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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Experiment in der Wissenschaft

Das Experiment ist unzweifelhaft ein zentraler Baustein der Wissenschaft im
Allgemeinen und der Naturwissenschaften im Besonderen. Zuvor erfolgt die
Problemerkennung und -beschreibung, sowie die Formulierung einer Hypothese, welche
mittels des Experiments Uberprift werden kann. Anschliefend werden die erwarteten
Ergebnisse notiert. Erst zu diesem Zeitpunkt wird das Experiment durchgefihrt und die
nun erhaltenen Ergebnisse beobachtet und vermerkt. Dabei stellen die gewonnenen Daten
die Grundlage fiir die Schlussfolgerungen und die Beantwortung von Fragestellungen und
Hypothesen dar. Die zu falsifizierenden Hypothesen sind dabei in einen
wissenschaftlichen Diskurs eingebettet oder bietet den Boden fiir den neuen
beziehungsweise  weiterflhrenden  Diskurs.  Experimente, die zu einem
wissenschaftlichen Mehrgewinn flihren sollen, mussen hierbei sorgsam geplant sein,
wobei die Positiv- und Negativkontrollen des jeweiligen Experiments von elementarer
Bedeutung sind. Sie definieren die jeweilige Grundlinie, ohne welche die erhobenen
Daten in einem koordinatenlosen Raum hangen und sich weder analysieren oder
bewerten, geschweige denn verwenden lassen. Letztlich sind Daten ohne diese Grundlinie
und die daraus erwachsenden Erkenntnisse nur vermeintliche Erkenntnisse und sind ohne

wissenschaftlichen Wert.

1.2 RNA-Interferenz

1.2.1 Der Mechanismus der RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein wichtiger sequenzabhangiger post-transkriptioneller
Mechanismus der Gen-Stilllegung (PTGS), im Englischen ,gene silencing®, in
eukaryotischen Zellen. Diese sequenzspezifische Methode spielt sowohl in pflanzlichen,
tierischen wie auch menschlichen Zellen eine wichtige Rolle. Erstmals wurde dieser
Mechanismus in Pflanzen [1, 2] beobachtet und kurz darauf stichhaltig im Fadenwurm
(Nematoden) Caenorhabditis elegans von Andrew Z. Fire und Craig C. Mello mittels
einer doppelstrangigen RNA-Sequenz (dsRNA) beschrieben [3].

In eukaryotischen Zellen wird der RNAi-Mechanismus durch die Spaltung der langen

dsRNA, die bis zu mehreren Hundert Basen umfasst, initiiert. Es wird hierbei davon
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ausgegangen, dass dsRNA-Strange naturlicherweise bei der zufélligen Integration von
genetischem Fremdmaterial in der Zelle entstehen (endogener Ursprung) [4], wobei sie
auch kunstlich, zu Forschungszwecken wie beim Experiment von A. Fire und C. Mello,
in die Zelle gebracht werden kénnen (exogener Ursprung) [3]. Die Spaltung der dsSRNA
wird durch eine Endoribonuklease aus der Ribonuklease- (RNase-)IlI-Familie, den
sogenannten Dicer, vollzogen [5, 6]. Die entstandenen kurzen doppelstrangigen RNA-
Fragmente mit einer Lange von rund 21-25 Nukleotiden sind unter der Bezeichnung
,.Kleine interferierende RNA-Fragmente®, im englischen siRNAs, bekannt. Sie haben eine
Helix-Struktur, bei der jeweils an den 3"-Enden zwei Basen freiliegen und folglich keine
komplementéren Pendants aufweisen (Abbildung 1A). Neben dsRNA-Strangen kénnen
auch sogenannte ,small hairpin  RNAs“ (ShRNASs), biochemisch synthetisierte
haarnadelartige Strukturen, als Ursprung der siRNAs dienen [7]. Hierbei wird die ShRNA
zunéchst im Zellkern durch die Polymerase Il oder Il transkribiert und mithilfe des
Enzymkomplexes aus Drosha, einer RNAse Ill, und Pasha (DGCRS8), einem RNA
bindenden Protein, zur pra-shRNA weiterprozessiert. Diese wird aus dem Zellkern mit
Exoportin-5 in das Zytoplasma ausgeschleust, in welchem die pra-shRNA, analog zur
dsRNA, mittels Dicer in die siRNA gespalten wird [8, 9] (nicht in Abbildung 1B
dargestellt).

Die siRNAs haben nach dem Spaltungsprozess aus der dsRNA oder shRNA eine
freiliegende OH-Gruppe an den 5°-Enden. Um spéter in den ,,RNA-induced silencing
complex‘ (RISC) aufgenommen zu werden und fiir eine effiziente Spaltung der mMRNA
sorgen zu konnen, ist die Phosphorylierung der 5°-Enden, durchgefiihrt von der im
Zytosol vorkommenden RNA-Kinase Clpl, zundchst essenziell [10, 11]. Die SiRNAs
werden im Modelorganismus Drosophila melanogaster anschlieRend mittels des Dicer 2
und des R2D2-Proteins, welches eine doppelstrdngige RNA-Bindungsdoméane aufweist,
an das Argonautenprotein 2 (Ago2) ubergeben [12]. Dicer 2, das R2D2-Protein sowie
Agoz2 bilden hierbei zusammen den RISC-ladenden Komplex (RLC) [13]. Demgegeniiber
besteht der RLC in Saugetierzellen aus Ago2, dem Dicer und dem ,,trans-activation
response element (TAR)“-RNA-bindenden Protein (TRBP) [14-16] (Abbildung 1B).
Wahrend dieses Schrittes — dem Ubergeben der siRNA — wird die jeweilige siRNA vom
RLC entwunden. Dies geschieht bei humanen Zellen allen Anschein nach unter der
Zuhilfenahme der RNA-Helikase A, welche als Cofaktor beim Beladen des RISC fungiert
und teilweise dem humanen RLC zugerechnet wird [17, 18].
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Abbildung 1: siRNA und RNAi-Mechanismus

A) Schematische Darstellung einer siRNA. siRNAs sind doppelstrangige Strukturen, welche eine 19
Nukleotide umfassende Helix bilden und an den 3"-Enden jeweils zwei freiliegende Basen aufweisen. Die
Seed-Region, ausgehend vom 5”-Ende, belauft sich von Position 2 bis Position 8 des Antisense-Strangs, an
die sich die Spaltstelle, dargestellt als roter Pfeilkopf, zwischen Position 10 und 11 anschlief3t.
B) RNAi-Mechanismus in Saugetierzellen. Den ersten Schritt stellt die Einbringung der dsRNA oder
SshRNA und anschlieBende Prozessierung mittels Dicer oder die direkte Einbringung einer siRNA in die
Zelle dar. Die siRNA wird mittels RLC, bestehend aus Dicer, TRBP und Ago2, in Ago2 gebunden. Das
beladene Ago2 dissoziiert vom restlichen RLC und trennt die SiRNA in Sense- und Antisense-Strang, wobei
der Sense-Strang gespalten wird und der Antisense-Strang in Ago2 verbleibt. Gemeinsam bilden Ago2 und
der Antisense-Strang den RISC. Der Antisense-Strang stellt nun die Bindungsstelle fiir die komplementére
MRNA dar, welche durch Ago2 gespalten wird. Hierbei ist die Gen-Stilllegung mittels siRNA als zeitlich
kirzer — im Vergleich zur Gen-Stilllegung durch die in den Zellkern gebrachten shRNA —anzusehen.
Abkurzungen: dsRNA: doppelstrangige RNA, shRNA: small hairpin RNA, siRNA: small interfering
RNA, RLC: RISC-ladender Komplex, TRBP: trans-activation response element- (TAR-) RNA-bindendes
Protein, Ago2: Argonautenprotein 2, RISC: RNA-induced silencing Komplex, mRNA: messenger-RNA.

