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1. Einleitung

1.1 Bronchialkarzinom

Das Bronchialkarzinom nimmt in der heutigen Medizin einen immer gréf3eren
Stellenwert ein. So sind im Jahre 2014 in Deutschland rund 34.560 Manner und
19.280 Frauen neu an Lungenkrebs erkrankt [1]. Obwohl die
Erkrankungshaufigkeit bei Mannern nur an 2. Stelle aller Krebsarten liegt,
(Abb. 1, links) ist es mit einem Anteil von 24,4% die haufigste
Krebstodesursache (Abb. 2, links). Bei Frauen ist das Bronchialkarzinom zurzeit
die zweithaufigste Krebstodesursache nach dem Mammakarzinom (Abb. 2,
rechts) [2;3]. Dem ,World Cancer Report 2014“ der WHO zufolge ist das
Bronchialkarzinom auch weltweit fur 1,59 Millionen Todesfélle im Jahre 2012
verantwortlich und belegt somit den ersten Platz [4]. Der Trend zeigt aber, dass
die Inzidenz bei Mannern ricklaufig ist und bei Frauen steigt. Durch
Veranderungen der Lebensumstande und Gewohnheiten, vor allem vermehrtes
Rauchen als Risikofaktor Nr. 1, ist die Inzidenz des Bronchialkarzinoms bei

Frauen in den letzten Jahren auf den zweiten Platz gestiegen [2].

Europaweit entstehen durch Lungenkrebs enorme volkswirtschaftliche Kosten.
So verursachten Krebserkrankungen 2009 in Europa allgemein einen Schaden
von 126 Milliarden Euro. Mit einem alleinigen Anteil von 15%, also etwa
19 Milliarden Euro, verursacht der Lungenkrebs durch z.B. medikamentdse

Therapie, Krankenhausaufenthalt und Produktivitatsausfall die héchsten Kosten

[5]
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen

Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2014

Minner

Lunge
Prostata [NNENEGEGEEE
Darm [T
Bauchspeicheldriise [IIIE
Magen

Leber

Leukamien [IIEX]

Speisershre [IIEX]

Mundhéhle und Rachen [EX]
Harnblase [ER
Non-Hodgkin-Lymphome [EX]
zentrales Nervensystem [JEH
Niere

Multiples Myelom

Malignes Melanom der Haut {J§
Gallenblase und Gallenwege [l
Kehlkopf [l

Mesotheliom i

(ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) [2]

Frauen

Brustdriise
Lunge
Darm
EEB B:uchspeicheldriise
BN Eierstocke

X3l Magen

Bl Leukimien

XM Non-Hodgkin-Lymphome
zentrales Nervensystem
Yl Gebirmutterkérper

¥l Leber

EXW Gallenblase und Gallenwege
XY Niere

B Multiples Myelom

¥ Harnblase

B Gebirmutterhals

B Mundhshle und Rachen

Bl Malignes Melanom der Haut

Weichteilgewebe ohne Mesotheliom || [l Speisershre
T | T I T | i I T T | I T
36 30 24 18 12 6 00 6 12 18 24 30 36
Abbildung 2: Prozentualer Anteil der héaufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebssterbefallen in Deutschland 2014 [2]
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Der gro3te Risikofaktor und fir 85% der Bronchialkarzinome verantwortlich ist
das inhalative Zigarettenrauchen. Dabei bestimmen Dauer und Ausmal des
Zigarettenkonsums das Risiko. Fiur etwa 5% der Bronchialkarzinome sind
berufliche Karzinogene verantwortlich. Asbest ist hier in 90% der Falle der
Ausloser. Aber auch z.B. Quarzstaub oder polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe zahlen zu den Karzinogenen, die Lungenkrebs auslésen
konnen. Die genetische Disposition kann auch die Ursache fur ein
Bronchialkarzinom sein. So haben Personen, bei denen ein Elternteil erkrankt
ist ein 2-3 fach erhodhtes Risiko ebenfalls zu erkranken. Neben selteneren
Auslosern wie z.B. ein Bronchialkarzinom aufgrund von Lungennarben oder
umweltbedingten Karzinogenen, sind noch immer nicht alle Risikofaktoren
bekannt [6].

Eingeteilt werden Bronchialkarzinome in zwei Hauptgruppen, die nicht-
kleinzelligen-Bronchialkarzinome (NSCLC) und die kleinzelligen-
Bronchialkarzinome (SCLC). Innerhalb der NSCLC, welche etwa 85% der
Bronchialkarzinome ausmachen, werden weiterhin histologisch drei Typen

unterschieden:

-Das Plattenepithelkarzinom ist mit ca. 40-45% Vorkommen noch der am
haufigsten vorkommende Subtyp. Er wachst meistens zentral und mit einer

Verdopplungszeit von etwa 300 Tagen eher langsam [6].

-Das Adenokarzinom mit einer Haufigkeit von ca. 35% ist bekannt als die
haufigste Bronchialkarzinomform von Nichtrauchern und Frauen. Seine
Inzidenz ist steigend. Er wachst vor allem peripher und hat eine

Verdopplungszeit von etwa 150 Tagen [6].

-Das grof3zellige Bronchialkarzinom kommt in ca. 10% der Falle vor. Die
Tumorzellen sind undifferenziert und lassen sich histologisch keiner anderen

Kategorie zuordnen [6].

Einleitung 3




Haufig haben Patienten im Frihstadium keine oder nur sehr unspezifische
Symptome. Meist treten diese erst spater auf, sodass die Diagnose sehr oft in
einem fortgeschrittenen Stadium gestellt wird. Zu den typischen Symptomen
gehoren z.B. hartndckiger Husten, Hamoptysen, Dyspnoe sowie
Thoraxschmerzen. Bei einem SCLC kbénnen paraneoplastische Symptome je

nach sezerniertem Hormon variieren [7].

Die Stadieneinteilung des NSCLCs erfolgt nach der TNM-Klassifikation der
IASLC/AJC (International Association for the Study of Lung Cancer/ American
Joint Committee for Cancer Staging) sowie der UICC (Union internationale
contre le cancer) von 2017 [1] [8] (siehe Tab. 1-2).

Tabelle 1: Vereinfachte TNM-Klassifikation des NSCLC

T Tis  Carcinoma in situ

T1  Grolter Durchmesser <3cm, umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, Hauptbronchus nicht beteiligt

T2  Grolter Durchmesser >3 cm aber <5 cm oder
Infiltration des Hauptbronchus unabhangig vom Abstand von der
Carina aber ohne direkte Invasion der Carina oder
-Infiltration der viszeralen Pleura oder
-tumorbedingte partielle Atelektase oder obstruktive Pneumonie,
die bis in den Hilus reichen, Teile der Lunge oder die gesamte
Lunge umfassen

T2a -groRter Durchmesser >3 cm, aber <4 cm

Tab -groRter Durchmesser >4 cm, aber <5 cm

Ts  Grolter Durchmesser >5 cm, aber <7 cm oder
-Infiltration von Thoraxwand (inklusive parietale Pleura und
Superior Sulcus), N. phrenicus, oder parietales Perikard oder
-zusétzlicher Tumorknoten im selben Lungenlappen wie der

Primartumor
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Ta  groRter Duchmesser > 7cm oder
-mit direkter Infiltration von Diaphragma, Mediastinum, Herz,
groRen GefaRen, Trachea, N. laryngeus recurrens, Osophagus,
Wirbelkorper oder Carina oder
-zusatzlicher Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen
Lungenlappen

N No  keine Lymphknotenmetastase(n)

N1  Metastase(n) in ipsilateralen, peribronchialen und/oder ipsilatera-
len hilaren Lymphknoten und/oder intrapulmonalen Lymphknoten
oder direkte Invasion dieser Lymphknoten

N2  Metastase(n) in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen
Lymphknoten

N3  Metastase(n) in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hi-
laren, ipsi-oder kontralateral tief zervikalen, supraklavikularen
Lymphknoten

M Mo  Keine Fernmetastasen

Mia Separater Tumor im kontralateralen Lungenlappen,
Pleurametastasen, maligner Perikard-, oder Pleuraerguss

Mib Fernmetastasen vorhanden

Mic mehrere Fernmetastasen (>1) in einem oder mehreren Organen

Tabelle 2: Vereinfachte Stadieneinteilung NSCLC

0 Tis No Mo

I T1NoMo und T2aNoMo

1 T1N1Mo, T2oNoMo, T2N1Mo und TaNoMo

i jedes T mit N2 und N3, jedes T4, T3 ab N1, aber alles Mo

\Y Jedes T, jedes N mit M1
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Das kleinzellige Bronchialkarzinom, welches in ca. 15% der Falle vorkommt, hat
vor allem das besondere Merkmal, dass es nicht wie das NSCLC als solider
Tumor wéachst, sondern sich verteilt und durch die Form seiner Zellen den
Beinamen ,oat cell carcinoma®“ (Haferzellkarzinom) bekam. Es ist meistens
zentral lokalisiert und bei der Diagnose bereits metastasiert. Die Zellen haben
eine sehr kurze Verdopplungszeit von nur 10-15 Tagen und sind aul3erdem oft
in der Lage Hormone wie z.B. das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) zu
sezernieren, was zu paraneoplastischen Endokrinopathien fuhrt. Die Einteilung

geschieht meistens wie folgt:

Very limited disease beschreibt einen auf die Lunge begrenzten Tumor. Es sind

keine mediastinalen Lymphknoten befallen.

Im Stadium der Limited disease zeigt sich nur ein ipsilateraler Befall, sowie
befallene Lymphknoten im kontra- oder ipsilateralen Mediastinum oder

supraklavikular.

Extensive disease entspricht dem Stadium IV der TNM Klassifikation (siehe
Tabelle 2) und beschreibt jede Ausbreitung, die groéRRer ist als im Stadium der
Limited disease [6;9].

1.1.1 Therapie des NSCLC

Zurzeit erfolgt die Therapie des NSCLC gemal3 der S3-Leitlinie von 2018 und
steht vor allem auf drei Saulen [1] [10].

1. Der Chirurgie: sie stellt die einzige kurative Therapieoption dar. Je nach
Typ, Lokalisation und Stadium wird die chirurgische Therapie angepasst.
Da leider in Uber 50% der Falle schon ein fortgeschrittenes Stadium
vorliegt, ist eine kurative Resektion oft nicht mehr mdglich oder der
Tumor nicht operabel [3]. Durch eine neoadjuvante Radio-
Chemotherapie kann ein Tumor verkleinert, und somit teilweise erst

operabel gemacht werden [11;12].
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2. Der Chemotherapie: sie kann vor (neoadjuvant) oder nach (adjuvant)
einer Operation oder in weit fortgeschrittenen Stadien kombiniert mit
Radiotherapie oder als alleinige kombinierte Chemotherapie erfolgen.

3. Der Radiotherapie: sie wird eingesetzt in frihen Stadien kombiniert mit
Chemotherapie oder bei einer nicht vollstdndigen Resektion des Tumors
zur Bestrahlung des Randes. Auch ist eine definitive Radiatio bei
funktioneller Inoperabilitat (z.B. bei starker
Lungenfunktionseinschrankung) oder Brustwandinfiltrationen moglich.

1.1.2 Therapie des SCLC

Die Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms besteht primar aus einer
systemischen Therapie. Im Stadium der very limited disease und manchmal
auch bei limited disease kann eine Resektion in kurativer Absicht erfolgen. Hier
kann eine Neoadjuvante Chemo- und/oder Radiotherapie eingesetzt werden,
um den Tumor praoperativ zu verkleinern. Durch einen bimodalen Ansatz aus
der systemischen Chemotherapie mit einer Kombination aus Cisplatin und
Etoposid und der Radiotherapie des Mediastinums und prophylaktischer
Schadelbestrahlung werden hohe Remissionsraten erreicht. Diese sind aber oft
nur von kurzer Dauer.

Im Stadium der Extensive disease wird ein palliativer, unimodaler
Therapieansatz angewendet. Es erfolgt eine Polychemotherapie, die je nach
Patient angepasst wird. Eine Radiatio wird nur durchgefiihrt bei bereits

vorhandenen Hirn-, oder Skelettmetastasen [10].
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1.1.3 Alternative Therapieansatze und neue Entwicklungen

Zurzeit ist trotz intensiver Therapie der Ausgang oft frustran. Zusatzlich treten
aufgrund der hohen Toxizitdt der Chemotherapeutika eine hohe Anzahl an
unerwinschten Nebenwirkungen auf. Auch bei relativ neuen Medikamenten
sind die Nebenwirkungen teilweise erheblich. Diese sind zum grof3en Teil fur
die oft stark eingeschréankte Lebensqualitdt der Patienten verantwortlich. Nicht
selten fuhrt dies zum verfriihten Therapieabbruch oder zu einer Limitation der
Therapiemoglichkeiten [13].

Seit ein paar Jahren werden auf3erdem zusatzlich neuere Therapieansatze
verfolgt, die aber nur fir bestimmte Patientengruppen in Frage kommen. So
werden bestimmte molekulare Strukturen als Ziele fir Medikamente eingesetzt.
Dazu gehoéren unter anderem der monoklonale Antikdrper Bevacizumab, der
die Bindung des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF), der vor allem an
der Angiogenese beteiligt ist, an seine Rezeptoren verhindert [14;15].
Seit einigen Jahren zugelassen sind die Tyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib,
Gefitinib und Afatinib. Diese Substanzen haben eine aktivierende Mutation des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors EGFR als Target. Dessen Hemmung
hat eine Abtotung der Krebszellen zur Folge und erhoht so die Uberlebenszeit
von Patienten [16]. Die aktivierende Mutation, welche besonders bei Frauen,
Nichtrauchern und Adenokarzinomen vorkommt, ist mit einem Auftreten von nur
etwa 5-15% in Europa und den USA selten [17]. Aus diesem Grund profitiert nur
eine kleine Gruppe von Patienten von diesem Medikament [18]. Bei dieser
Gruppe von Patienten ist Erlotinib gerade auf dem Weg als Erstlinien-Therapie
zugelassen zu werden [19]. Leider kdnnen relativ frih durch erneute Mutationen
des Rezeptors Resistenzen entstehen, was die Substanzen unwirksam macht.
Auch deswegen und um die Medikamente fur ein breiteres Patientenkollektiv
zur Verfugung zu stellen, werden neue Generationen von Tyrosinkinase-
Inhibitioren, welche nicht mehr nur Mutationen als Target haben, in Kklinischen
Studien getestet [20].
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Trotz dieser Neuerungen in den letzten Jahren, ist die Uberlebenszeit immer
noch kurz. Auch deswegen sind neue Therapiemdglichkeiten ein bedeutender
und notwendiger Gegenstand der Forschung. So wird zurzeit der Fokus auf die
molekularen  Eigenschaften, genetischen  Veranderungen und die

Uberexpression von Faktoren in Krebszellen gesetzt [21;22].

1.2 Malignes Pleuramesotheliom

Das maligne Pleuramesotheliom (MPM) ist ein primarer maligner Tumor der
Pleura und gehort zur Gruppe der Mesotheliome. Er entsteht aus Zellen des

Mesothels, dem mittleren, zweiten Keimblatt der Embryogenese.

Bei Tumoren der Pleura wird allgemein zwischen primaren und sekundaren
Tumoren unterschieden.

Die primaren Tumoren in Form von Pleuramesotheliomen sind mit einem
Auftreten von 3% selten. Man unterscheidet weiterhin zwischen dem seltenen
lokalisierten Pleuramesotheliom und dem diffusen malignen Pleuramesotheliom
(MPM) durch Asbestexposition.

Weitaus haufiger kommen sekundare Tumoren der Pleura in Form einer
Pleurakarzinose, einer Lymphangiosis carcinomatosa der Pleura und einer
Ausbreitung per continuitatem vor. Die haufigsten Primarherde sind dabei vor
allem Lungen-, Mamma-, Pankreas-, Leberkarzinome, sowie Karzinome des

Magen-Darm-Traktes [23].

2010 erkrankten in Deutschland 1320 Manner und 350 Frauen an einem
Mesotheliom. 90% davon betreffen die Pleura. Durch eine relative 5-Jahres-
Uberlebensrate von 8-9% bei Mannern und 14-15% bei Frauen gehort das
Pleuramesotheliom zu den Karzinomen mit einer besonders schlechten

Prognose [24].

Bei der Atiologie stellt vor allem die Asbestexposition die wichtigste Ursache dar
[25]. Da das Risiko ein MPM zu entwickeln durch eine kontinuierliche Exposition
um das ca. 1000-fache im Vergleich zur Normalbevolkerung erhoht ist, wurde
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es als Berufskrankheit anerkannt [26]. Seit dem Verbot von Asbest nimmt die
Zahl der Erkrankungen bei den unter 65 Jahrigen ab. Durch die lange
Latenzzeit steigt sie bei der alteren Bevolkerung allerdings weiterhin an [27]. Da
Asbest aber noch immer in anderen Landern in grof3en Mengen produziert und
verwendet wird, ist die Entwicklung dieser Zahlen ungewiss [28]. Auch andere
Einflusse wie z.B. virale Ursachen werden als Ausloser eines MPM diskutiert
[29].

Oft werden MPMs erst in einem fortgeschrittenen Stadium entdeckt, da die
angegebenen Fruhsymptome, wie z.B. anhaltender Husten, Dyspnoe und
Brustschmerzen sehr leicht ausfallen kénnen. Typische Tumorsymptome wie
z.B. Mudigkeit, Nachtschweil3 und Gewichtsverlust kommen am Anfang selten

vor, sodass sich Patienten oft wegen einer Dyspnoe an einen Arzt wenden [30].

Die Stadieneinteilung erfolgt an Anlehnung an die internationale TNM-
Klassifikation der UICC (siehe Tabelle 3-4).

