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| Einleitung

In den industrialisierten L&ndern gehéren die Herz- Kreislauferkrankungen zu
den haufigsten Todesursachen. Atiologisch gesehen ist hierfir die
Arteriosklerose verantwortlich. 22"%> Die Manifestation der Arteriosklerose an
den Koronararterien wird als koronare Herzkrankheit (KHK) bezeichnet.

Friher wurde die Arteriosklerose als degenerative Alterserkrankung
verstanden, welche sich in einer Lipidablagerung der GefaBe mit
anschlieBender GeféBverkalkung abbildet. Heute spricht man von einer
chronisch entziindlichen Erkrankung der GefaBe, °0139140141.170 qaor gine
endotheliale Dysfunktion '3 zu Grunde liegt. Nach Definition der WHO ist die
Arteriosklerose eine ,variable Kombination von Veranderungen in der Intima,
bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Fettsubstanzen, komplexen
Kohlenhydraten, Blut  und Blutbestandteilen, Bindegewebe  und
Kalziumablagerungen verbunden mit Verdnderungen in der Mediaschicht der
GefaBe“. "® Zu einer Stérung der funktionellen Integritat des GefaBendothels
kébnnen zahlreiche Bedingungen beitragen, so unter anderem die arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Hypercholesterinamie, %
Adipositas, “*'%® das Alter, mannliches Geschlecht, genetische Faktoren,
systemische Entziindungsreaktionen und Stress. >*'1

Die Bedeutung der Arteriosklerose wird flr die Medizin immer essentieller, da
aus ihr viele kardiologische, angiologische und neurologische Krankheitsbilder
resultieren. Deren Auswirkungen reichen Uber das Gesundheitsspektrum
hinaus in die Volkswirtschaft hinein, sodass eine suffiziente Therapiemdéglichkeit
allgemein erstrebenswert ist.

Es existieren verschiedene Therapieansatze zur Behandlung der koronaren
Herzkrankheit basierend auf pharmakologischen, kardiologisch-

interventionellen oder chirurgischen MaBnahmen. Pharmakologisch wird
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versucht, die myokardiale Sauerstoffversorgung zu verbessern und den
GefaBtonus zu senken. Ein weiterer Teil der Langzeittherapie besteht aus
Verminderung des Sauerstoffsbedarfs des Herzens, Risikominimierung des
thrombotischen Koronarverschlusses und Senkung des LDL-Cholesterins. Es
wird versucht diese Ziele mit Hilfe einer Kombination von
Thrombozytenaggregationshemmern, ACE-Hemmern, B-Blockern, Nitraten oder
Statinen zu erreichen. Ebenso von Bedeutung ist die Reduktion der
bestehenden Risikofaktoren sowie die Realisierung eines, dem Krankheitsbild
angepassten Lebensstils.

Bei isolierten Stenosen der KoronargefaBe wird interventionell eine
Revaskularisation des stenosierenden KoronargefaBes angestrebt. Dies
geschieht mittels der perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie
(PTCA). Dabei wird intravasal versucht durch Einbringen von Ballonkathetern,
welche in deflatiertem Zustand im Bereich der GefaBstenose platziert werden,
die Verengungen unter Druck wiederaufzudehnen. Dadurch wird das
GefaBlumen erweitert und die GefaBinnenwand geglattet. Nach dieser
Ballonkatheterintervention kann im Folgenden ein Stent implantiert werden,
welcher drei Ziele verfolgt. Zum einen wird die Gefahr eines (drohenden)
Akutverschlusses nach einer PTCA beseitigt und zum anderen wird die
GefaBdurchgangigkeit nach einem unzureichendem PTCA-Ergebnis verbessert.
Eine Stentimplantation geht ebenso mit einer verringerten Rezidivrate einer
Stenose einher im Vergleich zur alleinigen PTCA.

Die chirurgische Therapie einer KHK besteht in einer koronaren Bypass-
Operation, bei der die Vena saphena magna als autologes aorto-koronares
Venen-Bypass-GefaBB (ACVB) den stenosierenden GefaBabschnitt Gberbriickt.
Weiterhin kann die linksseitige Arteria mammaria links als Bypass zum Ramus
interventricularis anterior der linken Arteria coronaria genutzt werden.

Eine definitive Therapie ist bisher nicht méglich. Um eine bessere Primar-
prophylaxe und eine Therapieoptimierung erreichen zu kbénnen, ist das
Versténdnis der pathophysiologischen Mechanismen in der GefaBwand von
grundlegender Bedeutung, da diese als Antwort der beteiligten Gewebszellen

auf proarteriosklerotische Stimuli gesehen werden.
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Die arteriosklerotische Lasion ist charakterisiert durch eine inflammatorisch-
fibroproliferative Antwort > der zellularen Komponenten auf eine Schadigung.
Aktuell ist die response-to-injury-Hypothese (Verletzungstheorie) ™ die am
meisten akzeptierte Theorie. Sie beruht auf der Vorstellung, dass die
Endothelzellen der Intima und eventuell auch, die in der Media gelegenen,
glatten Muskelzellen kontinuierlichen Schadigungen ausgesetzt sind, welche
auf chemische, mechanische, immunologische oder toxische Einflliisse
zuriickzufiihren sind. *® Als Folge dieser Schadigung werden Mediatorenstoffe
(unter anderem Histamin und Prostaglandin) freigesetzt. Diese induzieren eine
Vasodilatation, die eine Verlangsamung des Blutstroms in dem betroffenen
Gebiet nach sich zieht. Der wichtigste Vorgang der Entziindungsreaktion ist
jedoch die (zellulare) Immunabwehr, welche eine geregelte Leukozyten-
wanderung aus dem vaskularen System in das Gewebe kennzeichnet.
Leukozyten werden chemotaktisch zum Ort der Schadigung gelockt und
wandern ins umliegende Gewebe ein. Bei diesem Vorgang spielt die

Adhasionskaskade '*°

eine entscheidende Rolle. Dieser liegt ein mehrstufiger
Prozess zu Grunde, der sich in einem Entlangrollen (Rolling) und einem
lockeren Festhalten (Tethering) der Leukozyten Uber die Endothelzellen der
GefaBwand &uBert und in eine feste Adhésion (Sticking) Ubergeht und
schlieBlich in einer Transmigration ins subendotheliale Gewebe endet. 82
Diesem ersten Kontakt zwischen den Leukozyten und den Endothelzellen
wirken jedoch die Scherkrafte des Blutstroms entgegen. %% Erst die
Expression von Adhasionsmolekiilen ermdglichen den Leukozyten die initiale
Kontakte. Hierfir sind verschiedene Klassen von Adhéasionsmolekullen, die
sowohl von Leukozyten als auch von Endothelzellen auf der Zelloberflache
exprimiert werden, verantwortlich. Sie lassen sich den verschiedenen Familien
der Selektine, den Immunglobulinen oder den Integrinen zuordnen. Darlber
hinaus existieren noch die Familie der Cadherine und andere Rezeptoren, die
fur die hier vorliegende Arbeit jedoch nicht relevant waren.

Einen der initialen Schritte dieser Adhasionskaskade, das Rolling der

Leukozyten auf den Endothelzellen, vermittelt die Klasse der Selektine. #7990

14
t,

Bisher sind drei Selektine bekann eingeteilt in L-, P-, und E-Selektin, wobei
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L Leukozyten, P Platelet und E endothelial definiert. Das L-Selektin befindet
sich auf den Leukozyten und dessen Liganden auf den Endothelzellen. ' Die
beiden vaskuldaren Selektine, E-Selektin und P-Selektin, werden von den
Endothelzellen exprimiert und ihre Liganden befinden sich auf den

1,89

Leukozyten wobei derjenige fur P-Selektin vor allem auf Thrombozyten

lokalisiert ist. '/

Diese Selektine werden erst als Folge des
Entziindungsprozesses ausgebildet. E-Selektin ist flir das langsame Rolling der
Leukozyten verantwortlich und leitet in einer spateren Phase der Kaskade in die
feste Adhéasion Ober. %22 Durch die erhdhte Expression bereits bei erster
Inflammation und auch spater in arteriosklerotischen Plaques spielt E-Selektin
eine wichtige Rolle bei der Arterioskleroseentstehung. ? Das Rolling der
Leukozyten wird durch Chemokine gesteuert und durch die daraus
resultierende Verlangsamung der Leukozyten in dem betroffenen Gebiet,
kommt es zu einer lokalen Konzentrierung an der Oberflache der
Endothelzellen, welches die Ausbildung von leukozytaren Rezeptoren der
Integrinfamilie ausldst. '%

Diese nun aktivierten Integrine interagieren mit Adhé&sionsmolekllen der
Immunglobulin-Familie, welche von Endothelzellen ubiquitar ausgebildet
werden, und fihren schlieBlich zu einer festen Adh&sion und transendothelialen
Migration der Leukozyten. ?®°® Zu dieser Familie gehdren unter anderem die
Rezeptoren ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular
Cell Adhesion Molecule-1) und PECAM (Platelet-Endothelial Cell Adhesion
Molecule). Alle drei Rezeptoren werden von den Endothelzellen exprimiert und
binden an Liganden, die sich auf der Leukozyten- oder der
Thrombozytenoberflache befinden. Das Zusammenspiel von ICAM-1 und
VCAM-1 ist fur die Bindung der Leukozyten an die Endothelzellen von groBer
Bedeutung. ® Im Anschluss an die feste Adhéasion folgt in einem weiteren
Schritt die Transmigration der Leukozyten durch das Endothel. '°

Die Familie der Integrine ist fir die Adhasion der Zellen untereinander oder mit
der extrazellularen Matrix zustandig. Sie treten in diesem Fall vor allem als

Liganden der Immunglobulin-Familie auf, besonders fir ICAM-1.
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Selbst unter physiologischen Bedingungen findet eine geringe transendotheliale
Migration von Leukozyten durch das Endothel statt. Liegt nun, wie bei der
Arteriosklerose eine Entzindungsreaktion vor, so wird neben anderen
inflammatorischen Stimuli wie Interleukin-1/ -4/ -8 und Interferon vy, der
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) vermehrt freigesetzt. Dieser induziert eine
vermehrte Expression der genannten Adhasionsmolekiile, die die Rekrutierung
von Leukozyten in der arteriosklerotischen L&sion verstarken und somit zum
Fortschreiten der Lasion beitragt.

Allgemein liegt der Expression der Adhasionsmolekilrezeptoren eine
differentielle Genexpression zu Grunde. Hierfir sind die molekularen
Zusammenhange der Genexpression von Bedeutung. Die Information eines
Gens, codiert in doppelstrangiger DNA im Zellkern, wird wahrend der
Transkription auf eine mRNA (bertragen. AnschlieBend wird in der Translation
die in mRNA codierte Information in die Aminosauresequenz des Genproduktes
(Protein) anhand des genetischen Codes Ubersetzt. Das dabei entstehende
Protein entspricht hier den Adhasionsmolekilen. Dieses Wissen Uber die
Grundlagen der Genexpression ermoglicht prinzipiell neue
Behandlungsmethoden auf den Ebenen des Genoms (Gesamtheit der
genetischen Information einer Zelle), des Transkriptoms (Gesamtheit der
transkribierten mRNA) und des Proteoms (Gesamtheit aller exprimierten
Proteine).

Die Genexpression kann sequenzabhéangig inhibiert werden mit molekularen
Werkzeugen wie zum Beispiel Nukleinsdure-Wirkstoffen. Hierflr gibt es
verschiedene Ansatze, die alle in einer sequenzabhangigen Degradation der
mRNA enden. Drei Technologien werden derzeit intensiv untersucht:

1. die Antisense-Technologie, bei der ein komplementéares Oligonukleotid zur
Target- mRNA verwendet wird und schlieBlich durch RNAse H zur Spaltung der
mRNA fiihrt. 2

2. die Ribozym-Technologie, die katalytisch wirksame RNA einsetzt um die Ziel-
mRNA zu spalten. "®

3. die RNAi-Technologie, bei der doppelstrangige mRNA zur Spaltung von

komplementérer Ziel-mRNA fiihrt. *¢
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Die Antisense-Oligonukleotide (AS-ONs) haben meist eine Lange von 15-25
Nukleotiden und werden flr die spezifische Gensuppression hergestellt. Der
Vorteil dieser Basenlange ist, dass Nebeneffekte kaum zu erwarten sind, da
Sequenziibereinstimmungen mit anderen Genen unwahrscheinlich sind. Es
werden zwei Wirkmechanismen beschrieben. Zum einen wird durch die
Bindung der AS-ON an die Ziel-mRNA im Zellkern eine RNAse H aktiviert, die
die Spaltung des RNA-Stranges katalysiert. Dieser wird anschlieBend durch
Exonukleasen abgebaut. *” Der Antisense-Strang wird freigesetzt und kann an
weitere Zielmolekile binden. Der zweite Wirkmechanismus der AS-ON fihrt
Uber eine sterische Blockade zur Inhibition der Translation der entsprechenden
Zielsequenz.

Ribozyme sind RNA-Molekile, die intramolekulare Spaltungs- und Splicing-
Reaktionen katalysieren. Ein Vorteil der Ribozyme gegenlber den AS-ON liegt
darin, dass die Spaltung des Zielmolekuls unabhé&ngig von RNAse H geschieht.
Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass diese nicht nur exogen in die Zellen
eingefiihrt werden kdénnen, sondern mittels Vektoren endogen in den Zellen
exprimiert werden kénnen. Dies bedeutet zugleich eine langere Inhibition der
Zielsequenz, da die Wirkdauer nicht durch den Abbau der Ribozyme durch die
Nukleasen begrenzt wird. Somit kbénnen Zellen, die das Transgen
aufgenommen haben proliferiert werden.

Ahnlich wie Ribozyme kénnen auch siRNAs, die der RNAi-Technologie
angehdren, sowohl exogen als auch endogen von Vektoren exprimiert werden.
Endogen werden die siRNAs dabei meistens von Polymerasen-lll-Promotoren
des U6 oder H1-Typs aus transkribiert, welche in allen Zelltypen aktiv sind und
die Synthese kleiner nuklearer RNAs (U6) oder RNA-Anteile der RNAse P (H)
steuern. Nach deren Transkription nimmt die short hairpin RNA (shRNA) durch
interne Basenpaarungen eine Haarnadelkonformation an. In dem Dicer entsteht
eine reife siRNA. Mit Hilfe dieses Verfahrens der Plasmidvektoren kénnen die
transfizierten Zellen selektiert werden und weisen nach zwei Monaten noch
immer ein effizientes Gene Silencing auf. %

Fir das exogene Delivery werden die siRNAs durch die Verwendung

modifizierter Nukleotide gegen Nukleasen geschitzt und mittels nicht toxischer
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Lipide in die Zellen geschleust. Dieses Verfahren wird in einem spéateren
Abschnitt genauer erlautert.

Bevor genauer auf die RNAi-Technologie eingegangen wird, wird noch eine
weitere Form der Behandlungsmethoden, die Gentherapie, erlautert. Diese
Methode befindet sich noch in der experimentellen Phase der Therapieform.
Haufig wird diese definiert als eine Kombination verschiedener Ansatze zur
Behandlung von Erkrankungen, die auf dem Transfer von DNA basierendem
genetischen Material beruht. Der Gentransfer kann entweder in vivo oder in
vitro unter Verwendung verschiedener Techniken erfolgen. Eine Md&glichkeit
besteht darin das genetische Material Uber Viren in die Zielzelle zu
schleusen. '*® Die unterschiedlichen viralen Transfersysteme differenzieren sich
in der Effizienz und Selektivitdt der infizierten Zielzellen, der Stabilitdt und
GrdBe des transferierbaren genetischen Materials und der Immunantwort des
Wirtsorganismus. Es wird versucht durch die Verwendung von
gewebsspezifischen Promotoren die Expression auf eine bestimmte
Zellpopulation zu beschranken. Ein Problem besteht in der fehlenden Kontrolle
der Genexpression in den infizierten Zellen. AuBerdem kann ein weiterer
Nachteil dieses Gentransfers mittels Viren darin bestehen, dass sich diese in
Onkogene einlagern und so zu deren Aktivierung beitragen. Neben dieser
direkten Methode gibt es indirekte gentherapeutische Ansatze, die versuchen
durch die Expression von Proteinen in Mechanismen einzugreifen, die dem
Krankheitsverlauf entgegenwirken. So wird versucht mittels Gentransfer eine
antitumorale Immunantwort zu provozieren. Durch die Expression von VCAM-1,
B7.1, B7.2 und CD40L, die normalerweise aus dendritischen Zellen exprimiert
werden, erlangen neoplastische Zellen die Fahigkeit mit zytotoxischen T-Zellen
in Kontakt zu treten und kénnen so zu einer Induktion antitumoraler T-Zellen

beitragen. ®'

Eine weitere Mdoglichkeit antigen-spezifische zytotoxische
T-Lymphozyten zu stimulieren besteht in der Transfektion von humanen
peripheren Monozyten mit messenger RNA mittels Elektiroporation. Dieses
wurde erfolgreich von der Firma CureVac GmbH (TUbingen, Deutschland)
erforscht, im Rahmen von natdrlichen oder durch Impfung induzierten

Immunreaktionen. '®®
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Die RNAI-Technologie ist ein viel versprechendes Konzept, die auf der Ebene
des Transkriptoms entwickelt worden ist. Es beruht auf der Nutzung der
sequenzspezifischen Degradation einer Ziel-mRNA mit Hilfe kleiner nicht-
codierender doppelstrangiger RNAs, welche ,small interfering® RNAs (siRNA)
bezeichnet werden. *’ Bei diesem Prozess der RNA-Interferenz (RNAi) °'
handelt es sich um ein relativ neues Forschungsgebiet.

1998 wurde diese RNAi von Andrew Z. Fire und Craig C. Mello entdeckt, indem
sie sowohl sense als auch antisense RNA in C. elegans parallel injizierten und
feststellten, dass diese kombinierte Gabe potenter wirkt als eine Einzelgabe,
aufgrund der dabei entstehenden Doppelstrangbildung. *' Die Grundlage dieses
Versuches bestand aus der Beobachtung von Guo und Kemphues, die
versuchten das par-1-Gen an dem Fadenwurm C.elegans mit Antisense-RNA
auszuschalten. Nach Einbringen von Sense-RNA konnte die gleiche Wirkung
erzielt werden, obwohl diese keine Auswirkung auf die Proteintranslation haben
sollte. ® Als Ursache stellte sich heraus, dass die Sense-RNA mit Antisense-
RNA Molekllen kontaminiert worden war. Dies fuhrte zu Bildung einer
homologen Doppelstrang-RNA (dsRNA). Heute weiB man, dass Guo und
Kemphues ihre Untersuchungsergebnisse fehlerhaft interpretierten. Drei Jahre
spater fanden die beiden Amerikaner Andrew Z. Fire und Craig C. Mello heraus,
dass dsRNA viel effektiver fir das Gene Silencing ist als Antisense-RNA. Fr
diese Entdeckung gewannen sie den Nobelpreis in Medizin/Physiologie 2006,
da sie einen neuen Weg entdeckt haben um die Transkriptionsmenge von
bestimmten Genen zu regulieren. Als 2001 Tuschl, Elbashir und Kollegen “®
entdeckten, dass die RNAi nicht nur in Rhabditiden sondern auch in
Saugerzellen zur Hemmung der Genexpression genutzt werden kann, war eine
neue Behandlungsmethode in der funktionellen Genomforschung mittels RNA-
Interferenz frei gegeben worden.