Daraufhin dissoziiert das beladene Ago2-Protein vom restlichen RLC [14], und der
Leitstrang (Antisense-Strang) und der komplementédre Strang (Sense-Strang) werden
getrennt, wobei der Sense-Strang kurz darauf durch Ago2 gespalten wird [19]. Die
Spaltung des Sense-Strangs wird Ago2 durch eine Proteindoméne, die der Ribonuklease
H gleicht, ermdglicht [20]. Ago2 ist hierbei eine Endonuklease und bildet nun gemeinsam

mit weiteren Proteinen und dem Leitstrang der siRNA den RISC. Im sich anschlieRenden
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Prozess dient der Leitstrang im RISC als Matrize und entscheidet tUber seine Sequenz,
welche der komplementéren messenger-RNAs (mMRNA) im RISC gebunden und darauf
folgend gespalten und abgebaut werden [21]. Fir die Bindung der jeweiligen mMRNA im
RISC ist entgegen anféanglicher Annahmen nicht die gesamte Basensequenz und damit
jede Nukleotidposition des Leitstrangs gleich entscheidend. Die sogenannte ,seed
sequence* des Leitstranges, auch Seed-Region genannt, stellt die Schliisselstruktur der
Interaktion zwischen mMRNA und RISC dar [22, 23]. Diese Seed-Region des Antisense-
Stranges findet sich — ausgehend vom 5°-Ende — von Position 2 bis 7 beziehungsweise
von Position 2 bis 8 [24] (Abbildung 1A). Diese Sequenz der 6 beziehungsweise 7
Nukleotide der Seed-Region des Leitstrangs werden in der Literatur als Hexa-
beziehungsweise Heptamer bezeichnet [25]. Die Seed-Region scheint zudem nochmals
in zwei Funktionsuntereinheiten — erste Untereinheit (Nukleotidpositionen 2-5) und
zweite Untereinheit (Nukleotidpositionen 6-7) — unterteilen zu sein (s. Kapitel 1.2.5.2)
[26]. Uber die Seed-Region des Antisense-Stranges wird die komplementiare mRNA an
ihrer 3"-untranslatierten Region (UTR) erkannt und gebunden. Hierbei ist die (nahezu)
perfekte Komplementaritat zwischen Seed-Region und der 3"-UTR der mRNA essenziell,
wodurch dem oben genannten Ago2 erst die Spaltung der mMRNA ermdglicht wird [27].
Die Spaltstelle ist dabei zwischen den Positionen 10 und 11 des Leitstranges, ausgehend
vom 5°-Ende, lokalisiert [4, 28]. Die mMRNA steht in der Folge fur die Translation nicht
mehr zur Verflgung. Die Kkodierten Proteine werden nur noch vermindert

beziehungsweise kaum exprimiert.

1.2.2 Endogene kurze RNA-Sequenzen

Neben den exogenen RNA-Molekillen dsRNA, siRNA und shRNA (bernehmen
endogene RNA-Molekiile, sogenannte microRNAs (miRNA), neben Piwi-interagierende
RNA (piRNA) und anderen Vertreter [29], Uber die RNAI wichtige Funktionen der Zelle
(s. Kapitel 1.2.3). Der Prozess, der in Kapitel 1.2.1. in Zusammenhang mit den shRNAs
beschrieben wurde und von diesen verwendet wird, ist urspringlich der nattrliche
Reifungsweg der miRNA. Die transkribierte pri-miRNA wird unter Zuhilfenahme des
oben erwahnten Enzymkomplexes von Drosha und DGCRS8 zur pr&-miRNA prozessiert.
Anschlieend gelangt die pr&-miRNA, analog zur pra-shRNA, mittels Exoportin-5 ins
Zytoplasma, in welchem sie schlussendlich Dicer-abhangig in reife miRNA gespalten
[30] und mittels RLC in den RISC eingeschleust wird. Hierbei scheint dies in Drosophila
melanogaster durch Dicer 1 und nicht wie bei SiRNAs Dicer 2 vermittelt zu sein [31].

4
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Die Gen-Stilllegung erfolgt bei den miRNAs entweder, wie bei den siRNAs, tber die
komplementére Bindung der mRNA an die Seed-Region des Leitstrangs der miRNA und
der sich anschliefenden Spaltung der mRNA, oder, bei einer weniger komplementaren
Bindung zwischen miRNA und mRNA, durch einer Blockierung der Translation [32].
Die oben erwahnten piRNAs sind kurze RNA-Sequenzen in Keimzellen mit einer Lange
von 24 bis 31 Nukleotiden (nt), welche an Piwi-Proteine, die zu der Familie der
Argonautenproteinen gehdren, binden und die Integritit der Keimbahngenoms

gewadhrleisten [33].

1.2.3 Biologische Relevanz der RNA-Interferenz

Aus evolutionérer Sicht wird davon ausgegangen, dass der Mechanismus der RNAI ein
sehr alter Zellmechanismus ist. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestiitzt, dass er
in verschiedensten Spezies, in Pflanzen, Tieren und Menschen, aber auch in Fadenpilzen
und Insekten, vorkommt [4, 34, 35]. Die RNAI erflllt mehrere Funktionen fir die Zelle.
Erstens kommt die RNAIi bei der Virusabwehr auf zelluldrer Ebene als Teil des
angeborenen Immunsystems zum Tragen. Dies gilt insbesondere bei Pflanzen als
gesichert, wohingegen dies in humanen Zellen noch nicht abschlieBend gekléart ist. Die
Zellen beziehungsweise deren Prozesse werden vor genetischem Fremdmaterial, dSSRNAs
sowie einzelstrangiger RNA (ssRNA), durch die RNAI geschiitzt [36]. Zweitens dient die
RNAI zur Kontrolle von Transposonen, laienhaft oft als ,,springende Gene* bezeichnet
[37]. Beispielsweise dienen die oben erwahnten piRNAs in Zellen der Keimbahn zur
Transposonenkontrolle und stellen die Integritdt des Genoms sicher [33]. Als dritter
Anwendungsbereich der RNAI muss die Genexpression erwahnt werden. Mittels miRNA
und piRNA wird die Expression von bis zu einem Drittel der Gene in Saugetierzellen mit
beeinflusst [32, 38]. Insbesondere Entwicklungsprozesse werden uber genregulatorische
Mechanismen der RNAI entscheidend beeinflusst [39]. Beispielshalber unterliegt der
Zellzyklus verschiedener Stammzellen regulatorischen Mechanismen, vermittelt durch
die RNAI [40]. Ein weiteres Beispiel ware die Beeinflussung der Spermatogenese durch
mMiRNAs sowie piRNAs mittels RNAI [41]. AbschlieRend kann zudem gesagt werden,
dass der Mechanismus der RNAI bei verschiedenen Tumorentitdten eine nicht
unerhebliche Rolle zu spielen scheint [39].
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1.2.4 Bedeutung der RNA-Interferenz in der Forschung

Die erste erfolgreiche Transfektion einer Sdugetierzelle im Labor ebnete den Weg zur
Etablierung der RNAI. In gewisser Weise stellt sie die Weiterentwicklung der bereits
etablierten Antisense-Oligonukleotid-Technologie dar und gilt als wichtigste Alternative
zu der Technologie der transgenen Modelorganismen. Letzteres ist eine sehr zeit- und
ressourcenaufwendige Methode, um mittels mehrstufiger Kreuzung von Méusen und
Mausstammen Modelltiere zu erhalten, in denen einzelne Gene ausgeschaltet sind. Um
die Funktion dieser Gene zu entschlisseln konnen mittels der Methode der RNAI diese
einzelnen Gene jedoch schneller, kostengunstiger und dennoch spezifisch ausgeschaltet
werden. Die RNAI legt die Gene, im Gegensatz zu den transgen Modelltieren, bei denen
eine vollstandige und dauerhafte Gen-Stilllegung (Knockout) besteht, nur zeitweise und
unvollstandig still (Knockdown). Hierfur wird eine siRNA aufgrund des gew(inschten
On-Target-Effekts — gezielter Abbau einer mRNA — fiir den Knockdown eines Zielgens
ausgewahlt und verwendet. Hierbei gilt diese siRNA als ,,nicht inert und wird in der
Literatur als solche bezeichnet. ,,Nicht inerte*, fiir den Knockdown verwendete, sSiRNAs

werden im weiteren Text lediglich als sSiRNAs bezeichnet.

Die Methode der RNAI erfahrt sowohl bei in vitro- als auch in vivo-Experimenten breite
Anwendung. Insbesondere in der Tumorforschung ist dieser Ansatz weiterhin von
herausragender Bedeutung. Sie fuhrt zur effizienteren Entwicklung neuer Medikamente
[42], erweitert den Anwendungsbereich bestehender Medikamente [43] und dient als
Grundlage fur neuartige Gentherapien [42, 44, 45]. Trotz der weiten Verbreitung und
standardméaiigen Verwendung dieser Technologie ist sie, wie alle Methoden,

Einschrankungen unterworfen [46].
1.2.5 Problematiken der Methode der RNA-Interferenz

1.2.5.1 Interferon-Reaktion von transfizierten Zellen

Nur drei Jahre nachdem die US-Wissenschaftler A. Z. Fire und C. C. Mello, wie eingangs
erwahnt, den Mechanismus der RNAI entdeckten und beschrieben, wurde die erste
synthetische siRNA in Saugetierzelllinien transfiziert [47]. Nur ein Jahr spater gelang die
erste erfolgreiche siRNA-Bereitstellung in Mdusen in vivo [48]. Dies geschah vor dem
Hintergrund, dass die urspringlich verwendeten dsRNAs, welche in eine Vielzahl von
eukaryotischen Lebensformen, beispielsweise in die Modelorganismen C. elegans oder

D. melanogaster [28], erfolgreich transfiziert werden konnten, in Abgrenzung dazu in
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Sdugetierzellen eine unspezifische Interferon- (INF-) Antwort hervorriefen. Die dsSRNA
wurden hierbei als ,,pathogen-associated molecular patterns“ (PAMPs) erkannt. Die
Rezeptoren, die zur Erkennung dieser PAMPs, im Englischen ,,pattern recognition
receptors® (PRRs), dienen, sind einmal die verschiedenen Helikasen der Familie der RIG-
I-&hnlichen-Rezeptoren (RLRS), zu der unter anderem das ,,retinoic acid-inducible gene
I (RIG-1), das ,,melanoma differentiation-associated protein 5 (MDAS5) und ,,laboratory
of genetics-physiology 2 (LGP2) zéhlen [49, 50], sowie der Toll-like-Rezeptor-3 (TLR-
3) [51, 52] und der Toll-like-Rezeptor 7 (TLR-7) [53].

