMW-PEI-vermittelten DNA-
Transfektion detektiert. Ahnlich wurde in vorherigen Studien beschrieben, dass
die Komplexierung der PEI/siRNA/DNA-Komplexe in 5% Glucose anstatt in 150
mM NaCl zu kleineren KomplexgroRen fiihrt [zur Ubersicht: Neu et al. (2005)],
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welches wiederum mit einer erhohten Transfektionseffizienz verbunden ist
[Ogris et al. (1998)]. Auch nach Lyophilisierung der F25-LMW-PEI/siRNA/DNA-
Komplexe war der siRNA-vermittelte Knockdown durch Herunterregulation der
Luciferase-Aktivitat in den SKOV-3-Zellen nachweisbar (s. Abb. 4.8). Bei den
Transfektionen der stabil-Luciferase-exprimierenden SKOV3-10-Zellen mit
lyophilisierten Komplexen war hier fur die in 5% Glucose zubereiteten
Komplexe eine bessere Herunterregulation der Luciferase-Aktivitat
nachzuweisen (s. Abb. 4.17).

Die Lyophilisierung von PEI/SIRNA/DNA-Komplexen ist eine gute Moglichkeit
zur Langzeitlagerung von Komplexen. Eine direkte Lyophilisierung in 24-Well-
Platten wurde in den Versuchen unter Abschnitt 4.9 untersucht und ergab, dass
die in den 24-Well-Platten lyophilisierten Ansatze, die in 5% Glucose
komplexiert wurden, gute Ergebnisse mit einer Herunterregulation von ca. 75%
nach 96 h aufwiesen. So konnten z.B. Ready-to-use-Platten zu Screening-
Zwecken und medizinische Gentherapie-Produkte hergestellt werden, die fur
den Benutzer mit einem verminderten Arbeitsaufwand verbunden wéren.

Hobel et al. beschrieben 2008 ebenfalls die Moglichkeit der Lagerung der
PEI/SIRNA/DNA-Komplexe bei -20°C ohne Verlust der DNA- oder siRNA-
Transfektionseffizienz. F25-LMW-PEIl-basierte Komplexe mit DNA und/oder
siRNA, ohne chemische Modifikationen und in 0,9% NaCl-Lésung gefertigt,
konnten mit Beibehaltung ihrer Transfektionseffizienz eingefroren und bis zu 3
Monate gelagert werden. Es wurde hiermit die bequeme Mdoglichkeit einer
Langzeitlagerung von F25-LMW-PEI/siRNA/DNA-Komplexen fir mehrere
Monate dargestellt, die Verwendung von Lyoprotektoren war nicht notwendig
[Hobel et al. (2008)]. Aufgrund der Mdoglichkeit des Einfrierens der
PEI/siRNA/DNA-Komplexe, bei der das siRNA-basierte Gen-Silencing komplett
erhalten wurde, bietet diese Methode Vorteile gegenuber der Lyophilisierung,
die mit einem hoheren logistischen Aufwand verbunden ist. Bei den
lyophilisierten Komplexen konnte in den unter Abb. 4.26 gezeigten Ergebnissen
eine Abschwachung der Knockdown-Effizienz im Gegensatz zu den Zellen
aufgezeigt werden, die mit frischen Komplexen behandelt wurden. So ist die
Methode des Einfrierens der Lyophilisierung hinsichtlich der Wirkeffizienz der
DNA-Transfektion und des Gen-Silencings Uberlegen. Die Lyophilisierung

gestattet jedoch die Lagerung der Komplexe bei Raumtemperatur und kénnte
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durch Anwendung von Lyoprotektoren noch weiter optimiert werden. Ebenfalls
die Verbesserung der Technik des Einfrierens wahrend der Lyophilisierung
konnte weiter in den Fokus riicken und wére ein entscheidender Parameter zur
Optimierung der Transfektionseffizienz und eines evtl. Gen-Silencings [Kasper
et al. (2011)].