Die Methode der liposomalen Transfektion hat den Vorteil gegeniber der
viralen Transfektion, dass die siRNA chemisch synthetisiert werden kann und
nur ein geringes Gefahrenpotenzial in sich birgt, da sie einerseits bei der
Einschleusung nicht auf virale Systeme angewiesen ist, welche eventuell eine

Immunantwort auslésen kdénnen und andererseits nicht ins das Genom
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integriert wird. Somit wird der transiente Charakter der siRNA deutlich. Im
Gegensatz dazu steht die Gentherapie, die sich auf den gesamten Organismus
auswirkt. Ein  weiterer Vorteil der siRNA ist die sehr selektive und
hochspezifische Abschaltung von bestimmten Genen bzw. deren
Genprodukten. Die daraus resultierende gezielte Intervention in die
fundamentalen zelluldren Prozesse der Genregulation wird einer neuen
Komplexitatsstufe auf molekularer Ebene zugeordnet. Die RNAIi wird als neuer
vielversprechender therapeutischer Ansatz eingeschatzt und wird in der
klinischen Forschung eine wichtige Rolle einnehmen.

Genom ~~_ Transkriptom * Proteom
*\, Transkription Translation
DNA ¥ » mRNA » Protein
Zellkern = 2
""""""""" : % e \_:_} hioconna > Protein |
Cytoplasma R \ R
siRNA
4
zellulére l
Aufnahme
siRNA

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Genexpression und der RNAi in der Zelle. Die
Information der DNA wird durch Transkription auf die mRNA und nachfolgend durch Translation
in ein Protein Ubertragen. Die siRNAs entfalten ihre Wirkung nach der zellularen Aufnahme im
Zytoplasma. Die mRNA wird sequenzspezifisch geschnitten und degradiert. Dadurch kann die

mRNA nicht mehr translatiert werden und keine neue Proteinsynthese mehr stattfinden.

Diese Entdeckung der regulatorischen Funktion kleiner siRNAs bezeichnete
das Magazin Science 2002 als den ,Durchbruch des Jahres®. Diese Aussage
bezieht sich sowohl auf die Entdeckung neuer zellularer Grundkenntnisse, als
auch auf die neuen Interventionsméglichkeiten mittels der RNAi bei der
Genexpression. Bisher wurde RNA lediglich als ein transportfahiges
Zwischenprodukt auf dem Weg vom Gen zum Protein wahrgenommen. Doch
nun erlangt die RNA einen neuen Stellenwert in der klinischen Forschung, der
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auf ihre wichtigen katalytischen und strukturellen Funktionen zurtickzuftihren ist.
Diese Methode ermdéglicht mit der Expressionsinhibition von spezifischen
Gensequenzen neue Wege der Genregulation. Mit dieser neuen Erkenntnis
wurde der Forschung eine wichtige Aufgabe zugeteilt: die Entwicklung neuer
Therapiewege bei bisher nicht behandelbaren Erkrankungen.

Die doppelstrangige RNA (dsRNA) initiert den ersten Schritt der RNA-
Interferenz. Diese dsRNA wird durch das Protein Dicer, eine Endonuklease des
RNAse IlI-Typs, in kleine doppelstrangige small interfering RNAs (siRNA) von
21-26 Nukleotiden Lange gespalten. ¢7%%1%8178 Diese Dicer sind bei der
Uberfiihrung der siRNA in den proteinhaltigen RNA induced silencing complex
(RISC) '® essentiell. Der zentrale Schritt bei der Zusammenlagerung des RISC-
Komplexes ist der Einbau der siRNA. Diese besteht aus einem ,guide-strand®,
der komplementar zur Ziel-mRNA ist, und einem ,passenger-strand®, welcher
bei der RISC-Zusammensetzung entfernt werden muss. Die genaue
Zusammensetzung des RISC-Komplexes ist noch nicht geklart. Es werden
mehrere Beschreibungen in der Literatur angegeben. ''%2%13%81 Grundsatzlich
kdnnen jedoch beide Strange in den Komplex eingebaut werden. *® Der sense-
Strang ist fur die Degradation eines antisense-Targets und der antisense-
Strang fur die eines sense-Targets, meistens mRNA, verantwortlich. Es hangt
von der Stabilitdt der RNA Einzelstrange ab, welcher der beiden Stréange in den
RISC Komplex eingebaut wird. 814418 Der stabilere Strang wird eingebaut und
der andere wird durch Nukleasen abgebaut. Durch den im RISC-Komplex
gebundenen Strang wird eine Interaktion mit einer spezifischen mRNA, die eine
homologe Sequenz zu dem gebundenen Strang aufweist, gestartet. Die
entsprechende mRNA wird gespalten. %% Die nun zerstérte Ziel-mRNA wird
durch zelluldre Nukleasen abgebaut, wahrend der RISC-Komplex weitere
Spaltungsreaktionen durchfilhren kann. ® Durch diese spezifische Elimination

einer mMRNA kann kein Protein mehr, trotz Genstimulation, synthetisiert werden.
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Abb. 1.2: Mechanismus der RNA Interferenz. Fir Erlduterungen siehe Text.

RNA-Interferenz kann auch fiir die Charakterisierung von Proteinfunktionen
genutzt werden, indem das zu untersuchende Protein durch den Prozess der
RNAi posttranskriptionell herunterreguliert wird. Die Wirksamkeit der hierfr
bendtigten spezifischen siRNAs hangt von unterschiedlichen Parametern ab.

Biochemische Eigenschaften '3%1%4

71,143,172

zum einen und lokale Struktureigenschaften
der Zielregion zum anderen spielen eine Rolle. Um die siRNA effektiv
einsetzen zu kdnnen, muss diese zuerst mittels Transfektion in die Zielzelle
aufgenommen werden. Hierflr gibt es verschiedene Mechanismen.

Die Plasmamembran, welche das Zytoplasma von der extrazellularen Matrix
trennt, besitzt eine dynamische Struktur. Fir die Erndhrung der Zelle missen
Molekile die Plasmamembran passieren kdénnen. Dies geschieht auf
unterschiedliche Weise, je nach GréBe und Zusammensetzung der Molekiile.

Es existieren Kanale, Membran- und spezifische Pumpen fir lonen, kleinere
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Molekile und membrangebundene Vesikel flr gréBere Moleklle. Dieser
letztere Vorgang wird als Endozytose bezeichnet und schlieBt sowohl die
Phagozytose als auch die Pinozytose mit ein. Es bestehen weitere
Untergruppen der Endozytose, auf die in dieser Arbeit nicht eingegangen wird.
Die Einschleusung der siRNA in die Zelle kann mit Hilfe von liposomalen
Transfektionsreagenzien erfolgen. '"® Diese Liposomen verbinden sich mit der
siRNA zu Komplexen und werden zum GroBteil durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen, ein kleiner Teil hingegen fusioniert mit der Plasmamembran.
Dementsprechend wird auf diese Weise die siRNA in die Zelle geschleust, um
ihre Wirkung dort im Zytoplasma ausfiuhren zu kénnen. Unmodifizierte siRNA ist
in Zellkulturexperimenten etwa vier Tage lang wirksam. Diese Stabilitat reicht
zwar fur viele Anwendungen in Zellkulturen aus, um jedoch langerfristige
Wirkungen zu erreichen, missen stabilisierende Modifikationen in die siRNA
eingebaut werden, die deren Abbau, durch ubiqgitar vorhandene Ribonukleasen,
verhindern. Zur ersten Generation dieser Modifikationen gehéren die

4144 \welche die Halbwertszeit der

27,93,131

Phosphorothioat-Modifikationen,

Der Nachteil dieser
23,65

Oligonukleotide in humanen Seren erhéhen.
Modifikationen ist die unspezifische Bindungsaffinitat mit einigen Proteinen.
Um dieses Problem zu umgehen, wurden zusatzlich Modifikationen am 2'-OH
der Ribose eingefligt, genauer gesagt wurde eine 2'-O-Methyl-Gruppe an die
besagte Stelle eingebaut. Diese modifizierten Nukleotide der siRNA
beeinflussen mehrere Prozesse, unter anderem den Einbau der siRNA in den
RISC-Komplex und die Entspiralisierung der RNA-Duplex. Die unspezifischen
Proteinbindungsaffinitdten wurden dadurch zwar verringert, jedoch ist durch

h, 7 welche

diese Modifikation eine RNAse H Aktivierung nicht mehr méglic
RNA-DNA-Hybride erkennt und den RNA-Strang zerschneidet. Mehrere
Gruppen haben erfolgreich untersucht an welchen Stellen Modifikationen
moglich sind, ohne einen negativen Einfluss auf das Gene Silencing zu
erzeugen. 7193849

Es wird deutlich dass siRNA-Moleklile Werkzeuge darstellen, die
hochspezifisch wirken. lhre Sensibilitdt gegenlber Basenfehlpaarungen scheint

sequenz- und positionsabhéngig zu sein. Es gibt mehrere Studien Uber die
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unspezifischen Nebenwirkungen der siRNA, so unter anderem die Induktion
von  Stress- und  Apoptosegenen und die  Auslésung  einer
Interferon-Antwort. 22714715 Unter den sogenannten off-target-Effekten werden
unspezifische Genexpressionsveranderungen innerhalb der Zelle verstanden,
die auf die Applikation der siRNA beruht, aber nicht spezifisch mit der zu
supprimierenden Zielstruktur zusammenhangen. " Hierzu zahlt die durch die
siRNA induzierten Interferonantworten. Es gibt Arbeiten, die zeigen, dass
siRNAs auch eine Interferonantwort der transfizierten Zelle auslésen kdénnen.
Sledz et al ™ zeigten dass transfizierte siRNA neben einer Induktion der
spezifischen Gene auch eine interferonvermittelte Aktivierung des JAK/ STAT-
Signalweges hervorrufen kann. Des Weiteren ist bekannt geworden, dass
siRNAs, die komplementar zu verschiedenen Sequenzen des Transkriptes sind,
unterschiedliche mRNA-Expressionen hervorrufen kdnnen. % Auch Persengiev

et al. ™

verdeutlichten die  unspezifischen Expressionsanderungen der
chemisch synthetisierten siRNAs bei Uber 1000 Genen. Hieraus resultieren
sowohl Induktionen als auch Repressionen von Genen, die in verschiedene
Zellfunktionen integriert sind, unter anderem auch in die Interferonantwort. Eine
mogliche Erklarung hierfir sind Hybridisierungen zwischen mRNAs und siRNAs
trotz Fehlbasenpaarungen. Es resultieren Translationshemmungen oder

Degradationen von Nicht-Zielgenen. "
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I Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Die arteriosklerotisch bedingte koronare Herzkrankheit (KHK) z&hlt zu den
filhrenden Todesursachen in der westlichen Welt. ">'"" Neben kardiologisch-
interventionellen Therapiestrategien ist die chirurgische Behandlung der KHK
durch Anlage autologer vendser GefaBtransplantate zur Uberbriickung des
stenosierenden GefaBabschnittes zum weltweiten Standard geworden. ©?
Jedoch konnte entgegen den Fortschritten der operativen Technik und der
Optimierung der postoperativen Medikation die Langzeitprognose infolge der
Restenoserate der vendsen Bypadsse nicht wesentlich verbessert werden. ''
Grund der zunehmenden Transplantatstenosierung der implantierten GefaBe ist
die Entwicklung einer Transplantatarteriosklerose, die sich innerhalb von
Monaten ausbilden kann. '8

Als eine Ursache flir diese ,beschleunigte Arteriosklerose” der Bypass-GefaBe
wird zum einen die Integration des vendsen Bypass-GefaBes in das arterielle
Drucksystem angesehen (,Arterialisierung®), % da die Venentransplantate
folglich einem erhéhten arteriellen Druck ausgesetzt werden. Eine weitere
Ursache ist neben den kausalpathologischen Risikofaktoren der Arteriosklerose

in der multifaktoriellen Atiologie '

zu suchen, die durch praoperative
(pathomorphologische Veranderungen der Venentransplantate), perioperative
(Venenpraperation) sowie postoperative Verletzungen (Implantation in den
arteriellen Kreislauf) erganzt wird. 3*''° Durch den Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine bei den Bypass-Operationen werden zusatzlich vermehrt Zytokine
gebildet, die zu einer systemischen Immunreaktion flihren. Infolge der
hochregulierten Expression der Adhasionsmolekilrezeptoren adharieren
vermehrt Leukozyten an die vendsen Endothelzellen. Den Granulozyten folgend
adharieren Monozyten an die Rezeptoren, welche in der Lage sind nach deren
Adhéarenz durch das Endothel zu transmigrieren und sich im subendothelialen

Gewebe abzulagern und schlieBlich zu Schaumzellen zu reifen. Dieses
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Ph&nomen spiegelt sich in einer Intimahyperplasie wieder, die sich zu einem
spateren Zeitpunkt zu einer Stenose entwickeln kann.

Die zugrunde liegende Arbeitshypothese beruht darauf, dass der
Pathomechanismus der zunehmenden Transplantatstenosierung mit Hilfe der
RNA-Interferenz hinausgezdgert werden kann. Dieser Prozess des Gene
Silencing beruht auf der posttranskriptionellen Inhibition von bestimmten
Gensequenzen, die fur die Adhasionsmolekilrezeptoren codieren, mittels
Transfektion mit spezifischen siRNAs. Die daraus resultierende fehlende
Expression der inhibierten Gensequenzen auf den humanen vendsen
Endothelzellen wirkt sich effizient auf die Leukozytenadhasion aus. Durch
diesen Prozess der RNA-Interferenz kann somit die Restenoserate reguliert

werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte durch die Transfektion spezifischer siRNAs die
Expression von bestimmten Adh&sionsmolekullen, die in der Adhasionskaskade
der Entzindungsreaktion eine entscheidende Rolle spielen, inhibiert werden.
Bei den untersuchten endothelialen leukozytédren Rezeptoren handelte es sich
um E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1. Dieser inhibierende Effekt, ausgel6st
durch die transfizierten siRNAs, auf die Leukozytenadhdsion an die
Endothelzellen, kénnten zuklinftig neue gentechnologische Mdéglichkeiten in der
Inhibition chronisch entzindlicher Prozesse und der Restenoserate nach

Bypass-Operationen erdffnen.

Die Transfektionseffizienz der kultivierten Endothelzellen wurden durch
Fluoreszenzfarbung qualitativ. und durch die FACS®-Analyse quantitativ
validiert. Diese Ergebnisse stellten die Grundlage fiir weitere Untersuchungen
am Flusskammermodell dar, in der die Transfektionseffizienz anhand der fest
adharierenden Granulozyten (Sticker) nachzuweisen war. Durch den Vergleich
der Resultate der ermittelten Stickerzahl zwischen den einzelnen inhibierten
Rezeptoren sollte die Frage beantworten, inwieweit sich die verschiedenen
Rezeptoren inhibieren lassen und ob quantitative Unterschiede bestehen. Die

sich daraus ergebende Frage, ob die Transfektionseffizienz bei einer
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Kombination von allen drei hier untersuchten spezifischen siRNAs gesteigert
werden kann und in einer weiteren Reduzierung der Leukozytenadhasion an
die Endothelzellen resultiert, sollte in einem weiteren Versuchsansatz ermittelt

werden.
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1} Material und Methodik

1. Materialien

1.1 Antikorper

Far die Markierung der Adhasionsmolektile wurden verschiedene monoklonale

Antikdrper verwendet.

Tabelle 1ll.1:Antikérper

Abkirzung/
Antikérper Bezeichnung | Hersteller
Anti-E-Selektin, Anti-CD62E BD-Biosciences Pharmingen,
PE-Cy5-Konjugat Heidelberg, Deutschland
(lgG1 Mouse, Klon 68-5H11)
Anti-human CD31, Anti CD31 ImmunoTools, Friesoythe,
FITC-Konjugat Deutschland

(IgG1 Mouse, Klon HEC/75)

Anti-ICAM-1, PE-Konjugat Anti-CD54 BD-Biosciences Pharmingen,

(IgG1 Mouse, Klon HA 58) Heidelberg, Deutschland
Anti-VCAM, FITC-Konjugat Anti-CD106 BD-Biosciences Pharmingen,
(IgG1 Mouse, Klon 51-10C9) Heidelberg, Deutschland

1.2 Transfektionsreagenzien

Far die Transfektion wurden die verschiedenen siRNA Sequenzen, welche
jeweils gegen einen anderen Rezeptor spezifisch sind, mit Hilfe von Cellfectin®
in die Zellen transfiziert. Es wurden spezifische Sequenzen sowohl gegen die
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Rezeptoren E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 sowie Kontrollsequenzen
(scrambled siRNA), welche fur keinen Rezeptor spezifisch sind, eingesetzt.