INF fuhrt unter anderem auch zur Aktivierung der Proteinkinase R (PKR), welche tber
Phosphorylierungsprozesse die Proteinsynthese vermindert und die Zellapoptose
induziert [50, 54, 55]. Die PKR kann daruber hinaus auch ohne INF tber ihre inharente
dsRNA-Bindungsstelle direkt von einer dsRNA aktiviert werden [56] und mindet
konsekutiv in die soeben genannten Endstrecke. Die Ursache fir die zellulare INF-
Antwort liegt in der Lange der dsSRNA, wobei eine Lange von lber 30 Basenpaaren (bp)
hierbei als kritisch angesehen wird [57]. Mit der Verwendung der kiirzeren siRNAs, die
21 bp umfassen, galt das Problem der INF-Antwort aber nur fiir kurze Zeit als behoben,
da auch die kirzeren siRNAs Uber den sogenannten ,,Januskinase—Signal Transducers
and Activators of Transcription-“ (JAK-STAT-)Signalweg und die PKR eine INF- und
Zytokin-Antwort hervorrufen [58]. Zudem zeigte sich in plasmazytoiden dendritischen
Zellen (pDCs), vermittelt tiber den TLR-7, ebenfalls eine unspezifische INF-Reaktion
[53]. Die Grundlage fir diese Reaktion lag in der Sequenz der primar verwendeten
Sequenzen der siRNAs. Diese enthielten immunmodulatorische Muster in Form von
spezifischer Basensequenzen am 3"-Ende [59], welche Uber TLR erkannt werden. Durch
Vermeidung dieser Sequenzmotive kann die INF- und Zytokin-Antwort vermieden
werden. Diese INF-Antwort z&hlt mit zu den nicht targetspezifischen — zielspezifischen
— Effekten, ,,Off-Target-Effekte genannt.

1.2.5.2 Nicht targetspezifische Effekte von siRNAs

Die nicht targetspezifischen Effekte, die Off-Target-Effekte, sind fur die
Einschrankungen der siRNAs verantwortlich und koénnen in strangabhé&ngige und
sequenzabhangige Effekte unterteilt werden. Die Unterteilung ist nicht als absolut zu

betrachten und dient hier lediglich als Ristzeug, um die Problematiken zu erortern.
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Bei Ersteren, den strangabhangigen Effekten, besteht die Moglichkeit, dass nicht der
Antisense-Strang der siRNA in den RISC inkorporiert wird, sondern der Sense-Strang,
welcher dann folglich als ,.falsche® Matrize fungiert und damit zu den Off-Target-
Effekten fuhrt (Abbildung 2A).
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Abbildung 2: Off-Target-Effekte

A) Strangabhangiger Off-Target-Effekt. Auswahl des Sense- (in grau dargestellt) anstatt des Antisense-
Stranges (in dunkelblau dargestellt) der siRNA und Inkorporation in den RISC und damit Verwendung
einer falschen Matrize durch Ago2 (gruner Kreis). Damit einher geht die Spaltung einer nicht
beabsichtigten mRNA. B) Sequenzabhangiger Off-Target-Effekt. Der Antisense-Strang (in dunkelblau
dargestellt) flhrt wegen seiner nicht spezifischen Sequenz in seiner Seed-Region zur Bindung von, mit der
gleichen Basensequenz in der 3"-UTR (in hellblau dargestellt) ausgestatteten, unterschiedlichen mRNAs
und schlussendlich zu ihrem Abbau. (Ago2 nicht dargestellt.) C) miRNA-&hnlicher Off-Target-Effekt
im 3"-UTR. Bindung der mRNA durch den Antisense-Strang. Die siRNA fungiert als miRNA und fiihrt
entweder zur Spaltung (bei vollstdndig komplementéren Basensequenzen der mRNA) oder zur Blockierung
(bei nicht vollstandig komplementaren Basensequenzen) der Translation. (Ago2 nicht dargestellt.)
D) miRNA-ahnlicher Off-target-Effekt in der kodierenden Region. Bindung der mRNA durch den
Antisense-Strang, bei der die sSiRNA als miRNA fungiert und entweder zur Spaltung der mRNA oder zur
Blockierung der Translation fuihrt. (Ago2 nicht dargestellt.) Abkirzungen: siRNA: small interfering RNA,
RISC: RNA-induced silencing complex, Ago2: Argonautenprotein 2, mMRNA: messenger-RNA, 3 -UTR:

3"-untranslatierte Region, miRNA: microRNA.
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Der maligebliche Mechanismus, der die Auswahl des Stranges bedingt, bleibt weiterhin
unverstanden [60], jedoch spielt die unterschiedliche thermodynamische Stabilitat der
beiden Strdnge eine Rolle. Hiernach wird der Strang mit der geringeren
thermodynamischen Stabilitat am 5" -Ende fur die Internalisierung in den RISC préferiert.
In Taufliegen, der Familie der Drosophila, konnte beobachtet werden, dass die
thermodynamischen Unterschiede zwischen den Strdngen von RLC-Bestandteilen,
bestehend aus dem Dicer 2 und der R2D2, erkannt werden. Der Dicer 2 bindet hierbei an
den instabileren und R2D2 an den stabileren Strang. [13, 61, 62]. In humanen Zellen
werden unterschiedliche Mdglichkeiten beobachtet. Ob das TRBP alleinig fur die
Erkennung der Asymmetrie verantwortlich ist [63], oder ob es eines komplexeren
Zusammenspiels von TRBP, Dicer und Ago2 bedarf [64], ist weiterhin Gegenstand
wissenschaftlichen Diskurses. Flr den Auswahlprozess des Stranges der siRNA scheinen
neben der thermodynamischen Stabilitat [65] auch ein niedriger Gehalt an den Basen
Guanin (G) und Cytosin (C), wenige invertierte Wiederholungen, sogenannte ,,inverted
repeats®, sowie das Auftreten von bestimmten Basen an den Positionen 3, 10, 13 sowie
19 am Sense-Strang von Bedeutung zu sein [66]. Bei den sequenzabhédngigen Effekten
sind die immunologischen Effekte (s. vorangegangenes Kapitel.2.5.1) zu benennen, bei
der siRNAs vom angeborenen Immunsystem der Zellen als PAMPs erkannt werden [67].
Der Mechanismus, der in Kapitel 1.2.5.1 erwéhnt wurde, dient der Zelle im Falle einer
Virusinfektion, bei der das Virus versucht, seine genetische Information in Form einer
einzel- oder doppelstrangigen Nukleotidsequenz in die Zelle einzuschleusen, zur
Erkennung und zur Abwehr des Erregers.

Ein weiterer Grund fiir die sequenzabhangigen, nicht targetspezifischen Effekte liegt in
der unterschiedlichen Hé&ufigkeit, mit der einzelne Basensequenzen der 3"-UTR der
MRNASs vorkommen, begriindet. Diese gleichen Sequenzabschnitte bilden das jeweilige
Pendant zu den Hexa- oder Heptameren der Seed-Region des Antisense-Strangs. Hierbei
werden die hdufiger vorkommenden Basensequenzen der 3"-UTR des Transkriptoms
mittels der komplementdren Sequenz der Seed-Region — Hexa- beziehungsweise
Heptamer — des Antisense-Stranges der siRNA im RISC gebunden und mittels Ago2
gespalten. Praziser formuliert: Eine SiRNA kann Gber ihre Seed-Region unterschiedliche
mRNAs aufgrund gleicher Sequenzabschnitte in der 3"-UTR binden und zu deren
Spaltung fuhren (Abbildung 2B). Die so unbeabsichtigterweise, neben der Target-mRNA,
abgebauten nicht-Target-mRNAs entsprechen den Off-Target-Effekten. Abschlielend



Einleitung

kann konstatiert werden, dass siRNAs, welche mittels ihrer Seed-Region eine dieser
haufiger vorkommenden Basensequenzen der 3" -UTR der mRNAs binden, auch vermehrt
zu Off-Target-Effekten fiihren [25, 68, 69].