Tabelle 3: Vereinfachte TNM des Pleuramesothelioms

To Kein Primartumor

T1 Ipsilaterale parietale Pleura befallen mit hdchstens fokaler Beteiligung
der viszeralen Pleura

T2 Ipsilaterale parietale Pleura befallen mit konfluierender Beteiligung der
viszeralen Pleura und/oder Infiltration in ipslaterale Lunge und/oder
Zwerchfell

T3 Ipsilaterale parietale Pleura befallen mit Beteiligung der endothorakalen

Faszie und/oder Infiltration in das benachbarte Weichteilgewebe

Ta Ipsilaterale parietale Pleura befallen mit diffuser Infiltration von
Thoraxwand, und/oder kndcherne benachbarte Strukturen und/oder
Peritoneum, kontralateraler Pleura und/oder Myokard und/oder Plexus

brachialis
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No Keine Lymphknotenmetastasen

N1 Ipsilaterale peribronchiale oder hilare Lymphknotenmetastasen

N2 Ipsilaterale mediastinale, an der A. Mammaria interna und/oder
subcarinale Lymphknotenmetastasen

N3 Jede kontralaterale Lymphknotenmetastase und/oder ipsilaterale

Skelenus- oder supraklavikulare Lymphknotenmetastase

Mo Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen nachweisbar

Tabelle 4: Vereinfachte Stadieneinteilung des Pleuramesothelioms

| T1NoMo

Il T2NoMo

" T3NoMo und T1-3N1-2Mo

AV, jedes T4, jedes N3, jedes M1

Die Therapie besteht zurzeit je nach Stadium aus einem multimodalen Konzept
aus der chirurgischen Intervention, der Chemo- und der Radiotherapie.

Da das Pleuramesotheliom allerdings oft erst in spaten Stadien diagnostiziert
wird, kommt es meistens zur Anwendung eines palliativ ausgerichteten
Therapiekonzepts zur Lebensverlangerung und  Verbesserung der
Lebensqualitat. Dort steht an erster Stelle vor allem die Symptomkontrolle.

Zum Beispiel kann zur Verhinderung von neuen Pleuraergissen und damit
verbundener Dyspnoe, eine Pleurodese (Einbringen von Talkum in den
Pleuraspalt) durchgefuhrt werden [31].

Nur in seltenen Fallen und sehr frihen Stadien kann ein kurativer
Therapieansatz verfolgt werden. Daflir ist eine vollstandige makro- und
mikroskopische Entfernung der Tumorzellen erforderlich, was selbst in
erfahrenen und spezialisierten Zentren eine Herausforderung darstellt.

Eine Chemotherapie kann mit den Wirkstoffen Cisplatin und Permetrexed oder

Raltitrexed als Kombination erfolgen. Die lebensverlangernde Wirkung ist
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allerdings umstritten. Eine bekannte Studie zeigte keinen Unterschied zwischen
Placebo-, und Chemotherapiegabe [32]. Diese Studie wird aber wegen
angeblicher methodischer Schwachen diskutiert. Andere Studien weisen
allerdings auf eine Wirksamkeit von einer Kombichemotherapie hin [33-35].
Radiotherapie ist ebenfalls eine umstrittene Behandlungsmdoglichkeit. Sie
kommt haufig als palliative Therapie zum Einsatz, z.B. zur Behandlung von
Schmerzen, wenn die Brustwand infiltriert wurde [36].

Trotz dieser Malinahmen ist die Prognose sehr schlecht. So liegt die mittlere
Uberlebenszeit nach Erstdiagnose bei ca. 4 — 12 Monaten [37].

Auch beim MPM gibt es neue Therapieansatze. So werden auch hier neue
Ziele gesucht. Erste Arbeiten zeigen, dass die Forschung der targeted therapy
(gezielte Therapie) grol3es Potential hat [38].

1.3 RNA-Interferenz

Fir die Entdeckung der RNA-Interferenz (RNAI) erhielten Fire und Mello 2006
den Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin [39]. Die RNAI ist ein naturlich
vorkommender Prozess. Unter anderem dient er Menschen, Tieren, Pflanzen,
Pilzen und Bakterien als Abwehrmechanismus gegen virale RNA oder zur
Regulation der Expression von Genen [40].

Um ein Protein z.B. einen Transkriptionsfaktor herzustellen, wird im Zellkern die
entsprechende DNA fiir das Gen abgelesen und tber mehrere Zwischenschritte
in Form einer messenger-RNA (MRNA) im Zytoplasma von den Ribosomen in
ein Protein translatiert. Bei der RNAIi wird die Proteinbiosynthese durch eine
Anheftung kleiner komplementarer dsRNA-Molekile an die mRNA
unterbrochen. Dabei wird die mRNA gespalten und im Anschluss von

Nukleasen verdaut, somit kommt es zu einem Knockdown der Genexpression.
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In der Zelle kommen zwei verschiedene Arten dieser kleinen dsRNA-Molektile
vor, die bei der RNAI eine Rolle spielen. Die mikroRNAs (miRNA) und die small-
interfering RNAs (si-RNAs) [41]. Diese Arbeit hat ausschliel3lich siRNAs

verwendet, sodass nur diese weiterhin beschrieben werden.

SiRNAs koénnen z.B. aus doppelstrangigen RNAs hergestellt werden, die von
Viren eingeschleust wurden. Dabei wird die Virus mRNA durch natirliche
Prozesse in der Zelle in siRNAs geschnitten. Synthetisch hergestellte SIRNAs
kénnen aber auch direkt von auf3en in die Zelle eingeschleust werden.

Aufgrund lhrer Gré3e und Ihrer negativen Ladung brauchen sie aber einen
Carrier, der sie in die Zelle schleust. Das kann z.B. ein viraler Vektor sein. In
diese Arbeit wurde Interferin™, ein kationisches Lipid verwendet [42-44].

Die doppelstrangigen RNAs binden im Zytoplasma an Endoribonukleasen,
welche die dsRNA in kleine doppelstrangige Fragmente schneiden. Diese
Fragmente haben meistens eine Lange von 21-23 Nukleotiden und hangen an

den 3’-Enden jeweils um 2 Nukleotide Uber [45].

Die so entstandenen doppelstrangigen siRNAs binden anschlieBend an
Argonauten-Proteine, welche die doppelstrangige siRNA in Einzelstrange
spaltet. Dabei verbleibt der Leitstrang, der den antisense Strang zur mRNA
darstellt, in der Verbindung mit dem Argonautenprotein. Der andere Strang wird
abgebaut (siehe Abb. 2) [46].
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Abbildung 3: Mechanismus der RNA-Interferenz [42]

Die Verbindung aus ssRNA (single stranded RNA), Argonauten-Protein und
weiteren Proteinen wird als RISC (RNA-Induzierter-Silencing-Komplex - RNA-
induced- silencing-complex) bezeichnet. Die siRNA besitzt eine spezifische
Basenfolge, die komplementar zur mRNA des gewtinschten Zielgens ist. So ist
es moglich, dass der RISC genau an spezifische mRNAs bindet und die
Spaltung dieser mRNA Kkatalysieren kann. Die mRNA wird anschliel3end
abgebaut [47].
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Die RNA-Interferenz bietet also eine mdgliche Methode, um in Krebszellen z.B.
Uberexprimierte antiapoptotische Proteine, Tranksriptionsfaktoren oder Gene,
die fur Medikamentenresistenzen verantwortlich sind, spezifisch zu hemmen.
So konnte das weitere Krebszellwachstum verringert werden oder eventuell

sogar ein Ruckgang der Zellen mdglich sein [48].

Zurzeit befinden sich bereits verschiedene siRNAs, die als Therapie gegen
Krankheiten quer durch die medizinischen Fachbereiche verwendet werden
sollen, in den unterschiedlichen Phasen der Entwicklung.

So beschaftigen sich z.B. Arbeitsgruppen der Augenheilkunde weltweit mit dem
Einsatz von siRNA gegen die altersbedingte Makuladegeneration (AMD). Eine
sehr bekannte Studie davon ermittelte die Auswirkungen von Bevasiranib, einer
siRNA gegen VEGF (Vascular-endothelial-growth-faktor) zur Inhibition der AMD
[49]. Allerdings wurde der weitere Einsatz als Medikaments nach einer Phase-
[lI-Studie ausgesetzt [50]. Weitere siRNAs sind aber noch in der klinischen
Erprobung [51].

Ein weiteres grof3es medizinisches Fachgebiet, in dem die RNAi zum Einsatz
kommt, ist die Infektiologie. Neben Ansatzen die auf eine Behandlung von HIV
zielen [52], ist auf Grund aktueller Ereignisse in Westafrika ein anderes Thema
in den Fokus gertickt. So ist eine Studie bekannt geworden, in der siRNAs zur
Therapie von Arzten eingesetzt wurde, die sich wahrend Ihrer Arbeit mit Ebola
infiziert haben [53]. Auch erregte eine Studie Aufmerksamkeit, bei der Makaken
mit SIRNA gegen das dem Ebolavirus verwandten Filovirus Marburg behandelt
wurden. Alle Affen, die siRNA appliziert bekamen Uberlebten, wahrend alle nicht

Behandelten an dem hamorrhagischen Fieber starben [54].

Aber auch zur Behandlung von Volkskrankheiten werden siRNAs zurzeit in
Studien getestet. So gibt es eine Studie, die siRNAs gegen die Proprotein-
convertase  subtilisin/kexin  type 9 (PCSK9) zur Therapie der
Hypercholesterindmie einsetzt. Erste Ergebnisse dieser Phase-I-Studie lassen
auf eine Weiterfihrung des Prozesses auf dem Weg zum Medikament hoffen
[55]. Es gibt noch viele weitere Studien, die siRNA als mogliche Therapien

testen [56;57]. Zum Beispiel gibt es auch in der Neurologie Ansatze, die
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unheilbare genetisch bedingte Krankheit Chorea Huntington mittels siRNA zu
behandeln [58]. Aber auch in der Krebstherapie gibt es bereits erste Studien,

z.B. die siRNA zur Behandlung von Lymphomen einsetzen [59].

1.4 Ausgewadahlte Targets fur die SiRNA Applikation

Als Kontrolle, ob die Transfektion als solche der Ausldser fur eine Reduktion der
Genexpression oder des Zellwachstums war, wurden die Zellen bei jedem
Versuchsdurchgang mit SCR-siRNA ebenfalls in den jeweils verwendeten
Konzentrationen transfiziert.

Die verwendeten siRNAs wurden ausgesucht auf Grund Ilhrer Rolle als
Transkriptionsfaktoren oder Aktivierung/ Hemmung der Apoptose von
Krebszellen, verbunden mit ihrer Expression oder Uberexpression in malignen

Zellen.

1.4.1 Serum response factor (SRF)

SRF ist ein Protein mit einer molekularen Gro3e von etwa 52 kD. Es ist vor
allem wichtig bei der Regulation sogenannter Early genes und ist zusatzlich an
einer grofRen Anzahl von wichtigen Zellregulationsystemen beteiligt, wie z.B.
Zellzyklus, Apoptose, Zellwachstum und Zelldifferenzierung [60]. SRF wird in
den Zellen vieler Malignome uberexprimiert und wird unter anderem mit
erhohter Zellproliferation und Invasion in Verbindung gebracht [61]. Eine
Hemmung von SRF hatte eine geringere Metastasierungstendenz bei

Prostatakarzinomzellen zur Folge [62].
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1.4.3 Survivin (SV)

Survivin (oder baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 (BIRCS))
wird vor allem in Krebszellen oder wéahrend der Embryonalentwicklung
produziert [63]. Es ist vor allem als Inhibitor der Caspaseaktivitat an der
Hemmung der Apoptose beteiligt [64]. Auch bei Survivin wird eine
Uberexpression mit einer reduzierten Prognose und einer erhohten
Metastasierungstendenz assoziiert [65]. In Gewebeproben von
Karzinompatienten wurden bei 65% der an einem Magenkarzinom erkrankten
sowie bei 53% der an einem Bronchialkarzinom erkrankten Patienten eine
Expression von Survivin gefunden [66;67].

Zusatzlich wird Survivin mit einer Resistenz der Karzinomzellen auf Chemo-

und Radiotherapie assoziiert [68;69].

1.4.4 HIF1la und HIF2a

Hypoxie-Induzierter-Faktor 1a und 2a sind wichtige Transkriptionsfaktoren, die
die Zelle bei einem Sauerstoffmangel produziert. Mit Hilfe einer Induktion von
Angiogenese und Zelldifferenzierung versucht die Zelle, sich an den
Sauerstoffmangel anzupassen [70-73]. Die Expression von HIF1a wird mit einer
allgemein schlechteren Prognose in Verbindung gebracht [74].

Das Enzym Cezanne, eine Deubiquitinase, hat einen direkten Einfluss auf die
Stabilitat und die Expression von HIF1a [75]. In einer weiteren Studie wurde die
Deubiquitinase Cezanne ebenfalls mit der E2F1 abhéngigen Expression von
HIF2a in Verbindung gebracht [76].
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1.4.2 E2F Transkriptionsfaktor 1 (E2F1)

E2F1 ist ein Protein, welches zur Familie der E2F Transkriptionsfaktoren
gehort. Es spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der Initiierung der
Apoptose [77]. Eine Uberexpression von E2F1 in Karzinomzellen, z.B. bei
SCLC oder kolorektalem Karzinom, wird ebenfalls mit einer schlechteren
Prognose, erhohter Invasivitat und direkten DNA-Schaden in Verbindung
gebracht [78-80].

1.4.5 STATS3

Signal transducer and activator of transcription 3 ist ein Transkriptionsfaktor, der
eine wichtige Rolle in der Tumorangiogenese, Zellproliferation und die
Hemmung von Apoptose spielt. Er interagiert unter anderem auch mit den
Akute-Phase-Proteinen des Immunsystems und spielt eine Rolle in der
Embryogenese, wo die Abwesenheit von STAT3 tddlich endet. Durch eine
alternative Spleil3-Stelle in einem Exon existieren zwei Isoformen STAT3a und
STAT3p [81-83]. Es wurde festgestellt, dass STAT3 in Zellen vieler Krebsarten
uberexprimiert wird [84]. Gleichzeitig scheint diese Uberexpression von STAT3
mit einer schlechteren Prognose, welche unter anderem auf Grund einer

friheren Metastasierung beruht, zusammen zu hangen [85].
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1.5 Ziele der Arbeit

,1argeted Therapies” und die personalisierte Medizin gewinnen immer mehr an
Bedeutung. Da die heutigen Optionen zur Behandlung von Lungenkrebs und
eines Pleuramesothelioms schon in frihen Stadien an lhre Grenzen stof3en, ist
die Entwicklung neuer Therapieansatze essentiell. Auch differenzieren zurzeit
die Therapien kaum nach histologischen Subtyp oder anderen molekularen
Strukturen.

Genau hier liegt das Potential der Arbeit. Die molekulare Reduktion von
Faktoren konnte einen grofR3en Effekt auf das Verhalten der Zellen haben. Bevor
allerdings die Spirale bis hin zum fertigen Medikament beginnen kann, ist es
unerlasslich, in der Grundlagenforschung wie bei dieser Arbeit, die Faktoren zu
identifizieren, die eine Auswirkung auf die Zelle haben.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Knockdowns vermittelt durch die
oben beschriebenen SiRNAs auf Bronchialkarzinom- und
Pleuramesotheliomzellen zu ermitteln. Dazu wurden einerseits das Ausmal3 der
reduzierten Genexpression durch die siRNA und andererseits die daraus
resultierende Auswirkung auf die Zellzahl untersucht. Eine Nebenaufgabe der
hier vorliegenden Arbeit war die Optimierung der Transfektion der SCLC-

Zelllinie.

Da es sich beim Bronchialkarzinom um eine der am haufigsten auftretenden
malignen Erkrankungen handelt, kbnnte mit einer verbesserten Therapie vielen
Patienten geholfen werden. Wegen des haufigen Auftretens, der schlechten
Prognose und dem damit verbundenen Arbeitsausfall enstehen sehr hohe
volkswirtschaftliche Kosten.

Eine zukinftige optimale Therapie sollte auf der personalisierten Medizin
basieren. Das bedeutet, dass die Therapie an die Besonderheiten des beim
Patienten auftretenden Tumors angepasst werden muss.