Tabelle 111.3:Transfektionsreagenzien und siRNA

Reagenzien Hersteller

Cellfectin Reagent® 1ng/ml Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

siRNA SelectinE, 5nmol Qiagen, Hilden, Deutschland
sense: 5 -GGUUGAAUGCACCACUCAAJTAT-3'
antisense: 5 -UUGAGUGGUGCAUUCAACCITAT-3'

siRNA ICAM, 5nmol Qiagen, Hilden, Deutschland

sense: 5-GCCUCAGCACGUACCUCUAdTAT-3"
antisense: 5-UAGAGGUACGUGCUGAGGCdTdT-3"

siRNA VCAM, 5nmol Qiagen, Hilden, Deutschland

sense: 5-AAUGCAACUCUCACCUUAACTIT-3
antisense: 5 -UUAAGGUGAGAGUUGCAUUATAT-3

siRNA (scramble), 5nmol (non silencing) Qiagen, Hilden, Deutschland
sense: 5-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTAT-3
antisense: 5-ACGUGACACGUUCGGAGAAITAT-3

1.3 Reagenzien

Tabelle 11l.4:Reagenzien

Abklrzung/
Reagenzien Bezeichnung | Hersteller
Collagenase PAA Laboratories GmbH,
Colbe, Deutschland
Collagen G Kollagen Biochrom AG, Berlin,
Deutschland
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Detachment Kit Detachment | PromoCell, Heidelberg,
Incl. -Hepes BSS® Kit Deutschland
-Trypsin/EDTA®
-TNS®
Gelatine Sigma, Deisenhofen,
Deutschland
Gentamicin PromoCell, Heidelberg,
Deutschland
Lésung A
incl.-137mM NacCl (8,0069)
-5,4mM KCL (0,4039)
-4,2mM NaHCO3; (0,3539)
-5mM D-Glucose (0,9019g)
-500ml Ampuwa
- pH 7,3 sterilfiltriert
Lysing Buffing Ery-Lyse Universitats-Apotheke,
incl.-8,29g Ammoniumchlorid Tabingen, Deutschland
-1,00g Natriumbicarbonat
- 0,037 EDTA®
- 500 ml sterilfiltriert
Medium 199 Medium 199 | PromoCell, Heidelberg,
“with Earle’s balanced salt Deutschland
solution, with glutamin and
HEPES®
Percoll® (1,128 g/ml) Percoll Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg,
Deutschland
Phosphat-gepufferte PBS™ Invitrogen, Karlsruhe,

Kochsalzlésung ohne
Calcium und Magnesium
(,Dulbecco’s phosphat

buffered saline w/o calcium,

Deutschland
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magnesium, sodium

bicarbonate”)

RPMI 1640

Cambrex, Verviers, Belgien

Trypanblau-Lésung 0,4%

flissig

Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland

Tumornekrosefaktor-a 10ug
IgG1Mouse, Klon MAb11

BD-Biosciences Pharmingen,

Heidelberg, Deutschland

1.4 Gerate

Tabelle lll.4:Geréte

Gerét

Bezeichnung/Hersteller

CO» —Inkubator

Heraeus; Rottenburg, Deutschland

EppendorfgefaB 1ml

Eppendorf, Stuttgart, Deutschland

FACS-Ro6hrchen

Firma Greiner, Frickenhausen,
Deutschland

FACScan™

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Falcon (15 ml, 50 ml)

Invitrogen, Heidelberg, Deutschland

Fluoreszenzlicht

BP 546, FT 580, LP 590

Kryroréhrchen

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

u-Slide I, Collagen IV

Ibidi, Miinchen, Deutschland

Mikroskop

Axiovert 135, Zeiss Germany

Neubauer-Kammer

Assisstent, Sondheim/Rhon, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Stuttgart, Deutschland

Prazisionspumpe

PHD 2000, Harvard Apparatus

FMI GmbH Seeheim/Oberbeerbach,
Deutschland

Sicherheitswerkbank

BDK, Sonnenbtihl-Genkingen
Deutschland

6- und 12-well-Platte

BD-Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
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Wasserbad Dinkelberg analytics E 10, Gablingen,
Deutschland
Zentrifuge: Typ: Varifuge RF Inert Heraeus Sepatech, Wehrheim,
Typ: Varifuge 3.2RS Deutschland
2. Methodik

2.1 Endothelzellkultur

2.1.1 Isolierung von Endothelzellen aus der Vena saphena magna

Vor der lIsolierung der vendsen Endothelzellen wurde eine 6-well-platte wie
folgt mit Gelatine beschichtet. Nach der Zugabe von 10 ml Gelatinelésung
(0,1%) wurde diese nach 30 Minuten im Brutschrank wieder abgesaugt.

Den Empfehlungen der Ethik-Kommission entsprechend, wurden die flr die
verschiedenen Versuchsreihen verwendeten vendsen Endothelzellen von
freiwilligen Patienten entnommen, die zuvor aufgeklart und eingewilligt hatten.
Die vendsen Endothelzellen stammten aus Venae saphena magnae, die bei
Bypass-Operationen als Transplantat verwendet werden. Diese Venen wurden,
nach Literatur von Jaffe, /’ zuvor 20 Minuten in RPMI 1640 mit 0,5 %
(50 pg/ml) Gentamicin gelegt. Nach der Reinigung der Vene mittels einem
sterilen Wattetupfer mit 70 % Ethanol von auBen, wurde diese mit Hilfe einer
stumpfen Kandle und einer Klemme, in Richtung der Venenklappen zweimal
mit 25 ml der Lésung A durchgespllt und anschlieBend mit 5 ml
Collagenaselésung 0,1 % nachgespult. Nach Abklemmen der Vene mit einer

Bulldogklemme, wurde diese prall geflllt mit Collagenaselésung 0,1 % .Die
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Befeuchtung der Vene erfolgte mit einigen Tropfen Komplettmedium. Es
folgte die Inkubation im Brutschrank bei 5 % CO,, 37 °C fir 1,5 Stunden. Das
Eluat wurde nach dieser Zeit in einem 10 ml Falcon aufgefangen, ebenso die
Nachspllung mit 10 ml PBS™. Die Suspension wurde 5 Minuten bei 220 ¢
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in 500 pl
Komplettmedium resuspendiert und in ein Loch der 6-well-Platte gegeben.
Zusatzlich wurde 2 ml 37 °C warmes Medium in das Loch gegeben.

Nach 24 Stunden wurde mit 3 ml Medium gespilt, um Zelltrimmer und
Erythrozyten zu entfernen. Nach der Zugabe von 2,5 ml Medium, wurde dieses
jeden zweiten bis dritten Tag gewechselt. Bei einer Konfluenz von 80 %
wurden die Zellen in eine Zellkulturflasche umgesetzt.

Zur Uberpriifung der Endothelzellen auf deren Reinheit wurde ein Antikdrper
gegen CD31 verwendet. Hierfir wurden 3x10° Zellen in ein Loch einer 12-well-
Platte angeziichtet. Vor der Zugabe des CD31-Antikérpers wurden die Zellen
zuerst mit FCS 0,5 % (5 ml FCS 5 % mit 50 ml Puffer 1:10 verdinnen)
zweimal gewaschen. Nach der Inkubationszeit von 45 Minuten bei 4 °C wurden
die Zellen mit FCS 5% gewaschen und von der Platte mit Hilfe von Trypsin®
abgel6st. Das Pellet nach der Zentrifugation bei 0,2 rcf 5 Minuten wird in
250 pl FACS-L6sung (250 pl PBS7/ 2,5 % Formaldehyd) resuspendiert und in
FACS-Ré6hrchen gegeben. Die FACS®-Analyse erméglichte eine Bestimmung
der Reinheit der Endothelzellen. Fur die Versuche wurden nur Endothelzellen

verwendet die eine Reinheit von Uber 90 % aufwiesen.

2.1.2 Anzucht einer Zellkultur

Nach dem Absaugen des Medium aus der 6-well-Platte wurde mit 2 ml Hepes
BSS® gespiilt, 1150 pl Trypsin® hinzugeben und fir 5 Minuten in den
Brutschrank gestellt. Durch leichtes Beklopfen der Platte wurden die
Endothelzellen von dem Plattenboden geldst. Die Neutralisation des Trypsins®
erfolgte mit TNS®. Die Suspension wurde in ein 15 ml Falcon 5 Minuten bei

220 g zentrifugiert und das Pellet in 500 ul Medium resuspendiert. Bevor die
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Zellsuspension in eine, zuvor mit Gelatine beschichtete Zellkulturflasche,
pipettiert wurde, wurde in diese 14 ml 37 °C warmes Medium gefullt.

Am néchsten Tag erfolgte der Mediumswechsel, welcher von nun an in einem
2 tagigen Rhythmus erfolgte.

Bei einer Konfluenz der Endothelzellen von 80 % wurden diese gesplittet. Das
Detachment Kit, bestehend aus Hepes BSS®, Trysin/EDTA® und TNS® wurde
vorgewarmt auf 37 °C. Neue gelatinisierte Zellkulturflaschen wurden mit 14 ml
Medium befillt und mindestens 30 Minuten bei 37 °C, 5 % CO, und
wasserdampfgesattigt inkubiert.

Das Medium in der zu splittenden Zellkulturflasche wurde abgesaugt und mit
5 ml Hepes BSS® nachgespiilt. Durch 7,5 ml Trypsin/EDTA® und 5 Minuten im
Brutschrank lésten sich die Zellen von dem Zellkulturflaschenboden, welches
unter dem Mikroskop Uberprift werden konnte und durch zusatzlich leichtes
Beklopfen der Flasche unterstiitzt wurde. Nach der Neutralisation mit TNS®
konnte die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon Uberflhrt werden. Die
Zentrifugation erfolgte bei 220 g Uber 5 Minuten. Das Pellet wurde in 500 ul
Medium resuspendiert und auf 1 ml Medium aufgefillt. Zur Zellzahlbestimmung
wurden 80 wl einer 0,5 % igen Tryptanblaulésung und 20 ul aus der
Zellsuspension in ein EppendorfgefaB gegeben. In die Neubauerkammer
wurden mit 20 pl aus der angefarbten Suspension gegeben und unter dem
Mikroskop bei 100 facher VergroBerung ausgewertet. Es wurden dabei die
Zellen in den 4x16 Quadraten ausgezahlt und mit 5 (fir die Verdlinnung mit der
Tryptanblaulésung) und 2,5 (der Faktor) multipliziert.

Die Zellsuspension wurde auf die neuen Kulturflasche (jeweils 5 Stiick) verteilt.
Am darauf folgenden Tag erfolgte der Mediumswechsel.

2.1.3 Beschichtung der p-Slide |, Collagen IV und Mediumswechsel
Vor der Beschichtung der u-Slides | wurden die Zellen, nach obiger

Beschreibung fir das Splitten, von der Zellkulturflasche abgeldst und gezahilt.
Nach der Zahlung wurde die Suspension auf 7x10° Zellen/ml verdiinnt.
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Hiervon wurden nun je 100 ul in den Kanal der y-Slides | pipettiert. Es entstand
ein Sog der die Suspension bis an das andere Ende zog bzw. durch leichte
Schragstellung der p-Slides | konnte die Suspension leichter bis zum anderen
Ende diffundieren. AnschlieBend wurden in die zwei Kammern je 500 ul
Medium pipettiert und mit den Kappchen fest verschlossen. Die p-Slides |
wurden daraufhin in den Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, gestellt.

Nach ungefahr 4 Stunden waren die Zellen als kontinuierlicher Layer mit einer
Konfluenz von 60 — 80 % mit Hilfe des Mikroskops bei 100 facher
VergrdBerung sichtbar.

Am néachsten Tag erfolgte der Mediumswechsel. Die 500 pyl Medium wurden

abpipettiert und durch neues Medium ersetzt.

2.2 Visualisierung der Adhasionsmolekiile

Um die Expression von ICAM-1 (CD54) sichtbar zu machen, wurden die
beschichteten p-Slides | zuerst mit 1,25 ng/ml TNF-a 12 Stunden lang
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die u-Slides | mit 500 pl auf 37 °C
vorgewarmtem Medium gewaschen. In jede Kammer wurden 500 pyl FCS 5 %
in PBS™ pipettiert. Auf der einen Seite wurde dieses wieder abpipettiert und in
den Kanal 3,33 pl/ml ICAM-1 Antikérper gegeben und die Kammer wieder mit
FCS 5 % aufgefallt. Nun wurden die p-Slides | fir eine Stunde bei 4 °C
gehalten. AnschlieBend wurde das FCS wieder abpipettiert und die p-Slides |
zweimal mit Hepes BSS® gewaschen. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
konnte nun die ICAM-1 Expression betrachtet werden.

Far die Darstellung von E-Selektin (CD62E) wurden die p-Slides | mit
2,5 ng/ml TNF-a Konzentration 6 Stunden lang inkubiert. Die Darstellung des

Adhasionsmolekils erfolgte ebenso mit dem Fluoreszenzmikroskop.
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Um VCAM-1 (CD106) auf den Endothelzellen nachzuweisen wurde mit einer
TNF-a Konzentration von 5 ng/ml stimuliert. Ansonsten wurde die gleiche
Vorgehensweise wie bei ICAM-1 und E-Selektin angewendet. Fir den
Antikérpernachweis gegen CD 106 wurden 5 uyl/ml des Antikdrpers verwendet

und unter dem Fluoreszenzmikroskop mit FITC betrachtet.

2.3 Charakterisierung der Oberflachenmerkmale durch FACS

Mittels der Durchflusszytometrie oder FACS® (fluorescence activated cell
sorting) kdnnen Oberflachenmolekille von Endothelzellen analysiert werden,
um die immunologischen Konsequenzen zu untersuchen.

Dazu wurden 150.000 Zellen pro Loch einer 12- well-Platte angeziichtet. Je
nach Rezeptor wurden die Endothelzellen mit einer unterschiedlichen
Konzentration von TNF-a stimuliert. In Vorversuchen war zuvor ermittelt
worden nach welchem Zeitpunkt der Rezeptor am hdchsten exprimiert ist. An
dem besagten Zeitpunkt wurde 1 ml FCS 5 % in PBS™ auf die Zellen gegeben.
Zusétzlich wurde ein Antikérper gegen den zu untersuchenden Rezeptor
hinzugeflgt. Die Endothelzellen wurden eine Stunde bei 4 °C gehalten und
daraufhin zuerst mit FCS 5 % und im Anschluss nochmals mit Hepes BSS®
gewaschen. Mit Hilfe von Trypsin® konnten die Zellen von der Platte abgeldst
werden. Nach Zugabe von TNS® wurden die Zellen in ein Eppendorfgefa3
Uberfihrt und 5 Minuten bei 220 g zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen mit PBS™/ 2,5 % Formaldehyd fixiert.

Die fixierten Endothelzellen konnten nun der FACS®-Analyse zugefiihrt

werden.

Bestimmt wurden die Oberflachenmolekile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin,
welche flr die leukozytdre Adhésion relevant sind. Diese Rezeptoren sind
sowohl fir das Rolling, als auch fir das Sticking entscheidend und nach

Aktivierung verstarkt exprimiert.
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Fluoreszenzkonjugierte Antikérper gegen die genannten Oberflachenmolekiile
wurden mit dem FACScan™ gemessen und mit der CellQuestPro Software

(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) ausgewertet.

2.4 siRNA Transfektion

Fir die Transfektion musste RNAse-frei gearbeitet werden. Es wurden mit in
zuvor bei 200 °C far 15 Stunden im Backofen gebackene Pasteur-Pipetten
gearbeitet und ebenso mussten alle anderen Materialien RNAse-frei sein. Das
Medium fir die Endothelzellen durfte keine Antibiotika enthalten. AuBerdem
wurde nicht nur mit 70 % igem Alkohol desinfiziert sondern zusatzlich mit
RNAse Zap.

Far die Hybridisierung der siRNA wurden 250 ul des Puffers zu der siRNA
hinzugeflgt, sodass eine 100 nmolare Lésung entstand. Diese wurde eine
Minute bei 90 °C erhitzt und anschlieBend fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Nun wurden die zuvor hergestellten Alliquots bei —20 °C eingefroren.

Um die Effizienz der Transfektion nachzuweisen wurden 4 p-Slides | bendtigt;
gemaB den vier Gruppen in jedem Versuchsansatz. Gruppe 1 stellt eine
Leerprobe dar und Gruppe 2 ein y-Slide |, welcher nur mit TNF-a stimuliert
wurde. Gruppe 3 und 4 wurden sowohl mit TNF-a aktiviert als auch transfiziert.
Gruppe 3 wurde mit scrambled siRNA transfiziert und der p-Slide | der Gruppe
4 mit einer spezifischen siRNA transfiziert.

Tabelle lll.5:Darstellung der Versuchsansiatze

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Unbehandelte TNF-a aktiviert TNF-a aktiviert TNF-a aktiviert
Endothelzellen Scrambled Spezifische
siRNA transfiziert | siRNA transfiziert
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Auf diesen p-Slides | wurde, wie zuvor beschrieben, RNAse-frei angezichtet.
Far die Transfektion wurden in vier Kryroréhrchen (RNAse-frei) jeweils 20 pl
Basalmedium (EGM-2 ohne Bulletkits) pipettiert. In zwei der vier Réhrchen
wurden jeweils 2,01 pl Cellfectin® (unspezifisch) gegeben. In ein weiteres
Réhrchen wurde 100 nM scrambled (nonsense) siRNA Ldsung und in das
andere 100 nM rezeptorspezifische siRNA gegeben. Nun wurde das geldste
Cellfectin® der ersten zwei Rohrchen zu den zwei Kryoréhrchen, die die
jeweilige siRNA enthielten, pipettiert. Die Kryroréhrchen wurden 20 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen, in denen sich die Transfektionskomplexe
ausgebildet haben. Nach dieser Inkubationszeit wurden jeweils 260 ul
Basalmedium zu den Transfektionskomplexen gegeben. Nachdem die
p-Slides | mit 37 °C warmen Basalmedium gewaschen worden waren, wurden
in die ersten zwei p-Slides | je 155 pl Basalmedium in jede Kammer
hinzugegeben, fir die Leer- bzw. TNF-a- Probe, und in die anderen zwei p-
Slides | je 155 pl der Transfektionskomplexe in jede Kammer - so konnte der
eine u-Slide | mit der scrambled siRNA und der andere mit der
rezeptorspezifische siRNA transfiziert werden. Nach zwei Stunden wurde das
Basalmedium sowie die Transfektionskomplexe abpipettiert und durch je 500 pl
antibiotikafreies Medium ersetzt.

Nach 4 Stunden konnten die Zellen mit der fir die verschiedenen Rezeptoren
bendtigten TNF-a Konzentration aktiviert werden.

Die Auswertung erfolgte zuerst durch Fluoreszenzmarkierung, wie sie unter 2.
beschrieben wurde, um die Expression der Rezeptoren nachzuweisen. In
einem zweiten Versuchsansatz wurden Uber die transfizierten u-Slides |
Granulozyten perfundiert, um die Effizienz der siRNA, mit Hilfe der fest

adharierten Granulozyten, zu tGberprifen.
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2.5 Granulozytenisolation

Fir die nachfolgenden Perfusionsversuche wurden polymorphkernige
neutrophile Granulozyten, von freiwilligen Spendern, eingesetzt. Diese wurden
durch Dichtegradientenzentrifugation Uber einen diskontinuierlichen Percoll-
Gradienten (Dichte 1,128 g/ml) gewonnen.

Am Abend vor dem Versuchstag wurden in ein Percollréhrchen 4 ml einer
63,11 % Percolllésung (63 ml Percoll in 7 ml 10xPBS™+ 30 ml PBS") und 4 ml
einer 72,13 % Percollldsung (72 ml Percoll in 8 ml 10xPBS™ + 20 ml PBS")
pipettiert. Am Versuchstag selbst wurden 4 ml Citrat-antikoaguliertes Vollblut
(S-Monovette® Gerinnung 0,106 M Citrat 1:10 in Blut; Sarstedt AG, Niirnbrecht)
auf den Gradienten gegeben. Die Réhrchen wurden 29 Minuten bei 750 g und
22 °C ohne Bremse zentrifugiert. Im Anschluss konnte die Granulozytenbande
abpipettiert werden und die Erythrozytenkontamination wurde mit Hilfe einer
Erythrozytenlyse (8,29 NH4 Cl + KHCO3; + 0,037 EDTA in 500ml H,O) und
erneuter 10-mindtiger Zentrifugation bei 300 g und 4 °C mit Bremse entfernt.
Es folgten zwei Waschschritte mit kaltem PBS~, die durch eine jeweilige 10-
mindtiger Zentrifugation bei 300 g und 4 °C mit Bremse getrennt wurden. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurden 20 wl der hochkonzentrierten
Granulozytensuspension in eine Neubauerkammer pipettiert. Unter dem
Mikroskop wurden bei 100 facher VergréBerung 4 der 16 groBen Quadrate
ausgezahlt und zuerst mit 16, dann mit 2,5 multipliziert. Bis kurz vor
Versuchsbeginn wurden die isolierten Granulozyten hochkonzentriert auf Eis
gehalten.