Die durch F25-LMW-PEIl-vermittelte Transfektionseffizienz und der SiRNA-
vermittelte Gen-Knockdown sowie die Méglichkeit der Lyophilisierung wurden
durch die Versuche mit dem Reporter-Gen Luciferase an den co-transfizierten
SKOV-3 Zellen und den stabil Luciferase-produzierenden SKOV-3-10-Zellen
gut belegt, so dass folgend die Auswirkung des PEIl-vermittelten Targetings
eines tumorrelevanten Genproduktes durch siRNA untersucht werden sollte.
Hierzu wurden die Prostatakarzinomzelllinie PC3 sowie die Glioblastomzelllinie
U87 verwendet.

Die Prostatakarzinomzellen PC3 exprimieren den wichtigen Angiogenese-
Faktor VEGF (vascular endothelial growth factor) [Kambhampati et al. (2005)],
welcher vermehrt beim Tumorwachstum, der damit verbundenen Angiogenese
und bei der Metastasierung nachgewiesen wird [Perez-Pinera et al. (2008),
Bautch (2012)]. Die Inhibition von VEGF oder des VEGF-Rezeptors vermindern
daher Tumorwachstum und Metastasierung in vitro und in vivo [Kim et al.
(1993), Hobel et al. (2010)]. Somit wurde versucht, die VEGF- bzw. VEGF-
Rezeptor- vermittelte Signalkaskade naher zu untersuchen und eine Blockade
entweder durch humane VEGF-Antikdrper oder durch VEGF-siRNA zu
erreichen. Bevacizumab (Avastin®) ist ein humaner Anti-VEGF-Antikorper,
welcher als erster VEGF-Antikdrper in der Karzinom-Therapie zugelassen
wurde [zur Ubersicht: Kamba et al. (2007)] und in einer Kombination mit einer
Chemotherapie auf Fluorpyrimidin-Basis zur Behandlung von Patienten mit
metastasiertem Kolon- oder Rektumkarzinom angewendet wird [zur Ubersicht:
Chibaudel et al. (2012)]. Ebenfalls als First-Line Behandlung wird Bevacizumab
in Kombination mit anderen Chemotherapeutika bei Patienten mit
metastasiertem Mammakarzinom, bei fortgeschrittenem nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinom, bei fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom, bei

fortgeschrittenem epithelialem Ovarialkarzinom oder primarem
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Peritonealkarzinom in den FIGO-Stadien 1lIB, IlIC und IV angewendet [zur
Ubersicht: Braghiroli et al. (2012)].

In dieser Arbeit wurde durch F25-LMW-PEI-VEGF-siRNA-vermitteltes VEGF-
Targeting ein vermindertes Wachstum der hochaggressiven PC3-Zellen
nachgewiesen. Das verminderte PC3-Zellwachstum wurde in einem
Wachstumsassay wie dem WST-Assay dargestellt. Dort zeigte sich aul3erdem,
dass ein Wachstum der PC3-Zellen ohne Zusatz von mind. 2% FCS im IMDM-
Medium nicht mdglich ist (s. Abb. 4.27). Hobel et al. beschrieben darauf
aufbauend die PEI/siRNA-vermittelte Herunterregulation von VEGF in vivo.
Toxizitatsstudien zeigten hierbei keine vermehrte Hepatotoxizitat oder einen
Anstieg der proinflammatorischen Zytokine durch die Applikation von F25-LMW-
PEI/siRNA-Komplexen [Hobel et al. (2010)].

Um die Herunterregulation eines weiteren relevanten Genproduktes zu
untersuchen, wurde die Glioblastomzelllinie U87 ausgewahlt. U87-Zellen
exprimieren den Heparin-bindenden Wachstumsfaktor PTN, welcher vermehrt
bei bosartigen Erkrankungen [Czubayko et al. (1996), Perez-Pinera et al.
(2007), Papadimitriou et al. (2009)] und bei akuten sowie chronischen
Entzindungen [Weckbach et al. (2012)] nachzuweisen ist. Die protoonkogene
Wirkung des PTN-Gens beruht hauptsachlich auf der Stimulation der
Proliferation von Tumorzellen und der Angiogenese und basiert auf einer
vermehrten Expression des PTN [Deuel et al. (2002)]. Auch bei den U87-Zellen
konnte im WST-Proliferationsassay ein vermindertes Wachstum der mit der
spezifischen PTN-siRNA transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die Zellen, die nicht mit den F25-LMW-PEI/siRNA-
Komplexen behandelt wurden, im Vergleich zu den transfizierten Zellen ein
vermehrtes Wachstum aufwiesen, welches fur die Toxizitat des PEIs an sich
sprechen kénnte (s. Abb. 4.29).