So koénnten sowohl unerwiinschte Nebenwirkungen als auch die damit

assoziierten Therapieabbrtiche vermieden werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 5: Verwendete Gerate

Gerat Name Firma (Ort, Land)
Absaugpumpe Absaugpumpe KNF Lab | KNF Neuberger GmbH
(Freiburg, Deutschland)
Autoklav Autoklav Systec DX-23 | Systec GmbH
(Wettenberg,
Deutschland)
Blot Apparatur Trans-Blot® SD Semi- | BIO RAD Laboratories
Dry Transfer Cell (Hercules, Kalifornien,
USA)
Brutschrank Heraeus 6000 Thermo Fisher Scientific
(Langenselbold,
Deutschland)
CASY CASY Zell Counter | Scharfe System
System (Reutlingen,
Deutschland)
cDNA- Cycler Mastercycler®gradient | Eppendorf AG,
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
FACS FACScan BD BD Biosciences,
(Heidelberg,

Deutschland)

Kammer zur SDS-Page

Mini-PROTEAN®

BIO RAD Laboratories

(Hercules, Kalifornien,
USA)

Mikroskop Axiovert 135 Carl Zeiss AG (Jena,
Deutschland)

Photometer BioPhotometer Eppendorf AG,

Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)

gRT-PCR-Cycler

iCycler BIO RAD

BIO RAD Laboratories

(Hercules, Kalifornien,
USA)

Vortexer Vortex-Schittler VWR International GmbH
(Darmstadt,

Deutschland)
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Werkbank 1

Sicherheitswerkbank
Klasse 2

BDK Luft- und Reinraum-
technik GmbH
(Sonnenbihl-Genkingen,
Deutschland)

Werkbank 2

Sicherheitswerkbank
Herasafe HS12

Thermo Fisher Scientific
(Langenselbold,
Deutschland)

Zentrifuge 1

Heraeus sepatech
Varifuge RF INERT

Thermo Fisher Scientific
(Langenselbold,
Deutschland)

Zentrifuge 2 Zentrifuge MiniSpin plus | Eppendorf AG,
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Zentrifuge 3 Zentrifuge 5415 | Eppendorf AG,
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge fur Platten

Rotana 460 R

Hettich Lab Technology
(Tuttlingen, Germany)

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Medium/L6ésung Firma Standort

Dulbecco’s PBS ohne Ca | PAA Laboratories | Célbe, Deutschland

& Mg GmbH

FCS (Fetal calf serum)

Pen /Strep

L-Glutamin

Acrylamid Mix (30%) Sigma-Aldrich Saint  Louis, Missouri,
USA

Ammoniumpersulfat
(APS)

RheinPerChemie GmbH

Hamburg, Deutschland

Ampuwa, steriles, | Fresenius Kabi | Bad Homburg,

pyogenfreies Wasser Deutschland Deutschland

Bovine Serum Albumin Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH

Bromphenolblau Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH

Cell Dissociation Solution | Sigma-Aldrich Seelze, Germany

DEPC treated Water Ambion Applied | Austin Texas, USA

(Diethylpyrocarbonat) Biosystems

Dithiothreitol Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,

USA
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Essigsaure 1% Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH

Fast Green 0,1% Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH

Glycerin (87%) Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH

Glycin Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,

USA

Interferin™

Polyplus Transfektion

llikirch, Frankreich

iQmM SYBR® Green | Bio-Rad  Laboratories | Hercules, CA, USA
Supermix Inc.,
Isopropanol Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
USA
Methanol Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH
Molecular Weight Marker | Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
fir SDS-Page USA
NacCl Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH
NaNs3 Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH
NaOH Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH
RIPA-Lysis-Buffer Thermo Fisher Scientific | Bonn, Germany
Sodium Dodecyl Sulfate | Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
(SDS) GmbH
Tetramethylethylendiamin | Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
(TEMED) USA
Trypan Blue Solution Sigma-Aldrich Dorset, GroR3britannien
Trypsin-Neutralisations- | PromoCell  bioscience | Heidelberg, Deutschland
Solution (TNS) alive
Trypsin/EDTA PromoCell  bioscience | Heidelberg, Deutschland
alive
Trizma® Base Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
USA
Trizma® Hydrochlorid Sigma-Aldrich Saint Louis, Missouri,
USA
Tween 20 Merck Chemicals | Darmstadt, Deutschland
GmbH
5-bromo-4-chloro-3- Sigma-Aldrich Seelze, Germany

indolyl-phosphate/nitro
blue
tetrazolium (BCIP®/NBT)
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Reaktionskits

IScript™ cDNA Synthesis
Kit

BIO RAD Laboratories
GmbH

Hercules, CA, USA

Aurum™ total RNA Mini
Kit

BIO RAD Laboratories
GmbH

Hercules, CA, USA

2.1.3 Medien

Tabelle 7: Verwendete Medien

Medium + Zusatze Zelllinien Firma
DMEM high-glucose + | A549, SK-MES PAA, Colbe,
10% FCS, 5ml Penicillin / Deutschland
Streptomycin, 5ml  L-

Glutamin

Ham’s F10 + 10% FCS, | LXF-289

5ml Penicillin /

Streptomycin, 5ml L-

Glutamin

RPMI + 10% FCS, 5ml | NCI-H460

Penicillin / Streptomycin,

5ml L-Glutamin

DNEM high-glucose + | JL-1

20% FCS, 5ml Penicillin /

Streptomycin, 5ml L-

Glutamin

McCoys + 10% FCS, 5ml | CPC

Penicillin / Streptomycin,
5ml L-Glutamin

VascuLife Basalmedium

Lifeline Cell Technology,
Troisdorf, Deutschland
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2.1.4 Zelllinien

Tabelle 8: Verwendete Zelllinien

Name Histologischer Typ Firma
A549 Adenokarzinom DSMZ-German
LXF-289 Adenokarzinom Collection of  Micro-
NCI-H-460 GrofR3zelliges organisms and  Caell
Bronchialkarzinom Cultures, Braunschweig,
SK-MES Plattenepithelkarzinom Deutschland
CPC-N Kleinzelliges
Bronchialkarzinom
JL-1 Pleuramesotheliom

2.1.5 SiRNA-Sequenzen

Tabelle 9: Verwendete siRNA-Sequenzen

Name Strang Sequenz 5' nach 3

Firma

FITC

Sequenz wird nicht bereit gestellt von | Qiagen, Hilden,

SCR Firma Deutschland
SRF sense -GAUGGAGUUCAUCGACAACAA- Eurofins MWG
antisense | -GUUGUCGAUGAACUCCAUCUU- Operon,
Survivin | sense -GGACCACCGCAUCUCUACA- Ebersberg,
antisense | -UGUAGAGAUGCGGUGGUCC- Deutschland
HIF1 sense -AGAGGUGGAUAUGUGUGGG-
antisense | -CCCACACAUAUCCACCUCU-
HIF2 sense -AGAUUCCUCGUUAUUGUUG-
antisense | -CAACAAUAACGAGGAAUCU-
STAT3 | sense -GCCUCUCUGCAGAAUUCAA-
antisense | -UUGAAUUCUGCAGAGAGGC-
E2F1 sense -GACGUGUCAGGACCUUCGU-

antisense | -ACGAAGGUCCUGACACGUC-
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Die Firma Quiagen (Hilden, Deutschland) stellt zwar die genaue Sequenz nicht

zur Verfligung, garantiert aber, dass es keine Interaktion mit bekannten Genen

gabe.

2.1.6 qRT-PCR Primer-Sequenzen

Tabelle 10: Sequenzen der verwendeten gRT-PCR Primer

Name Richtung | Sequenz 5 nach 3' Firma
GAPDH | for -TCAACAGCGACACCCACTCC- Eurofins MWG
rev -TGAGGTCCACCACC-CTGTTG- Operon,
SRF for -AGTGCAGGCCATTCAAGT- Ebersberg,
rev -ACGGATGACGTCATGATGGTG- Deutschland
Survivin | for -CTTTCTTGGAGGGCTGC-
rev -TGGGGTCGTCATCTGGC-
HIF1 for -TGCAGAATGCTCAGAGAA-
rev -GCTGCATGATCGTCTGGCTGCT-
HIF2 for -TGTCAGGCATGGCAAGCCGG-
rev -GCACGGGCACGTTCACCTCA-
STAT3 | for -CGGAGAAACAGTTGGGACCCCT-
rev -GAGCTGCTCCAGGTACCGTGT-
E2F for -ACCATCAGTACCTGGCCGAGAGC-
rev -ATAGCGTGACTTCTCCCCCGGG-

2.1.7 Westernblots

Antikdrper

Tabelle 11: Verwendete Antikdrper

Antikdrper

Firma

anti-STAT3 Antikorper (K-15) Santa Cruz,

anti-Actin  Antikdrper (SPM 161) aus | Deutschland

Maus

Heidelberg,

Sekundarantikorper
Phosphatase konjugiert

mit alkalischer | Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland
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Transferpuffer: 3 g Tris, 14,4 g Glycin, 1 g SDS, 200 ml Methanol mit H20
bidest. auf 1 | aufgefillt

TTBS: 20 mM Tris (pH 7,5), 500 nM NaCl, 20% Tween 20 (0,5 ml Tween 20 auf
11TBS)

TBS: 2,43 g Trizma-Hydrochlorid, 29,24 g NaCl in 800 ml H20 bidest. gelost,
auf pH 7,5 eingestellt und auf 1 | mit H20 aufgefullt

AuRerdem wurden die UltraCruz® Nitrocellulose Pure Transfer Membrane
(Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) mit der Porengrofle 0.45 pm und
Whatman® Cellulose Filter Paper (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA)

verwendet.

2.1.8 Sodiumdodecylsulfate-PAGE

10% APS: 1 g/210 ml H20
10% SDS: 1 g/ml

Elektrodenpuffer (Laufpuffer): 3 g Tris, 14,4 g Glycin, 1 g SDS auf 1 L mit
Ampuwa aufgefullt

Trenngelpuffer: 22,68 g 5 x Tris auf 100 ml H20; auf pH 8,8 eingestellt
Sammelgelpuffer: 7,56 g 5 x Tris auf 100 ml H20; auf pH 6,8 eingestellt

Gelpuffer: 18,8 g Tris, 0,4 g SDS, 0,01 g NaNs, 80 ml Ampuwa; auf pH 8,8
eingestellt; auf 200 ml mit Ampuwa aufgefullt
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Reduzierender Probenpuffer: 2,5 ml Gelpuffer, 2 g SDS, 10 mg
Bromphenolblau, 0,5 g Dithiothreitol, 20 ml Glycerin (87%); auf 100 ml mit

Ampuwa aufgefullt

Trenngel (10%): 8,3 ml Acrylamidmix (30%), 5 ml Trenngelpuffer, 11,7 ml
Ampuwa, 250 pl SDS (10%), 12,5 pl TEMED und 250 pl APS (10%)

Sammelgel (4%): 3,3 ml Acrylamidmix (30%), 5 ml Sammelgelpuffer, 16,6 ml
Ampuwa, 250 pl SDS (10%), 25 pl TEMED und 375 pl APS (10%)
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2.2 Methoden

Die Versuche befassten sich erstens mit der Erfassung des Knockdowns der
MmRNA auf molekularer Ebene, welcher mittels quantitativer Real-Time-
Polymerase-Chain-Reaction (QRT-PCR) und Western Blots erfasst wurde und
zweitens mit der Ermittlung des Wachstums der Zellen mittels CASY-
Zellzahlung. Beides wurde nach einem festen Tagesschema durchgefinhrt.
Jeder Zyklus umfasste zuséatzlich als Vergleich eine Leerprobe und Zellen, die
mit SCR siRNA transfiziert wurden. Alle Versuche wurden mit 12-Well-Platten
durchgefiihrt. Ausnahmen werden gesondert erwahnt.

Die Zelllinie CPC-N stellte als einzige Suspensionskultur eine Ausnahme dar

und wird in 2.2.5 beschrieben.

2.2.1 Zellkultivierung und Anzichten der Zellen

Zu Beginn jedes Durchgangs wurde die gewinschte Zelllinie aufgetaut in eine
Kulturflasche tberfuhrt und mit dem entsprechenden Medium versehen in den
Brutschrank gestellt. Wenn der Boden der Kulturflasche zu 80% mit Zellen

konfluent war, wurde das Medium in regelmafigen Abstanden gewechselt.

Um die fur die unterschiedlichen Versuchsansatze gewinschte Zellzahl von
10.000 bzw. 150.000 pro Well zu erhalten, wurden die Zellen wie folgt aus der

Kulturflasche abgel6st und gezabhilt:

Zur Abldsung der Zellverbande aus den Kulturflaschen wurde zunéchst das
Medium abgesaugt und 6 ml Dulbeccos PBS (PBS) hinzu pippetiert,
geschwenkt und abgesaugt. Dieser Schritt wird als Waschen beschrieben.
Danach wurden 6 ml Trypsin/EDTA zu den Zellen gegeben, um die Zellen vom
Boden und untereinander zu l6sen. Unter dem Mikroskop wurde der Vorgang
kontrolliert und gegebenenfalls mit leichtem Klopfen beschleunigt. Um weitere
Zellschaden zu vermeiden, wurde 6 ml Trypsin-Neutralisations-Solution (TNS)

in die Flasche gegeben und damit die Reaktion neutralisiert.
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Die Suspension wurde dann in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 5 min bei
300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 1 ml

Medium je nach Zelllinie resuspendiert.

Danach wurden 20 pl der Suspension in ein Eppendorfreaktionsgefald tberfuhrt
und mit 80 pl Trypanblau gemischt, um bei der Z&hlung lebende von toten
Zellen zu unterscheiden. Von dieser Mischung wurden 20 pl in eine Neubauer

Zahlkammer tberfihrt und die vitalen Zellen unter dem Mikroskop bestimmit.

Von der Anzahl der Zellen in einem Quadrat wurde die Zellzahl pro pl errechnet.
Somit lie sich die exakte Menge bestimmen, die gebraucht wurde, um die

gewunschte Zellzahl pro Well zu erreichen.

Formeln:
1. gezahlte Zellen im Quadrat * 4 * 12,5 = X Zellen/ul
2 Zahl gewunschte Zellen =|J| Zellen

X Zellen/pl

Fir die Untersuchung des Knockdowns mittels qRT-PCR, wurden pro Well
einer 12-Well Platte 150.000 Zellen in 1 ml Medium angesetzt.

Fur die CASY® Zellzéhlung wurden pro Well einer 12-Well Platte 10.000 Zellen

in 1 ml Medium angesetzt.
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2.2.2 Transfektion

Nachdem die gewlnschte Zellzahl angezichtet war, blieben die Platten bei
37°C, 5% CO:2 eine Nacht im Brutschrank, damit die Zellen an den Boden der

Wells adhéarieren konnten.

Am néachsten Tag wurde die Transfektion fur jede zu testende siRNA wie folgt
durchgefuhrt:

Fur die verschiedenen Fragestellungen waren unterschiedliche si-RNA

Konzentrationen gewinscht.

Fir die Anséatze der gRT-PCR waren 25 nM und 100 nM gewollt und fir die
CASY® Zellzahlung 50 nM.

Zellkultivierung

Genexpression Zellzah|

Anzuchtyvon Anzucht und Anzuchtyon

150,000 Zellen Tran sfektion 10.000 Zellen
SuUspensions-

Zellen an einem

Adhasionszellen Tag Adhasionszellen
nach 24h nach 24h

Transfektion won 25 nh Transfektion von S0nk
und 100Nt siRM A SIRMA
nach 24h l

nach 3 Tagen

RMAExtraktion, cOMNA-
Synthese und gRT-PCR

CASY-Zellzahlung

Abbildung 4: Flussdiagramm Versuchsablauf
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Nach folgendem Schema wurden die Transfektionsanséatze jeweils in einem

Eppendorfreaktionsgefal? angesetzt.

Zuerst wird die entsprechende Menge siRNA in Basalmedium geldst und

danach das Interferin hinzugegeben.

Pippettierschema pro Well:

Tabelle 12: Pippettierschema pro Well

SiRNA Basalmedium in | SiRNA in pl Interferin in pl
Konzentration pl

25nM 318 0,4 1,17
100 nM 316,7 1,6 1,75

50 nM 317,5 0,8 1,75

Nach grindlichem Mischen wurden die Ansatze 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, damit sich die Transfektionskomplexe bilden
konnten.

Nach kurzem vorsichtigem Aufmischen der Komplexe wurden 300 pl der
Suspension in jedes zuvor mit 500 ul PBS gewaschene Well gegeben. Auf die

Kontrollen ohne siRNA-Transfektion wurden 300 pl Basalmedium pipettiert.

Zur Inkubation wurden die Platten dann fir 2 h in den Brutschrank bei 37°C, 5%
COz2 gestellt.

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Komplexe wieder abgesaugt, frisches
Medium entsprechend der jeweiligen Zelllinie in jedes Well gegeben und die
Platten Uber Nacht weiter bei 37°C inkubiert.

Um auszuprobieren, welche Wirkung eine Mischung (Cocktail) verschiedener
SiRNAs hat, wurden zusétzlich fur die CASY Zellzahlung zwei siRNAs jeweils
einzeln (e) in zwei und zusammen (z) in einem Eppendorfreaktionsgefal}

angesetzt. Dazu wurde eine Konzentration von 25 nM je siRNA verwendet.
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Die Cocktails von je zwei unterschiedlichen siRNAs wurden wie in Tabelle 13

dargestellt pro Well angesetzt.

Tabelle 13: Pippettierschema pro Well Cocktails

Cocktail Basalmedium in pl | SIRNA in pl / Well | Interferin  in pl
/Well /Well

E2F + Survivin

zusammen 317,5 0,4 je sSiRNA 1,75

einzeln 318 0,4 1,75

HIF1 + HIF2

zusammen 317,5 0,4 je SIRNA 1,75

einzeln 318 0,4 1,75

E2F1 + STAT3

zusammen 317,5 0,4 je siRNA 1,75

einzeln 318 0,4 1,75

Far die Anséatze der Cocktails bei getrennt angesetzten
Transfektionskomplexen mussten jeweils 150 pl der beiden siRNAs in ein Well
gegeben werden.

Die Transfektion erfolgte sonst wie oben beschrieben.

2.2.3 Quantitative Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction (QRT-PCR)

2.2.3.1 Isolierung RNA und Umschreibung in cDNA

Ein Ziel dieser Experimente war es, den spezifischen Knockdown der
Genexpression durch die Transfektion mit der entsprechenden siRNA
nachzuweisen. Dafir musste die Menge genspezifischer RNA bestimmt
werden. Dieses war mit Hilfe der gqRT-PCR mdglich (siehe 2.2.3.2). Allerdings
kann keine einzelstrangige RNA amplifiziert werden, denn flr die Aktivitat der
spezifischen DNA-Polymerasen wird doppelstrangige DNA bendtigt. Um diese

zu erhalten wurde ein Enzym namens Reverse Transkriptase verwendet,
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welches in der Lage ist RNA als Matrize zu verwenden und in cDNA

umzuschreiben.
Folgende Einzelschritte waren daflr notwendig:

Am dritten Tag der Versuchsreihe (einen Tag nach der Transfektion) wurde die

RNA aus den Zellen isoliert.