Dariuiber hinaus kann es auch zu Off-Target-Effekten kommen, wenn es Uber die Seed-
Region des Leitstrangs der siRNA hinaus zu Bindungen zwischen dem Leitstrang der
SiRNA und der 3"-UTR (Abbildung 2C) oder innerhalb der kodierenden Region
(Abbildung 2D) [70, 71] der mRNA kommt. Dies geschieht analog zum Pfad der
endogenen miRNA, der ebenfalls zur Stilllegung von Transkripten fihren kann [30, 72,
73], weshalb dieser Effekt in der Fachliteratur auch als ,,miRNA-like off-target effect
bezeichnet wird [74]. Hierbei kdnnen zwei verschieden Mechanismen unterschieden
werden. Bei nicht perfekt komplementaren Basenpaarsequenzen kommt es lediglich zur
Hemmung der Translation [70], ohne dass die mMRNA gespalten wird. Bei einer perfekten
Bindung zwischen den beiden Nukleotidsequenzen, Antisense-Strang der siRNA und
MRNA, kommt es als zweite Mdoglichkeit durch Ago2 zur Spaltung und damit zur
Degradierung der gebundenen mRNA [75]. Dieser endogene Pfad der miRNAs (s.
Kapitel 1.2.2) kann ebenfalls bei ShRNA-Interventionen zu Off-Target-Effekten fiihren,
wie beispielhaft beobachtet im verdnderten Migrationsverhalten von Neuronen des
Cortexes in Wildtyp-Mausen [76].

1.3 Optimierung und Entwerfen einer siRNA

Die Erfahrungen, dass die in der Forschung verwendeten siRNAs nicht, wie anfangs
gedacht, vollkommen spezifische Effekte, die On-Target-Effekte, aufweisen, haben zu
bestimmten Modifikationen in der Struktur der synthetisierten siRNAs gefiihrt, um die
nichtspezifischen Effekte, die Off-Target-Effekte, zu reduzieren. Eine Strategie
beschaftigt sich mit dem Riickgrat der sSiRNAs und deren moglichen Modifikationen. Mit
einer 2°-O-Methyl-Gruppe (2 -OMe) an der Position 2, ausgehend vom 5°-Ende, des
Leitstrangs lassen sich beispielsweise die Off-Target-Effekte reduzieren [77]. Auch ein
zusétzliches Nukleotid, welches zwischen die Position eins und zwei inseriert wird und
darlber zu einer blasendhnlichen Struktur fuhrt, zieht ebenfalls eine Reduzierung der Off-
Target-Effekte nach sich, ohne dass der gewollte Effekt, der On-Target-Effekt, an
Effizienz einbift [78]. Auch chemische Modifizierungen der Seed-Region mittels 2"-
OMe, Phosphorthioaten (PS) oder sogenannten ,,locked nucleic acids“ (LNAs) sowie

mittels 7-Ethynyl-8-aza-7-deazaadenosin (7-EAA) flhren zu einer Verringerung der Off-
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Target-Effekte [79, 80]. Hierbei ist die Position der Modifikation, aufgrund der zwei
Funktionsuntereinheiten (s. Kapitel 1.2.1) jedoch nicht trivial. Beispielsweise scheinen
2"-OMe Modifikationen in den Positionen 2 bis 5 der Seed Region wichtig fir die
Vermeidung der Off-Target-Effekte zu sein, wahrend Modifikationen mittels 2"-OMe an
den Positionen 6 bis 8 der Seed-Region zu einer Verstarkung sowohl der Off- als auch
der On-Target-Effekten fuhren (s. Kapitel 1.2.1) [26].

Auch die Zusammensetzung der sich an die Seed-Region anschlieenden Sequenz ist von
Bedeutung. Eine Sequenz mit einem hohen Gehalt an G und C von den Positionen 8 bis
15 des Leitstranges verursacht ebenfalls weniger ausgepréagte Off-Target-Effekte [81]. In
Kapitel 1.2.5.2, in dem der Auswahlprozess des in den RISC zu inkorporierenden
Stranges dargelegt wird, wird bereits auf den G- und C-Gehalt eingegangen. Dort wird
der Gehalt des gesamten Stranges beziffert, wohingegen hier nur der Gehalt eines
Ausschnitts des Stranges benannt wird. Zusammengefasst bedeutet dies, dass es glinstig
ist, wenn die gesamte Sequenz des Leitstranges wenig G und C enthalt, jedoch nicht auf
die Positionen 8 bis 15 bezogen. Zudem fiihrte das Vermeiden des toxischen 4-
Basenpaar-Motivs UGGC zu besserer Zellvertraglichkeit [82].

Verschiedene Datenbanken [83, 84] und Algorithmen [85, 86] haben sich in den letzten
Jahren etabliert. Diese ermdglichen das Entwerfen neuer siRNAs mit weniger und
schwécher ausgepragten Off-Target-Effekten. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Off-Target-Effekte starker konzentrationsabhangig sind als die eigentlich beabsichtigte
Gen-Stilllegung. [65, 87]. Um die Off-Target-Effekte zu minimieren, sollte somit die
Dosis der applizierten siRNA maglichst niedrig gewahlt werden und in den Uberlegungen

und in der Planung der RNAI-Experimente berlcksichtigt werden.

1.4 Transfektion; Die Bereitstellung von Nukleotidsequenzen

Transfektion beschreibt die Technik, bei der eine Nukleotidsequenz, zum Beispiel einer
SIRNA oder auch eines DNA-Stranges, in eine Zelle eingebracht und bereitgestellt wird.
Die Nukleotidsequenzen sind aufgrund der Phosphatgruppen des Riickgrates der Sequenz
negativ geladen [88], wodurch den Nukleotidsequenzen die Penetration von
Lipiddoppelschichten, beispielsweise einer Zellwand, nur stark eingeschrankt moéglich ist
[89]. Daher verpacken Zellen zur interzellularen Kommunikation, bei der nicht nur

Gewebshormone  sondern auch  Nukleotidsequenzen eine  Rolle spielen,
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Nukleotidsequenzen in Vesikel, wodurch diesen Sequenzen der Transit durch
Lipiddoppelschichten ermdglicht wird [90].

Verschiedene Reagenzien und Methoden, bei in vitro- und in vivo-Experimenten,
gestatten die Einbringung — Transit durch die Zellwand — und die Bereitstellung der
Nukleotidsequenzen in das Zytosol. In vitro werden verschiedene Ansatze verfolgt. Hier
koénnen die Methoden in nicht virale und virale (vektorbasierte) Methoden unterteilt
werden. Ein Beispiel hierfur sind die oben erwahnten shRNAs, welche mittels Plasmids
in einem viralen Vektor transfiziert und anschlieBend im Nukleus exprimiert werden. Im
Gegensatz dazu werden nicht virale Bereitstellungsmethoden in physikalische Methoden,
beispielsweise Elektroporation [91], und chemische Methoden, beispielsweise
Lipofektion [92], unterteilt.
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Abbildung 3: Lipofektion

A) Mechanismus der Lipofektion. Das Transfektionsreagenz umschlief3t die siRNA zunéchst. Durch
elektrische Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Zellmembran und dem positiv geladenen
Liposom wird die Endozytose ermdglicht. Co-Bestandteile des Liposoms fuhren dann nach erfolgter
Endozytose zur Destabilisierung des Endosoms, wodurch die Nukleotidsequenz in das Zytosol entweichen
und dort in den RISC aufgenommen werden kann. B) Klassisches Liposom. Ummantelung der negativ
geladenen siRNAs durch die positiv geladenen Lipide, welche eine Lipiddoppelschicht bilden.
C) Lipoplex, Gruppierung der negativ geladenen siRNAs um die Lipoplexe, welche aus kationischen

Lipiden bestehen. Abklirzungen: siRNA: small interfering RNA, RISC: RNA-induced silencing complex.
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Die Lipofektion stellt hierbei eine effektive, sichere und einfach durchzufiihrende
Methode dar. Zusammengenommen mit der hohen Reproduzierbarkeit von Ergebnissen
und den vertretbaren Kosten, die mit der Methode einhergehen, sind dies die Griinde flr
die weite Verbreitung dieser Methodik. Die Lipofektion dient in vielen Laboren als

Goldstandard fiir die Transfektion.