Um die Moglichkeit der Lagerung der F25-LMW-PEI/siRNA-Komplexe zu
untersuchen, erfolgte das PEI-vermittelte PTN-Targeting nach Lyophilisierung
der Komplexe. Hier konnte ebenfalls ein vermindertes Zellwachstum der mit der
spezifischen PTN-siRNA behandelten Zellen beobachtet und die
antiproliferative Wirkung des F25-LMW-PEI/siRNA-vermittelten Gentargetings
dargestellt werden. Der Nachweis der PTN-Reduktion wurde weiterhin auf
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MRNA-Ebene durch Northern-Blots untersucht. Auch hier konnte eine
Herunterregulation des PTN-mRNA-Gehaltes nachgewiesen werden, welches

fur ein effizientes Gentargeting spricht.

Auf Protein-Ebene erfolgte der Nachweis der PTN-Herunterregulation tber
PTN-ELISAs. Grzelinski et al. beschrieben das siRNA-basierte Gentargeting
des sekretierten Wachstumsfaktors PTN unter Verwendung des Jet-PEIs. Dort
wurde gezeigt, dass die Komplexierung von siRNAs mit dem kommerziell
erhaltlichen Jet-PEI zur Bildung von Komplexen fuhrt, welche bei Beobachtung
durch die Rasterkraftfeldmikroskopie eine Kondensierung und somit den Schutz
der mit PEI komplexierten siRNA aufweisen. Nach Aufnahme der PEI/SiRNA-
Komplexe in die U87-Glioblastomzellen konnte eine PTN-Herunterregulation in
den U87-Zellen sowie eine reduzierte Proliferation durch die verminderte Soft-
Agar-Kolonie-Bildung beobachtet werden [Grzelinski et al. (2005)]. In den
eigenen Versuchen konnte der siRNA-vermittelte Genknockdown ebenfalls
durch den verminderten PTN-Nachweis im Medium-Uberstand durch den PTN-
ELISA dargestellt werden (s. Abb. 4.34). Da bei der Durchfiihrung des PTN-
ELISAs die Mediumuberstande nach Transfektion der U87-Zellen sowohl mit
frischen als auch mit lyophilisierten PEI/PTN- oder PEI/pGI2-siRNA-Komplexen
verwendet und verglichen wurden, konnte auch hier die Madglichkeit der
Lyophilisierung aufgezeigt werden. Unterschieden werden muss bei den
Versuchen die Menge der verwendeten SiRNA (30 pmol versus 40 pmol), da
auffallend ist, dass die Zellen, die mit der groReren siRNA-Menge transfiziert
wurden, weniger PTN in das Serum sekretieren. Da bei den verschiedenen
Versuchen die F25-LMW-PEI/siRNA-Ratio konstant war und mit steigender
Menge des siRNAs auch die PEI-Menge zunahm, kann man hier den oben
beschriebenen zytotoxischen Effekt des PEIs als Erklarung vorweisen.