Zuerst wurden das Medium aus jedem Well abgesaugt und die Zellen mit 500 pl

PBS gewaschen.

Die Isolation der RNA erfolgte nach der Vorgabe des hierzu benutzen Aurum™
Total RNA Mini Kit der Firma BIO RAD.

Dazu wurden zuerst mit Lysepuffer die Zellen aufgebrochen und im Anschluss
Ethanol dazugegeben. Mittels RNA-bindenden Saulen wurden die
Zellbestandteile wie DNA, Proteine usw. in mehreren Waschschritten

herausgeldst und die verbleibende RNA aus den Saulen eluiert.

Um die fur die gqRT-PCR bendétigten Doppelstrange zu erhalten, folgte danach
die Synthese von complementary DNA (cDNA). Dafur musste zuerst die
Konzentration der eluierten RNA ermittelt werden, da fur die Umschreibung
200 ng RNA bendtigt werden.

Mit einem Photometer wurde bei einer Nullprobe von 50 pl DEPC behandeltem
Wasser und einem Gemisch aus 45 ul DEPC behandeltem Wasser und 5 pl
einer RNA-Probe die optische Dichte (OD) bei den Wellenldangen A= 260 nm
(Absorptionsmaximum far Nukleinséuren) und A= 280 nm
(Absorptionsmaximum fur Proteine) gemessen. Der Quotient OD260/ODz2so
zeigte die Reinheit der isolierten Nukleinsaure an. Fur RNA sollte dieser um die
2 liegen. Davon stark abweichende Werte zeigen eine Verunreinigung an.
Kleinere Werte deuten auf Reste von Proteinen oder Polysacchariden und
Werte Uber 2 deuten auf eine Verschmutzung mit Ethanol hin.

Neben der Reinheit wurde auch die Konzentration der RNA in pg/mL angezeigt.

Der Wert konnte in die Formel 1 eingesetzt werden. Daraus konnte dann die
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gewilnschte Menge an 200 ng RNA in pl bestimmt werden. Diese Menge wurde
mit DEPC behandeltem Wasser gemischt, sodass sich zusammen ein Volumen

von 15 pl ergab.

200ng /1ul
Konzentration in ug / 1000 ul

Formel 1: = Menge benétigter RNA pro yl

Danach erfolgte die Synthese der cDNA mittels iScript™ cDNA Synthesis Kit
der Firma BIO RAD Laboratories GmbH.

Das Endvolumen von 20 pl pro Ansatz setzte sich zusammen aus einem
Gemisch von 15 pl DEPC behandeltem Wasser versetzt mit 200 ng RNA, 4 ul
Reaktions-Mix und 1 pl Reverse Transkriptase des I-Script Kits der Fa BioRAD.

Damit nur mRNA als Matrize zur cDNA Synthese verwendet wird, wurden
Oligo-dT-Primer verwendet. Damit wurde sichergestellt, dass keine rRNA
(ribosomale RNA) oder tRNA (transfer-RNA) ebenfalls in cDNA umgeschrieben
wird. Die Proben sollten zusatzlich frei von DNA sein, was bei der RNA-Isolation
mit dem Einsatz von DNA verdauenden DNAsen erreicht wurde.

Die Ansatze wurden dann im Mastercycler®gradient nach Anleitung des
Herstellers 5 Minuten bei 25°C, 30 Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei 85°C
inkubiert und am Ende auf 4°C gekuhlt.

Die hergestellte cDNA konnte jetzt fir die gRT-PCR verwendet werden.

2.2.3.2 Quantitative Real-Time PCR

Beruhend auf dem Prinzip der normalen Polymerase-Chain-Reaktion (PCR),
bei der DNA Templates vervielfaltigt werden, ist es mit der gRT-PCR mdglich, in
Echtzeit (real-time) die Quantitat von Transkripten zu bestimmen.
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Um diese zu detektieren, wurde in dieser Arbeit der Floureszenzfarbstoff
SYBR® -Green verwendet. Dieser wird in doppelstrangige DNA eingelagert,
sodass die Fluoreszenz mit der exponentiellen Zunahme der Produkte der PCR
korreliert und so bei jedem Zyklus quantifiziert werden kann.

Der Ablauf einer PCR l&sst sich in drei Phasen einteilen. In der ersten Phase ist
die Wahrscheinlichkeit, dass sich Template, Primer und Polymerase treffen
noch relativ gering. In der zweiten Phase steigt diese Wahrscheinlichkeit
exponentiell an und die Fluoreszenz der Templates Ubersteigt die
Hintergrundfluoreszenz. In der dritten Phase ist die Menge der Templates zu
hoch und gleichzeitig die Substrate grof3tenteils verbraucht, sodass sich die

Amplifikation verlangsamt.

Das Entscheidende dieser Methode ist, dass die Anzahl der Zyklen ermittelt
wird, nach denen die Fluoreszenz der Templates die Hintergrundfluoreszenz
Uberschreitet. Dieser Punkt wird Schwellenwert (Threshold) genannt. Die
Anzahl der Zyklen, die bendtigt werden, um den Threshhold zu passieren, wird

als Ct-Wert (Cycle threshold) bezeichnet.

Fur eine relative Quantifizierung wurde ein endogenes Haushaltsgen bendétigt.
In dieser Arbeit wurde GAPDH als Referenz verwendet. Hier wurde fir jeden
Ansatz der Ct von GAPDH mitbestimmt.

Um die relative Expression zu bestimmen wurde ACt wie folgt berechnet:
A Ct (Zielgen) = Cr (Zielgen) - Ct (Haushaltsgen)
Daraus liel3 sich die relative Expression mit folgender Formel berechnen:

Rel. Expression = 2-4CT

Die untransfizierte Kontrolle wurde vom Programm bei jedem Versuch auf eins

gesetzt.
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Eine qRT-PCR wurde durchgefuhrt, indem zuerst die im vorherigen Schritt
hergestellte cDNA mit DEPC behandeltem Wasser im Verhaltnis 1:25 verdinnt
wurde. Pro Well wurde dann 7,5 pl SYBR Green, 2,5 ul Primer-Mix (400 ng
forward und reverse Primer) und 5 pl cDNA angesetzt. Das Totalvolumen
betrug somit pro Well 15 pl. Die qRT-PCR wurde in 96-Well PCR- Platten
durchgefihrt, bei denen die Detektion und Aufzeichnung der Fluoreszenz von

oben durch den durchsichtigen Deckel erfolgte.

Die Ansatze durchliefen dann folgendes Standardprogramm:
3 Minuten bei 95°C

40 Zyklen:

mit 15 Sekunden bei 95°C zur Denaturierung

30 Sekunden bei 60°C zum Annealen

10 Sekunden bei 72°C zur Extension

Zum Schluss fand eine finale Extension bei 72°C fiir 10 Minuten statt.

Um die gRT-PCR durchzufuhren wurde der Thermocycler iCycler der Firma BIO

RAD verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels der iCycler Software.

2.2.4 Zellzahlung mittels CASY®

Am funften Tag der Versuchsreihe (drei Tage nach Transfektion) wurde das

Wachstum der Zellen ermittelt.

Dazu wurde jedes Well wie oben beschrieben mit 500 pl PBS gewaschen und
mit 500ul Trypsin/EDTA abgeldst. 500 ul TNS stoppte diese Reaktion.

In 10 ml CASY-TON wurden 50 pl Zellen gegeben. Zur besseren
Durchmischung wurden zuerst 5 ml CASY-Ton in ein CASY Cup gegeben,
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dann die Zellen hinein pippetiert und dann das Cup mit 5 ml CASY-Ton
aufgefullt.

Die Funktionsweise des CASY® Cell Counter Systems beruht auf dem
niedrigeren elektronischen Widerstand von Zellen ohne intakte Zellmembran.
Vitale Zellen besitzen eine intakte Zellmembran, die den ausgesendeten
elektronischen Puls ablenkt und so mittels elektronischer Pulsflachenanalyse
die Grol3e der Zelle gemessen wird. Ist die Zellmembran nicht intakt, kann der
Impuls diese durchdringen und die Zellen werden mit der Grol3e des Zellkerns

erfasst und als tote Zellen angezeigt.

Ein gespeichertes Programm errechnete dann die Zellzahl pro ml. Die
verwendeten Programme hatten folgende Einstellungen:

Programm 2 (HEK): 50 ul Zellen in 10 ml also 1:200 — fiir die NSCSLC-Zelllinien
und JL-1

Programm 17: 100 pl Zellen in 10 ml also 1:100 — fur die CPC-N-Zelllinie

Da in jedem Well genau 1 ml enthalten war, konnte diese Zahl direkt mit der

Menge der angezlichteten Zellen verglichen werden.

Fur die Auswertung wurde die Zahl der nicht transfizieren Zellen auf 100%

gesetzt.

2.2.5 Transfektion Zelllinie CPC-N

2.2.5.1 Vorversuche

Da es sich bei den CPC-N —Zellen als SCLC nicht um adharente, sondern um
in grolB3en Zellaggregaten wachsende Suspensionszellen handelt, mussten

einige Schritte entsprechend angepasst werden:
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Anzichten und Transfizieren der Zellen konnte an einem Tag durchgefihrt

werden, weil sich die Zellen nicht an den Boden anheften mussten.

Da es nicht moglich war, das Medium einfach abzusaugen, wurde das
Waschen der Zellen mit PBS nicht in der Zellkulturflasche, sondern in einem
Falcon-Rohrchen durchgefuhrt.

Dafur wurde zuerst das Medium mit den Zellen in ein 50 ml Falcon-Réhrchen
Uberfihrt und fir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Nun konnte das Medium
entfernt werden und die Zellen mit 1 ml PBS resuspendiert werden. Nach
erneuter Zentrifugation konnte das PBS abgesaugt und mit 1 ml Medium die

Zellen resuspendiert werden.

Danach wurden sie wie die anderen Zelllinien auch mit Trypanblau gefarbt,
mittels der Neubauer Zahlkammer gezadhlt und die genaue Menge an

Suspension fur die gewiinschte Zellzahl bestimmt.

Fir die Transfektion wurden in 200 pl Vollmedium, 150.000 Zellen fir gRT-PCR
und 50.000 fir die CASY Zellzahlung bendtigt. Dazu wurden 100 pl

Transfektionskomplexe gegeben, die wie folgt angesetzt wurden:

Tabelle 14: Pippettierschema pro Well CPC-N Vorversuche

SiRNA Basalmedium in | SiRNA in pl Interferin in pl
Konzentration pl

25 nM 118 0,4 1,17
100 nM 116,7 1,6 1,75

50 nM 1175 0,8 1,75

Auf die Kontrollen wurde 100 ul Basalmedium gegeben.

Die Platten wurden dann bis zum néachsten Tag zur Inkubation in den
Brutschrank bei 37°C gestellt.

Da bei der RNA-Isolation die Zellen nicht im Well mit PBS gewaschen werden

konnten, wurden jeweils zwei gleiche Wells in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
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Uberfahrt, zentrifugiert (5 min, 300 x g), das Medium abgesaugt, mit 500 pl PBS
resuspendiert, erneut zentrifugiert, abgesaugt, mit 350 pl Lyse-Puffer und
anschlieBend mit 350 pl EtOH behandelt. Der restliche Ablauf war wie bereits
unter 2.2.3.1 beschrieben.

Die Synthese der cDNA und die gRT-PCR wurden genau wie bei den anderen

Zelllinien durchgefihrt.

Die CASY Zellzadhlung erfolgte, bis auf die oben erwdhnten Unterschiede beim
Waschen, wie bei den anderen Zelllinien auch. Allerdings wurde auf Grund der

etwas groReren Zellen ein anderes Programm verwendet. (Siehe 2.2.4)

2.2.5.2 Optimierung der Transfektion der CPC-N Zellen

Da es allerdings auf Grund der grofR3en Zellaggregate in den CPC-N Zellen zu
Schwierigkeiten des Zahlens, sowohl in der Neubauer Zahlkammer, als auch
mit dem CASY® Zellzahler und der Transfektion kam, versuchten wir diese

folgendermal3en temporar zu trennen:

Mechanisch wurde bei jedem Ansatz versucht durch haufiges und starkes auf
und ab Pippettieren, sowie durch regelméRiges und grindliches Vortexen, die
Aggregate zu verkleinern. Zusétzlich wurde ausprobiert, ob ein Filtern der

Zellen einen positiven Effekt zur Folge hatte.

Da auch dieses nicht den gewinschten Effekt erzielte, wurden in Form von
Vorversuchen bei denen nur SCR und Survivin si-RNA transfiziert und
anschlieBend eine qRT-PCR durchgefuhrt wurde, verschiedene Dinge getestet,

um die Transfektion und Zellzahlung der CPC-N Zellen zu optimieren.

Zuerst wurde versucht, die Zellen chemisch mit verschiedenen Losungen zu
separieren. So behandelte man 1 ml Zellsuspension nach dem Zentrifugieren
und Waschen mit 1 ml PBS mit 500 pl Trypsin und beendete die Reaktion mit
500 pl TNS.

In einem weiteren Versuch wurde die Verwendung der Cell Dissociation

Solution (CDS) von Sigma-Aldrich untersucht. Dafur wurden 5 ml
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Zellsuspension 5 min zentrifugiert, das Medium abgesaugt, anschlieRend mit 1
ml PBS gewaschen und anschlieRend wieder 5 min zentrifugiert. Nachdem das
PBS abgesaugt war, wurden die Zellen mit 1 ml CDS resuspendiert und fir 3
min inkubiert. Nach 5 min Zentrifugation wurde das CDS abgesaugt und die
Zellen fur die Transfektion in 5 ml Basalmedium resuspendiert. Die mit CDS
behandelten Zellen wurden wie gewohnt mit SCR und Survivin siRNA in den
Konzentrationen 25 nM und 100 nM transfiziert. 4 h nach der Transfektion
wurde hier 700 pl Vollmedium auf die Zellen gegeben.

Am nachsten Tag wurde wie bereits beschrieben mit der RNA-Extraktion
fortgefahren.

Als nachstes wurde eine geringere Konzentration der siRNAs von 5 nM mit
gleichzeitig erhohter Menge Interferin ausprobiert. Dabei ergab sich fur die

Transfektion folgendes Pippettierschema:

Tabelle 15: Pippettierschema pro Well CPC-N Optimierungsversuch 2

SiRNA Basalmedium in | siRNA in pl Interferin in pl
Konzentration ul
5nM 118 0,08 2
25 nM 118 0,4 2
100 nM 116,7 1,6 4

Danach wurde mit einer Plattenzentrifuge versucht, die Zellen am Boden der
Wells besser Transfizieren zu kdnnen. Dafir wurden 48 Well Platten verwendet.
Zusatzlich wurde der Effekt der doppelten Menge an Interferin sowie einer
niedrigeren siRNA Konzentration getestet. Nach folgendem Schema wurden die

Transfektionskomplexe fir SCR und Survivin si-RNA pro Well angesetzt:
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Tabelle 16: Pippettierschema pro Well CPC-N Optimierungsversuch 3

SiRNA Basalmedium in | SIRNA in pl Interferin in pl
Konzentration ul
5nM 118 0,08 2
25 nM 118 0,4 2
100 nM 116,7 1,6 4
5 nM 118 0,08 4
25 nM 118 0,4 4
100 nM 116,7 1,6 8

Auf die vorher wie bekannt angezichteten 200 ul Zellsuspension wurden pro

Well 100 pl der Transfektionskomplexe hinzugegeben. Danach wurden die

Platten 3 min bei 200 x g zentrifugiert und vorsichtig in den Brutschrank gestellt.

Am nachsten Tag wurde nach dem bekannten Schema die RNA extrahiert, in

cDNA umgeschrieben und eine gRT-PCR angesetzt.

Auf Grund der Ergebnisse dieses Vorversuchs gab es einen zweiten

Durchgang.

Bei diesem wurde folgendes Pippettierschema pro Well eingesetzt:

Tabelle 17: Pippettierschema pro Well CPC-N Optimierungsversuch 4

SiRNA Basalmedium in | siRNA in pl Interferin in pl
Konzentration ul

25 nM 118 0,4 8
100 nM 116,7 1,6 8

Zusatzlich wurde die Zeit der Zentrifugation auf 5 min bei 200 x g erhoht.

Danach wurde wie gewohnt fortgefahren.
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2.2.6 Untersuchung der Transfektionseffizienz von A549 und NCI-H460

Um die Effizienz der Transfektion unabhangig vom Knockdown zu untersuchen,
wurden Zellen mit 10, 25 und 50 nM Fluorescein isothiocyanate (FITC) —
labelled nonsense si-RNA transfiziert. Am nachsten Tag wurden die Zellen wie
gewohnt mit PBS gewaschen und mit Trypsin und TNS abgeldst.

Die Zellsuspension wurde dann in ein Falcon Uberfihrt, 5 min zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde mit 2,5% Paraformaldehyd in PBS
fixiert.

Die Messung erfolgte dann per Durchflusszytometrie, wobei 5000 Zellen pro
Durchgang verwendet wurden.

Fur die Auswertung wurde das geometrische Mittel der 5000 gezéahlten Zellen

bestimmt.

2.2.7 Western Blots

Um den Knockdown von Proteinen darzustellen, wurden Western Blots
durchgefuhrt. Dafir wurden wie bereits in den Punkten 2.2.1 und 2.2.2
beschrieben die NSCLC Zelllinien mit 50 nM STAT3-siRNA transfiziert.

Einen Tag spater wurden mit RIPA-Lysis-Buffer die Proteine aus den Zellen

isoliert.