Die urspringlich verwendeten lipidbasierten Reagenzien bildeten artifizielle Liposome,
welche die Nukleotidsequenzen ummanteln [93] (Abbildung 3B). Im jungeren Ansatz der
kationischen Lipid-Transfektion werden die Nukleotidsequenzen allerdings nicht
umschlossen, sondern organisieren sich um die Liposome der Transfektionsreagenzien
und bilden zusammen einen sogenannten Lipoplex (Abbildung 3C). Sowohl die
Ummantelung als auch die Organisierung um das Liposom geschieht aufgrund der
elektrischen Wechselwirkung zwischen den negativ geladenen Nukleotidsequenzen und
den positiv geladenen kationischen Lipiden. Sowohl die klassischen Liposome also auch
die Lipoplexe werden mittels Endozytose internalisiert (lediglich die Liposome werden
in Abbildung 3A dargestellt, kdnnen aber gedanklich durch ein Lipoplex ersetzt werden).
AnschlieBend sorgen bestimmte Co-Bestandteile der Liposome und Lipoplexe fir die
Destabilisierung der Endosomen, wodurch die Nukleotidsequenzen in das Zytosol

entweichen kdnnen, ohne im Lysosom degradiert und abgebaut zu werden [94].

Im Zytosol kénnen die Nukleotidsequenzen dann ihre gewinschte Wirkung entfalten. Im
Falle der siRNA kommt es mittels RISC zum Knockdown der gewiinschten Gens. Die
Zytotoxizitéat der kationischen Lipide [95] und die ausgepragte Zelltypabhéangigkeit der
Transfektionseffizienz [96, 97] sind als entscheidende Nachteile dieses Ansatzes zu
nennen. Ein interessanter Ansatz beschaftigt sich mit fusogenen Liposomen, bei der die
positiv geladenen Liposomen mit der negativ geladenen Zellmembran zundchst
interagieren und dann miteinander verschmelzen, wodurch sie ihren Inhalt in das Zytosol
schleusen [89]. Die Zytotoxizitat dieses Ansatzes scheint hierbei sehr niedrig [98] und

weniger stark Zelltypabhéngig zu sein [99].
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1.5 TGF-g-Signalweg
Der ,transforming growth factor beta-* (TGF-B-)Signalweg spielt eine gewichtige Rolle

in diversen zelluldren Prozessen. Hierbei werden sowohl Prozesse der noch jungen, sich
entwickelnden Zelle, unter anderem im Sinne embryonaler Prozesse wie Zellwachstum
und Differenzierung, als auch der reifen Zelle beeinflusst und gesteuert. Die Prozesse
welche bei der adulten Zelle entscheidend moduliert werden sind; die Zellhdmostase, die
Synthetisierung der extrazellularen Matrix (EZM), die Zellmigration, der Zellarrest und
die Zellapoptose sowie die inflammatorische INF-Antwort [100-103] und die angeborene
Immunantwort auf zellularer Ebene [104]. Der TGF-B-Signalweg ist ein
embryonalgeschichtlich gut erhaltender Signalweg und kommt in Nematoden wie C.
elegans, Insekten, Fischen, Vdgeln, Saugetieren bis hin zum Homo sapiens vor [105] und

hat aufgrund dessen einiges an Bedeutung in der Forschung inne.

1.5.1 Signaltransduktion vom Liganden bis zur Genregulation

Die TGF-B-Superfamilie besteht aus 33 Liganden und gehort zu der Familie der
Wachstumsfaktoren. Hierbei sind die drei TGF-B-Isoformen TGF-p1, TGF-B2 und TGF-
B3 und die zehn Isoformen des sogenannten ,.bone morphogenetic protein® (BMP), die
am hé&ufigsten untersuchtesten und weitesten verstandenen Liganden des TGF-pB-
Signalwegs [106]. Die mRNAs, welche fir die TGF-B-Liganden kodieren, werden von
Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Retikulums (ER) transkribiert, wobei der
Ligand im ER zunichst als pro-TGF-p vorliegt. Es kommt anschlieend zur
Dimerisierung zweier pro-TGF-p-Proteine und zur kovalenten Bindung Uber
Disulfidbriicken an das latent TGF-p-bindende Protein (LTBP). Danach wird die
eigentlich wirkende TGF-B-Einheit vom pro-Peptid, dem ,,latency-associated peptide*
(LAP), durch die Endoprotease Furin abgespalten [107]. Beide Untereinheiten bleiben
dabei weiterhin miteinander assoziiert, ohne jedoch kovalent aneinander gebunden zu
sein, und bilden zusammen den ,,large-latent complex* (LLC). Diese Komplexe reichern
sich, bis zur Exozytose, in Vesikeln an, und gliedert sich, nach erfolgter Sekretion, in die
EZM ein. Hierdurch entsteht in der EZM ein Depot an inaktivem TGF-B. Die Aktivierung
des TGF-B, bei der es zur Dissoziation von TGF-f und LAP kommt, geschieht (iber einen
mehrstufigen Prozesse, bei der Proteasen wie Plasmin oder Matrix-Metalloproteasen
(MMPs), reaktive Sauerstoffspezies und Integrine, beispielsweise avp6 [108, 109],
zusammenspielen [100] und TGF-B verfligbar machen. Das aktivierte TGF-f bindet
konsekutiv an den ubiquitar vorkommenden TGF-B-Rezeptor 2 (Tgfbr2), ein Homodimer
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aus zwei Tgfbr2-Einheiten [100]. In humanen Organismen kommen flinf unterschiedliche
Subtypen dieses Rezeptoren vor [110]. Durch die Bindung des Liganden kommt es zu
einer Konformationsdnderung des Tgfbr2, wodurch eine hochaffine Bindungs- und
Schnittstelle zwischen Liganden, Tgfbr2 und dem TGF-p Rezeptors 1 (Tgfbrl) entsteht
(Abbildung 4). Tgfbrl ist auch als ,,activin-like kinase* (ALK) bekannt und kommt
ebenfalls in verschiedenen Subtypen, im humanen Organismus in sieben an der Zahl vor
[110].
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Abbildung 4: TGF-p Signalweg

A) TGF-p (in Rot dargestellt) bindet an den ubiquitar vorkommenden Tgfbr2 (in Orange dargestellt), ein
Homodimer aus zwei Untereinheiten, wodurch eine Konformationsanderung des Tgfbr2 eine hochaffine
Bindungsstelle zwischen Liganden, Tgfbr2 und dem Tgfbrl (in Grau dargestellt) entstehen I&sst.
B) Tgfbr2 phosphoryliert mittels seiner Serin/Threonin-Kinasedoméne die Tgfbrl-Untereinheiten.
(Phosphat als gelber Kreis dargestellt) C) Durch die Phosphorylierung des Tgfbrl wird dieser aktiviert und
phosphoryliert seinerseits mittels seiner Serin/Threonin-Kinase die R-SMADs 2 und 3. (in Blau dargestellt)
D) Die phosphorylierten SMADs 2 und 3 bilden anschlieRend mit SMADA4 (ebenfalls in Blau dargestellt)
einen Komplex, welcher im Nukleus, E) zusammen mit TF (in Dunkelblau dargestellt) und HATSs (in
Hellblau dargestellt) Gene reguliert. Zudem kann SMAD?7 (in Griin dargestellt) im Zytosol und im Nukleus
den Signalweg inhibieren (SMADS ist nicht dargestellt). Abktrzung: Tgfbr2: TGF-B-Rezeptor 2, Tgfbrl:
TGF-B-Rezeptor 1, R-SMADS: Rezeptor-regulierte SMADs, TF: Transkriptionsfaktoren, HATs: Histon-

Acetyltransferasen.
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Die beiden rekrutierten und an Tgfbr2 assoziierten Tgfbrl-Einheiten werden hiernach von
der Serin/Threonin-Kinasedoméne des Tgfbr2 an ihrer Serin- und Glycin-reichen
Doméne phosphoryliert [111]. Diese Phosphorylierung fuhrt zur Aktivierung des Tgfbrl,
ebenfalls eine Serin/Threonin-Kinase, wodurch dieser Teile der SMAD-Superfamilie

phosphoryliert und aktiviert [100].

Der TGF-B-Rezeptor 3 (Tgfbr3), besser bekannt als Betaglycan, und Endoglin stellen in
dieser Signalkaskade Co-Rezeptoren dar, welche bei der Signaltransduktion

unterstiitzend oder hemmend wirken [110] (in Abbildung 4 nicht dargestellt).