Far die Perfusionsversuche wurden die polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in Medium 199
verdunnt. Innerhalb der 10 Minuten Perfusionsdauer wurden insgesamt 6 ml

der Granulozytensuspension Uber die p-Slides | perfundiert.
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2.6 Flusskammermodell und hydrodynamische Grundlagen

Die Adhasionsexperimente erfolgten in den u-Slides I. Diese stellen ein
biomimetisches System dar, mit dem der Fluss in einem BlutgefaB3 simuliert
werden kann. Die p-Slides | wurden an eine Préazisionsspritzenpumpe auf der
einen Seite mittels eines Schlauchs angeschlossen und auf der anderen Seite
wurde das Perfusat in einem AuffanggefdB gesammelt. Die
Leukozytensuspension wurde ohne Rezirkulation Uber die p-Slides | geleitet.
Mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops (Axiovert 135, Zeiss Germany, 10x
Okular) konnten die Interaktionen zwischen den Endothelzellen und den
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten beobachtet und zur spéateren
Auswertung mit Hilfe einer Digitalkamera in Videosequenzen aufgenommen
werden.

FiOr die hydrodynamische Grundlage ist die Schubspannung (,shear stress®
[dyn/cm?]) von entscheidender Bedeutung, da diese der Adhasion der
Leukozyten im GefaBsystem entgegenwirkt. Sie ist definiert als das Produkt
der Scherung am GeféaBrand (shear rate [1/s]) und der Viskositat [poise].

T = Schubspannung [dyn/ cm?]
1) T=yeu y = Scherung [1/s]

U = Viskositdt [ poise]
Der Simulation des GefaBes liegt die laminare Strdmung (Reynolds Zahl <2)
zugrunde. Hierbei ist von entscheidender Bedeutung, dass die Flissigkeit im
Zentrum des Kanals am schnellsten flie3t, wahrend die der Wand anliegende
Flissigkeit am meisten gebremst wird. Es entsteht somit ein paraboles
Geschwindigkeitsprofil. Fir die Berechnung der Scherung bendtigt man neben
der H6he h [cm] und der Breite b [cm] die Flussrate des Perfusats [cm?/s] und

fir die Schubspannung die Viskositat [poise].
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¥ = Scherung [1/s]
2) y= 3%1%12 T = Schubspannung  [dyn/cm?]

M = Viskositdit [ poise]
(3) T= 3‘”%[%12 Q = Flussrate [cm3/s]

a= halbe Héhe des Flusskanals [cm]

b= Breite des Flusskanals [cm]

Mit Hilfe dieser Gleichungen konnten die Scherung und die Flussrate, die in
den u-Slides | bestehen, errechnet und fiir die Versuche so gewahlt werden,
dass sie annahernd mit denen im Organismus Ubereinstimmten. Nach dem

Einsetzen der jeweiligen Werte fur die y- Slides | galt:

2 [%s] = 1259 [M/ min]

@) 7 [dYV cm?] = 1250 ¢ [n%n in]

Der Gleichung flr die Schubspannung konnte entnommen werden, dass flr
eine Schubspannung von 7 = 0,75 dyn/cm? eine Flussrate von Q= 0,6 ml/min

bendtigt wurde. Diese Schubspannung wurde deshalb gewéhlt, da die Vena
saphena magna einer mittleren Vene im Organismus entspricht und diese eine
solche Schubspannung aufweist. Im Gegensatz dazu stehen die
Schubspannungen in Arterien, bei denen Werte zwischen ¢ = 5 dyn/cm2 und
7 = 10 dyn/cm? gemessen werden kénnen; in der Aorta werden Werte von bis
zu 7 = 15 dyn/cm? erreicht. Diese hohen Schubspannungen konnten aus

technischen Griinden nicht in den u-Slides | erzielt werden.
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2.7 Analyse der Adhasionsexperimente

Die Perfusionsdauer bei den Versuchen betrug jeweils 10 Minuten bei einer
Schubspannung von z = 0,75 dyn/cm2. Am Ende der Perfusion wurden die
Endothel-Leukozyten-Interaktionen fir jeweils 10 Sekunden aufgenommen.
Der Bildausschnitt wurde so gewahlt, dass dieser in der Mitte der Flusskammer
lag. Diese Sequenzen konnten mit Hilfe einer programmierten Software
(CellTracker, C. Zanke, Universitatsklinikum Tdbingen, Klinik  fOr
Anasthesiologie) ausgewertet werden. Das Programm erkannte die
Interaktionen von den Leukozyten mit dem Endothel durch deren GréBe und
Helligkeit, wobei ein manueller Korrekturmodus mdglich war. Als fest adharente
Granulozyten, so genannte Sticker, bezeichnet man diejenigen, die sich
innerhalb dieser 10 Sekunden um weniger als einen halben Zelldurchmesser
auf dem Endothel bewegten. So konnten die Sticker ermittelt werden und

Vergleiche zwischen den verschieden behandelten u-Slides | gezogen werden.

2.8 Statistische Auswertung

Alle Experimente, mit Ausnahme der Versuche mit VCAM-1, wurden viermal in
jeweils vier Parallelversuchen durchgefihrt. Die Versuche mit VCAM-1 wurden
zweimal in jeweils vier Parallelversuchen wiederholt. So konnte die
Reproduzierbarkeit der Versuche sichergestellt werden.

Es wurden die feste Adhé&sion der Granulozyten an den humanen vendsen
Endothelzellen dargestellt, nachdem die p-Slides | zehn Minuten mit einer
Wandschubspannung von z= 0,75 dyn/cm? perfundiert worden waren. Den
fest adhéarierenden Granulozyten an den unbehandelten, aber mit TNF-a
stimulierten Endothelzellen, wurde der Wert 1 zugeordnet. Dieser entspricht
100 Prozent. Die Sticker, die sich auf den mit scrambled siRNA transfizierten

Endothelzellen befanden, wurden als Quotient zu den fest adharierenden
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Granulozyten aus der TNF-a aktivierten Probe dargestellt. Ebenso als Quotient
wurde die Anzahl der fest adharierenden Granulozyten auf dem p-Slide I, der
mit einer spezifischen siRNA transfiziert wurde, zu der Anzahl der Sticker auf
den mit TNF-a stimulierten Endothelzellen dargestellt.

Die Signifikanz der Daten fur die feste Adhasion wurde mit Hilfe des Ein-
Stichproben-t-Tests Uberprift. Als Signifikanzniveau wurde p< 0,05 festgelegt.



Ergebnisse 33

IV Ergebnisse

1. Immunhistochemischer Nachweis der Transfektionseffizienz

1.1 Die Effizienz der ICAM-1 siRNA

Zum Nachweis der Effizienz der siRNA Transfektion gegen ICAM-1 wurde ein
Antikdrper gegen den Rezeptor CD54 verwendet. Dieser Rezeptor ist 12
Stunden nach der Aktivierung mit 1,25 ng/ml TNF-a maximal auf den
Endothelzellen exprimiert. Dieses konnte durch Zeitreihen mit Hilfe der FACS®-
Analyse nachgewiesen werden.

Die Expression von ICAM-1 auf den Endothelzellen in den y-Slides | wurde mit
einem PE-gelabelten Antikérper, wie unter 2.2 beschrieben, nachgewiesen. Um
die Transfektionseffizienz der siRNA gegen den ICAM-1 Rezeptor darzustellen
wurden vier p-Slides | angezlichtet und im Anschluss daran unterschiedliche
Vorgehensweisen ausgesetzt. Grundsatzlich bestand ein Versuch jeweils aus
vier p-Slides |; einer Leerprobe auf dem unbehandelte humane vendse
Endothelzellen angeztichtet wurden und nicht mit TNF-a stimuliert wurden. Der
zweite P-Slide | wurde mit TNF-a aktiviert, ebenso der dritte und der vierte -
Slide |, bei denen zusétzlich eine Transfektion, einmal mit scrambled siRNA und
einmal mit ICAM-1 siRNA, durchgefihrt wurde. So konnte ein direkter Vergleich
zwischen den verschieden behandelten u-Slides I mittels
Fluoreszenzmarkierung vorgenommen werden. Dieser Versuch wurde viermal
wiederholt, um das Ergebnis zu festigen und mdgliche falsch positive
Ergebnisse zu verhindern.

Bei allen vier Versuchen zeigte sich, dass die Leerprobe keine der untersuchten
Rezeptoren exprimierte, beziehungsweise es konnte nur eine sehr schwache

basale Grundexpression nachgewiesen werden, welche dadurch zu erklaren
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war, dass die Zellen eine gewisse Grundstimulation aufzuweisen hatten (Abb.
IV.1A). Da die Fluoreszenzmarkierung eine subjektive Nachweismethode ist,
wurde zusatzlich eine FACS®-Analyse durchgefiihrt. Aufgrund der hohen
Grundstimulation wies die Leerprobe selbst eine relativ breite Fluoreszierung
der Endothelzellen auf (Abb. IV.2A).

Im Gegensatz dazu zeigte sich unter dem Mikroskop bei der alleinigen TNF-a
Stimulation eine deutliche Fluoreszenz der Zellen (Abb. IV.1B), die Uber den
ganzen u-Slide | zu beobachten war. In der FACS®-Analyse konnte 12 Stunden
nach der Aktivierung der Endothelzellen eine dreifache Steigerung der
Fluoreszenz gemessen werden (Abb. 1V.2B).

Die Endothelzellen des p-Slides |, welcher mit der scrambled siRNA transfiziert
wurde, also mit einer siRNA die fir keinen Rezeptor spezifisch ist, zeigten unter
dem Mikroskop eine etwas starkere Fluoreszenz als bei den Endothelzellen auf
dem TNF-a stimulierten u-Slide I. Dies beweist, dass die Sequenz der
scrambled siRNA zu keinem der Rezeptoren komplementar ist und aus diesem
Grund eine  Transfektion keinen  Einfluss auf eine  mdgliche
Expressionshemmung eines Rezeptors hat. Daraus ergibt sich, auf die
Fluoreszenzmarkierung bezogen, dass die mit scrambled siRNA transfizierten
Endothelzellen denen mit TNF-a stimulierten (Abb. 1V.1C) entsprachen.
Genauso wie bei der TNF-a Aktivierung konnte fir die stimulierten scrambled
siRNA transfizierten Endothelzellen ein dreifacher Anstieg der Fluoreszenz in
der FACS®-Analyse gemessen werden (Abb. IV.2C).

Die ICAM-1 siRNA ist komplementar zu einem Sequenzabschnitt, welche fir
den ICAM-1 Rezeptor auf der mRNA codiert. Daher wurde dieser Rezeptor,
obwohl eine Genstimulation stattfand, weniger exprimiert und der Antikérper
gegen CD54 konnte nicht mehr an den Rezeptor binden. Verdeutlicht wurde
dies zum einen durch eine schwachere Fluoreszenzmarkierung im Mikroskop
(Abb. IV.1D) und zum anderen quantitativ mit der Durchflusszytometrie, bei der
eine Reduktion der fluoreszierenden Endothelzellen zu beobachten war (Abb.
IV.2D).
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Abb. IV.1A: Fluoreszenzfarbung des ICAM-1
Rezeptors auf unstimulierten Endothelzellen
in einem p-Slide I. Es konnte keine
Expression des Rezeptors nachgewiesen

werden.

Abb. IV.1B:Stimulation der Endothelzellen in
einem p-Slide | mit TNF-a und Anférbung
des ICAM-1 Rezeptors nach 12 Stunden
Inkubationszeit. Deutliche Expression des

ICAM-1 Rezeptors konnte gezeigt werden.
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Abb. IV.1C:Transfektion von Endothelzellen
mit der scrambled siRNA, die fir keinen
Rezeptor spezifisch ist und Aktivierung mit
TNF-a. AnschlieBend Fluoreszenzfarbung
nach 12 Stunden Inkubationszeit. Der
ICAM-1 Rezeptor wurde auf den
Endothelzellen deutlich exprimiert, sodass
kein Unterschied zu den nicht transfizierten

Endothelzellen bestand.

Abb. IV.1D: Fluoreszenzfarbung des ICAM-1
Rezeptors nach der Transfektion der
Endothelzellen mit ICAM-1 siRNA und
Aktivierung mit TNF-a. Es zeigte sich eine
Reduktion des ICAM-1 Rezeptors auf den
Endothelzellen, welche auf die spezifische

siRNA zurtickzuflihren war.
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Abb.IV.2A-D: Die Endothelzellen wurden nach der Anzucht auf den p-Slides | zum einen
transfiziert mit spezifischer ICAM-1 siRNA und zum anderen mit scrambled siRNA. Ein weiterer
p-Slide | wurde wie die zwei transfizierten u-Slides | mit TNF-a aktiviert und ein weiterer wurde
unbehandelt der Durchflusszytometrie zugefihrt. Es zeigte sich eine sich entsprechende
Fluoreszenz bei den aktivierten (B) und den mit scrambled siRNA transfizierten Endothelzellen
(C), die die Expression des ICAM-1 Rezeptors widerspiegelt. Auf den Endothelzellen, welche
mit ICAM-1 siRNA transfiziert wurden konnte eine geringere Expression des Rezeptors ermittelt

werden (D). Die Leerprobe wies nur eine geringe Fluoreszenz auf (A).
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1.2 Visualisierung des E-Selektin Rezeptors nach Transfektion

Die Transfektion wurde mit den gleichen Versuchsmethoden nachgewiesen wie
bei der ICAM-1 siRNA. Es wurde lediglich anstatt der ICAM-1 siRNA die
E-Selektin siRNA verwendet. Der Antikérper gegen CD62E war ebenfalls PE-
gelabelt.

Die Leerprobe bei diesem Versuchsaufbau wies keine Fluoreszenz auf
(Abb.IV.3A).

Der p-Slide 1, welcher mit TNF-a stimuliert wurde, zeigte nach sechs Stunden
Inkubationszeit unter dem Fluoreszenzmikroskop eine deutliche Farbung der
Zellen (Abb. 1V.3B). Dies verdeutlichte die Auspragung des E-Selektin
Rezeptors unter TNF-a Stimulation. GleichermaBen konnte in der FACS®-
Analyse eine siebenfache Steigerung der E-Selektin positiven Endothelzellen
(Abb. IV.4B) gezeigt werden im Vergleich zu der Leerprobe (Abb.IV.4A).

Auch der u-Slide I, der zuerst mit scrambled siRNA behandelt wurde und
anschlieBend mit TNF-a aktiviert wurde, wies eine deutliche Farbung der
Endothelzellen auf, die der des TNF-a stimulierten u-Slides | in etwa entsprach
(Abb. IV.3C).

Nach der Transfektion mit der E-Selektin siRNA und anschlieBender Farbung
mit dem entsprechenden Antikérper konnte, im Vergleich zu den beiden letzten
p-Slides |, eine deutliche Abschwéachung der Farbung beobachtet werden (Abb.
IV.3D). Diese Ergebnisse entsprachen denen der FACS®-Analyse, bei der nach
Transfektion mit E-Selektin siRNA nur ein zweifacher Anstieg der
fluoreszierenden Endothelzellen nachgewiesen werden konnte (Abb.IV.4D). Im
Vergleich dazu die Transfektion mit der scrambled siRNA, welche einen
sechsfacher Anstieg der Fluoreszenz bewirkte (Abb. IV.4C), jeweils von der

Leerprobe ausgehend.
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Abb. IV.3A:Endothelzellen auf einem p-Slide
I nach der Fluoreszenzmarkierung gegen
den E-Selektin Rezeptor. Es war keine
Anférbung mdglich da der Rezeptor nicht
exprimiert worden ist.

Abb.: IV.3B: Darstellung des E-Selektin
Rezeptors auf TNF-a stimulierten
Endothelzellen nach 6 h Inkubationszeit. Es
zeigte sich eine starke Expression des

E-Selektin Rezeptors.
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Abb. IV.3C: Fluoreszenzfarbung des E-
Selektin Rezeptors auf Endothelzellen, die
mit unspezifischer siRNA transfiziert und
aktiviert worden waren. Nach 6 Stunden
Inkubationszeit zeigte sich die gleiche
Expression des Rezeptors wie bei den nur
mit TNF-a stimulierten Endothelzellen.

Abb. 1V.3D: Nach der Transfektion mit E-
Selektin siRNA wurden die Endothelzellen
auf dem p-Slide | aktiviert mit TNF-a. Es
zeigte sich nach 6 Stunden Inkubationszeit
eine deutliche schwachere Expresssion des
Rezeptors als bei den TNF-a stimulierten
Endothelzellen des anderen p-Slides I. Dies
resultiert aus der fehlenden Expression des

Rezeptors nach der Transfektion.
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Abb.IV.4A-D: In der FACS®-AnaIyse wurden die Expression des E-Selektin Rezeptors anhand
der zuvor durchgefiihrten Fluoreszenzfarbung ermittelt. Bei der Leerprobe (A) war die geringste
Expresssion des Rezeptors nachzuweisen. Bei den Endothelzellen, welche mit TNF-a stimuliert
wurden (B) und bei denen, die vor der Aktivierung mit einer scrambled siRNA transfiziert
worden waren (C), konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu die mit E-Selektin siRNA transfizierten Endothelzellen (D), welche nach der Aktivierung
einen signifikanten Unterschied in der Expression des Rezeptors aufzuweisen hatten. Somit
konnte die Effizienz der Transfektion bewiesen werden.
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1.3 Quantifizierung des VCAM-1 Rezeptors nach der Transfektion mit
VCAM-1 siRNA

Zur Darstellung des VCAM-1 Rezeptors wurde ein FITC-gelabelter Antikdrper
zu den Endothelzellen in den Kanal der p- Slides | pipettiert. Nach einer Stunde
bei 4 °C konnten die p-Slides | ausgewertet werden. Wiederum bestand ein
Versuchsansatz aus vier p-Slides | und jeder Versuchsansatz wurde zur
Sicherung der Ergebnisse viermal wiederholt. Alle Versuche wiesen mit
geringen Unterschieden die gleichen Ergebnisse auf.

Erneut zeigte sich bei der Leerprobe eine Grundfluoreszenz, die darauf hinwies
dass eine Grundstimulation der Endothelzellen bestand (Abb. IV.5A). In der
FACS®-Analyse war jedoch nur eine geringe Fluoreszenz nachweisbar (Abb.
IV.6A).

Bei allen drei p-Slides I, die mit TNF-a stimuliert wurden zeigten sich keine
bedeutenden Unterschiede in Bezug auf die Intensitdt der Fluoreszenz. So
zeigte der mit VCAM-1 siRNA transfizierte y-Slide | (Abb. IV.5D) eine genauso
starke Fluoreszenzmarkierung wie der mit scrambled siRNA transfizierte p-
Slide | (Abb. IV.5C) oder der nur mit TNF-a aktivierte p-Slide | (Abb. 1V.5B). Bei
naherer Betrachtung der Bilder konnte eine geringe Abschwachung der
Fluoreszenz bei der VCAM-1 siRNA gesehen werden. Die scrambled siRNA
war eher starker fluoreszierend als der mit nur TNF-a aktivierte u-Slide 1.