Dafur wurden zuerst die Zellen wie gewohnt mit 1 ml PBS gewaschen und mit
Trypsin und TNS abgel6st. Je zwei Wells des gleichen Ansatzes wurden in ein
Falconrohrchen von 15 ml gegeben und 5 min zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgesaugt war, wurde das Zellpellet mit 80 pl RIPA-Puffer
resuspendiert. Nach grandlichen Vortexen, 5 min Lagerung auf Eis und
erneuten Vortexen wurde die Losung in ein Eppendorfreaktionsgefald Uberfihrt.
Dort wurde pro Eppendorfreaktionsgefald 1 ul Protease Inhibitor und 1 pl
Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben und fir 5 min in einer auf 4°C gekihlten
Zentrifuge mit 16.000 x g zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde vorsichtiy abgenommen, in ein frisches
Eppendorfreaktionsgefd? gegeben, sofort auf Eis gelagert und bei -80°C

eingefroren.

Danach wurden die isolierten Proteine mit einer SDS-PAGE (Sammelgel 4%,
Trenngel 10%) elektrophoretisch aufgetrennt.

Dafur wurde zuerst das Trenngel (10%) gegossen, anschlielend mit
Isopropanol uberschichtet und das Gel trocknen gelassen. Danach wurde das

Propanol wieder abgegossen und mit H20 nachgespililt.

AnschlieRend wurde das Sammelgel (4%) Uber das Trenngel gegossen, mit

einem Kamm versehen und getrocknet.

Die Vorbereitung der Proben (Proteinkonzentration von 4-25 pg) wurde wie folgt

durchgefuhrt.

Die Proben wurden entsprechend verdinnt und im Verhdaltnis von 1:1 mit
Probenpuffer gemischt. Die entstandene Mischung wurde 5 min bei 95°C im
Heizblock denaturiert, kurz stehen gelassen und zusammen mit einem

Molekular Weight Marker auf das Gel aufgetragen.

Im Mini-PROTEAN® der Firma BIO RAD wurde die Kammer mit SDS-PAGE
Laufpuffer gefillt. Anfangs wurde die Elektrophorese bei 100 V laufen gelassen,
bis die Proben das Trenngel erreicht haben. AnschlieBend wurde auf 120 V
erhoht und das Gel ca. eine Stunde laufen gelassen, bis die Banden das
Gelende erreicht haben.

Anschlieend erfolgten der Proteintransfer und die irreversible Fixierung auf

eine Blotting-Membran aus Nitrozellulose.

Dafur wurden zuerst das Gel, die Nitrozellulosemembran und 2 Whatman-
Filterpapiere 15 min in Transferpuffer inkubiert. Danach folgte zum Blotten ein
Aufbau aus einem Whatman-Filterpapier, gefolgt von der

Nitrozellulosemembran, dem Gel und einem weiteren Whatman-Filterpapier. In
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der Blotting Apparatur Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell der Firma BIO
RAD wurde 30 min. bei 15 V geblottet.

Anschlieend wurde eine reversible FastGreen Farbung durchgefuhrt. Daflr
wurde das Gel 5 min in 0,1% FastGreen in 1% Essigsaure inkubiert. Dies dient
zum Nachweis des Proteinubertritts vom Gel auf die Membran. Im Anschluf3
wurde das Gel mit 0,2 M NAOH wieder entfarbt und anschlie3end 1x kurz mit

H20 bidest. gespuilt.

Danach erfolgte die irreversible Antikdrperfarbung. Daflr wurden zuerst die
freien unspezifischen Bindungsstellen mit 5% Rinderserumalbumin in PBS
(Bovine serum Albumin — BSA) bis zum nachsten Tag geblockt und
anschlieend in TTBS 1 min gewaschen.

Dann wurde die Membran 3 x 5 min in TBS gewaschen.

Darauf folgend wurde die Membran in 15 ml TBS und einer 1:500 Verdinnung
von Anti-STAT3 (K-15) und Anti-Actin (SPM161) Antikorpern fur 2 Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nachdem diese 5 x 2 min TBS gewaschen war, wurde der mit Alkalischer-
Phosphatase konjugierte Sekundarantikorper in einer Verdinnung von 1:5.000
auf der Membran appliziert und mit 15 ml TBS fiir 2 Stunden inkubiert.

Anschliel3end wurde die Membran noch 5 x 2 min mit TBS gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphat (BCIP®)/ nitro
blue tetrazolium (NBT) Liquid Substrat von Sigma Aldrich.

Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen mit H20 bidest. gestoppt und

ein Foto der gefarbten Membran angefertigt.

Fur die Berechnung der relativen Expression des Proteinlevels wurde das
Programm Image J benutzt und die Expression von Actin als Referenz

verwendet.
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2.2.8 Statistische Methoden

Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert von mindestens drei unabhéngigen

Versuchsdurchlaufen, wenn nicht anders angegeben.

Es wurden pro Versuch Duplikate fiir die qRT-PCR und Quadruplikate fur die
CASY-Messung in Wells angesetzt.

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde der Mittelwert, sowie die
Standardabweichung ermittelt.

Um einen signifikanten Knockdown zu bestatigen, wurde bei n2 3 eine ANOVA
durchgefihrt mit einer  Bonferroni-Korrektur als  Post-Test. Das

Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der im Kapitel Material und Methoden erlauterten Experimente
sind im Folgenden nach Zelllinien geordnet dargestellt.

3.1 Untersuchungqg der Transfektionseffizienz von A549 und NCI-H460

Die Transfektion mit Fluorescein isothiocyanate (FITC) —markierter nonsense
SiRNA der A549 und NCI-H460 Zellen zeigte, dass die Fluoreszenz mit Hohe
der siRNA Konzentration ansteigt (Abb. 5).

Dabei war der Anstieg der Fluoreszenz bei beiden verwendeten Zelllinien
nahezu gleich. Bei 25 nM siRNA Konzentration war etwa die Halfte der
untersuchten Zellen mit fluoreszenter siRNA transfiziert. Es ist anzunehmen,
dass bei 100 nM alle Zellen transfiziert sind und sogar eine Uberséttigung der
siRNA zu erkennen ware. Dies wirde sich in einem unspezifischen Knockdown
der SCR-siRNA bei 100 nM siRNA Konzentration zeigen. Daher wurden fur
eine konzentrationsabhéngige Aussage Uber den siRNA-vermittelten
Knockdown, 25 und 100 nM siRNA fur die Untersuchung der Genexpression

mittels qRT-PCR verwendet.

Da mehr als die Halfte der Zellen bei einer 50 nM siRNA Konzentration
transfiziert wurden, ist davon auszugehen, dass hier der Einfluss auf die
Zellzahl durch den siRNA-vermitteltem Knockdown am sichtbarsten sein wirde.
Deshalb wurden die Zellzahluntersuchungen mit einer 50 nM siRNA

Konzentration durchgefihrt.
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Abbildung 5: Durchflusszytometrie von (a) A549 und (b) NCI-H460 Zelllinien 24h nach
Transfektion mit FITC markierter nonsense-siRNA.
Die x-Achse zeigt die Konzentration der verwendeten siRNA, wéhrend die y-Achse den Mittelwert der
Fluoreszenz von jeweils 5000 gemessenen Zellen darstellt.

3.2 Adenokarzinomzelllinie A549

3.2.1 Knockdown in Adenokarzinomzelllinie A549

Nach der Transfektion der A549 Zelllinie mit den verschiedenen siRNAs zeigten

sich folgende Veranderungen in der Expression der entsprechenden Gene.

Die mit SRF transfizierten Zellen wiesen eine Reduktion von 41% bei 25 nM
und 37% bei einer Konzentration von 100 nM auf (Abb. 6(a)).

Bei den mit Survivin transfizierten Zellen zeigte sich allerdings ein héchst
signifikanter Knockdown der Expression von 82% bei 25 nM, sowie 76% bei
100 nM siRNA Konzentration. Mit einer Reduktion von 24% und einem p-Wert
von 0,0438 erwies sich auch die Transfektion von SCR siRNA in der
Konzentration von 100 nM als statistisch signifikant (Abb. 6(b)).

Die Expression von HIF1a zeigte sich nach Transfektion unverandert.
Wohingegen die Transfektion mit HIF2a siRNA eine Reduktion der Expression
bei 25 nM von 58% und bei 100 nM von 53% bewirkte (Abb. 6(c-d)).

Es konnten aul3erdem statistisch signifikante Reduktionen der Expression nach
der Transfektion von E2F1 von 67% bei 25 nM und 51% bei 100 nM beobachtet
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werden. Zusatzlich zeigte die Transfektion von SCR-siRNA bei der
Konzentration 25 nM eine statistisch signifikante Erhéhung der Expression um
das Zweifache, sowie eine signifikante Erh6éhung bei 100 nM um 24%
(Abb. 6(e)).
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Abbildung 6: Relative Expression von (a) SRF, (b) Survivin, (c) HIF1a, (d) HIF2a, (e) E2F1
und (f) STAT3 24 Stunden nach Transfektion der Zelllinie A549

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a) und (f) n=1, (b) n=4, (c), (d) und (e) n=3.
Bei mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefiihrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

Die Transfektion von STAT3 siRNA in der Konzentration von 25 nM resultiert in
einer Reduktion der Expression von 68% und von 61% bei 100 nM (Abb. 6(f)).
Bei den Western Blots wurde eine Reduktion des Proteinlevels um 7% nach der
Transfektion von 50 nM STAT3-siRNA ermittelt (Abb. 7(a)). Zuséatzlich zeigte

sich ein 7%iger Ruckgang des Proteinlevels auch bei SCR-siRNA, wohingegen
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in der gRT-PCR eine Erhdhung der Expression sowohl bei 25 nM als auch bei
100 nM siRNA zu sehen war.

relative Genexpression

control SCR STAT3

cortrol SCRsta SCRstp  STAT3a  STAT3

Abbildung 7: Relatives Proteinlevel und Western Blot der Zelllinie A549

(a) Zeigt das relative Proteinlevel von STAT3a und STAT3B 24h nach Transfektion mit 50 nM STAT3-
siRNA verglichen mit untransfizierten Zellen (control). Zur Berechnung der relativen Expression wurde die
Expression von Actin gemessen.

Die x-Achse zeigt das Transfektionsmittel, wahrend die y-Achse das relative Proteinlevel darstellt.
Untransfizierte Zellen sind dabei auf 1 gesetzt.

(b) Western Blot der STAT3 Expression nach Transfektion mit 50 nM STAT3-siRNA mit n=2.

3.2.2 Zellzahl nach Transfektion von A549

Die Transfektion mit den verwendeten siRNAs in der Konzentration von 50 nM

siRNA brachte folgende Ergebnisse:

Die Zellzahl wurde signifikant reduziert nach der Transfektion mit SRF-
(um 27%), Survivin- (um 55%), HIF1a- (um 54%) und STAT3-siRNA (um 49%).
Auch durch die Transfektion von zwei verschiedenen siRNAs resultierte bei der
Kombination von Survivin- und E2F1-siRNA in einer statistisch signifikanten
Reduktion der Zellzahl von 51% bei den zusammen angesetzten und von 52%
bei den einzeln angesetzten Proben. Die 17%ige Reduktion des einzeln
angesetzten Cocktails von HIF1a- und HIF2a-siRNA erwies sich ebenfalls als
statistisch signifikant. Der Cocktail aus E2F1-, und STAT3-siRNA zeigte einen
statistisch relevanten Anstieg der Zellzahl um 23% (Abb. 8).
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Abbildung 8: Zellzahl in % drei Tage nach Transfektion der Zelllinie A549

Die x-Achse zeigt die verwendete siRNA mit der Konzentration von 50 nM und die y-Achse die Zellzahl in
Prozent. Nichttransfizierte Zellen (control) wurden dabei auf 100% gesetzt.

Das Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei control und SCR n=7, SRF, E2F1,
HIF1a+HIF2a Z, HIF1a+HIF2a E, E2F1 +STAT3 Z und E2F1+STAT3 E n=3, Survivin, HIF1a, HIF2aq,
STATS3, Survivin+E2F1 Z und Survivin+ E2F1 E n=4.

Bei mehr als 3 unabhangigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefiihrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

3.3 Adenokarzinomzelllinie LXF-289

3.3.1 Knockdown in Adenokarzinomzelllinie LXF-289

Die Transfektion der verschiedenen siRNAs wies bei der LXF-289 Zelllinie

folgende Auswirkung auf die Genexpression auf.

Nach der Transfektion von SRF zeigte sich eine Reduktion der Expression um
97% bei 25 nM und 98% bei 100 nM. Allerdings wurde auch eine Reduktion von
83% bei 25 nM und 82% nach der Transfektion von 100 nM SCR-siRNA
ermittelt (Abb. 9(a)).

Bei den mit Survivin siRNA transfizierten Zellen stellten sich statistisch
signifikante Reduktionen der Expression von 88% bei 25 nM und 93% bei 100
nM heraus. Die Transfektion von SCR-siRNA zeigte bei der Konzentration von
100 nM eine signifikante Reduktion um 26% (Abb. 9(b)).
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Die Expression nach der Transfektion mit HIF1a-siRNA wies nur in der
Konzentration von 100 nM eine Reduktion von 50% auf (Abb. 9(c)). Allerdings
lied sich nach der Transfektion von unterschiedlichen Konzentrationen von
HIF2a-siRNA kein Knockdown darstellen (Abb. 9(d)).

Wohingegen nach der Transfektion von E2F1-siRNA eine statistisch signifikante
Reduktion der Expression von 82% bei 25 nM und 81% bei 100 nM ermittelt
wurde (Abb. 9(e)).
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Abbildung 9: Relative Expression von (a) SRF, (b) Survivin, (c) HIF1a, (d) HIF2a, (e) E2F1
24 Stunden nach Transfektion der Zelllinie LXF-289

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a) n=1, (b) und (e) n=3, (c) und (d) n=2.
Bei mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefuhrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01
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Zusatzlich reduzierte sich nach einer Transfektion von 50 nM STAT3-siRNA in
den Western Blots das Proteinlevel um 10% (Abb. 10(a)).

a

1.1 Y
g - -
: ) s [E
; il -
g03 ! d STAT3
2 |
E 0 Actin
3

07

control SCR sto SCR st STAT30 STAT3g control SCR STATS

Abbildung 10: Relatives Proteinlevel und Western Blot der Zelllinie LXF-289

(a) Zeigt das relative Proteinlevel von STAT3a und STAT3B 24h nach Transfektion mit 50 nM STAT3-
siRNA verglichen mit untransfizierten Zellen (control). Zur Berechnung der relativen Expression wurde die
Expression von Actin gemessen.

Die x-Achse zeigt das Transfektionsmittel, wahrend die y-Achse das relative Proteinlevel darstellt.
Untransfizierte Zellen sind dabei auf 1 gesetzt.

(b) Western Blot der STAT3 Expression nach Transfektion mit 50 nM STAT3-siRNA mit n=2.

3.3.2 Zellzahl nach Transfektion von LXF-289

Die Zellzahl wurde durch die Transfektion von 50 nM siRNAs signifikant
reduziert. Die Prozentzahlen beziehen sich immer auf untransfizierte Zellen als

Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde.

So zeigte sich eine Reduktion von 72% durch Survivin-siRNA, 42% durch
E2F1-siRNA, 48% durch HIF1la-siRNA und 30% durch die Transfektion von
STAT3-siRNA. Bei den mit HIF2a transfizierten Zellen zeigte sich keine
statistisch signifikante Auswirkung auf die Zellzahl. Durch SRF-siRNA liel3 sich
eine Reduktion von 43% erreichen.

Zusatzlich wurde durch die Kombination zweier siRNAs sowohl bei einzeln als
auch bei zusammen angesetzten Proben die Zellzahl reduziert. Der Cocktail
aus Survivin-, und E2F1-siRNA zeigte eine Reduktion von 42% bei zusammen
angesetzten und 51% bei getrennt angesetzten Proben. Durch die Transfektion
von einem Cocktail aus HIF1a-, und HIF2a-siRNA wurde eine Reduktion der
Zellzahl von 40% bei zusammen und 54% bei getrennt angesetzten Proben
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erreicht. Auch die Kombination von E2F1- und STAT3-siRNA zeigte eine
statistisch signifikante Reduktion von 36% bei zusammen und von 25% bei

getrennt angesetzten Proben (Abb. 11).
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Abbildung 11: Zellzahl in % drei Tage nach Transfektion der Zelllinie LXF-289

Die x-Achse zeigt die verwendete siRNA mit der Konzentration von 50 nM und die y-Achse die Zellzahl in
Prozent. Nichttransfizierte Zellen (control) wurden dabei auf 100% gesetzt.

Das Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei control, SCR, Survivin und E2F1 n=4, SRF
n=1, HIF1a, HIF2a, STAT3, Survivin+E2F1 Z, Survivin+E2F1 E, HIF1a+HIF2a Z, HIF1a+HIF2a E, E2F1 +
STAT3 Z und E2F1+STAT3 E n=3.

Bei mehr als 3 unabhangigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefiihrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

3.4 Plattenepithelkarzinomzelllinie SK-MES

3.4.1 Knockdown in der Plattenepithelkarzinomzelllinie SK-MES

Durch die Transfektion der SK-MES Zelllinie mit den verwendeten siRNAS

wurden folgende Ergebnisse ermittelt.

Bei den mit SRF transfizierten Zellen zeigte sich eine 52%ige Reduktion der
Genexpression bei einer Konzentration von 25 nM und 78 % bei einer
Konzentration von 100 nM (Abb. 12(a)).
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Abbildung 12: Relative Expression von (a) SRF, (b) Survivin, (c) HIF1a, (d) HIF2a, (e) E2F1
und (f) STAT3 24 Stunden nach Transfektion der Zelllinie SK-MES

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a) n=1, (b) n=4, (c), (d), (e) und (f) n=3. Bei
mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefuhrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

Die Transfektion von Survivin siRNA wies einen statistisch signifikanten
Knockdown der Expression von 71% bei 25 nM und 73% bei 100 nM auf
(Abb. 12(b)).