Die vom Tgfbrl phosphorylierten Rezeptor-regulierten SMADs (R-SMAD) 2 und 3
bilden mit dem SMAD4, dem ,,common-mediator SMAD* (coSMAD), einen Komplex,
der in den Nukleus gelangt und Gene reguliert. Dieser Komplex hat zwar eine schwache
DNA-bindende intrinsische Affinitat, bendtigt jedoch zur effektiven Genregulierung
weitere Proteine, Transkriptionsfaktoren (TF), Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren
[100]. Ein Beispiel fur ein Uber diesen Signalweg reguliertes Gen ist SERPINE1
(,,plasminogen activator inhibitor-1 [PAI-1]) , ein profibrotischer Faktor [112, 113].
Neben den DNA-bindenden TF sind die Histon-Acetyltransferasen (HATS), wie
beispielsweise P300, die eine Chromatin-Remodellierung nach sich ziehen, an der
Genregulierung beteiligt [114, 115]. Weitere Vertreter der Gruppe der R-SMADs in
Wirbeltieren sind SMAD1, SMAD5 und SMADS, welche jedoch hauptsachlich tber
BMP aktiviert werden und ihrerseits mit SMAD4 einen Komplex bilden [110] (in
Abbildung 4 nicht dargestellt). In die Signalkette der TGF-p-Liganden, sowie der BMP
Liganden koénnen zudem sogenannte inhibitorische beziehungsweise antagonistische
SMADs (I-SMADs), zu denen SMAD6 und SMAD?7 zahlen, eingreifen und zu einer
Unterbrechung des Signalweges fiihren [116]. Die Abkirzung SMAD wurde in
Anlehnung an die homologen Proteine SMA, welche in C. elegans vorkommen, und der
MAD- (,,mothers against decapentaplegic®) Proteinfamilie, welche ihrerseits in

Drosophila vorkommen, gewéhlt bzw. zusammengesetzt.

AbschlieBend kann, bezogen auf das Kapitel 1.2.5.2, konstatiert werden, dass der TGF-
B-Signalweg beziehungsweise die mRNA-Level der Signalwegkomponenten TGF-f-
Rezeptor 1 und 2 (TGFBR1 und TGFBR2) in Screeninguntersuchungen von Off-Target-
Effekten betroffen waren [74]. Auf Experimente, welche den TGF-B-Signalweg mittels
siRNA erforschen, ist deshalb ein besonderes Augenmerk zu werfen.
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1.6 Negativkontroll-siRNA im RNAIi-Experiment

Die Negativkontroll-siRNAs werden, in Bezug auf Kapitel 1.1, benétigt, um die Effekte
der siRNAs im RNAIi-Experiment zu nivellieren — Bestimmung der Grundlinie — und
damit den wirklichen Effekt der siRNA abschétzen zu konnen. Die Negativkontroll-
siRNAs weisen dabei die gleiche Anzahl an Nukleotiden auf wie die sSiRNA, haben aber
keine komplementére Sequenz zum Transkriptom, wie in der Datenbank GenBank®
nachzuprufen [117]. In Publikationen werden die Negativkontroll-siRNAs h&ufig auch
als ,,scrambled* siRNA bezeichnet [117]. Dieser Ausdruck basiert auf der urspriinglichen
Idee, die Abfolge der wirkenden Nukleotidsequenz einfach durcheinanderzuwerfen und
damit eine inerte Negativkontroll-siRNA zu erhalten [117]. Daraus entstanden
Bestrebungen einiger Biotechnologie-Unternehmen, generell inerte Negativkontroll-
siRNAs zu entwickeln. Dies geschah aus der Hoffnung, dass diese kommerziellen
Negativkontroll-siRNAs relativ kostengiinstig und in die Experimente einfach zu
implementieren sind. Hierdurch sollte die Qualitét der Experimente erhéht werden und
findet seitdem in siRNA-Experimenten weite Anwendung. Der Ausdruck ,,scrambled*
erfreut sich auch weiterhin grofRer Beliebtheit, trotz der mittlerweile deutlich
komplexeren Entwicklung der Negativkontroll-siRNAs, bei der das einfache
Durcheinanderwerfen der Nukleotide hochstwahrscheinlich nur noch eine kleine Rolle
spielt (s. Kapitel 1.3).
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2 Hypothese und Ziel der Studie

Wie oben dargelegt, stellen nicht targetspezifische Effekte, Off-Target-Effekte, von
siRNAs ein wohlbekanntes Hindernis in RNAi-Experimenten dar. Die Hindernisse,
welche zunéchst in Bezug auf siRNAs gedulert und in vitro bestétigt wurden [118],
werden nun auch seit Gber 15 Jahren in Zusammenhang mit Negativkontroll-siRNAs in
der Fachwelt bei in vitro- und in vivo-Experimenten diskutiert [119-121]. Neben den
Kontroll-siRNAs konnte auch bei ,scrambled”“ miRNA-Inhibitoren, welche als
Kontrollen in in vivo-Experimenten fungieren, die Beeinflussung der Genexpression und
der Organentwicklung der Versuchstiere beobachtet werden [122]. Trotz der Fortschritte
im Design und der Synthetisierung von siRNAs und Negativkontroll-siRNAs werden
weiterhin Off-Target-Effekte beobachtet, exemplarisch gezeigt in einer 2019 — nach
Beginn dieser Arbeit 2017 - publizierten, siRNA-basierten und -kontrollierten
Intervention im Nierengewebe von Mausen. Hierbei fihrte die verwendeten
Negativkontroll-siRNA zu Off-Target-Effekten [123]. Die urspriingliche Bestrebung die
Qualitat der RNAI basierten Experimente mit den kommerziellen Negativkontroll-siRNA
zu erhohen (s. Kapitel 1.6) wird durch Berichte der Beeinflussung der Zellen oder
Organismen durch Kontroll-siRNAs (und Kontroll-miRNAS) [120, 122-124] nicht nur
konterkarieren, sondern vermittelt dariiber hinaus noch eine falsche und triigerische
Sicherheit. Die Experimente sind nur vermeintlich kontrolliert und konnten die
Grundlinie in einer Weise verzerren, dass die Ergebnisse verfalscht werden. Damit es
nicht zu einer solchen Verzerrung kommt, dirfen die kommerziellen Negativkontrollen
in Experimente, die zu einem wissenschaftlichen Mehrgewinn fiihren sollen (s. Kapitel
1.1), weder die Genexpression — und damit die Expression der Proteine — noch hohere
Zellfunktionen, wie beispielsweise Proliferationsverhalten oder Viabilitat, beeinflussen.
Nur wenn dies der Fall ist, kann eine (kommerzielle) Negativkontroll-siRNA auch als
Negativkontrolle in RNAI-Experimenten gelten, und nur dann kénnen Ergebnisse
interpretiert und analysiert werden. Nur unter dieser Pramisse fiihren die Experimente

konsekutiv zu einem echten Wissenszuwachs.

Neben den Off-Target-Effekten durch siRNAs (und miRNAs) konnte auflerdem
beobachtet werden, dass Lipid-basierte Transfektionsreagenzien zelluldre Prozesse
beeinflussen kdnnen [95]. Beispielhaft an der Stérung der Cholesterol-Biosynthese zu
sehen. Weshalb die Transfektionsreagenzien als wichtige Komponente der RNAI-

Experimente ebenfalls kritisch betrachtet werden sollten [125].
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Auf Grundlage dieser Aspekte formulierten wir die vorgelagerte Hypothese, dass die
verwendeten Transfektionsreagenzien die von uns verwendeten Zelltypen nicht
beeinflussen und somit keine Veranderungen im TGF-g-Signalweg bedingen. Daneben
lautet die Haupthypothese, dass die kommerziellen Negativkontroll-siRNAs den TGF-4-
Signalweg der verwendeten Zellen ebenfalls nicht beeinflussen. Als zu beeinflussende
Faktoren wurden Gen- und Proteinexpression sowie Proliferationsverhalten und
Viabilitat der verwendeten Zellen definiert. Die hier verwendeten Zellen beliefen sich auf
primére Méauselungenfibroblasten, auf Zellen der Fibroblastenzelllinien NIH/3T3 und auf
Endothelzellen der MLE-12-Zelllinie.

Das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war deshalb:

1. Die Uberpriifung und Charakterisierung des Effekts von drei handelsiiblichen
Transfektionsreagenzien auf die Genexpression von Bestandteilen des TGF-p-
Signalweges mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
qPCR).

2. Die Erorterung der Effekte von funf handelsiiblichen und kommerziellen
Negativkontroll-siRNAs. Die untersuchten Effekte belaufen sich hierbei auf den
Gleichgewichtszustand der mRNA-Level von Bestandteilen des TGF-f-
Signalweges mittels RT-qPCR, die Beeinflussung der Proteinmenge des
Signalweges mittels Western Blot, die Erhebung des Proliferationsverhaltens der
Zellen mithilfe des Proliferation Assay von Hoffman la Roche und die Erhebung
der Zellviabilitat mittels des MTT-Assay, ebenfalls von Hoffman la Roche.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

Mit zwei Zelllinien der Gattung Mus musculus der Firma ATCC, American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia, USA wurden Experimente durchgefihrt. Die embryonale
Fibroblastenzelllinie NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) [126] und die Zelllinie MLE 12
(ATCC CRL-2110) [127], murine Lungenepithelzellen vom Typ 12, fanden

Verwendung.