Die FACS®-Analyse zeigte fiir die aktivierten scrambled transfizierten und die
nur mit TNF-a aktivierten Endothelzellen eine flinffache Steigerung der
Fluoreszenz (Abb. IV.6C, Abb. IV.6B). Hingegen wiesen die vendsen
Endothelzellen, welche mit VCAM-1 siRNA transfiziert worden waren nur eine
zweifache Zunahme der fluoreszierenden Endothelzellen auf (Abb.1V.6D).
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Abb. IV.5A: Darstellung des VCAM-1
Rezeptors auf unstimulierten Endothelzellen
in einem p-Slide I. Es zeigte sich eine
Grundstimulation der Endothelzellen,
woraufhin der Rezeptor schon deutlich

exprimiert worden ist.

Abb. IV.5B: Nach der Aktivierung der
Endothelzellen mit TNF-a zeigte sich nach
14 Stunden Inkubationszeit eine Anfarbung
des VCAM-1 Rezeptors. Diese zeigte eine
etwas starkere Expression als bei der
Leerprobe.
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Abb. IV.5C: Die Fluoreszenzmarkierung des
VCAM-1 Rezeptors auf scrambled
transfizierten und aktivierten Endothelzellen
entsprach der bei den untransfizierten aber
stimulierten Endothelzellen. Somit kann
gezeigt werden, dass die scrambled siRNA
nicht spezifisch gegen den VCAM-1
Rezeptor regiert.

Abb. 1V.5D: Nachweis des VCAM-1
Rezeptors auf Endothelzellen, die mit der
spezifischen VCAM-1 siRNA transfiziert und
mit TNF-a aktiviert wurden. Es zeigte sich
keine deutliche Reduktion der Expression des
Rezeptors verglichen mit den mit TNF-a
aktivierten Endothelzellen.
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Abb.IV.6A-D: Die Endothelzellen wurden auf den u-Slides | kultiviert und im Anschluss
unterschiedlichen Methoden aisgesetzt. So wurde ein p-Slide nicht weiter behandelt (A). Ein
weiterer wurde, mit der fir die VCAM-1 Expression notwendigen TNF-a Konzentration (B),
stimuliert. Zwei weitere wurden ebenfalls stimuliert, aber zuvor transfiziert. Die Transfektion
wurde zum einen mit der spezifischen VCAM-1 siRNA (D) durchgefliihrt und zum anderen mit
der scrambled siRNA (C), welche flr keinen Rezeptor spezifisch ist. Die Expression auf den
Endothelzellen, die stimuliert (B) und die sowohl mit scrambled siRNA transfizierten, als auch
aktivierten worden waren (C), war identisch. Hingegen zeigte sich eine deutlich geringere
Expression des Rezeptors auf den Endothelzellen, die mit spezifischer siRNA transfiziert
worden waren (D). Die Leerprobe (A) wies nur eine schwache Fluoreszenzfarbung auf.
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2. Nachweis der Transfektionseffizienz mittels quantitativer Erfassung

der Leukozytenadhasion

2.1 Leukozytenadhasion nach Transfektion mit E-Selektin siRNA

Die Adhésion der Leukozyten konnte nach einer Einjustierungszeit von zehn
Minuten bei einer Schubspannung von 7z = 0,75 dyn/cm? mit Hilfe einer
computerunterstiitzten Auswertung (entwickelt in dem Universitatsklinikum
Tabingen, Klinik far Anasthesiologie) bestimmt werden. Nach dieser Zeit konnte
eine fast ganzliche Adhasion der Granulozyten auf den Endothelzellen
nachgewiesen werden. Von Bedeutung waren lediglich die fest adharierenden
Granulozyten, die dadurch definiert wurden, dass sie sich innerhalb von zehn
Sekunden um weniger als einen halben Zelldurchmesser fort bewegten.
Hiervon abzugrenzen sind Roller, langsam flieBende Leukozyten nahe dem
Endothel, die nicht fest adharieren.

Erneut wurden vier Versuchsansatze durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit
der Versuche aufzuzeigen. Jeder Versuchsansatz bestand aus vier p-Slides I.
Die Leerprobe, bestehend aus vendésen Endothelzellen, die weder transfiziert
noch stimuliert wurden, wies keine nennenswerte Adhasion von Granulozyten
auf, daher wird auf diese nicht weiter eingegangen. Die Sticker, fest haftende
Granulozyten nach obiger Definition, auf den TNF-a aktivierten Endothelzellen
wurden als Vergleichswert zu den anderen p-Slides | als Wert 1 definiert.

Nach der Transfektion mit scrambled siRNA und Aktivierung mit TNF-a, konnte
nach 6 Stunden Inkubationszeit die Perfusion mit den Granulozyten
durchgefihrt werden.

Es zeigte sich bei den scrambled siRNA transfizierten Endothelzellen eine
Adhasion, die einen Mittelwert von 0,98 + 0,20 ergab, in Bezug auf den TNF-a
aktivierten Versuchsansatz. Folglich konnte, auf den mit scrambled siRNA
transfizierten Endothelzellen, eine Granulozytenadhdrenz von 98 Prozent
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nachgewiesen werden (Abb. 1V.8). Das Signifikanzniveau lag bei p = 0,86 und
war somit nicht signifikant unterschiedlich zu dem Wert 1.

Im Vergleich zu diesen zwei, sich nicht signifikant unterscheidenden p- Slides |,
konnte eine Verringerung der Granulozytenadhasion auf 52,7 Prozent (Abb.
IV.8) bei den Endothelzellen beobachtet werden, bei denen zuvor eine
Transfektion mit spezifischer siRNA gegen E-Selektin siRNA durchgeflhrt
worden war. Die Stimulation war erneut 6 Stunden zuvor mit TNF-a erfolgt.
Dieses Ergebnis war mit p = 0.0003 hoch signifikant.

Durch die Transfektion mit E-Selektin siRNA konnte eine Reduktion der
Adhasionsfahigkeit der in der Zellsuspension flieBenden Granulozyten um 47,3
Prozent, in Bezug auf unbehandelte Endothelzellen, welche ebenfalls zuvor
aktiviert worden waren, erreicht werden. Dies entspricht im Mittel einer
Stickerzahl von n= 212 auf mit E-Selektin siRNA transfizierten Endothelzellen,
im Vergleich dazu die aktivierten nicht transfizerten Endothelzellen mit einer
Stickerzahl von n= 395. Diese entspricht ebenso den mit scrambled siRNA
transfizierten Endothelzellen. Aufgrund dieser Ergebnisse ist der Nachweis der
Effizienz einer Transfektion, in diesem Fall mit der spezifischen E-Selektin
siRNA, erbracht.
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Leukozytenadhasion auf Endothelzellen nach Transfektion mit E-
Selektin siRNA
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Abb. 1V.8: Transfektion mit E-Selektin siRNA. Die Endothelzellen wurden mit einer
spezifischen E-Selektin siRNA und mit einer scrambled siRNA transfiziert. Im Vergleich dazu
TNF-a stimulierte Endothelzellen ohne vorherige Transfektion. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den TNF-a aktivierten und den aktivierten scrambled siRNA
transfizierten Endothelzellen. Hingegen konnten bei den mit spezifischer siRNA transfizierten
Endothelzellen eine deutliche Reduktion der Sticker nachgewiesen werden.
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2.2 Transfektion der Endothelzellen mit ICAM-1 siRNA

Es wurden n= 4 Versuchsansatze mit je vier py-Slides | durchgefiihrt. Untersucht
wurde die Granulozytenadhdsion sowohl auf unstimulierten, stimulierten und
stimulierten mit scrambled siRNA oder ICAM-1 siRNA transfizierten
Endothelzellen. Auf den unstimulierten Endothelzellen war nahezu bei allen
Versuchsansatzen keine Adhésion der perfundierten Leukozyten zu
beobachten, aus diesem Grund werden im Folgenden nur die Ergebnisse der
TNF-a stimulierten und der stimulierten transfizierten Endothelzellen dargestellt.
Die verschiedenen transfizierten p-Slides | wurden jeweils in Bezug zu den
stimulierten unbehandelten Endothelzellen betrachtet.

In der Flusskammer wurden die Endothelzellen bei einer Schubspannung von
7= 0,75 dyn/cm? perfundiert. ZwéIf Stunden zuvor waren diese mit TNF-a
stimuliert worden.

Zwischen den Endothelzellen, bei denen eine Transfektion mit scrambled
siRNA durchgefihrt worden war, war kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der Granulozytenadhasion im Vergleich zu TNF-a aktivierten
Endothelzellen (ohne Transfektion) zu erkennen.

Ein deutlicher Unterschied war jedoch bei den ICAM-1 transfizierten
Endothelzellen, welche ebenfalls stimuliert worden waren, zu beobachten. Da
die Versuche jeweils im Vergleich zu den TNF-a aktivierten Endothelzellen
gesehen wurden, wurden die Anzahl der fest haftenden Granulozyten auf
diesen p-Slides | als 100 Prozent festgesetzt und erhielten den Wert 1. In den
weiteren Versuchsansatzen wurde dann der Quotient zwischen den p-Slides |
ermittelt und untersucht ob dieser signifikant unterschiedlich von dem Wert 1
war.

Es stellte sich heraus, dass der Mittelwert der scrambled transfizierten
Endothelzellen bei 1,03 + 0,13 lag, welcher 103 Prozent entspricht. Es war
somit eine nahezu identische Adhé&sion der Granulozyten festzustellen wie bei
den Endothelzellen, die nicht transfiziert, aber stimuliert worden waren (Abb.

IV.7). Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
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Hingegen war die Anzahl der fest adharierenden Granulozyten auf den ICAM-1
siRNA behandelten Endothelzellen signifikant erniedrigt (p < 0,001). Fir den
Mittelwert der vier Versuchsanséatze wurde 0,66 + 0,02 berechnet. Mit Hilfe der
ICAM-1 siRNA  konnte  dementsprechend eine  Reduktion  der
Leukozytenadhéasion um 34 Prozent erreicht werden (Abb. IV.7), dies entspricht
einem Mittelwert der Stickerzahl von n= 259. Bei den mit TNF-a aktivierten und
stimulierten mit scrambled siRNA transfizierten Endothelzellen adhérierten im
Mittel n= 394.
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Leukozytenadhasion auf Endothelzellen nach Transfektion
mit ICAM-1 siRNA
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Abb. 1V.7: Transfektion mit ICAM-1 siRNA. Die Anzahl der Sticker auf den Endothelzellen in
dem TNF-a aktivierten p-Slide | wurde 100 Prozent festgestellt. Die Transfektion mit einer
spezifischen ICAM-1 siRNA erbrachte eine Reduktion der fest adharierenden Granulozyten um
34 Prozent. Im Vergleich dazu die aktivierten scrambled siRNA transfizierten Endothelzellen,
die sich kaum von den aktivierten Endothelzellen unterschieden haben. Die Effizienz der
Transfektion mit ICAM-1 siRNA konnte gezeigt werden.
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2.3 VCAM-1 vermittelte Leukozytenadhéasion und die Auswirkung einer
Transfektion mit VCAM-1 siRNA

Im folgenden Versuchsansatz wurde die Auswirkung einer Transfektion mit der
VCAM-1 siRNA untersucht. Ein Versuchsansatz enthielt eine Leerprobe, das
heiBt unbehandelte und unstimulierte Endothelzellen, eine TNF-a aktivierte
Probe und zwei p-Slides |, welche transfiziert und stimuliert worden waren. Die
Transfektion erfolgte zum einen mit einer scrambled siRNA und zum anderen
mit einer spezifischen siRNA gegen den VCAM-1 Rezeptor. Nach der
Aktivierung folgte eine Inkubationszeit von 14 Stunden, in der der VCAM-1
Rezeptor auf den Endothelzellen exprimiert worden war.

Auf den Endothelzellen der Leerprobe waren kaum fest adhérierende
Granulozyten zu beobachten, daher wird diese in den Ergebnissen nicht weiters
beschrieben. Als 100 Prozent oder als Wert 1, wurden erneut die Anzahl der
Sticker auf den mit TNF-a stimulierten Endothelzellen angesehen, welche einer
Stickerzahl von n= 266 entsprach. Bei der scrambled siRNA wurde erwartet,
dass kein signifikanter Unterschied zu der TNF-a Probe bestand. Diese
Annahme wurde bestéatigt, da sich auf diesen p-Slides |, transfiziert mit
scrambled siRNA , im Mittel 1,04 £ 0,01 Granulozyten befanden. Entsprechend
in Prozent entspricht dies 104 Prozent. Dieser minimale Unterschied mit einem
Signifikanzniveau von p = 0,16 war nicht signifikant, daher konnten die beiden
u-Slides | als gleichwertig angesehen werden (Abb. IV.9).

Ein signifikanter Unterschied lies sich jedoch bei den Endothelzellen feststellen,
die mit VCAM-1 siRNA behandelt worden waren. Es konnte ein Mittelwert fir
die fest haftenden Granulozyten von 0,88 + 0,01 ermittelt werden, welcher
88 Prozent des Vergleichswerts entsprach (Abb. IV.9) und in Absolutzahlen
ausgedrickt einem Mittelwert von n= 222 entsprach. Der dargestellte
Unterschied konnte mit p = 0,04 noch als signifikant beschrieben werden.
Folglich konnte eine Reduktion in der Anzahl der Sticker von 12 Prozent
nachgewiesen werden, nachdem bei den Endothelzellen eine Transfektion mit
VCAM-1 siRNA durchgefiihrt worden war.
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Im Unterschied zu den zwei anderen hier untersuchten Rezeptoren, ICAM-1
und E-Selektin war die Transfektionseffizienz jedoch viel geringer ausgepragt.
Daraus ergibt sich, dass der Rezeptor in der Anfangsphase der
Entzindungsreaktion geringer exprimiert ist als die anderen. Aus diesem Grund
wird auf den VCAM-1 Rezeptor in der vorliegenden Arbeit weniger

eingegangen.
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Leukozytenadhasion auf Endothelzellen nach Transfektion mit
VCAM-1 siRNA
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Abb. 1V.9: Transfektion mit VCAM-1 siRNA. Nach einer Inkubationszeit von 14 Stunden mit
TNF-a konnten die hier dargestellten Werte nach der Perfusion mit den Granulozyten Uber die
Endothelzellen ermittelt werden. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der TNF-a
aktivierten Probe und der scrambled siRNA transfizierten und stimulierten Probe. Die VCAM-1

siRNA behandelten Endothelzellen wiesen hingegen eine Reduktion der Granulozytenadhésion
um 12 Prozent auf im Vergleich zu den beiden anderen p-Slides |.
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2.4 Auswirkung der Transfektion mit drei spezifischen siRNAs auf die

Leukozytenadhasion

Die Wirkung der RNAi auf die Leukozytenadh&sion wurde bisher fir die
Rezeptoren ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1 getrennt bewiesen. Diese
Rezeptoren sind bei der Adhasionskaskade, welcher die Granulozyten unter
physiologischen Bedingungen unterworfen sind, mitbeteiligt. Es konnte gezeigt
werden, dass VCAM-1 eine untergeordnete Rolle in der Frihphase spielt,
hingegen E-Selektin und ICAM-1 von groBer Bedeutung sind. Eine gleichzeitige
Transfektion aller drei spezifischen siRNAs sollte die Expression aller drei
Rezeptoren  verringern  und so eine  starkere  Reduktion der
Granulozytenadharenz bewirken.

Die Methodik dieses Ansatzes schloss im Wesentlichen an die Vorarbeiten an.
Erneut wurden die Versuche viermal wiederholt um das Ergebnis statistisch
abzusichern. Die jeweiligen Leerproben wurden nicht in die Ergebnisse mit
aufgenommen, da keine relevante Adhé&sion zu beobachten war.

Es zeigte sich nach der Perfusion der Granulozyten eine Adhé&sion auf den
TNF-a aktivierten Endothelzellen, die in jedem Versuch als 100 Prozent oder
als Wert 1 fir die Abweichung von dem Mittelwert angesehen wurde. In
Absolutzahlen ausgedriickt entsprach dies einem Mittelwert von 415 fest
adharierten Granulozyten auf den mit TNF-a stimulierten p-Slide 1. Ein
Mittelwert von 0,98 + 0,04 war bei den scrambled transfizierten Endothelzellen
nach Stimulation festzustellen. Dies entspricht einer Prozentzahl von 98. Da
das Signifikanzniveau bei p = 0,43 lag ist der hier untersuchte Unterschied
nicht von wesentlicher Bedeutung (Abb. 1V.10).

Jedoch konnte eine deutliche Reduktion der Adhasionsféhigkeit der
Granulozyten auf den Endothelzellen der p-Slides | beobachtet werden, welche
zuvor mit den drei spezifischen siRNAs transfiziert worden waren. Die
Reduktion betrug 55,8 Prozent, nachdem ein Mittelwert von 0,442 + 0,00
errechnet worden war. Dies entsprach einer Stickerzahl von 183. Dieser
Unterschied ist hoch signifikant (p < 0,001) (Abb. IV.10).
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Demzufolge konnte mit dieser Kombination von 3 spezifischen siRNAs eine
weitere Reduktion der Adhéasion der Granulozyten erreicht werden. Somit wurde
nachgewiesen, dass bei der Adhasionskaskade mehrere Rezeptoren beteiligt
sind und durch die Inhibition mehrerer Rezeptoren eine gréBere und additive
Wirkung erzielt werden konnte als bei der Inhibition nur eines einzelnen

Rezeptors.
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Leukozytenadhasion auf Endothelzellen nach Transfektion mit
drei spezifischen siRNAs
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Abb. 1V.10: Transfektion mit drei spezifischen siRNAs. Durch die Transfektion der
Endothelzellen mit drei verschiedenen spezifischen siRNAs konnte eine Reduktion der
Granulozytenadhé&sion von 56 Prozent erreicht werden im Vergleich zu den aktivierten und zu
den aktivierten scrambled siRNA transfizierten Endothelzellen, die keinen signifikanten
Unterschied zueinander aufwiesen.
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Um einen Gesamtuberblick Gber die Adhé&sionsfahigkeit bei den einzelnen
Rezeptoren zu erhalten wurde in der nachfolgenden Tabelle ein Vergleich der

absoluten Stickerzahlen dargestellt.