Die Expression von HIF1a zeigte keine Reduktion nach Transfektion von
HIF1a-siRNA, aber einen leichten Anstieg durch SCR-siRNA Transfektion.
Daneben wurde die Expression von HIF2a durch Transfektion mit 25 nM um
60% reduziert. Diese Reduktion ist statistisch signifikant (Abb. 12(c-d)).
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Die mit E2F1-siRNA transfizierten Zellen wiesen aufRerdem eine statistisch
signifikante Reduktion der Expression von 51% bei 25 nM und 55% bei 100 nM
auf (Abb. 12(e)).

Zellen, die mit STAT3-siRNA transfiziert wurden, zeigten einen statistisch
signifikanten 40%igen Knockdown der Expression bei 25 nM und einen
60%igen bei 100 nM (Abb. 12(f)). Allerdings wurde in den Western Blots keine
Veranderung des Proteinlevels festgestellt (Abb. 13(a)).
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Abbildung 13: : Relatives Proteinlevel und Western Blot der Zelllinie SK-MES

(a) Zeigt das relative Proteinlevel von STAT3a und STAT3B 24h nach Transfektion mit 50 nM STAT3-
siRNA verglichen mit untransfizierten Zellen (control). Zur Berechnung der relativen Expression wurde die
Expression von Actin gemessen.

Die x-Achse zeigt das Transfektionsmittel, wahrend die y-Achse das relative Proteinlevel darstellt.
Untransfizierte Zellen sind dabei auf 1 gesetzt.

(b) Western Blot der STAT3 Expression nach Transfektion mit 50 nM STAT3-siRNA mit n=2.

3.4.2 Zellzahl nach Transfektion von SK-MES

Bei der Ermittlung der Auswirkung der Transfektion einer siRNA mit der
Konzentration von 50 nM sowie drei Kombinationen mit der Konzentation von
25 nM je siRNA (E2F2+SV, HIF1a+HIF2a, STAT3+E2F1) auf die Zellzahl

wurden folgende statistisch signifikante Ergebnisse erzielt:

Nach der Transfektion von Survivin-siRNA zeigte sich eine Zellzahlreduktion
von 50%. Jeweils 21% Reduktion wurde durch E2F1-, und HIF1a-siRNA
erreicht, sowie 20% und 27% Reduktion durch die Transfektion von HIF2a und
STATS.
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Die Transfektion von SRF-siRNA resultierte in einer um 67% reduzierten
Zellzahl.

Auch die Mischung zweier siRNAs erwies sich als wirksam, die Zellzahl
signifikant zu reduzieren. So wurde bei dem Cocktail aus Survivin- und
E2F1-siRNA bei zusammen angesetzten Proben eine Reduktion von 29% und
bei getrennt angesetzten Proben von 39% erreicht. Desweiteren zeigte die
Kombination von HIF1a- und HIF2a-siRNA eine Verminderung der Zellzahl um
44% bei zusammen und 27% bei getrennt angesetzten
Transfektionskomplexen. 25% Reduktion der Zellzahl zeigte der Cocktail von
E2F1- und STAT3-siRNA bei zusammen angesetzten Proben. Bei getrennt
angesetzten siRNAs von E2F1 und STAT3 zeigte sich keine signifikante
Wirkung.

Auch die Transfektion von SCR-siRNA hatte eine statistisch signifikante
Reduktion der Zellzahl um 22% zur Folge (Abb. 12).
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Abbildung 14: Zellzahl in % drei Tage nach Transfektion der Zelllinie SK-MES

Die x-Achse zeigt die verwendete siRNA mit der Konzentration von 50 nM und die y-Achse die Zellzahl in
Prozent. Nichttransfizierte Zellen (control) wurden dabei auf 100% gesetzt.

Das Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei control und SCR n=5, SRF n=1, Survivin,
E2F1 und SurvivintE2F1 Z n=4, HIF1a, HIF2a, STAT3, SurvivintE2F1 E, HIF1a+HIF2a Z,
HIF1a+HIF2a E, E2F1 +STAT3 Z und E2F1+STAT3 E n=3

Bei mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefuhrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01
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3.5 GroRzellige Bronchialkarzinomzelllinie NCI-H460

3.5.1 Knockdown in groRRzelliger Bronchialkarzinomzelllinie NCI-H460

Die Transfektion der Zelllinie NCI-H460 mit den verwendeten siRNAs wirkte

sich wie folgt auf die Genexpression aus.

Die mit SRF transfizierten Zellen wiesen bei der verwendeten Konzentration
von 25 nM eine Reduktion von 62% und bei 100 nM siRNA Konzentration eine
Reduktion von 61% auf (Abb. 15(a)).

Daneben zeigte die Transfektion mit Survivin-siRNA einen statistisch
signifikanten Knockdown von 66% (25 nM siRNA) und 82% (100 nM siRNA)
(Abb. 15(b)).

Bei Zellen, die mit HIF1a-siRNA transfiziert wurden, konnte eine Reduktion von
46% bei beiden Konzentrationen ermittelt werden (Abb. 15(c)). Die Transfektion
mit 100 nM HIF2a-siRNA zeigte eine statistisch signifikante, 53%ige Reduktion
der Expression (Abb. 15(d)).

Einen statistisch signifikanten Knockdown zeigte die Transfektion mit E2F1-
siRNA. So wurde eine Reduktion von 53% bei 25 nM und 49% bei 100 nM
ermittelt. Zusatzlich wies die Transfektion von 100 nM SCR-siRNA einen

statistisch relevanten Anstieg der Expression von 50% auf (Abb. 15(e)).

Aulerdem zeigte sich eine reduzierte Expression von STAT3 von 70% nach
Transfektion von 25 nM STAT3-siRNA und von 75% nach Transfektion von
100 nM STAT3-siRNA. Die Transfektion mit SCR-siRNA resultierte in einem
Anstieg der Expression in der qRT-PCR (Abb. 15(f)), brachte aber keinen
Anstieg des Proteinlevels im Western Blot (Abb. 16(a)). Wohingegen eine
Transfektion mit 50 nM STAT3-siRNA eine 5%ige Reduktion des Proteinlevels
zum Ergebnis hatte.
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Abbildung 15: : Relative Expression von (a) SRF, (b) Survivin, (c) HIF1a, (d) HIF2a, (e)
E2F1 und (f) STAT3 24 Stunden nach Transfektion der Zelllinie NCI-H460

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a) und (f) n=1, (b) n=4, (c), (d) und (e) n=3.
Bei mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefuhrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01
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Abbildung 16: Relatives Proteinlevel und Western Blot der Zelllinie NCI-H460

(a) Zeigt das relative Proteinlevel von STAT3a und STAT3B 24h nach Transfektion mit 50 nM
STAT3-siRNA verglichen mit untransfizierten Zellen (control). Zur Berechnung der relativen
Expression wurde die Expression von Actin gemessen.

Die x-Achse zeigt das Transfektionsmittel, wéhrend die y-Achse das relative Proteinlevel
darstellt. Untransfizierte Zellen sind dabei auf 1 gesetzt.

(b) Western Blot der STAT3 Expression nach Transfektion mit 50 nM STAT3-siRNA mit n=2.

Ergebnisse 58




3.5.2 Zellzahl nach Transfektion von NCI-H460

Die Transfektion von jeweils 50 nM der verwendeten siRNAs resultierte bei der

NCI-H460 Zelllinie im folgenden Ergebnis:

Bis auf die Transfektion mit SCR-siRNA zeigten alle Werte eine statistisch
signifikante Reduktion der Zellzahl. Die Prozente beziehen sich auf

untransfizierte Zellen als Kontrolle, die auf 100% gesetzt wurde.

So brachte die Transfektion von SRF-, Survivin- und E2F1-siRNA eine
Verminderung der Zellzahl von 39%, 65% und 60%. HIF1a-siRNA zeigte eine
Reduktion von 80%, HIF2a- und STAT3-siRNA hatte eine Verkleinerung der
Zellzahl von 52% und 50% zur Folge (Abb. 17).
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Abbildung 17: Zellzahl in % drei Tage nach Transfektion der Zelllinie NCI-H460

Die x-Achse zeigt die verwendete siRNA mit der Konzentration von 50 nM und die y-Achse die Zellzahl in
Prozent. Nichttransfizierte Zellen (control) wurden dabei auf 100% gesetzt.

Das Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei control und SCR n=8, SRF, HIF1a+HIF2a Z,
HIF1a+HIF2a E, E2F1+STAT3 Z n=3, Survivin und Survivin+E2F1 Z n=5, E2F1, HIF1a, HIF2a, STATS3,
Survivin+E2F1 E n=4 und E2F1+STAT3 E n=2

Bei mehr als 3 unabhangigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefiihrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

Auch die Transfektion der Zellen mit zwei verschiedenen siRNAs gleichzeitig
verminderte die Zellzahl. Eine Mischung aus Survivin- und E2F1-siRNA
erbrachte eine Reduktion von 55% (zusammen angesetzt) und 42% (einzeln
angesetzt). HIF1a-siRNA zusammen angesetzt mit HIF2a-siRNA zeigte eine
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Reduktion der Zellzahl von 80%. Die beiden siRNAs einzeln angesetzt brachte
noch eine Verminderung von 46%. E2F1- und STAT3-siRNA hatte zusammen
angesetzt 77% und einzeln 52% Reduktion zur Folge (Abb. 17).

3.6 Mesotheliomzelllinie JL-1

3.6.1 Knockdown in Mesotheliomzelllinie JL-1

Die Auswirkungen der Transfektion mit den verschiedenen siRNAs sind die

Folgenden:

Durch die Transfektion mit SRF-siRNA wurde eine Reduktion der
Genexpression von 75% bei 25 nM und von 82% bei 100 nM erreicht
(Abb. 18(a)).

Die mit Survivin-siRNA transfizierten Zellen zeigten einen statistisch
signifikanten Knockdown von 80% bei einer Konzentration von 25 nM und von
81% bei einer Konzentration von 100 nM. Zusétzlich wies die Transfektion mit
100 nM SCR-siRNA eine statistisch relevante Reduktion der Expression auf
(Abb. 18(b)).

Das weiteren weisen nur die mit 25 nM HIF1a-siRNA transfizierten Zellen eine
statistisch signifikante Reduktion von 57% auf. Daneben zeigte die Transfektion
mit HIF2a-siRNA einen jeweils statistisch signifikanten Knockdown von 89% bei
25 nM und 94% bei 100 nM auf (Abb. 18(c-d)).

In der Abbildung 18(e) ist die Auswirkung der Transfektion mit E2F1-siRNA zu
sehen. Der Knockdown ist statistisch signifikant und betragt 82% bei 25 nM und
85% bei 100 nM.

Auch nach der Transfektion mit STAT3-siRNA zeigte sich eine statistisch
signifikante Reduktion der Genexpression von 93% bei 25 nM und 95% nach
der Transfektion von 100 nM siRNA (Abb. 18(f)).
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Abbildung 18: Relative Expression von (a) SRF, (b) Survivin, (c) HIF1a, (d) HIF2a, (e) E2F1
und (f) STAT3 24 Stunden nach Transfektion der Zelllinie JL-1

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a) n=1, (b) n=4, (c), (d) (e) und (f) n=3.
Bei mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefuhrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

3.6.2 Zellzahl nach Transfektion von JL-1

Die Transfektion der JL-1 Zelllinie mit jeweils 50 nM der verwendeten siRNAs
erzielte die folgenden Ergebnisse:

Nur nach der Transfektion mit Survivin- und E2F1-siRNA wurden mit 47% und
41% Reduktion der Zellzahl statistisch signifikante Ergebnisse gemessen.

Bei den mit einem Cocktail aus zwei verschiedenen siRNAs transfizierten Zellen
zeigte die Mischung aus Survivin- und E2F1-siRNA eine 37%ige Verminderung,
wenn die Transfektionskomplexe zusammen angesetzt wurden. Aul3erdem

erwies sich die Mischung von E2F1-, und STAT3-siRNA mit einer statistisch
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signifikanten Reduktion von 26% bei zusammen und 29% bei einzeln

angesetzten Proben als wirksam.

Ebenfalls brachte die Transfektion mit SCR-siRNA eine statistisch signifikante

Verminderung der Zellzahl um 32%.

Die Transfektion der restlichen verwendeten siRNAs und Cocktails brachten

keine statistisch signifikanten Reduktionen der Zellzahl (Abb. 19).
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Abbildung 19: Zellzahl in % drei Tage nach Transfektion der Zelllinie JL-1

Die x-Achse zeigt die verwendete siRNA mit der Konzentration von 50 nM und die y-Achse die Zellzahl in
Prozent. Nichttransfizierte Zellen (control) wurden dabei auf 100% gesetzt.

Das Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei control, SCR, Survivin und E2F1 n=4, SRF
n=1, HIF1qa, HIF2q, Survivin+E2F1 Z, Survivin+E2F1 E, HIF1a+HIF2a Z, HIF1a+HIF2a E, E2F1 +STAT3 Z
und E2F1+STAT3 E n=3, STAT3 n=2.

Bei mehr als 3 unabhéngigen Versuchen wurde eine ANOVA durchgefiihrt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant bewertet. *=p<0,05; **= p<0,01

3.7 Kleinzelliges Bronchialkarzinomzelllinie CPC-N

3.7.1 Standardtransfektion CPC-N

Bei den zuerst durchgefiihrten Transfektionsversuchen wurde nach der
Transfektion mit SRF-siRNA nur in der Konzentration 100 nM ein Rickgang der
Genexpression um 29% in der gRT-PCR festgestellt (Abb 20(a)). Daneben
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erwies sich die Transfektion von Survivin-siRNA als wenig effektiv und
resultierte nicht in einer Reduktion der Survivin Genexpression (Abb. 20 (b)).
Bei der Ermittlung der E2F1 Genexpression nach siRNA Transfektion zeigte
sich ein Rickgang der Genexpression um 37% (Abb. 20(c)). Nach Transfektion
von SRF-siRNA erhohte sich die Zellzahl um 10% (Abb. 20(d)).
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Abbildung 20: Relative Expression von (a) SRF, (b) Survivin, (c) E2F1 24 Stunden nach
Transfektion sowie Zellzahl in % drei Tage nach Transfektion der CPC-N Zelllinie

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Bei (d) zeigt die x-Achse ebenfalls die Transfektionsmittel und die y-Achse die Zellzahl in Prozent.
Nichtransfizierte Zellen (control) wurden dabei auf 100% gesetzt.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a) , (b) ,(c) n=1, bei (d) control und SCR
n=2, SRF, Survivin, E2F1 und Survivin+E2F1 n=1.

Die Transfektion von E2F1- und Survivin-siRNA resultierte in einer ca 20%igen
Reduktion der Zellzahl (Abb. 20 (d)).

Die Kombination von Survivin- und E2F1-siRNA zeigte nur eine 7%ige
Reduktion der Zellzahl. AuRerdem resultierte die Transfektion von SCR-siRNA
in einer Erhéhung der Zellzahl um 30% (Abb. 20(d)).
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3.7.2 Optimierung der Transfektion der CPC-N Zellen

Da beim Standardversuch keine optimalen Ergebnisse im Hinblick auf den
Knockdown und die Reduktion der Zellzahl erzielt wurden, wurden
Optimierungen an der Transfektion durchgefuhrt. So wurden die Zellen vor der
Transfektion mit einer Cell-Dissociation-Solution (CDS) von Sigma Aldrich
vorbehandelt, um die zahlreichen Zellaggregate zu verkleinern und so die
Transfektion effizienter zu machen. Abbildung 21(a) zeigt die standard
transfizierten Zellen mit 25 nM und 100 nM Survivin-siRNA, wobei keine
Reduktion der Genexpression erzielt wurde.

Auch nach der Vorbehandlung mit Sigma Aldrich CDS zeigte sich kein
Ruckgang der relativen Expression. Es wurde im Gegenteil ein deutlicher
Anstieg der Expression nach SCR-siRNA-Transfektion beobachtet (Abb. 21(b)).
Ebenfalls brachte ein Hinzufigen von Vollmedium nach 4h Inkubationszeit
lediglich einen starken Anstieg der Genexpression nach der Transfektion
sowohl von SCR-, als auch von 100 nM Survivin-siRNA (Abb. 21(c)).
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Abbildung 21: Relative Expression von Survivin 24 Stunden nach Transfektion der CPC-
N Zelllinie bei (a) normaler Transfektion, (b) Vorbehandlung mit Sigma Cell Dissociation
Solution und (c) Zugabe von 700 pl Vollmedium 4h nach Transfektion

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei (a), (b) und (c) n=1.
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Beim nachsten Durchgang wurde versucht, mit einer doppelten Menge an
Interferin den Transfektionserfolg zu verbessern. Dafur wurde zusatzlich noch
eine neue Konzentration von 5 nM mit untersucht. Bis auf die Transfektion von
5 nM Survivin-siRNA und 100 nM SCR-siRNA, die eine Reduktion um 28% und
22% bewirkten, zeigten sich kaum Veranderungen der Genexpression (Abb.
22).
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Abbildung 22: Relative Expression von Survivin mit doppelter Menge Interferin 24
Stunden nach Transfektion der CPC-N Zelllinie

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wéhrend die y-
Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen (control)
auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei n=1.