Auch die Auswirkung des F25-LMW-PEIl-vermittelten Targetings auf ein
tumorrelevantes Genproduktes wie VEGF und PTN konnte in den
beschriebenen Versuchen aufgezeigt werden, so dass sich auch in Zukunft ein
Trend zu den Low molecular weight Polyethyleniminen fir den in vivo und in
vitro Gebrauch ergibt, da sie eine vergleichsweise gute Biokompatibilitdt und
eine geringere Zytotoxizitdt bei der Transfektion groéRerer Mengen von
PEI/DNA-Komplexen zeigen [Fischer et al. (1999), Werth et a. (2006)]. Vor
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allem die schlechte Prognose flur Patienten mit fortgeschrittenen Karzinomen
z.B. des Kolons und Rektums, der Niere, Mamma, Pankreas oder des Ovars
bedingt eine weitere Forschung hinsichtlich neuer therapeutischer Strategien. In
Kombination mit anderen Chemotherapeutika konnte neben dem bereits
verwendeten VEGF-Antikdrper Bevacizumab eine siRNA-spezifische Therapie

mit Proliferationshemmung der Tumorzellen bzw. Antiangiogenese erfolgen.
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6 Zusammenfassung

RNA Interferenz ist ein naturlicher Prozess in eukaryoten Zellen, der zur
spezifischen Herunterregulation der Genexpression (Gen-Silencing) fuhrt. Der
Mechanismus der RNAi wird durch 21 - 23 nt lange doppelstrdngige RNA-
Molekile (siRNA) vermittelt, welche sequenzspezifisch den Abbau und die
Degradation ihrer Ziel-mRNA herbeifiihren, indem sie den RISC-Komplex im
Zytosol zu seiner Ziel-mRNA dirigieren. Ein Kriterium bei der Transfektion der
Zellen mit siRNA ist der schnelle Abbau der Nukleinsduren durch
Ribonukleasen und damit eine verminderte Transfektionseffizienz.
Polyethylenimine sind synthetische Polymere, die in verschiedenen Molmassen
vorliegen und die eine hohe kationische Ladungsdichte aufweisen. Aufgrund
dieser Protonierung sind sie in der Lage, Komplexe mit siRNA oder DNA zu
bilden. Als positiv geladene Polyplexe interagieren sie dann mit der
Zellmembran und werden per Endozytose in das Zytosol aufgenommen. Die
Pufferkapazitat der Polyethylenimine ermoglicht das Verlassen der Lyosomen
nach deren Platzen (Protonenschwammhypothese) und schitzt die
Nukleinsé&uren vor der Degradation.

In dieser Arbeit wurde die gelpermeationschromatographische Trennung der
Losung eines verzweigten 25-kDa-Polyethylenimins zur Herstellung eines Low
molecular weight Polyethylenimins genutzt. Dieses als F25-LMW-PEI
bezeichnete Polyethylenimin zeigte eine verbesserte Transfektionseffizienz
sowie eine geringere Zytotoxizitat, die bei Transfektionsversuchen mit den
Zelllinien SKOV3, U87 und PC3 n&her untersucht wurden. Hier konnten bei Co-
Transfektionen mit DNA  hervorragende  Transfektionseigenschaften
nachgewiesen werden. Gleichfalls war die durch siRNA vermittelte
Herunterregulation der Luciferase bei stabil Luciferase-exprimierenden SKOV3-
10-Zellen  unter  verschiedenen  Transfektionsbedingungen  eindeutig
nachweisbar. Auch nach Lyophilisierung und Resolubilisierung der
PEI/siRNA/DNA-Komplexe konnte ein Genknockdown durch RNAIi beobachtet
werden.

Zur weiteren Charakterisierung des F25-LMW-PEIl-vermittelten siRNA-
Targetings tumorrelevanter Genprodukte wurden die Prostatakarzinomzelllinie

PC3 sowie die Glioblastomzelllinie U87 verwendet. Die Prostatakarzinomzellen
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PC3 exprimieren den wichtigen Angiogenese-Faktor VEGF, welcher vermehrt
beim Tumorwachstum und der damit verbundenen Angiogenese nachgewiesen
wird. Eine Vielzahl von Krebsarten geht mit einer erhohten VEGF-mRNA-
Expression einher. Die Méglichkeit des wirkungsvollen siRNA-Targetings und
des Knockdowns wurde durch ein vermindertes PC3-Zellwachstum im WST-
Assay dargestellt.