Tab.lll.6:Vergleich der absoluten Stickerzahl bei den verschiedenen siRNAs

Rezeptor TNF-a aktivierte Aktivierte und Aktivierte und
Endothelzellen scrambled siRNA | spezifisch siRNA

transfizierte transfizierte
Endothelzellen Endothelzellen

E-Selektin 395 402 212

ICAM-1 394 403 259

VCAM-1 266 276 234

Kombination aller 415 406 183

drei Rezeptoren

Es zeigte sich, dass bei den Rezeptoren E-Selektin und ICAM-1 gleiche
Stickerzahlen zu beobachten waren. Bei den transfizierten Endothelzellen mit
der jeweiligen spezifischen siRNA zeigten sich jedoch Unterschiede. So war
eine niedrigere Adhasionsfahigkeit an dem E-Selektin Rezeptor zu beobachten.
Da der VCAM-1 Rezeptor erst in einer spateren Phase der Adhasionskaskade
eine Rolle spielt, *'*” konnte nach der Perfusionsdauer von 10 Minuten eine
geringere absolute Stickerzahl nachgewiesen werden als es bei den anderen
Rezeptoren, E-Selektin und ICAM-1, im gleichen Versuch zu beobachten war.
Bei der Perfusion, bei der alle drei Rezeptoren exprimiert waren, konnte eine
etwas héhere Gesamtstickerzahl bei der TNF-a Probe beobachtet werden. Dies
ist auf die Uberlappenden Funktionen der Rezeptoren zurlickzufiihren. Zugleich
war die hoéchste Reduktionsrate bei den Endothelzellen, die mit allen drei
spezifischen siRNAs transfiziert worden waren, festzustellen. Es exisitiert
dementsprechend eine additive Wirkung bei der Transfektion mehrerer
spezifischer siRNAs.
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\') Diskussion

Aktuell basiert die Therapie der koronaren Herzkrankheit auf mehreren Saulen.
Neben AllgemeinmaBnahmen (Reduktion der Risikofaktoren, Sport, gesunde
Erndhrung) sind die antiischamische und die gerinnungshemmende Therapie
ebenso wie die Gabe von Thrombozytenaggregationshemmern von
wesentlicher Bedeutung.

Eine weitere S&ule liegt in der interventionellen Therapie, bei der mittels PTCA
versucht wird das stenosierende GeféB3 wieder aufzudehnen. Hierbei kann die
Implantation eines Stents die Rezidivrate der Restenose senken.

Bei der chirurgischen Therapie, als letzte Séaule, wird derzeit am haufigsten die
Implantation von autologen vendésen Bypass-GefaBen durchgefihrt. Jedoch
unterliegen diese vendsen Bypasstransplantate einer Restenoserate, welche
auf erneut eintretende und beschleunigte arteriosklerotische Prozesse
zurlckzufihren ist. Eine Ursache dieser Entwicklung liegt in der systemischen
Entziindungsreaktion und dem AusmalB ihrer Konsequenzen. Diese spiegelt
sich in einer erhéhten Rekrutierung von Leukozyten in dem betroffenen
GefaBabschnitt wider, welche aus einer verstarkten Expression der
leukozytaren Rezeptoren resultiert.

Die der Genexpression zugrunde liegenden Mechanismen finden unter
anderem auf Ebene des Transkriptoms statt. Die bekannten
Interventionsmdglichkeiten auf dieser Ebene beruhen auf der Degradation der
mRNA. Die von Andrew Z. Fire und Craig C. Mello etablierte Methode basiert
auf der Applikation von ,small interfering“ RNAs (siRNA).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob durch eine Transfektion mit
spezifischen siRNAs, die chronische Rekrutierung von Leukozyten an vendse
Endothelzellen reduziert werden kann, basierend auf der Methode der RNA-
Interferenz, mit der in dieser Arbeit die Expression von Rezeptoren

posttranskriptionell inhibiert wird.
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1.  Der therapeutischer Charakter der siRNA und alternative Methoden

zur RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz ist derzeit die am meisten angewandte Technik in der
funktionellen Genforschung, an die groBe Erwartungen gestellt werden. Der von

. 30 verfasste Artikel verdeutlicht den Stellenwert der RNA-Interferenz

Cejka et a
und gibt eine Ubersicht tber die potentiellen Anwendungsméglichkeiten der
siRNA, sowohl in vitro als auch in vivo, an. In vitro konnten Erfolge mit siRNA
unter anderem auf den Gebieten der viralen Replikation, der
neurodegenerativen Erkrankungen und auf dem Gebiet der Onkogene und der
chemoresistenten Faktoren erzielt werden. In gleicher Weise konnten positive
Resultate am Tiermodell beobachtet werden, so bei der Therapie der fulminaten

8088  des  septischen  Schocks und der viralen

Hepatitis,
Atemwegsinfektionen. '®87'7° Dies verdeutlicht zum einen den enormen
Einfluss den die RNA-Interferenz auf die Genregulation austibt und zum
anderen den Uberragenden Stellenwert dieser Methode in der medizinischen

Forschung, beziiglich des therapeutischen Nutzens. 8

Im Folgenden werden Einsatzgebiete der siRNA mit einem therapeutischen
Nutzen erldutert. RNA-Interferenz stellt vermutlich einen natlrlichen
Abwehrmechanismus gegen Viren dar, dadurch dass diese die Produktion
viraler Proteine und die Replikation der Pathogene verhindert. Bisher gibt es
keine geeignete kausale Therapie gegen die meisten Viren, dies kdnnte sich
allerdings mit Hilfe der RNA-Interferenz andern. So ist es Kronke und Kollegen
gelungen, die Replikation von Hepatitis-C-Viren mittels siRNA zu inhibieren, %8

|. 8 Weitere positive Ergebnisse gibt es

in gleicher Weise taten dies Kanda et a
unter anderem bei den respiratorischen syncytialen Viren (RSV). '®#717° Durch
eine intranasale Gabe von effizienter sSiRNA gegen RSV, konnte der Virustiter in
den Lungen der Versuchstiere um bis zu drei GréBenordnungen reduziert

werden.
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In gleicher Weise verfolgen verschiedene Forschergruppen weltweit mehrere
Therapieansatze gegen das HI-Virus. 9126:162
Bereits in der klinischen Entwicklung befindet sich ein RNAi-Therapeutikum,

84 richtet. Diese

das sich gegen die altersbedingte Makuladegeneration
Erkrankung eignet sich besonders gut fir eine RNAI-Therapie, da der Wirkstoff
direkt ins Auge injiziert werden kann und somit einen lokalen Charakter besitzt.
Die Gefahr von systemischen Reaktionen des Organismus kann dadurch
umgangen werden. Durch diese direkie lokale Applikation kann siRNA
unverpackt und ungeschitzt verabreicht werden. Ursache der feuchten
Makuladegeneration ist, dass der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
BlutgefaBe in die Macula, ein Teil der Retina, einwandern Iasst und somit einen
Visusverlust nach sich zieht. ® Singh und Kollegen fanden heraus, dass die
durch Hypoxie bedingte Induktion von VEGF mit Hilfe von RNA-Interferenz
reduziert werden kann. In vivo flhrte die intrastromale Injektion eines Plasmids,
welches siRNA gegen die Sequenz des VEGF enthielt, zu einer Verringerung
der VEGF-Expression, Leukozyteninfiltration und Angiogenese. So konnte eine
korneale Neovaskularisation unterdriickt werden. ' Ahnliche Studien
bestétigen dieses Ergebnis. ''31%2

Die Firma Sirna Therapeutics Inc. (New York, USA) hat ihren Wirkstoff
Sirna-027 ' bereits in einer Phase-I-Studie an Patienten mit altersbedingter
Makuladegeneration getestet. Bei 19 Prozent der Patienten hat sich die
Sehschéarfe 8 Wochen nach der Injektion sogar verbessert. Laut Hersteller trat
bei den anderen Patienten keine Verschlechterung der Sehschéarfe ein. Nach
diesen positiven Resultaten mit Sirna-027 leiteten die Hersteller eine
Phase-II-Studie mit Patienten, die an schwerer fortgeschrittener altersbedingter
Makuladegeneration leiden, ein. Die Ergebnisse stehen noch aus. Ein siRNA-

haltiger Wirkstoff kénnte vielleicht schon 2009 auf den Markt kommen.

Neben RNA-Interferenz gibt es noch andere Alternativen einen floriden
Entzindungsprozess zu beeinflussen, die im Folgenden kurz erlautert werden.
In der Vergangenheit sind verschiedene Methoden entwickelt worden, um die

unerwinschte chronisch-inflammatorische Leukozytenrekrutierung zu
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verhindern. Einige Medikamente, die heute in der in der Klinik eingesetzt
werden, haben die Eigenschaft die Expression von Adhasionsmolekilen zu
verandern. So kann die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 durch antioxidativ
wirksame Medikamente reduziert werden. 3*% Indirekt wird die Rekrutierung
von Leukozyten dadurch reduziert, dass entweder die Aktivierung der
Leukozyten oder die proinflammatorischen Zytokine verhindert werden. Dies
bewirkt sekundar eine geringere Aktivierung der zellularen Adhasionsmolekile
oder deren Funktionen, #>119:146

Der Einsatz von nichtsteroidalen anti-inflammatorischen Arzneimitteln wie zum
Beispiel Acetylsalicylsaure, Indometacin oder Aceclofenac regulieren die
Expression der zellularen Adhasionsmolekile direkt. Sie verhindern das Rolling
der Leukozyten am Endothel ebenso wie die Aktivierung der B, —Untereinheiten
von LFA-1 oder MAC-1 und greifen somit in alle Vorgange der
Leukozytenrekrutierung ein. °"¢°

Eine weitere Mdglichkeit der Interferenz besteht in der direkten Blockade der
Adhéasionsmolekulle. Durch monoklonale Antikérper oder Peptide kbdnnen einige
Integrine effektiv gehemmt werden. *2° Die Familie der Selektine kénnen durch
synthetische Sialyl-Lewis* (sLe*) oder sLe* - Analoga die Rekrutierung von
Neutrophilen bei Okklusion/Reperfusionsversuchen an koronaren Arterien
verringern, oder das AusmaB eines Infarktes eindammen. Dies wurde an
mehreren in vivo Studien nachgewiesen. >°2% Des Weiteren lassen sich
ahnliche Beobachtungen fir ICAM-1 beschreiben, welcher im Hinblick auf
Gewebeschaden, assoziiert mit Ischdmie-Reperfusion untersucht wurde. %1%
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Madglichkeit erforscht wurde, die
erfolgsversprechend erscheint, um bestimmte Adh&sionsmolekile zu
blockieren.

In Tierstudien konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von antisense-
Oligonukleotiden die Translation von mRNA verhindert werden kann und somit
eine spezifische Inhibition der Proteinexpression méglich war, 2 ebenso wie die
Reduktion von inflammatorischen Erkrankungen. So konnte durch die Inhibition
der Translation von ICAM-1 in Ratten die AbstoBung von transplantierten

160 13

Herzen und bei Mausen die Entwicklung einer Kolitis und eines
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%4 verringert werden. Mit der Entwicklung synthetischer

postoperativen lleus
dsDNA-Molekile, die spezifische Konsensus-Sequenzen enthalten und um die
Bindung von Transkriptionsfaktoren konkurrieren, konnten sowohl in vitro als

auch in vivo positive Effekte erzielt werden. '’

Bislang gibt es mehrere gentherapeutische Ansatze in der Forschung
kardiovaskularer Krankheiten, welche in der ersten klinischen Phase
Ergebnisse erzielt haben, die hoffnungsvoll erscheinen. So konnten bei
Patienten mit einer ischamischen peripheren Neuropathie sensorische Defizite

1

beseitigt werden '®' und bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit sowohl die

Angina pectoris reduziert '® als auch die myokardiale Durchblutung erhéht
werden. %

Die Gentherapie ist jedoch ein umstrittenes Thema. Es existieren nicht nur viele
moralisch-ethische Bedenken, zumal mit Hilfe der Gentherapie ein Ressort
erdffnet wurde mit dem eugenische Versuche unternommen werden kdénnten.
Um dies zu verhindern wurden jedoch gesetzliche Richtlinien festgelegt; zum
einen das Verbot der verbrauchenden Forschung an Embryonen und zum
anderen das Verbot des reproduktiven Klonens. Dartber hinaus ist die
Gentherapie mit authentischen Risiken verbunden, da unter anderem die
Gefahr besteht einen Tumor zu indizieren. ">'%%'%® Diese Bedenken der
Gentherapie bestehen bei der RNA-Interferenz mit Hilfe der siRNA nicht, da es
sich bei dieser Methode nicht um Gentherapie handelt. Die siRNA, und damit
die RNAI ist eine gentechnologische Methode, die lokal appliziert werden kann
und eine transiente Wirkung aufweist und sich somit nicht auf den ganzen
Organismus auswirkt. Dies ist ein wesentlicher Unterschied zu der Gentherapie,

was noch einmal betont werden sollte.

Die Methode der RNA-Interferenz in Bezug auf die Rezeptoren E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1 kann in Zukunft bei der Therapie der vendsen Bypass-
Operationen eine wichtige Rolle spielen. Durch die Reduktion der Expression
der Rezeptoren kann das Risiko einer Restenose verringert werden. Dieses

Risiko der erneuten Verschlussrate liegt bei bis zu 50 Prozent innerhalb von 10
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Jahren. ® Weitere statistische Untersuchungen beziiglich des Restenose- bzw.
Okklusionsverhaltens der aortokoronaren vendsen Umgehungsplastiken
zeigten, dass bereits im ersten Jahr nach der Anlage eines Bypasses bis zu
15 % eine Okklusion aufweisen. Bei postoperativen Kontrolluntersuchungen
nach 10 Jahren konnten nur bei 60 % der implantierten Venen eine
Durchgangigkeit festgestellt werden und nur 50 % waren frei von signifikanten
Stenosen. ''® Daher ist der Wunsch einer langer bestehenden Therapie groB.

Es existierte auf diesem Forschungsgebiet bereits eine Phase-IlI-Studie, in der
das Venentransplantat bei Bypass-Operationen entweder in einer nicht-viralen
Transfektion mit Edifoligide, kurze doppelstrangige Oligonukleotide, die an den
E2F Transkriptionsfaktor binden, oder mit einem Placebo behandelt wurde.
Nach 12 bis 18 Monaten erfolgte die Nachuntersuchung, bei der sich
herausstellte, dass Edifoligide keine positive Auswirkung auf die Prophylaxe
einer neointimalen Restenose besitzt. > So handelt es sich bei E2F um einen
zentraler Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl von Genen aktiviert, die flr
Zellzyklus regulierende Proteine codieren. Durch das Einbringen eines die E2F-
Funktion hemmenden Oligonukleotides wird daher auch verhindert, dass
essentielle Reparaturmechanismen stattfinden kénnen. Die Patienten werden

folglich unter anderem einem erhdhten Herzinfarktrisiko ausgesetzt.

Eine therapeutisch wirkende siRNA kdnnte zukinftig wesentlicher Bestandtell
von Bypass-Operationen werden. Es bestehen mehrere Forschungsansatze auf
verschiedenen Gebieten, flr die bisher noch keine Daten vorliegen. Trotzdem
sollen im Folgenden die Grundgedanken unserer Tilbinger Arbeitsgruppe
pragnant erlautert werden.

Ein Ansatz auf dem Gebiet der Stentimplantation befasst sich mit so genannten
Drug Eluting Stens (DES). Dabei wird der zu implantierende Stent mit einer
Kombination von mehreren spezifischen siRNAs gegen endotheliale
Adhasionsmolekile von auBen beschichtet. Nach der Ballondilatation des
stenosierenden GeféBabschnittes wird der behandelte Stent in den dilatierten
GefaBabschnitt eingesetzt. Durch die Dilatation werden die Endothelzellen

geschéadigt und lésen eine Entzindungsreaktion aus. Dieser Prozess, der
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die Adhéasionskaskade der Leukozyten indiziert, soll mit Hilfe der
Stentbeschichtung inhibiert werden. Diese spezielle Beschichtung mit einen
Polymer soll kontinuierlich die spezifischen siRNAs abgeben, sodass die
Endothelzellen transfiziert werden und in der Expression von bestimmten
Rezeptoren inhibiert werden. So kdénnen die Leukozyten wahrend der
Adhéasionskaskade nicht mehr an die Endothelzellen binden und es findet
folglich keine Leukozytentransmigration ins subendotheliale Gewebe statt. Die
Entzindungsreaktion nach einer Ballondilatation halt bis zu 4 Wochen an,
sodass nun mittels stabilisierter siRNA versucht wird in dieser Periode die
Entzindungsreaktion zu regulieren. Erhofft wird eine sinkende Restenoserate.
Ein Problem dieses Ansatzes besteht in der Suche nach einem geeigneten
Polymer, welches ein langsames Release der siRNA gewahrleistet.

In einem weiteren Versuchsansatz, der ebenso auf dem Gebiet der Bypass-
Operationen ansetzt, wird am Tiermodell versucht das autologe
Bypasstransplantat als Ganzes zu transfizieren. So kénnte das Transplantat ex
vivo transfiziert werden und im Anschluss an die Transfektion in den koronaren
Kreislauf implantiert werden. Somit kénnte eine systemische Applikation der
siRNA mit den daraus resultierenden Nebenwirkungen, wie Toxizitat,
Zellschadigung und Immunogenitat, umgangen werden. Ergebnisse stehen
gegenwartig noch aus.

Ein weiterflhrender Versuchsansatz auf dem Gebiet der Stentimplantation wird
in der Kopplung der Transfektion mit Aptameren erforscht. Der Grundsatz
dieses Ansatzes liegt darin, dass der Stent zum einen von auBen mit dem
besagten Polymer beschichtet wird, sodass die Endothelzellen kontinuierlich
transfiziert und die Expression von bestimmten Rezeptoren inhibiert werden.
Und zum anderen darin, dass der Stent von innen mit einem Aptamer
beschichtet wird, der endotheliale Vorlauferzellen aus dem Blut extrahiert.
Somit kdnnen kontinuierlich neue Endothelzellen aus den Vorlauferzellen

gebildet werden, welche keiner Entziindungsreaktion unterlagen.
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2. Diskussion der Methodik und des Versuchsaufbaus

2.1 Methoden der Messung von Leukozyten-Endothel-Interaktionen

Um die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen, untersuchen zu
kénnen, sind mehrere Versuchsansatze bekannt. Auf der einen Seite steht die
intravitale Mikroskopie, bei der die Vorgange direkt in vivo beobachtet werden
kénnen und auf der anderen Seite stehen Versuche mit Zellkulturen. Der
letztere Versuchsansatz wurde bevorzugt, da es bisher kein etabliertes System
fir die Untersuchung von humanen Endothelzellen in vivo gibt. Die Isolierung
der humanen vendsen Endothelzellen aus der Vena saphena magna erfolgte
gemaB fest etablierter Techniken. 7?2 Es wurden vendse Endothelzellen fir
die Versuche verwendet, da bei den Bypass-Operationen die Vena saphena
magna als Bypasstransplantat eingesetzt wird. Ein Unterschied zu arteriellen
Endothelzellen ist neben den Strémungsverhéltnissen, die unterschiedliche
Oberflachendichte ihrer Adhasionsmolekiile. %129 Des Weiteren sind die
Leukozyten-Endothel-Interaktionen different ausgepragt. So finden in vivo vor
allem in postkapilldren GefaBe Interaktionen statt. '°%2°

Die verwendeten Granulozyten wurden aus dem Blut von freiwilligen Spendern
isoliert. Die Zahl der Spender wurde auf zwei begrenzt, um interindividuelle
Unterschiede zu kompensieren. Die Versuche wurden unter standardisierten
identischen Bedingungen durchgefihrt, sodass Vergleiche zwischen den
einzelnen Versuchsansatzen gezogen werden konnten. Die statistische
Auswertung erfolgte, nach Beratung durch einen Statistiker, mit Hilfe des Ein-

Stichproben-t-Tests.
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2.2 Messung der Leukozyten-Endothel-Interaktionen in p-Slide |

Bei diesem Versuchsansatz des in vitro Modells besteht der Nachteil, dass sich,
im Gegensatz zu in vivo Systemen, die Endothelzellen wahrend der Isolierung
und der Anzucht verandern kénnen. Um mdglichst physiologische Bedingungen
zu erreichen, muss versucht werden, dass diese StérgréBe so gering wie
moglich gehalten wird. Daher sind in dieser Arbeit nur Endothelzellen
verwendet worden, die sich maximal in der dritten oder vierten Passage

befunden haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit p-Slides | der Firma Ibidi, Minchen,
Deutschland, gearbeitet, da mit diesen dynamische Untersuchungen
durchgefihrt werden konnten. Durch die Mdglichkeit die p-Slides | an eine
Zirkulation anzuschlieBen, konnten Versuche unter Flussbedingungen
durchgefihrt werden. Da ein pulsatiler Blutfluss, wie er im Organismus besteht,
nicht simuliert werden konnte, wurde mit Hilfe einer Prazisionsspritzenpumpe
eine laminare Strémung in den p-Slides | erzeugt. Ein kontinuierlicher
Leukozytenfluss Uber die Endothelzellen konnte dadurch gesichert werden,
indem sich die Granulozyten in der Perfusionsspritze befanden und nicht als
Bolus Uber einen Dreiwegehahnen hinzugegeben worden waren. Nachteilig ist,
dass ein laminarer Blutfluss unter physiologischen Bedingungen eine vermehrte
Expression von bestimmten Genen (eNOS, COX-2 und Mn-SOD) bewirkt,
welche eine vasoprotektive Wirkung auf das Endothel besitzen. **'®” In Hinsicht
auf die hier durchgeflihrten Versuche ist dieses Faktum nicht relevant, zumal
die Endothelzellen zuvor, durch den Tumornekrosefaktior-a, einem
inflammatorischen Prozess ausgesetzt worden waren.