Da auch diese Mal3nahmen kaum Veranderungen zeigten, wurde versucht, wie
auf Seite 39 beschrieben, mit Hilfe der Zentrifugalkraft die Effekte der
Transfektion auf die Suspensionszellen zu verbessern. Die mit normaler Menge
Interferin transfizierten und anschlieBend zentrifugierten Zellen zeigten nur bei
100 nM Survivin eine Reduktion der Genexpression um 34%. Die restlichen
Zellen, die mit siRNA transfiziert wurden, zeigten einen leichten bis sehr starken
Anstieg der Expression (Abb. 23(a)).

Auch nach der Transfektion mit doppelter Menge Interferin mit anschlie3ender
Zentrifugation wurde nur ein leichter Riickgang der Expression festgestellt. Die

Transfektion von 25 nM und 100 nM Survivin-siRNA zeigte eine Reduktion von
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32% und 22%. Die sonstigen Konzentrationen der verwendeten SiRNAs
resultierten wieder in einem teils sehr starken Anstieg der Genexpression
(Abb. 23(b)).
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Abbildung 23: Relative Expression von Survivin mit (a) normaler und (b) doppelter Menge
Interferin 24 Stunden nach Transfektion mit Zentrifugation der CPC-N Zelllinie

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die
y-Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen
(control) auf 1 gesetzt sind.

Jedes Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei n=1.

Als letzter Versuch dieser Reihe wurde die Zeit der Zentrifugation erhéht und
8 ul Interferin verwendet. Aber auch damit zeigte sich keine Reduktion der

Genexpression (Abb. 24).
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Abbildung 24: Relative Expression von Survivin mit 8 pl Interferin 24 Stunden nach
Transfektion der CPC-N Zelllinie

Die x-Achse beschreibt die verschiedenen siRNAs und die verwendete Konzentration, wahrend die
y-Achse die relative Expression der entsprechenden mRNA zeigt, wobei die untransfizierten Zellen
(control) auf 1 gesetzt sind.

Das Diagramm zeigt die mittlere + Standardabweichung bei n=1.

3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Tabellen 18 und 19 zeigen nochmal eine Ubersicht der Zellzahlreduktion.

Tabelle 18: Zusammenfassung der Zellzahlreduktion

Transfizierte sSiRNA
Zelllinie | SRF Survivin | HIF1a | HIF2a | E2F1 | STAT3 | SCR Summe
Ab549 -27%* | -55%* -54%* | -9% -19% | -49%* -10% | 223
LXF- -43% | -72%* -48%* | +5% -42%* | -30%* +7% 223
289
SK- -67% | -50%* -21%* | -20%* | -219%* | -27%* -22%* | 228
MES
NCI-H -39%* | -65%* -80%* | -52%* | -60%* | -50%* -20% | 366
JL-1 -41% | -47%* +5% -19% -41%* | -7% -32%* | 182
CPC-N +10 -23% / / 21% |/ +30% | 4
Summe | 207 312 198 95 204 163 47

Angaben in % im Vergleich zu untransfizierten Zellen. P* zeigt eine
statistische Signifikanz bei P<0,05.

[ signifikante Reduktion der Zellzahl
[ Zelllinie die am besten anspricht
1 siRNA mit dem besten Einfluss auf die Zellzahl
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Tabelle 19: Zusammenfassung der Zellzahlreduktion bei Cocktails
(z = zusammen angesetzt, e= einzeln angesetzt)

Transfizierte sSiRNA
Zell-linie | SV+ SV+ HIF1a+ HIF 1o+ E2F1+ E2F1+ Summe
E2/z E2/e HIF2a/z | HIF2a/e | ST3/z ST3/e
A549 -51%* | -52%* -19% -17%* -16% +23%* 132
LXF-289 | -42%* | -51%* -40%* -54%* -36%* -25%* 248
SK-MES [ -29%* | -39%* -44%* -27%* -25%* -4% 168
NCI- -55%* | -42%* -80%* -46%* -77%* -52% 352
H460
JL-1 -37%* | -15% -5% -4% -26%* -29%* 116
CPC-N -7% / / / / / 7
Summe | 221 199 188 148 180 87

Prozentangaben im Vergleich zu untransfizierten Zellen. P* zeigt eine
statistische Signifikanz bei P<0,05.

[ signifikante Reduktion der Zellzahl
[ Zelllinie die am besten anspricht
[ siRNAs mit dem besten Einfluss auf die Zellzahl

Aus den beiden Tabellen lasst sich folgende Reihenfolge der Zelllinien nach

Sensitivitat aufstellen:

Die Zelllinie NCI-H460 lasst sich am besten beeinflussen, gefolgt von den
Zelllinien LXF-289 und SK-MES, die dicht beieinander liegen. Kurz darauf folgt
die Zelllinie A549. Mit Abstand folgt die Mesotheliomzelllinie JL-1 und weit
abgeschlagen mit kaum einer Empfindlichkeit die Zelllinie CPC-N.

Es ergibt sich folgende Reihenfolge der Potenz der siRNA:

Den grofRten Einfluss, auf die Zellzahl aller Zellreihen gesehen, hatte mit
Abstand die Transfektion von Survivin-siRNA. Darauf folgen SRF-, E2F1- und
HIF1a-siRNA. STAT3-siRNA folgt an 5. Stelle. Die HIF2a-siRNA liegt mit
weitaus weniger Einfluss auf dem 6. Platz. SCR-siRNA hatte wie erwartet den

geringsten Einfluss auf die Zellen.
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Die beiden Adenokarzinomzelllinien A549 und LXF-289 zeigten beide eine
ausgepragte Sensibilitat gegeniber verschiedenen siRNAs, sowohl in der
Genexpression als auch bei der Zellzahl. Vor allem die Transfektion von
Survivin-, SRF-, HIF1a- und STAT3-siRNA schien bei beiden Zelllinien einen
grol3en Einfluss auf die mRNA Expression zu haben. Im Gegensatz dazu hatte
HIF2a-siRNA kaum einen Einfluss auf die Zellzahl (A549) oder resultierte sogar
in einem Anstieg der Zellzahl (LXF-289) (Abb. 8+11). Obwohl beide Zelllinien
zum gleichen Subtyp der Adenokarzinome gehéren, wurden auch Unterschiede
festgestellt. So war bei der Transfektion mit E2F1-siRNA nur bei der LXF-289
Zelllinie die Reduktion statistisch signifikant. Wahrend Survivin bei LXF-289
Zellen mit 72% einen sehr grof3en Einfluss hatte, wurde bei A549 zwar mit 55%
ein niedrigerer Wert erreicht, der aber immer noch sehr gut ist.

Bei der Zelllinie des Plattenepithelkarzinoms SK-MES zeigte sich auch eine
Reaktion auf die sSiRNA Transfektion, vor allem nach Survivin-siRNA. Jedoch
war der Einfluss auf die Zellzahl nicht so hoch, wie bei den anderen NSCLC
Zelllinien und die Transfektion mit SCR-siRNA zeigte ebenfalls eine statistisch
signifikante Reduktion der Zellzahl (Abb. 12+14).

Vor allem die Zelllinie des Grof3zelligen Bronchialkarzinoms NCI-H460 erwies
sich als sehr sensibel auf die Transfektion mit SiRNA. Sowohl bei der
Genexpression als auch bei der Zellzahl wurden teils starke Reduktionen
erreicht (Abb. 15+17).

Die Mesotheliomzelllinie JL-1 wiesen fast alle verwendeten siRNAs
Reduktionen der Genexpression auf. Allerdings hatten nicht alle auch einen
positiven Einfluss auf die Zellzahl. Im Gegenteil wurde bei einigen eher eine
Zunahme beobachtet. Auch bei dieser Zelllinie zeigte die Transfektion von
SCR-siRNA eine statistisch signifikante Reduktion der Zellzahl (Abb. 18+19).

Die SCLC Zellinie CPC-N zeigte sich sehr resistent gegeniber der
Transfektion. Keiner der Versuche zeigte eine wirkliche Verbesserung des
Transfektionserfolges (Abb. 21-24).
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Zusammenfassend lasst sich zum Einfluss der Cocktails auf die Zellen sagen,
dass zusammen angesetzte Transfektionskomplexe insgesamt einen héheren
Einfluss haben. Die Mischung aus Survivin und E2F1 war die potenteste, um

die Zellzahl zu vermindern.

Interessanterweise ist hier die Verteilung der Sensitivitat der einzelnen Zelllinien
auf die Transfektion ein wenig anders, als bei den einzelnen siRNAs. Die
Zelllinie NCI-H460 ist zwar wieder am sensibelsten und die JL-1 Zelllinie am
unempfindlichsten, aber die Adenokarzinomzelllinie A549 ist bei den Cocktails
unsensibler als die Plattenepithelkarzinomzelllinie SK-MES, wahrend die
andere Adenokarzinomzelllinie LXF-289 empfindlicher ist.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren gab es im Bereich der Therapien des NSCLCs einige
Fortschritte. So sind zur Standardtherapie, die aus einer Kombination von
Chirurgie, Chemotherapie und Radiotherapie besteht, neue Medikamente und
Therapieansatze hinzugekommen. Von diesen neuen Ansatzen profitieren vor
allem Patienten in bereits fortgeschrittenen Stadien. So kénnen z.B. eine
neoadjuvante Chemotherapie oder Tyrosin-Kinase-Inhibitoren wie z.B. Erlotinib
die Uberlebenszeit verlangern [86] [87]. Auch erhélt in Deutschland zurzeit die
Palliativmedizin einen immer hoéheren Stellenwert, wovon viele Patienten
weiterhin profitieren konnen. Trotz aller zurzeit bekannten Therapien ist das
Outcome bei vielen Patienten mit einem Bronchialkarzinom unter einer
Therapie weiterhin frustran. Vor allem da Frihsymptome unspezifisch ausfallen,
wird die Krankheit oft erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Haufig
sind dann bereits Lymphknoten- oder Fernmetastasen vorhanden. In diesem
Fall ist die Prognose sehr limitiert und trotz der zurzeit zur Verfigung stehenden
Therapieoptionen oft infaust. Zusatzlich variiert die Prognose stark in
Abhangigkeit zum Stadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, dem Grad der
Differenzierung sowie dem histologischen Tumortyp. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate mit der Diagnose eines Bronchialkarzinoms wird den den
aktuellen Leitlinien mit etwa 16% bei Mannern und 21% fur Frauen angegeben.

[1]

Das Pleuramesotheliom ist zwar ein deutlich selteneres, aber in seiner
Prognose sehr limitierteres Malignom. Auch fur diese Erkrankung gibt es nur

sehr eingeschrankte Therapieoptionen.

Die drei Hauptsubtypen des NSCLC sind das Adeno-, das Pattenepithel- und
das grol3zellige Karzinom. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auffallend, dass
jeder histologische Subtyp teilweise komplett unterschiedlich auf die
Transfektion reagiert hat, mit unterschiedlichen Ergebnissen bei Knockdown

und Zellzahl. AuRerdem konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal ermittelt
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werden, dass selbst die beiden Adenokarzinom-Zelllinien Unterschiede bei

Genexpression und Zellzahl zeigen [88].

Im Folgenden wird auf die einzelnen in dieser Studie applizierten SiRNAs
eingegangen.

Die Transfektion von siRNA gegen das Protein Survivin hat die grofite
Reduktion der Zellzahl zur Folge gehabt (siehe Tab. 18). Es erhielt seinen
Namen unter anderem wegen seiner Verbindung zum Mechanismus des
Zelliberlebens. Auch bei der Regulation der Mitose oder als Inhibitor der
Caspase Aktivitat und damit der Apoptose ist Survivin beteiligt [89-92]. Eine
Besonderheit stellt die Tatsache dar, dass die Expression von Survivin in
Krebszellen und embryonalen Zellen aul3ergewdhnlich hoch ist. In sich normal
teilenden adulten Zellen ist die Expression von Survivin sehr gering [93-95]. Bei
Gewebeproben von Patienten mit NSCLC wurde in 53% eine Expression von
Survivin nachgewiesen [96;97]. Die Inhibition von Survivin hatte den grof3ten
Effekt auf die Proliferation aller getesteten Zellenlinien. Auf Grund dieser
Eigenschaften stellt Survivin ein interessantes Target fur einen therapeutischen
Einsatz von siRNA dar. Gesunde Zellen ohne Uberexpression von Survivin
bleiben unbeeintrachtigt. Genau hier ist ein weiterer Vorteil gegeniber der
derzeitigen Standardtherapie mit Chemotherapeutika wie z.B. Cisplatin. Denn
bei einer Therapie mit Zytostatika werden sowohl gesunde als auch maligne
Zellen behandelt, was zu einem erheblichen Auftreten von unerwinschten

Nebenwirkungen flhrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln die Ergebnisse anderer Studien wider,
welche allerdings teilweise andere Karzinomtypen verwendeten. [98-102]. Zwei
dieser Forschungsgruppen verwendeten ausschlieBlich Zelllinien fir in vitro
Versuche (Prostatakarzinomzelllinien [103] und Magenkarzinomzelllinien [104]).
Bei einer Studie wurden sowohl in vitro Versuche mit Blasenkarzinomzelllinien
als auch in vivo Versuche am Mausmodell mit intravesikaler Applikation der
SiRNA durchgefuhrt [105]. Diese Studien zeigen ebenfalls einen starken
Einfluss von Survivin-siRNA auf die Karzinomzellen sowie am Mausmodell

einen Rickgang des Tumorvolumens.

Diskussion 72




Auf dem zweiten Platz im Vergleich der Effizienz liegt die Transfektion mit SRF-
siRNA, welche zur zweitbesten Reduktion der Zellzahlen gefiihrt hat (siehe Tab.
18). Es spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der Zellprofileration und
Differenzierung [106-108]. Der Knockdown von SRF hatte bei der A459- und
NCI-H-Zelllinie eine signifikante Erniedrigung der Zellzahl zur Folge. Auch bei
der Plattenepithelkarzinomzelllinie SK-MES und der Mesotheliomzelllinie LJ-1
war die Zellzahl reduziert. Bei der zweiten Adenokarzinomzelllinie LXF-289
schien die Transfektion an sich einen Einfluss auf die Expression von SRF der
Zellen zu haben. Auf der molekularen Ebene wurde sowohl nach Transfektion
mit SCR-siRNA als auch mit SRF-siRNA ein starker Knockdown beobachtet.
Dies konnte daran liegen, dass die SCR-siRNA der SRF-siRNA womd@glich
ahnlich ist und es durch die Transfektion mit SCR-siRNA zu ungeiinschten Off-
target Effekten bei der SRF-Genexpression kommt.

In einer von dieser Arbeit unabhangigen Studie des Labors konnten ebenfalls
mit der Transfektion von SRF-siRNA sogar gro3e Reduktionen von
Genexpression und Zellzahl bei chemoresistenen Bronchialkarzinomzellen
ermittelt werden [109]. Eine weitere Studie des Labors verwendete
Prostatakarzinomzelllinien sowie die gleiche SRF-siRNA. Hierbei zeigten sich
ebenfalls signifikante Reduktionen von Genexpression und Zellzahl nach der

Transfektion von SRF-siRNA bei allen verwendeten Zelllinien [110].

In dieser Studie wurde mit der Transfektion mit E2F1-siRNA im Vergleich mit
den anderen applizierten siRNAs das drittbeste Ergebnis erzielt (siehe Tab. 18).
E2F1 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem wichtige Funktionen im
Zellzyklus und Zellreproduktion erfullt [111;112]. Die Ergebnisse zeigen, dass
der Knockdown der E2F1 Genexpression grof3e antiproliferative Effekte
aufzeigt. Bei allen, mit Ausnahme der A549-Zelllinie, zeigte sich eine
signifikante  Hemmung der Zellzahl. Es ist jedoch interessant, dass die
antiproliferative  Wirkung nicht so hoch ist, wie es durch die deutliche
Reduzierung der Genexpression zu vermuten ware. Bei einer anderen
unabhéngigen Studie des Labors wurden an Prostatakarzinomzellen ebenfalls
hohe Reduktionen von Genexpression und Zellzahl beobachtet [110]. In einer

weiteren Studie wurde das Potential von E2F1-siRNA an Magenkarzinomzellen
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ermittelt. Dabei wurden Reduktionen in Gen- und Proteinexpression sowie eine
geringere Zellproliferation mit erhdhter Apoptoserate festgestellt [113]. Die
Bedeutung von E2F1 als Target fur eine siRNA Therapie ist auf Grund der
Ergebnisse als gut anzusehen. Es lasst sich jedoch feststellen, dass der
Knockdown von E2F1 anscheinend keine fatalen Folgen fir die Krebszellen

darstellt, wie zunachst erwartet.

Die Expression von HIF1la und HIF2a, was auch bekannt als endothelial PAS
domain-containing protein (EPAS1) ist, wird durch das Vorhandensein einer
Hypoxie reguliert. In Krebszellen spielen sie eine Schlusselrolle als
Transkriptionsfaktoren unter anderem in Angiogenese und Zellproliferation
[88;114]. HIFs fordern die Aktivierung von Genen, welche an der Progression
und Metastasierung von Malignomen beteiligt sind. Es wurde gezeigt, dass eine
Hypoxie die Invasivitdt und das metastatische Potential von Tumorzellen
erhoht, indem es die Gene reguliert, welche einen Zusammenbruch der
extrazellularen Matrix beginstigen und die Mobilitat und Adhasion von

Tumorzellen kontrollieren [88;115].