3.1.2 Primare Zellen

Primare Fibroblasten wurden aus Lungen von drei bis sechs Monate alten weiblichen
Mausen der Gattung Mus musculus des Inzucht-Mausstamms C57BL/6J isoliert. Die
Mause kommen von der Firma Charles River Laboratories International, Inc.,
Wilmington, Massachusetts, USA. Die Tiernummern der zur Organentnahme
verwendeten Tiere wurden an das zustdndige Regierungsprasidium Darmstadt

rapportiert.
3.1.3 Materialien

3.1.3.1 Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Chemikalien und Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog Nr.
0,5 ml Reagiergefald Sarstedt 72.704

1,5 ml Reagiergefal} Sarstedt 72.706

10 x PCR Buffer Il Applied Biosystems by 4376212

ThermoFisher Scientific

2,0 ml Reagiergefal} Sarstedt 72.695.500
4 x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad 1610747
4-15 % Criterion™ TGX™ Precast Bio-Rad 5671085

Midi Protein Gel, 26 Well, 15 pul
6-Well-Zellkulturplatte Greiner Bio-One™ 657160
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Chemikalien und Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog Nr.
96-Well-Zellkulturplatte Greiner Bio-One™ 655180
Aceton > 99,7 % Roth 5025.1
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich A3059
Capillary Tips for Gel Loading,1-200 pl VWR 612-5008
Combitips advanced 0,5 ml Eppendorf 0030089634
Combitips advanced 10 ml Eppendorf 0030089677
Combitips advanced 5 ml Eppendorf 0030089669
Complete™ Proteaseinhibitor Roche 04693132001
Dimethylsulfoxid SERVA 20385.01
DMEM, low glucose, GlutaMAX™ Gibco™ by 21885025
supplement, pyruvate ThermoFisher Scientific
dNTP Mix 10 mM Promega U151B
Dulbecco’s phosphate buffered saline Sigma-Aldrich D8537
(DPBS) (1x PBS)
Dulbecco’s phosphate buffered saline Sigma-Aldrich D1408
(DPBS) (10x PBS)
EASYSTRAINER 40 pm Filter Greiner Bio-One™ 542040
Ethanol > 99,8 % Roth 9065.1
Fetales Kalberserum Gibco™ by 26140079
ThermoFisher Scientific
Filter Tips 0,1-10 pl Greiner Bio-One™ 771261
Filter Tips 20-1250 pl Greiner Bio-One™ 750260
Filter Tips 20-300 pl Biosphere plus 70.765.210
Filter Tips 2—100 pl Biosphere plus 70.760.212
Filter Tips 2—20 pl Biosphere plus 70.760.213
Filter Tips 2-200 pl Biosphere plus 70.760.211
Glycin Roth 3187.3
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Chemikalien und Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog Nr.

HBSS, no calcium, no magnesium Applied Biosystems by 14175-046

ThermoFisher Scientific

HiPerFect Transfection Reagent Qiagen 301705
Isopropanol Roth AET73.1
Kollagenase von Clostridium Sigma-Aldrich C0130
histolyticum

Kryo-Rdéhrchen Greiner Bio-One™ 10309530
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen by 11668030

ThermoFisher Scientific

Magnesiumchlorid 25 mM Applied Biosystems by R0971

ThermoFisher Scientific

MuLV Reverse Transkriptase Applied Biosystems by N8080018

ThermoFisher Scientific

Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich S6508
Nitril-Einmalhandschuhe Roth CPX8.1
Nukleasefreies Wasser Ambion AM9932
Opti-MEM™ Reduced Serum Medium,  Gibco™ by 51985034
GlutaMAX™ Supplement Thermo Scientific
Penicillin-Streptomycin Gibco™ by 15140122

ThermoFisher Scientific

Petrischale 100/20 MM Greiner Bio-One™ 664160
Polyethersulfon, 0,22 um Filter Merck Millipore Ltd. SLGPO33RS
Protein Standard, Precision Plus Dual Bio-Rad 1610374
Color

gPCR Reaktionsplatte MicroAmp™ Applied Biosystems by N8010560

Optical 96-Well Reaction Plate 0,2 ml ThermoFisher Scientific

Quick Start™ Bradford Dye Bio-Rad 5000205
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Chemikalien und Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog Nr.

Random Hexamers, 50 uM Invitrogen by N8080127
ThermoFisher Scientific

Recombinant Mouse TGF-beta 1 Protein  R&D Systems 7666-MB-

005

RIPA Buffer Sigma Aldrich R0278

RNase Inhibitor Applied Biosystems by N8080119
ThermoFisher Scientific

Serologische Pipette 10 ml Sarstedt 86.1254.025

Serologische Pipette 25 ml Sarstedt 86.1685.020

Serologische Pipette 5 ml Sarstedt 86.1687.010

Sodium dodecyl sulfate (SDS), Lésung ~ Promega V6553

SuperSignal® West femto maximum ThermoFisher Scientific 34095

sensitivity substrate

TC-Flasche T75 Sarstedt 83.3911.002

Testrohrchen, 15 ml Greiner Bio-One™ 188261

Testrohrchen, 50 ml Greiner Bio-One™ 227261

Trans-Blot Turbo Midi Nitrocellulose Bio-Rad 1704159

Transfer Packs

Tris Roth 4855.2

Trypanblau-L6sung, 0.4% Gibco™ by 15250061
ThermoFisher Scientific

Trypsin-EDTA (0,05%), Phenol Red Gibco™ by 25300054
ThermoFisher Scientific

Tween® 20 Sigma-Aldrich P 9416

X-tremeGENE™ siRNA Roche 4476093001

Transfektionsreagenz

Zellschaber, Steril Sarstedt 101093-452

B-Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol)  Sigma-Aldrich M6250
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Kits Hersteller Katalog Nr.
Cell Proliferation ELISA, Roche 11647229001
BrdU (colorimetric)

Cell Proliferation Kit I (MTT) Roche 11465007001

peqGOLD Total RNA Kit

Platinum SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG

PEQLAB Biotechnologie 12-6834-02
GmbH

Invitrogen by 11733046

ThermoFisher Scientific

3.1.3.3 Liste der verwendeten small interfering RNAs (siIRNAS)

Produkt

Hersteller Katalog Nr.

AllStars Neg. Control siRNA
(20 nmol)

Control siRNA-A

Mission siRNA Universal Negative
Control #1 (10nmol)

SignalSilence(R) Control siRNA
(Unconjugated)

Silencer Negative Control siRNA
Smad2 siRNA (m)

TGFB RIII siRNA (m)

Qiagen 1027281

Santa Cruz Biotechnology, sc-37007
Dallas, USA

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, SIC001
Deutschland

Cell Signaling Technology 6568

Ambion, Austin, USA AM4611
Santa Cruz Biotechnology sc-38375

Santa Cruz Biotechnology sc-40225

3.1.3.4 Liste der Sequenzen der verwendeten Primer

Die verwendeten Primerpaare wurden von Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg,

Deutschland, synthetisiert. Sie lagen in Form der Sense- (s) und Antisense- (as)

Oligonukleotide in einer Vorratskonzentration von 100 pmol/ul vor. Sie wurden vor der

jeweiligen Verwendung 1:10 mit nukleasefreiem bidestilliertem Wasser (ddH20) auf eine
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Konzentration von 10 pmol/pl verdinnt und als Primerverdinnung (s. Tabelle 6)

zusammengebracht.
Gen Richtung  Art Sequenz
PAI-1 S Maus 5-TTCAGCCCTTGCTTGCCTC -3
PAI-1 as Maus 5- ACACTTTTACTCCGAAGTCGGT -3
Polr2a S Maus 5- CTAAGGGGCAGCCAAAGAAAC -3
Polr2a as Maus 5- CCATTCAGCATACAACTCTAGGC -3
Smad?2 S Maus 5- AAGCCATCACCACTCAGAATTG -3
Smad?2 as Maus 5-CACTGATCTACCGTATTTGCTGT -3
Smad3 S Maus 5- AGGGGCTCCCTCACGTTATC -3
Smad3 as Maus 5- CATGGCCCGTAATTCATGGTG -3
Smad4 S Maus 5- ACACCAACAAGTAACGATGCC -3
Smad4 as Maus 5- GCAAAGGTTTCACTTTCCCCA -3
Smad7 S Maus 5- GGCCGGATCTCAGGCATTC -3
Smad7 as Maus 5-TTGGGTATCTGGAGTAAGGAGG -3
Tgfbl S Maus 5- CAGCACGGCCCCAATGTAT -3
Tgfbl as Maus 5- GGGACCTTTTCATATCCAGGACA -3
Tgfb2 S Maus 5- CGAAGAGCTCGAGGCGAGAT -3
Tgfb2 as Maus 5- GGCTGGACTGTTGTGACTCCA -3
Tgfb3 S Maus 5- ATTGACTTCCGGCAGGATCTA -3
Tgfb3 as Maus 5- CCTCTGGGTTCAGGGTGTTGTA -3’
Tgfbrl S Maus 5- AGAGCGTTCATGGTTCCGAGAG -3
Tgfbrl as Maus 5- GGGGCCATGTACCTTTTAGTGC -3
Tgfbr2 S Maus 5- CCAAGATGCCCATTGTTCACA -3
Tgfbr2 as Maus 5- CATCCTGGATTCTAGAACTTC -3
Tofbr3 S Maus 5- ATGGCAGTGACATCCCACCACAT -3
Tofbr3 as Maus 5- AGAACGGTGAAGCTCTCCATCA -3
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3.1.3.5 Liste der verwendeten primaren und sekundaren Antikorper

Priméare Antikorper

Produktname Wirt Hersteller Katalog
Verdunnung Nr.