Der Kanal der p-Slides | ist sowohl fir Sauerstoff als auch fir Kohlendioxid
durchlassig. Er entspricht insofern nicht den physiologischen Bedingungen im
Organismus, da der Querschnitt des Kanals ein Rechteck ergibt und nur von

einer Seite mit Endothelzellen angezichtet werden kann. Diese StorgrdBe
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wurde dadurch gering gehalten, indem bei den Perfusionsversuchen ein
Bildausschnitt in der Mitte des Kanals gewahlt wurde. Dort ist die
Geschwindigkeit der Leukozyten am hdéchsten, da an dem Kanalrand
Scherkrafte wirken, wie unter lll. 2.6 Flusskammermodell und hydrodynamische
Grundlagen bereits beschrieben wurde, und so die Leukozyten eine geringe
Geschwindigkeit aufweisen. Dieser Sachverhalt konnte in den p-Slides |
dadurch beobachtet werden, da am Rande des Kanals mehr Leukozyten
adharierten als in der Mitte des Kanals. Um eine solche Verfalschung der
Ergebnisse zu vermeiden, wurden die Videosequenzen stets in der Kanalmitte
aufgezeichnet.

Die Interaktionen, die in den Versuchen mit den p-Slides | zwischen den
Leukozyten und den Endothelzellen festgestellt wurden, kdnnen nicht als
gleichwertig angesehen werden, da im Organismus andere Bedingungen
herrschen. Da flr diese Arbeit lediglich der Unterschied zwischen den einzelnen
u-Slides I, genauer gesagt unstimuliert, stimuliert und stimuliert mit und ohne
spezifischer siRNA, von Bedeutung sind, ist die absolute Anzahl der
Interaktionen von untergeordneter Bedeutung.

In den Versuchsansatzen wurden die Endothelzellen in den p-Slides | mit
Leukozyten perfundiert. Diese kénnen in Zellen der unspezifischen und
spezifischen Abwehr unterteilt werden. Zu der unspezifischen Abwehr gehéren
Granulozyten und die Zellen des mononukledren Phagozytosesystems. Fir die
Perfusion in den Versuchsansatzen wurden Granulozyten ausgewahlt, da diese
fir die erste Immunabwehr verantwortlich sind '® und zu den haufigsten
Abwehrzellen im Blut z&hlen. Nach deren Adhasion Gber Adhasionsmolekiile
auf den Endothelzellen sind Granulozyten in der Lage aktiv den Blutfluss zu
verlassen (Diapedese) und einem chemischen Gradienten folgend in das
Entziindungsgebiet einzuwandern (Chemotaxis). Monozyten, die sowohl zu den
Zellen der unspezifischen Abwehr als auch zu der spezifischen Abwehr
gehdéren, sind in der Lage sich im subendothelialen Gewebe zu
Gewebsmakrophagen oder zu dendritischen Zellen zu differenzieren. '® Diese
greifen erst spater in die Adhdsionskaskade ein und verstarken die

Entzindungsreaktion. Des Weiteren besitzen Monozyten, die quantitativ eine
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geringere Fraktion darstellt, eine gréBere Relevanz fur die Bildung von
Schaumzellen, welche sich aus den Makrophagen durch Einlagerung von
oxidierten LDLs bilden und schlieBlich einen Bestandteil von fatty streaks in der
GefaBwand bilden. '8°%'®" Diese stellen eine inobligate Vorstufe einer
Arteriosklerose dar. Da flir die hier vorliegende Arbeit die ersten Schritte der
Adhéasionskaskade eine wesentliche Rolle spielen wurde die Perfusion mit
Granulozyten durchgefihrt.

33 und es wurden

Das Modell der Flusskammer ist ein etabliertes System
bereits mehrere Studien mit diesem in vitro Modell durchgefiihrt. Diese Studien
haben gezeigt, dass Scherkréafte einen Einfluss auf die Interaktionen zwischen
den Leukozyten und dem Endothel besitzen. %1%

Lawrence und Kollegen fanden heraus, dass die verschiedenen Parameter,
genauer gesagt die Flussrate, ,shear stress“ und ,shear rate” einen groBen
Einfluss auf die Interaktionen in der Adhasionskaskade besitzen. lhr Resultat
ist, dass bei allen von ihnen durchgefihrten Versuchen, mit sinkenden
Scherkraften  die  Adhédsion der  polymorphkernigen  Granulozyten
ansteigt. %% So kann unter einer Reduktion der Strémungsbedingung auf
7=0,25 dyn/cm?, eine Steigerung der Adhdsion um das 5 — 20 fache
beobachtet werden. '** Auch die Stabilitat der Bindungen und die Expression
der Liganden fir die Adhasionsmolekiile zeigen Unterschiede bei spezifischen
Scherkraftverhaltnissen. "%'*? Diese Strémungsbedingungen, bezogen auf die
Schubspannung, die in diesen Beobachtungen angewendet wurden, konnten in
den p-Slides | nicht erzielt werden, da sich die Endothelzellen ab einer
Strémungsgeschwindigkeit von Gber z =0,75 dyn/cm? von der Oberflache der p-
Slides | abgelést haben. Eine Erklarung fir die Ablésung kdnnte darin
bestehen, dass die Endothelzellen wahrend der Anzucht, Transfektion und der
Aktivierung, einer Stressreaktion ausgesetzt worden sind, die sich in einer
geringeren Haftbarkeit an der Grundflache der u-Slides | auBert. Das bei der
Transfektion benutzte Cellfectin® hat ebenso geringe toxische Eigenschaften,

die in die Erklarung der Ablésung mit einbezogen werden sollte. So wahlten wir
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eine Strémungsgeschwindigkeit von 7=0,75 dyn/cm?, die bereits in anderen

Arbeiten evaluiert wurde. '°

23 Transfektion mit spezifischer siRNA

In friheren Studien wurde gezeigt, dass die Zelladhasionsmolekiile E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1 im Rahmen von Arteriosklerose, Vaskulitiden oder
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen vermehrt exprimiert werden.
79.91.108.132 E_gelektin ist ein wichtiger Rezeptor fiir das Rolling der Leukozyten
und leitet von der Ubergangsphase in die feste Adh&sion Uber, in der dann
ICAM-1 eine wesentliche Rolle spielt. Beide Rezeptoren sind bei der koronaren
Herzerkrankung vermehrt exprimiert. "> Daher wurde der Schwerpunkt dieser
Arbeit auf diese beiden Rezeptoren gelegt.

E-Selektin wird, wie in mehreren Untersuchungen festgestellt wurde, auf

aktivierten Endothelzellen exprimiert %7

und hat seine Liganden auf den
Leukozyten. Bei inflammatorischen Prozessen, so auch bei der Arteriosklerose,
steigt die Expression von E-Selektin auf der Zelloberflache an. Dieser
Entziindungsprozess kann in in vitro Modellen unter anderen mit Hilfe des
Tumornekrosefaktors a induziert werden.

Im Gegensatz dazu steht ICAM-1, welcher ubiquitar ausgebildet wird. 3¢ ICAM-1
kann bei der Entwicklung von Arteriosklerose in Venentransplantaten nach
Bypass-Operationen eine wichtige Rolle zugeschrieben werden. So wurde von
Zou und Kollegen '8! eine Reduktion der neointimalen Hyperplasie von 30 bis
50 Prozent in Mausen beobachtet, die eine geringe ICAM-1 Expression hatten,
im Vergleich zu M&usen vom Wildtyp. Die geringe Expressionsfahigkeit von
ICAM-1 basierte auf ,gene targeting“; das heiBt es werden bestimmte Genen in
ihrer Expression inhibiert. Bei aortalen glatten Muskelzellen von Mausen des
Wildtyps konnte als Antwort auf den Tumornekrosefaktor-a eine erhdhte
ICAM-1 Expression nachgewiesen werden. Nach Inkubation der M&use mit

Leukozyten dieser Spezies, welche fir ICAM-1 und flr glatte Muskelzellen
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negativ waren, konnte eine geringere Adhasion beobachtet werden als bei den
Wildtypmausen. Diese sowohl fur ICAM-1, als auch flr die glatten Muskelzellen
positiven Wildtypmause, waren aber zuvor mit einem anti-MAC-1 Antikérper
behandelt worden. Dies expliziert einen Zusammenhang zwischen ICAM-1 und
der Entwicklung von Arteriosklerose in Venentransplantaten nach Bypass-
Operationen.

VCAM-1 hingegen spielt in der frihen Adhasionskaskade eine untergeordnete
Rolle und ist vermutlich erst bei der weiteren Transmigration ins
subendotheliale Gewebe von Relevanz. Shih-Jen et al. zeigte, dass VCAM-1
keinen signifikanten Unterschied aufweist zwischen Patienten mit koronarer
Herzerkrankung, und einer Kontrollgruppe. " Diese Aussage, dass der
VCAM-1Rezeptor im Anfangsprozess der Entstehung der Arteriosklerose, im
Vergleich zu E-Selektin und ICAM-1 Rezeptor, eine untergeordnete Rolle spielt,
spiegelt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit wieder. Da der Schwerpunkt
dieser Arbeit auf dem Sticking der Leukozyten an den Endothelzellen liegt, wird
auf die Phase der Transmigration und somit des VCAM-1 Rezeptors in dieser

Arbeit nicht ndher eingegangen.

Stellvertretend fur die vielen verschiedenen proinflammatorischen Stimuli, die

42,43,96 und zu

bei einer Entziindungsreaktion im Organismus gebildet werden
einer Aktivierung der Endothelzellen flhren, welche daraufhin endotheliale
Adhésionsmolekulle ausbilden, wurde TNF-a gewahlt. Dieses ist ein duBerst
vielseitiges Zytokin mit sehr vielen Funktionen. Unter anderem wird Uber
verschiedene Zwischenschritte der nukleadre Transkriptionsfaktor NF-«kB
aktiviert, welcher Zellaktivierung, Zelldifferenzierung, Zytokinproduktion und
Hemmung der Apoptose nach sich zieht. Durch die Stimulation der
Endothelzellen tritt, infolge der verstarkt exprimierten Adhasionsmolekiile, eine

" auf. TNF-a war fir die Versuche essentiell, da bei

vermehrte Zelladh&sion
dem unstimulierten p-Slide | nur eine geringe Adhéasion zu beobachten war.
Zum Teil war eine erhéhte Grundstimulation der Endothelzellen zu beobachten,
welche der gering toxischen Eigenschaft des Cellfectins® zugeschrieben

werden konnte. Eine weitere Erklarungsmadglichkeit besteht in der Tatsache,
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dass in der Phase der extrakorporalen Zirkulation wahrend der Bypass-
Operation, verschiedene entziindungsférdernde Stimuli freigesetzt werden, die
eine verstarkte Expression der Adhasionsmolekiile nach sich ziehen. Ebenso
von groBer Bedeutung flir die Grundstimulation der Endothelzellen ist die
Druckausibung auf die Vena saphena magna bei deren Freipraparation und
Entnahme aus dem Bein.

Es existieren mehrere Untersuchungen, bei denen TNF-a als
Aktivierungssubstanz ~ eingesetzt wurde. '°*'?” Die Stimulation der
Endothelzellen erfolgte je nach Rezeptor 6, 12 oder 14 Stunden vor der
Perfusion. Diese Zeitangaben wurden durch Vorversuche belegt. Zu diesen
Zeitpunkten war der jeweilige Rezeptor am hdchsten exprimiert. Da unter der in
Zellkulturbedingungen eingesetzten TNF-a Konzentration wahrend der
Inkubationsdauer eine Ablésung der Zellen zu beobachten war, wurde die
Konzentration in diesen Versuchen mit den p-Slides | verringert. Fur die
Expression der Rezeptoren hatte die Verringerung der Konzentration keine
Relevanz. Mit Hilfe von Konzentrationskurven mit TNF-a war zuvor die fir die
Expression der Rezeptoren erforderliche Mindestdosis und die optimale
Aktivierungsdosis untersucht worden. Mit dieser Mindestkonzentration wurde in
den Versuchen gearbeitet. Die Ablésung der humanen Endothelzellen auf den
u-Slides |, im Gegensatz zu den Endothelzellen in der Zellkulturflasche, lasst
sich dadurch erklaren, dass die Endothelzellen neben einem erh6hten
Stressfaktor auch anderen Bedingungen als in der Zellkulturflasche ausgesetzt
sind. Allgemein waren fir die Versuche in den p-Slides | geringere
Konzentrationen erforderlich als bei den Untersuchungen in einer 12-well-
Platte, mit denen die Effizienz der Transfektion in friheren Versuchsreihen

nachgewiesen worden war.
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3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Versuche mit humanen vendsen Endothelzellen auf den p-Slides | zeigten,
dass eine Transfektion von vendsen Endothelzellen mit spezifischen siRNAs
moglich ist. Fir die Transfektion mit spezifischen siRNAs wurden die drei
Rezeptoren ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1 ausgewahlt. Die Effizienz dieser
Transfektion wurde sowohl mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes, als auch mit
der FACS®-Analyse bewiesen.

In einem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden funktionelle Tests Uber
die Wirksamkeit der Transfektion mit siRNA anhand der fest adharierenden
Granulozyten nach Perfusion untersucht. Es zeigte sich, dass nach der
Transfektion mit ICAM-1 siRNA 34 Prozent weniger Granulozyten fest
adhérierten als bei der TNF-a Probe und der scrambled siRNA. Die E-Selektin
siRNA bewirkte eine Reduktion der Granulozyten um 47 Prozent und die
VCAM-1 siRNA um 12 Prozent, immer in Bezug auf die fest adhdrenden
Granulozyten auf unbehandelten TNF-a aktivierten Endothelzellen. Eine
Kombination dieser drei spezifischen siRNAs bewirkie eine noch grdBere
Reduktion der Adhasionsfahigkeit um 56 Prozent.

4. Diskussion der Ergebnisse

Unsere Arbeitsgruppe '

untersuchte die Effizienz von spezifischer ICAM-1
siRNA an humanen vendsen Endothelzellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie.
In der FACS®-Analyse konnte fiir die ICAM-1 Expression auf untransfizierten
Endothelzellen nach Stimulation mit TNF-a eine Steigerung der Expression auf
93 Prozent gezeigt werden. Im Vergleich dazu zeigten unstimulierte Zellen eine
Expression von nur 1,7 Prozent. Nach Applikation von ICAM-1 siRNA war eine
Expression auf 13 Prozent beobachtet worden. Die scrambled siRNA wies eine

ICAM-1 Expression von 79 Prozent auf. Dies lasst sich auf die toxische Wirkung
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der liposomalen Transfektionsreagenzien zurlckfihren. Diese Ergebnisse
zeigen, dass durch TNF-a Aktivierung die Expression des ICAM-1 Rezeptors
hervorgerufen werden kann und dass durch die Transfektion mit spezifischer
ICAM-1 siRNA diese Hochregulation effektiv reduziert werden kann. Bei der
Transfektion mit scrambled siRNA, einer nonsense siRNA, ist diese Inhibition
nur marginal.

In einer vor kurzem verdffentlichten Publikation von Walker und Kollegen '
Uber die Inhibition von Adhasionsmolekilen von humanen vendsen
Endothelzellen mit Hilfe von nicht-viraler Transfektion, ist an Hand von
mehreren Nachweismethoden die Effizienz der ICAM-1, E-Selektin und VCAM-
1 siRNA verdeutlicht worden. In der FACS®-Analyse konnte mit der VCAM-1
siRNA eine zweifache Reduktion der VCAM-1 positiven Zellen erreicht werden
und die Expression der E-Selektin positiven Endothelzellen wurde um das
zehnfache reduziert. Die scrambled siRNA wies kaum einen Unterschied zu
den fir die jeweils spezifischen Rezeptoren positiven Endothelzellen, nach der
Stimulation mit TNF-a, auf. Gefestigt wurden diese Ergebnisse durch Western
Blot und Real-Time PCR, welche deutlich weniger spezifisches Rezeptorprotein
und mRNA bei den stimulierten spezifisch transfizierten Endothelzellen
aufwiesen als bei den aktivierten untransfizierten Endothelzellen.

Es zeigt sich, dass durch die RNA-Interferenz eine neue Therapie etabliert
werden kann, um bestimmte Rezeptoren in ihrer Expression, trotz
Genstimulation, zu  inhibieren. Diese = Methode  erdffnet  neue
Behandlungsmdglichkeiten flir viele verschiedene Erkrankungen.

Parallel dazu wurden statische Versuche mit polymorphkernigen Granulozyten
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass bei den stimulierten transfizierten Zellen
weniger Granulozyten adharierten als bei den untransfizierten, aber stimulierten
Zellen (bislang nicht publiziertes Material).