Die Transfektion von HIFla fuhrte in allen NSCLC-Zelllinien zu einem
signifikanten Rickgang der Zellzahl. Im Vergleich der Effizienz aller in dieser
Studie verwendeten siRNAs liegt HIF1a-siRNA auf dem vierten Platz. Auf der
molekularen Ebene lasst sich allerdings bei der A549- und der SK-MES-Zelllinie
kein Knockdown feststellen. Bei den restlichen Zelllinien ist ein Knockdown der
Genexpression nachweisbar. Dies impliziert, dass der HIF1a-siRNA mediierte
Knockdown einen Einfluss auf die Zellproliferation in LXF-289, NCI-H- und JL-1-
Zellen hat. Bei Zellen der A549- und SK-MES-Zelllinie kann dies nicht bestatigt
werden. Die Prozedur der Transfektion scheint kaum einen Einfluss auf die
Expression von HIF1a gehabt zu haben, da nach Transfektion von SCR-siRNA
keine signifikant verdnderte Genexpression aufgetreten ist [88]. Auch bei einer
anderen Studie des Labors, die chemoresistente A549-Bronchialkarzinomzellen
verwendet hat, wurde keine signifikante Hemmung der Genexpression bei
gleichzeitiger Reduktion der Zellzahl festgestellt [116]. Einer Gruppe aus den
USA ist es gelungen, den Effekt von HIF1a-siRNA in vivo zu zeigen. Bei

Diskussion 74




Mausen mit einem Glioblastom wurde taglich HIF1a-siRNA intrakranial injiziert.
Nach 50 Tagen war die Tumormasse um 79% geringer als bei den Kontrollen
[117].

Die Transfektion von HIF2a-siRNA fuhrte nur bei der SK-MES und der NCI-H-
Zelllinie zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl. Damit steht HIF2a-siRNA
im Vergleich zu den anderen applizierten siRNAs nur an sechster Stelle. Die
Genexpression konnte allerdings bei allen Zelllinien, bis auf die LXF-289-
Zelllinie, bei mindestens einer Konzentration signifikant reduziert werden. Bei
anderen Studien des Labors, wobei chemoresistente A549-Zellen und
Prostatakarzinomzellen transfiziert wurden, konnte ebenfalls eine Hemmung

der Genexpression mit einer Reduktion der Zellzahl ermittelt werden [110;118].

STAT3 kommt im Korper in zwei Isoformen vor, die eine Gréf3e von 93 kda
(a-Isoform) und von 84 kda (B-Isoform) haben. Es spielt unter anderem in der
Zellproliferation und der Angiogenese eine Rolle, interagiert aber auch mit
anderen Faktoren wie z.B. dem Interleukin-6 [88;119]. In einigen Krebsarten
wurde eine Aktivierung von STAT3 beobachtet, was oft auf eine schlechte
Prognose hindeutet [88;120-123].

Bei allen NSCLC-Zelllinien zeigte die Transfektion eine signifikante Reduktion
der Zellzahl, die auch zu der festgestellten Hemmung der Genexpression passt.
Im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit applizierten siRNAs liegt die
Effizienz von STAT3-siRNA nur auf dem funften Platz. Die Analyse des
Proteinlevels nach Transfektion mit STAT3-siRNA zeigte einen Rickgang des
Proteinlevels von STAT3a und B mit Ausnahme von der
Plattenepithelkarzinomzelllinie bei allen untersuchten Zellen. Dies impliziert,
dass STAT3-siRNA einen spezifischen Knockdown zur Folge hat und dieser
einen antiproliferativen oder apoptotischen Effekt auf die Zellen hat. In weiteren
Studien des Labors, einmal mit chemoresistenten A549-Zellen und einmal mit
Prostatakarzinomzellen, wurden ebenfalls sowohl ein Riickgang der Zellzahl als
auch eine Reduktion der Genexpression ermittelt [110;124]. Auch in Zellen
anderer Krebsarten z.B. eines malignen Melanoms konnten mittels RNAI die

relative Genexpression von STAT3 vermindert werden [125].
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Interessanterweise zeigen die Mischungen verschiedener siRNAs nur in zwei
Fallen zu einer deutlich verbesserten Reduktion der Zellzahl. So stellte sich nur
der Cocktail aus HIF1a- und HIF2a-siRNA als potenter als die einzelne
Transfektion der beiden siRNAs bei der Zelllinie SK-MES heraus. Bei der sehr
sensiblen Zelllinie NCI-H460 war die Mischung aus STAT3- und E2F1-siRNA
etwas potenter als die Transfektion der jeweiligen einzelnen siRNAs. Durch die
Ergebnisse lasst sich darauf schliel3en, dass sich die antiproliferativen Effekte
der siRNAs zwar nicht addieren, aber zumindest verbessern kénnen. Aul3erdem
ist zu beachten, dass der gemeinsame Ansatz von Transfektionskomplexen bei
allen Cocktails eine bessere Reduktion der Zellzahl zur Folge hatte, verglichen
mit einzeln angesetzten siRNA Transfektionskomplexen. (siehe Tab. 19) Der
Effekt von siRNA-Cocktails wurde bisher kaum erforscht. Bei einer anderen
Studie des Labors, in der verschiedene Prostatakarzinomzelllinien mit
Kombinationen verschiedener siRNAs mit den gleichen Konzentrationen wie in
dieser Studie transfiziert wurden, zeigten sich ebenfalls starke Reduktionen der
Zellzahl. Auch hier war die Kombination von Survivin- und E2F1-siRNA
besonders erfolgreich [110]. Bei beiden Studien wurde die Konzentration der
siRNA insgesamt nicht verandert, sodass bei Standardversuchen zur Ermittlung
der Zellzahl 50 nM siRNA und bei Mischungen zweier siRNAs immer 25 nM je
SiRNA verwendet wurden.

In einer aktuellen Studie, die in vitro sSiRNA gegen Bcl-x|, Bcl-2 und Mcl-1einzeln
und als Cocktail an Zervixkarzinom- und Promyelozytenleukdmiezellen
verwendet hat, war die Mischung der siRNAs, im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen, effizienter als die Transfektion der einzelnen siRNAs [126]. Diese
Beobachtung ahnelt der einer anderen Studie, die 20 nM siRNA gegen VEGF
und KSP (Kinesin Spindle Protein) bei Zellen des hepatozellularen Karzinoms

einzeln und zusammen eingesetzt hat [127].

Die Transfektion der SCR-siRNA zeigte je nach Zelllinie unterschiedliche
Ergebnisse. So wurde eine signifikant verminderte Zellzahl bei zwei Zelllinien
(SK-MES und JL-1) gefunden. Im Gegenteil dazu zeigte die
Adenokarzinomzelllinie LXF-289 eine leichte Erhéhung der Zellzahl. Bei der

anderen Adenokarzinomzelllinie A549 sowie dem Grof3zeller NCI-H460
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verzeichnete sich allerdings ein leichter Rickgang. Bei einigen Zelllinien hatte
die Transfektion von SCR-siRNA auch Auswirkungen auf die Genexpression.
Bei den beiden Adenokarzinomzelllinien A549 und LXF-289 ist nach der
Transfektion von 100 nM SCR-siRNA ein statistisch signifikanter Knockdown
der Expression von Survivin zu sehen, was auf eine Ubersattigung der siRNA
hindeuten konnte. Bei A549 ist auch eine signifikante Erhéhung der Expression
von E2F1 sowie eine Erh6hung der Expression vonSTAT3 nach der
Transfektion von 25 nM und 100 nM SCR-siRNA zu verzeichnen. Bei der LXF-
289 Zelllinie zeigte sich aul3erdem eine Reduzierung der Expression von SRF
nach der Transfektion sowohl von 25 nM als auch von 100 nM SCR-siRNA.
Zusatzlich sind bei dieser Zelllinie noch weitere nicht signifikante
Veranderungen der Genexpression zu erkennen. Auch bei der Zelllinie NCI-
H460 sind Reduktionen oder Erh6hungen der Genexpression nach SCR-siRNA
zu sehen, welche aber nicht signifikant sind. Bei der Mesotheliomzelllinie JL-1
zeigten sich ebenfalls, neben einer signifikanten Erhdhung der Genexpression
von E2F1 nach der Transfektion von 100 nM SCR-siRNA, weitere nicht
signifikante Reduktionen oder Erh6hungen von Genexpressionen sowohl nach
der Transfektion von 25 nM als auch von 100 nM SCR-siRNA.

Im Vergleich zu den untransfizierten Zellen hatte die Transfektion von SCR-
siRNA das Proteinlevel von STAT3a und STAT3p bei den Zelllinien A549, LXF-
289 und SK-MES nicht veréandert. Wenn man die Expression der mRNA mit der
Proteinexpression von STAT3 vergleicht, zeigen die NSCLC-Zelllinien eine
Zunahme der mRNA-Expression. Jedoch gab es nur bei der LXF-289-Zelllinie
eine Zunahme der Proteinexpression [88]. Die verwendete SCR-siRNA oder
die Transfektion scheint Stress zu verursachen, welche proliferative oder
antiproliferative Effekte zur Folge hat. In vorangegangenen Studien des Labors
wurden erhdhte oder erniedrigte Expressionen der analysierten Gene nach der
Transfektion mit SCR-siRNA gefunden [128;129]. In den meisten Fallen waren
diese Veranderungen nicht signifikant. Es wird angenommen, dass diese
Expressionsveranderungen von der Transfektion selber stammen und zu einem
Teil von der Interaktion von SCR-siRNA. In einer der Studien des Labors

wurden verschiedene Transfektionsmittel verglichen. Die Ergebnisse zeigten
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weniger und kleinere toxische Effekte mit Interferin im Vergleich zu
Lipofectamine 2°9°® (Invitrogen) [88;130]. Da jedoch die kationische liposomale
Transfektion auf Edocytose basiert, ist jede effiziente Transfektion von
Zellstress begleitet. Dieser Zellstress kann zu einer hoheren Expression von

Faktoren wie z.B. STATS3 fihren, was eine erhdhte Zellzahl zur Folge hat [88].

Auch wenn die SCR-siRNA vom Hersteller auf Off-Target Effekte untersucht
wurde, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass die Sequenz der SCR-
siRNA eine ahnliche Komplementaritat zu den hier gewahlten mRNA Targets
aufweist und es damit zu Reduktionen in der Genexpression fuhrt. Die Firma
Quiagen veroffentlicht die Sequenz der siRNA nicht, so dass ein Vergleich der

Sequenzen nicht moéglich ist.

Die Zellen der SCLC-Zelllinie CPC-N wachsen als Suspensionszellkultur in
grolRen Zellaggregaten. In den ersten Versuchen zeigte sich, dass die
Transfektion dieser Aggregate fast keinen Effekt auf die Genexpression oder
Zellzahl hatte. Es konnte kaum ein Knockdown auf molekularer Ebene
detektiert werden und auch bei der Zellzahl gab es keine Verminderung.

Mit verschiedenen Mitteln wurde versucht, die Zellen erfolgreicher zu
transfizieren. Weder die chemische noch die mechanische Trennung der
Aggregate resultierten in einem Knockdown der Genexpression. Im Gegenteil
wurde eher eine Erhéhung sowohl nach Transfektion von SV-siRNA als auch
von SCR-siRNA beobachtet. Auch die Versuche durch Zentrifugation, Variation
der Inkubationszeit oder die Verwendung einer grol3eren Menge
Transfektionsmittels zeigte kaum eine Verbesserung.

Womdglich ware die Anwendung mit fluoreszenter siRNA von Vorteil gewesen.
Damit hatte man zunachst die Aufnahme der siRNAs in die Zelle verfolgen
konnen. Wenn diese optimiert wirde, ware ein Knockdown und eine Reduktion

der Zellzahl zu erwarten.
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4.1. Ausblick

Die Transfektion mit sSiRNA hatte in dieser Studie unterschiedlich ausgepragte
Reduktionen von Genexpression und Zellzahl zur Folge. Besonders ausgepragt
war die Zellzahlreduktion bei der Zelllinie NCI-H460. Hier gibt es ein
hervorragendes Potential mit der RNA Interferenz grof3e Effekte zu erzielen.
Auch bei den Ubrigen Zelllinien liel3 sich die Zellzahl stark reduzieren.

Bei den applizierten siRNAs hatte Survivin-siRNA den gro3ten Effekt auf die
Zellzahl, die anderen siRNAs hatten ebenfalls gute Effekte zur Folge.

Es wurde aul3erdem gezeigt, dass die Subtypen untereinander, aber auch
innerhalb eines Subtyps Unterschiede auf das siRNA Ansprechen zeigten.

Damit ist ein erster Schritt in Richtung personalisierter Medizin gelungen

Als langfristiges Ziel in der Zukunft soll es méglich werden, den Patienten
Biopsien der Tumore zu entnehmen, diese in Hinblick auf die Subtypen zu
klassifizieren und dazu die potentesten siRNAs zu verabreichen.

Dies erfordert jedoch sehr viel Arbeit, Gewebebanken, siRNA-Bibliotheken,

Verbesserung der Effizienz der in vivo Applikation usw.

Zurzeit ist der Stand, dass in vitro die siRNA mit kationischen Lipiden direkt
appliziert werden kann. Eine in vivo Anwendung mit diesen
Transfektionskomplexen ist jedoch nicht effizient und fihrt zu einer
Akkumulation der siRNAs in Leber, Milz und Niere. Die Transfektion muss
daher entweder lokal am Tumor erfolgen, oder die Transfektionskomplexe
besitzen ein zielgerichtetes Targeting mit Hilfe von Antikérpern, Peptiden oder
Aptameren, die spezifisch an Tumorzellen binden. Ein weiterer Nachteil der
siRNA-Therapie ist der zeitlich begrenzte Effekt.

Das bedeutet, dass in einem therapeutischen Ansatz zunéchst wegen der
Halbwertszeit der siRNAs die Applikation wiederholt werden misste. Dann gibt
es Transkriptionsfaktoren wie STAT3, die standig produziert werden. Dabei ist
der siRNA-Effekt in sich schnell teilenden Krebszellen auf Grund der dabei
entstehenden Verdinnung der siRNA, limitiert.
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In einem therapeutischen Ansatz misste man also die siRNA regelmalig

applizieren, um das Proteinlevel von STAT3 signifikant zu reduzieren [88].

Eine mogliche Form der in vivo Applikation stellt eine isolierte Perfusion der
Lunge unter Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine, z.B. im Rahmen von
thoraxchirurgischen Operationen, dar. Mit dieser wéare es auch mdglich, die

Akkumulation der siRNA in anderen Organen zu vermeiden.

Aber auch in Zukunft sollte weiterhin ein multimodales Therapiekonzept verfolgt
werden. Die Anwendung der siRNA stellt unter anderem auf Grund der oben
genannten Faktoren eine adjuvante Alternative dar und ist daher nicht als

Monotherapie geeignet.

Die aktuellen Daten suggerieren, dass die personalisierte Therapie eine
Voraussetzung fur einen effektiven Kampf gegen Bronchialkarzinom und
Pleuramesotheliom ist. Individuelles Gensilencing spezieller krebsrelevanter
Zielgene konnte eine vielversprechende neue Strategie, vor allem von
Chemotherapie resistenten Tumoren werden [131;132]. AulRerdem legen die
Ergebnisse der Arbeit nah, dass wenn der richtige Faktor in der korrekten
Konzentration ausgewahlt und ein sicherer Weg der klinischen Applikation
gefunden wird, die RNAi eine mdgliche neue adjuvante Methode einer

multimodalen Krebstherapie sein kénnte.

Diskussion 80




5. Zusammenfassung

Mit weltweit Uber 1,5 Millionen Todesfallen pro Jahr ist das Bronchialkarzinom
ein haufig auftretendes und gleichzeitig aggressives Malignom. Eine spate
Diagnose und limitierte Therapiemdglichkeiten sind die Hauptursachen dafr,
dass die Prognose, trotz neuer Therapieansatze, oft immer noch schlecht ist.
Auch beim seltener auftretenden Pleuramesotheliom ist die Prognose schlecht
mit limitierten Therapiemdglichkeiten. Dies sind wichtige Grunde, warum bei
beiden Krankheitsbildern dringend neue Therapien bendtigt werden.

Ein Ansatz kdnnte eine RNA-Interferenz vermittelte Hemmung bestimmter, fur
die Tumorzelle wichtiger Proteine darstellen. So gibt es bereits Studien, die
SiRNA als Therapie gegen verschiedene Krankheitsbilder aus diversen
medizinischen Fachbereichen testen. In dieser Arbeit wurden mit SRF-SiRNA,
Survivin-siRNA, HIF1a-siRNA, HIF2a-siRNA, E2F1-siRNA und STAT3-siRNA
siRNAs appliziert, die die Bildung von Proteinen inhibieren, welche an der
Zellproliferation und Wachstum beteiligt sind.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen der Genexpression und der Zellzahl ein
unterschiedliches Verhalten der verschiedenen Zelllinien auf die Transfektion
mit den siRNAs, selbst wenn der gleiche histologische Subtyp vorlag. Die
Grol3zellige Bronchialkarzinomzelllinie NCI-H640 reagierte auf den SiRNA
vermittelten Knockdown mit der grofdten Reduktion der Zellzahl. Der
Knockdown von Survivin reduzierte die Zellzahl bei allen Zelllinien am
wirksamsten.

Als langfristiges Ziel steht die Behandlung von Patienten mit siRNA, die an
einem Bronchialkarzinom oder einem MPM leiden. Dafir missen die Effekte
einer Therapie mittels RNAI in vivo gepruft werden. Unsere in vitro Ergebnisse
legen allerdings nah, dass mit der richtigen siRNA in der idealen Konzentration,

grol3e Effekte erzielt werden kdnnten.

In allem suggeriert diese Arbeit, dass eine personalisierte, multimodale

Therapie zur Verbesserung des Uberlebens unerlasslich ist. So kénnte der
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Einsatz von siRNA vor allem Patienten in fortgeschrittenen Stadien oder mit
chemoresistenten Tumoren als alternative adjuvante oder neoadjuvante

Therapie, z.B. in Form einer isolierten Lungenperfusion, von gro3em Nutzen

sein.
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