U87-Zellen exprimieren den Heparin-bindenden Wachstumsfaktor Pleiotrophin
(PTN), welcher vermehrt bei bdsartigen Erkrankungen gefunden wird. Die
protoonkogene Wirkung des PTN-Gens beruht hauptsachlich auf der
Stimulation der Proliferation von Tumorzellen und der Angiogenese. Bei den
U87-Zellen konnte bei den mit der spezifischen PTN-siRNA transfizierten Zellen
eine PTN-Herunterregulation auf mRNA- und Protein-Ebene nachgewiesen
werden, was zu einer verminderten Zellproliferation fuhrte.

Die Mdglichkeit der Lyophilisierung der F25-LMW-PEI/siRNA-Komplexe war
auch bei Transfektion der PC3- sowie der U87-Zellen eindeutig nachweisbar
und es zeigten sich nach der Transfektion mit den spezifischen siRNAs ein
vermindertes Zellwachstum der malignen Zellen sowie eine verminderte

Konzentration von PTN auf Proteinebene.
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7 Abklrzungsverzeichnis

AGO1/2
Ak

Amp
Ang-1, Ang-2
ATP

bp

BSA
cDNA

d

DEPC
DMSO
DNA
DNAse
dsRNA

E. coli
ECM
EDTA
EGF
ELISA
FCS

FGF

h

HCI
HEPES
HIF-1a
HMW-PEI
IMDM
IP-10

kbp

kDa
LB-Medium
LMW-PEI
min

mM
MOPS
MRNA
N/P-Verhéltnis

NFkB

Nt

PAZ

PBS

PC3
PD-ECGF/TP

PDGF

Argonaut 1/2

Antikorper

Ampicillin

Angiopoietine 1, 2
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

complentary DNA

Tag

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease

doppelstrangige RNA

Escherichia coli

extrazellularen Matrix
Ethylendiaminteraessigséaure
Epidermal growth factor

Enzyme linked Immunosorbent Assay
Fetales Kalberserum

Fibroblast Growth Factor

Stunde

Chlorwasserstoff
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonséure
Hypoxia-inducible Factor-1a

High molecular weight PEI

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Interferon gamma inducible protein 10
Kilo-Basenpaare

Kilodalton (atomare Mal3einheit)

Luria Broth-Medium

Low molecular weight PEI

Minute

Stoffmengenkonzentration mmol/l
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
messenger-RNA

Verhaltnis der PEI-Aminostickstoffe zu Nukleinsaure-
Phosphaten

nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-
cells (spezifischer Transkriptionsfaktor)
Nukleotid(e)

PIWI/Argonat/Zwille, Pinhead-Domain
Phosphate Buffered Saline

Humane nicht androgen-sensitive
Prostatakarzinomzelllinie
Platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine
phosphorylase

Platelet-derived growth factor
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PEI

pGl2

pGI3

PIGF
pRc-CMV-DNA
PTN

RISC

RLU

RNA

RNAI
RNase
rpm

SDS

sec

SiRNA
SKOV3
SKOV3-10

SSC
TBS
TBST
TIMP
TNFa
TRBP
Tris
us7
uv
VEGF
VEGFR-1
WST-1

Polyethylenimine

Luciferase-siRNA

Luciferase-siRNA

Placental growth factor

DNA-Plasmid pRc-CMV

Pleiotrophin

RNA-induced silencing complex

Relative Light Units

Ribonukleinsaure

RNA Interferenz

Ribonuklease

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Sodium Dodecyl Sulfate

Sekunde

Small interfering RNA

Humane Ovarialkarzinomzelllinie

Stabil Luciferase exprimierende humane
Ovarialkarzinomzelllinie

Standard Saline Citrate

Tris-buffered saline

Tris-buffered saline/Tween 20

Tissue inhibitors of metalloproteinases
Tumor necrosis factor a

transactivating response RNA-binding protein
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

humane Glioblastomzelllinie

Ultraviolett (-Strahlung)

vascular endothelial growth factor
VEGF-Rezeptor 1

water soluble tetrazolium (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat)q
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