Der ,Knock-down® bei den statischen Experimenten mittels Granulozyten war
weniger ausgepragt, als bei den anderen Nachweismethoden, FACS®, Western
Blot und Real Time PCR. Da es sich um zwei verschiedene Versuchsansatze,
handelt, kdnnen diese nur bedingt miteinander verglichen werden. Von

Bedeutung ist hauptsachlich die Grundessenz, genauer gesagt die Tatsache,
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dass mit Hilfe von spezifischen siRNAs bestimmte Rezeptoren in ihrer
Expression inhibiert werden koénnen. Dies wurde in beiden Versuchen
verdeutlicht. Auf diesen Grundlagen basierend, wurden die in der hier
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche aufgebaut.

Direkte Vergleiche zwischen den verschiedenen Untersuchungen kénnen nur
relativ gezogen werden, da unter annahernd physiologischen Bedingungen
andere Gesichtspunkte betrachtet werden miissen als bei statischen oder bei
Zellkulturbedingungen.

In dem Flussmodell steht am Anfang der Adh&sionskaskade das Abfangen der
frei flieBenden Leukozyten (Capture) aus der Zellsuspension. Ebenso missen
vor der festen Adhasion der Granulozyten an den Endothelzellen, initiale
Bindungen zwischen den Selektinen und den interagierenden Liganden
vermittelt werden (Tethering). Diese Bindungen fiihren zu einem Abbremsen
und Rollen der noch frei flieBenden Granulozyten auf dem Endothel (Rolling),
so dass sich deren Flussgeschwindigkeit um den Faktor 100 reduziert. Durch
eine sehr hohe Dissoziationsrate der Bindungen, kénnen die Bindungen nur
kurze Zeit aufrechterhalten werden, bevor diese wieder gelést werden. Diese
Interaktionen wiederholen sich stromabwaérts stetig und ergeben somit das Bild
des Rollings. ®%'"2 Die hierbei freigesetzten Chemokine bewirken eine

125,146

Aktivierung der Granulozyten, welche bei den exprimierten

Adhasionsmolekilen eine Konformationsanderung hervorrufen, die daraufhin
eine feste Adhasion der Granulozyten an den Endothelzellen erlauben. 34574
Der Verlauf der Adhasionskaskade lasst sich weder in den statischen noch in
den Zellkulturversuchen nachweisen. Folglich werden die oben aufgefihrten
Experimente von Walker et al. ausschlieBlich unter dem Gesichtspunkt eines
Beweises fur die Effizienz der Transfektion betrachtet und nicht um Vergleiche
zu den hier durchgeflhrten Experimenten zu ziehen beziehungsweise sind als
Weiterflhrung zu betrachten in Richtung einer besseren Simulation der
Vorgénge in vivo.

123

Nishiwaki und Kollegen untersuchten in ihrer Studie die Reduktion der

Expression von E-Selektin nach einer nicht-viralen liposomalen Transfektion
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mittels einer spezifischen siRNA gegen den E-Selektin Rezeptor und die daraus
resultierende Verringerung der Adhéasionsfahigkeit von Leukozyten an den
humanen umbilikalen venésen Endothelzellen (HUVEC). Die Aktivierung der
Endothelzellen erfolgte mit TNF-a. FUr die Perfusion wurde ein shear stress von
7=1,0 dyn/cm? gewahlt und fir die Dauer der Perfusion eine Zeit von zehn
Minuten. Sie beobachteten eine viel starkere Adhdsion bei den aktivierten
untransfizierten Zellen, als bei den transfizierten und stimulierten Zellen. So
konnte eine Reduktion von etwa 40 Prozent der adharenden Leukozyten nach
der Transfektion erreicht werden. Die scrambled siRNA transfizierten Zellen
wiesen keinen Unterschied zu den TNF-a stimulierten Endothelzellen auf.
HUVECs sind in der Literatur eine h&dufig verwendete humane Endothelzellart.
Als Leukozyten wahlten Nishiwaki et al. HL60 Zellen, dies sind Promyelozyten
mit starker Expression flr E-Selektin Liganden und eignen sich daher gut fir die
Untersuchung der E-Selektin vermittelten Interaktion zwischen Leukozyten und
den Endothelzellen. *"*° Die Stimulation der Endothelzellen mit TNF-a fiihrte
zu E-Selektin abhéangigen Interaktionen zwischen HL 60 Zellen und den
HUVECs. Durch die fehlende Expression von E-Selektin, infolge der
Transfektion mit der spezifischen siRNA, kénnen weniger HL 60 Zellen an die
Endothelzellen adhérieren. Dies erklart den Unterschied zwischen den
stimulierten untransfizierten Endothelzellen und den stimulierten transfizierten
Zellen. Da die Sequenz der scrambled siRNA fiir keinen Rezeptor spezifisch ist,
lasst sich somit kein Unterschied zu den stimulierten untransfizierten Zellen
aufweisen. So haben Nishiwaki und Kollegen gezeigt, dass unter
Flussbedingungen eine erfolgreiche Inhibition von E-Selektin, mittels RNAI in
humanen umbilikalen Endothelzellen, in einer geringeren Adhasion der HL 60
Zellen resultiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Hypothesen auf humane vendse
Endothelzellen Ubertragen. So konnte unter Flussbedingungen eine Inhibition
der Adhasion der Granulozyten an den E-Selektin Rezeptor von 47 Prozent
beobachtet werden, bezogen auf die Anzahl der Sticker, die auf den TNF-a
aktivierten Endothelzellen ermittelt werden konnten. Dieser Versuchsansatz

wurde auf weitere Rezeptoren ausgeweitet. Flir alle drei Sequenzen waren die
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Ergebnisse signifikant. So konnte die Adh&sion der Granulozyten an den ICAM-
1 Rezeptor um 34 Prozent reduziert werden und an den VCAM-1 Rezeptor um
12 Prozent, nach der Transfektion mit den jeweiligen spezifischen siRNAs.
Unter Betrachtung der Ergebnisse flr die einzelnen Rezeptoren und im Hinblick
auf die Tatsache, dass bei der Adhé&sionskaskade alle hier aufgeflhrten
Rezeptoren beteiligt sind, wurde in einer weiteren Versuchsreihe eine
Transfektion mit allen drei spezifischen siRNAs durchgefihrt, genauer gesagt
mit E-Selektin siRNA, ICAM-1 siRNA und mit VCAM-1 siRNA. Erwartet wurde
mit dieser Kombination der drei spezifischen siRNAs eine geringere Adhasion
der Granulozyten an den Rezeptoren als mit nur einer spezifischen siRNA. In
Anbetracht dessen, dass jeder der Rezeptoren zu einem anderen Zeitpunkt
seine maximale Expression erreicht hat, wurde die Perfusion der p-Slides |
nach 14 Stunden Inkubationszeit mit TNF-a festgelegt. Zu diesem Zeitpunkt ist
VCAM-1 am héchsten exprimiert. Die Expressionskurve von ICAM-1 ist sigmoid
mit einem Maximum nach 12 Stunden und geht daraufhin in eine Plateauphase
Uber, sodass der Rezeptor nach 14 Stunden noch immer maximal exprimiert ist.
E-Selektin hingegen ist nach 6 Stunden maximal exprimiert. Nishiwaki und
Kollegen konnten 36 Stunden nach der Transfektion mit E-Selektin siRNA noch
eine Inhibition des E-Selektin Rezeptors nachweisen. '?® In den Vorversuchen
konnte 24 Stunden nach der Aktivierung und der Transfektion mit E-Selektin
siRNA noch eine Expressionshemmung des Rezeptors nachgewiesen werden.
Zu einem spateren Zeitpunkt wurde die Expression nicht mehr ermittelt.
Demnach sind nach 14 Stunden alle drei Rezeptoren exprimiert, sodass eine
Perfusion zu diesem Zeitpunkt opportun erscheint. Bei dieser Versuchsreihe
zeigte sich, dass die feste Adhasion der Leukozyten um 56 Prozent reduziert
werden konnte. Dieses Untersuchungsergebnis muss unter Beachtung der
vorherigen Versuchsergebnisse betrachtet werden. So wurde durch die
Transfektion mit E-Selektin siRNA eine Reduktion von 47 Prozent
nachgewiesen. Dieser Rezeptor ist in der Adhasionskaskade zum GroBteil fir
die Phase des Rollings und des Tetherings verantwortlich. Folglich ein Initiator
des Entziindungsprozesses. Der ICAM-1 Rezeptor spielt in der spateren Phase

des Stickings eine wichtige Rolle und es konnte nach der Transfektion mit der
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ICAM-1 siRNA eine Reduktion der adharierenden Granulozyten auf 34 Prozent
beobachtet werden. Anzumerken ist, dass die verschiedenen Funktionen der
Rezeptoren nicht exakt voneinander getrennt werden kdnnen, sondern dass
sich diese in ihren Aufgaben Uberlappen. GemaB den untersuchten Werten der
Granulozytenadharenz ist bei der Kombination mehrerer spezifischer siRNAs
die Transfektionseffizienz hdher. Es war eine Reduktion von 56 Prozent
nachzuweisen. Eine maogliche Erklarung flr die geringere Adhasionsfahigkeit
der Granulozyten nach einer Transfektion mit mehreren spezifischen siRNAs
kénnte darin bestehen, dass ein GroBteil der Granulozyten durch fehlende
E-Selektin Rezeptoren im Rollen, der zweite Schritt in der Adhasionskaskade,
Uber die Endothelzellen gehemmt werden. Die Granulozyten, die in ihrem
Rolling nicht inhibiert werden, kdénnen nun durch die fehlende ICAM-1
Expression nicht fest an die Endothelzellen adhérieren, I6sen sich wieder vom
Endothel ab und gelangen so wieder als frei flieBende Granulozyten in die
Zellsuspension. Infolge dessen befinden sich am Ende der Perfusionszeit
weniger fest adharierende Granulozyten in den transfizierten p-Slide I. Diese
Beobachtung tragt entscheidend fiir weitere folgende Versuchsanséatze bei.
VCAM-1 tragt zu dieser Steigerung nur bedingt bei. So konnte durch eine
Transfektion mit VCAM-1 siRNA zwar gerade noch ein signifikanter Unterschied
zu den untransfizierten stimulierten Endothelzellen festgestellt werden, aber
insgesamt spielt VCAM-1 in der Frihphase der Adhasionsfahigkeit nur eine
untergeordnete Rolle. In Versuchen, welche die Interaktionen von VLA-4 und
VCAM-1 an HUVECs analysierten, konnte gezeigt werden, dass durch VCAM-1
eine laterale Migration von Monozyten maglich war. '° Shang et al konnten
durch Blockade des Rezeptors mit anti-VCAM-1 in HUVECs die
transendotheliale Migration von Monozyten komplett blocken. '*® Die Migration
kann in diesem hier vorliegenden in vitro Modell nicht untersucht werden, daher
ist der Rezeptor von untergeordneter Bedeutung. Von entscheidender
Bedeutung sind, wie in dieser Arbeit gezeigt wird, die Rezeptoren E-Selektin
und ICAM-1.

Durch diesen erbrachten Nachweis, dass eine Kombination von mehreren

spezifischen siRNAs eine gréBere Wirkung erzielen, als die Transfektion mit nur
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einer spezifischen siRNA, werden neue Wege fir die Zukunft eréffnet mit denen
gréBere Erfolgsaussichten moglich sind vor allem auf dem Gebiet des
autologen vendsen Bypasses. So kann wahrend einer Bypass-Operation das
entnommene Venenpraperat sofort transfiziert werden und im Anschluss an die
Transfektion in den koronaren Kreislauf implantiert werden. Dadurch dass es
sich um eine lokale Anwendung der siRNA handelt, kann das Risiko einer
systemischen Komplikation verringert werden. Fir den Patienten bedeutet dies,
dass eine erneute Operation infolge einer auftretenden Restenose verzdgert,
eventuell auch verhindert werden kann. Eine erneute Operation, die in der
heutigen Zeit infolge der hohen Okklusionsrate nach Implantateinsetzung
besteht, kénnte umgehen werden; somit auch die bei einer Operation
bestehenden Risiken.

Die dargestellten Gesichtspunkte wirken sich positiv auf die Lebensqualitat des
Patienten aus, da die Konfrontation mit der Angst sich innerhalb von 10 Jahren
einer weiteren Operation unterziehen zu missen, abgeschwéacht werden

konnte.
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VI Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit ist nach wie vor die am haufigsten zum Tode
filhrende Organerkrankung. 2°2"'*° Die aorto-koronare Bypass-Operation stellt
heute eine etabliete Methode zur Therapie der stenosierenden
Koronararteriensklerose dar. Ein Nachteil hierbei ist die vorhandene
Restenoserate der vendsen BypassgefaBe. Auf die betroffenen Patienten
kommen gehéauft notwendig werdende Bypass-Operationen zu und letztendlich
haben Patienten mit Restenose eine héhere Mortalitat.

Ein Beitrag zur Reduzierung der Restenose konnte in letzter Zeit die
Erforschung der molekularen Zusammenhange der Genexpression mit der
Entwicklung von Nukleinsaure-Wirkstoffen beitragen. So rickte im Rahmen der
RNA-Interferenz die siRNA in den Focus der modernen Medizin als zukunftiger
potentieller Wirkstoff fur die Behandlung von bisher nicht kausal therapierbaren
Erkrankungen.

Durch den Mechanismus der RNA-Interferenz  kdnnen spezifische
Gensequenzen, die auch fir Adhasionsrezeptormolekile codieren, in ihrer
Expression auf den Endothelzellen inhibiert werden. Die sich daraus
ergebenden Resultate haben Konsequenzen auf die Leukozyten-Endothel-
Interaktionen. Im Verlauf der hier vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss der
RNA-Interferenz auf die Expression von Rezeptoren und die damit
verbundende Leukozytenadhdrenz auf vendsen Endothelzellen nachgewiesen
werden. Eine mdgliche additive Wirkung der Transfektionseffizienz von
mehreren spezifischen siRNAs sollte im Flusskammermodell untersucht

werden.

Um die Transfektionseffizienz der spezifischen siRNAs zu tberprifen, wurden
die different behandelten Endothelzellen zum einen der Durchflusszytometrie

und dem Fluoreszenzmikroskop zugefihrt und zum anderen wurde in der
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Flusskammer die Anzahl der Sticker ermittelt. Die Adh&sionsfahigkeit der
Leukozyten an die Oberflachenrezeptoren ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1
wurden als ZielgréBen zum Nachweis der Effizienz der Transfektion mit den
einzelnen spezifischen siRNAs sowie einer Kombination aller drei spezifischen
siRNAs bestimmt. Diesen, hier untersuchten Oberflachenrezeptoren wurde eine
Bedeutung in der Leukozyten-Endothel-Interaktion zugeschrieben.

Zur Untersuchung der Leukozytenadhasion wurden die Endothelzellen auf den
u-Slides | unter Flussbedingungen mit ¢ = 0,75 dyn/cm? mit einer
Granulozytensuspension perfundiert. Zuvor wurden die Endothelzellen mit
spezifischer siRNA transfiziert und im Anschluss daran aktiviert mit TNF-a, in
einer Konzentration, die flr den zu untersuchenden Rezeptor flr dessen
Expression erforderlich ist. Nach einer Perfusionsdauer von zehn Minuten
wurde eine Videosequenz von zehn Sekunden aufgenommen, anhand welcher
die Anzahl der fest adharierenden Granulozyten, sogenannte Sticker, mit Hilfe
einer Software ermittelt werden konnte. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Ein-Stichproben t-Test.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigten bei den Endothelzellen, die
mit einer spezifischen siRNA behandelt worden waren, eine deutlich verringerte
Oberflachenexpression des jeweiligen Rezeptors. Unterschiede konnten in der
Transfektionseffizienz der einzelnen Rezeptoren festgestellt werden, so war die
Inhibition bei E-Selektin und ICAM-1 starker ausgepragt als bei VCAM-1. Diese
Resultate sind beziglich den TNF-a aktivierten und aktivierten spezifischen
siRNA transfizierten Endothelzellen zu betrachten. Die FACS®-Analyse wurde
unterstitzend zu der Fluoreszenzfarbung durchgefiihrt um quantitative Werte
zu erhalten. In der Literatur war eine erfolgreiche Transfektionseffizienz mit
diesen spezifischen siRNAs bereits beschrieben worden.

In den Flusskammerversuchen zeigten die Granulozyten ein geringeres Sticking
(feste Adharenz) auf den aktivierten mit spezifischer siRNA transfizierten
Endothelzellen gegenlber aktivierten untransfizierten bzw. mit scrambled
siRNA transfizierten Endothelzellen. Die Unterschiede in der Anzahl der Sticker

waren signifikant flr jeden der untersuchten Rezeptoren. Dieses Resultat kann
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durch die inhibierte posttranskriptionelle Expression der Rezeptoren erklart
werden. Die geringere Adhdrenz an die Rezeptoren E-Selektin und ICAM-1 als
bei VCAM-1 ist durch die unterschiedlichen Funktionen der einzelnen
Rezeptoren in der Adhasionskaskade zu erklaren. Nach Transfektion einer
Kombination der drei spezifischen siRNAs konnte die Adharenz der
Granulozyten noch weiter inhibiert werden, sodass ein additives Resultat

aufzuzeigen war.

AbschlieBend bewertet ergibt sich aus der Transfektion mit einer spezifischen
siRNA eine deutliche Reduktion der Adhéasionsfahigkeit der Granulozyten an die
Endothelzellen. Den Oberflachenrezeptoren ICAM-1 und E-Selektin wurde in
der Literatur eine wichtige Rolle in der Frihphase der Entziindungsreaktion bei
Arteriosklerose zugeschrieben, sodass bei diesen Rezeptoren, nach
erfolgreicher Transfektion, ein geringeres Sticking zu erwarten war. Diese
Hypothese konnte in den durchgeflhrten Untersuchungen bewiesen werden.
Das Ergebnis nach Transfektion mit den drei spezifischen siRNAs weist auf
eine weitere Beeintrdchtigung in der Adharenz der Granulozyten an die
Endothelzellen hin. Dieses Faktum verdeutlicht den Zusammenhang zwischen
den einzelnen Rezeptoren in der Adhasionskaskade.

Die Relevanz des Dargestellten, welche in der Literatur unter Flussbedingungen
auf diese Weise noch nicht beschrieben worden ist, beweist die Notwendigkeit
fir weitere Untersuchungen auf dem Gebiet der RNA-Interferenz mit der
Pathogenese der Arteriosklerose nach Bypass-Operationen. Die Adharenz der
Granulozyten lieB sich unter inflammatorischen Bedingungen durch die
Transfektion  von  spezifischen  siRNAs  regulieren, sodass eine
Weiterentwicklung dieses gentechnologischen Ansatzes durchaus positive
Resultate bei der Verhinderung chronisch entziindlicher Prozesse erzielen
kdénnte.

Die RNA-Interferenz ermdglicht folglich nicht nur véllig neue Alternativen, um
die Funktion von Genen zu analysieren, sondern stellt auch ein groBes

therapeutisch nutzbares Potential dar. Vorteil dieser Methode ist die starke und
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spezifische Abschaltung von Genen bzw. deren Produkte und durch die
Méglichkeit der lokalen Applikation kénnen systemische Reaktionen umgangen
werden. Dies lasst eine Weiterentwicklung der Methode der siRNA

unumganglich erscheinen.
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