Phospho-Smad2 (Ser245/250/255) Hase Cell Signaling 3104

Antibody 1:1000 Technology

Phospho-Smad2 (Ser465/467)/Smad3  Hase Cell Signaling 8828

(Ser423/425) (D27F4) Rabbit mAb 1:1000 Technology

Phospho-Smad3 (Ser423/425) Hase Cell Signaling 9520

(C25A9) Rabbit mAb 1:1000 Technology

Smad2/3 Antibody Hase Cell Signaling 5678
1:1000 Technology

TGF-B Receptor III Antibody Hase Cell Signaling 2519
1:1000 Technology

B-Actin Antibody Hase Cell Signaling 4967
1:2500 Technology

Sekundare Antikorper

Produktname Wirt Hersteller Katalog
Verdinnung Nr.

Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Ziege Thermofisher 31460

Secondary Antibody, HRP 1:3000 Scientific

3.1.4 Liste der verwendeten Gerate

Gerat Hersteller

Beheiztes Wasserbad Vogel

Biorad PowerPac 3000 Electrophoresis Power Supply  Bio-Rad

CO:3 - Inkubator, Heracell™ 150i

Criterion™ Cell, Elektrophoresekammer

Thermo Scientific™

Bio-Rad
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Gerat Hersteller
GasDocUnit TYP BL 1145 Tecniplast
InoLab® pH Meter WTW
Leica DMil Leica

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter
NanoDrop™ One Spectrophotometer
NanoQuant, Infinite® 200 PRO
OP-Besteck

PCR- Thermocycler peqSTAR
Pipetboy

Pipette automatisch 10 pl

Pipette automatisch 300 pl

Pipette manuell 10 pl,

Pipette manuell 100 pl

Pipette manuell 1000 pl

Pipette manuell 20 ul

Pipette manuell 200 pl

Pipette Multichannel 300 pl
Pipette Multipette E3x 1 pul — 50 ml
Préazisionswaage

QuantStudio 3 gPCR-Cycler

Schuttelgerate, Unimax 1010
Sicherheitswerkbank, Safe 2020
Thermo-Shaker MS-100
Vortexer

Western Blot Transfer System Trans-Blot® Turbo™
Zahlkammern, Neubauer improved

Zentrifuge CT 15 RE himac
Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Tecan

Fine Science Tools
VWR

Integra

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

VWR

Applied Biosystems by

ThermoFisher Scientific
Heidolph

Thermo Scientific™
Universal Labortechnik
VWR

Bio-Rad

Laboroptik

Hitachi

Heraeus
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Software

Material und Methoden

Software-Anbieter

Adobe Illustrator

Graphpad Prism 6.0

ImageJ Fiji

Imager ImageQuant® LAS 4000

Microsoft Excel 2010

Microsoft PowerPoint 2010

Microsoft Word 2010

QuantStudio® Design & Analysis Software

SoftMax® Pro Software

Adobe

Graphpad Software Inc.
Fiji

GE Health Care
Microsoft

Microsoft

Microsoft

Applied Biosystems by
ThermoFisher Scientific

Molecular Devices
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3.2 Methoden

Falls nicht anders angegeben, wurden die Experimente bei Raumtemperatur (RT)

durchgefihrt.
3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Isolierung primarer Fibroblasten

Die weiblichen Mause wurden mittels Kohlenstoffdioxid (CO2) in der GasDocUnit von
Agnieszka Pozarska tierschutzgerecht getotet. AnschlieBend wurde die Tiere mit 70%
Ethanol, insbesondere im Bereich der Hautschnitte, desinfiziert, das Abdomen eroffnet
und das Diaphragma punktiert, wodurch der Lunge das Kollabieren erméglicht wurde.
Die anschlieBende Eroffnung des Brustkorbs erfolgte mittels Durchtrennung des
Sternums. Eine Inzision am linken Antrum fuhrte zum Ausbluten des Tieres, woraufhin
der rechte Ventrikel mit einer Nadel punktiert wurde, Uber welche mittels Spritze Herz
und Lunge mit 1x PBS gespllt wurden. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die
Lungenfligel ganzlich weill und damit blutleer imponierten. Herz und Lungenfliigel
konnten dann en bloc entnommen und in eine Petrischale auf Eis gebettet werden. Nach
Uberfihrung der Petrischale unter die Sterilwerkbank wurden mittels Operationshestecks
Herz und Lungenfliigel voneinander, sowie das Lungengewebe von Trachea und
Bronchialbaum, separiert. Herz, Trachea und Bronchialbaum wurde verworfen und das
Lungengewebe so weit zerkleinert, bis ein Lungenhomogenat entstand. Das
Lungenhomogenat wurde in ein zuvor auf 37 °C (Grad Celsius) erwarmtes 50-ml-
Testrohrchen uberfiihrt und bei 37 °C fir 45 min mittels Schittelgerat bei 70 U/min
inkubiert. Das 50-ml-Testrohrchen enthielt 50 mg Kollagenase aus Clostridium
histolyticum geldst in 25 ml HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution). Die inkubierte
Suspension wurde darauf folgend durch einen 40-um-Filter gefiltert und bei 4 °C fur 8
min bei 800 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und der Riickstand
in Form eines Zellpellets in 10 ml Kulturmedium geldst und in eine T-75-Kulturflasche
iibertragen. 24 h nach Ubertragung in die T-75-Kulturflasche wurden die Zellen mit 10
ml 1x PBS gewaschen und mit neuem Kulturmedium versetzt und entsprechend Kapitel
3.2.1.2. passagiert. Das Kulturmedium bestand hierbei aus Dulbecco 's Modified Eagle s
Medium (DMEM), versetzt mit 10% (v/v) Fetalem Kélberserum (FKS) und 100 U/ml
Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin (P/S). Nach dem Waschschritt nach 24 h und

wahrend des Passagierens erfolgte die visuelle Uberpriifung der Zellen mittels
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Lichtmikroskopie, wobei neben der charakteristischen Morphologie der priméren
Fibroblasten keine anderen Zelltypen beobachtet wurden. Die Isolierung der priméaren
Mauselungenfibroblasten geschah analog zum bereits im Labor etablierten Protokoll
[128, 129], welches seit Gber 20 Jahren Verwendung findet und auf der urspriinglichen
Publikation von Rose et al. [130] beruht in der die Isolation von primaren Fibroblasten
aus Lungen optimiert wurde. Von Rose et al. wurde die primare Fibroblastenkultur mittels
Lichtmikroskop und Immunhistochemie auf ihre Reinheit Uberprift. Die Fibroblasten
zeigten sich stets immunreaktiv auf Vimentin, wobei die Antikérperfarbungen gegen
Cytokeratin und Von-Willebrand-Faktor kein Signal zeigten. Dies wies darauf hin, dass
die primére Fibroblastenzellkultur keine signifikante Anzahl von Epithel- und
Endothelzellen beinhaltete und somit als reine Fibroblastenzellkultur angesehen wird
[130]. Die ausschlielliche Verwendung der priméren Lungenfibroblasten in der dritten
Passage, bei im Vergleich schnellen Zellwachstum von Fibroblasten zu anderen
Zelltypen, steht im Einklang mit dieser Beobachtung.

3.2.1.2 Passagieren der Zellen

Das Kulturmedium der beiden Zelllinien NIH/3T3 und MLE 12 beinhaltete, im Vergleich
zum Kulturmedium der primaren Lungenfibroblasten, anstelle von 10 % nur 2 % FKS,
der P/S-Anteil war jedoch derselbe. Alle Zellen wurden in T-75-Kulturflaschen bei 37
°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem Gasanteil von 5 % CO. kultiviert. Der
Medienwechsel erfolgte dabei alle 2-3 Tage, wobei die Medien bei 4 °C gelagert und vor
Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwarmt wurden. Alle Passagierarbeiten erfolgten
unter Sterilwerkbanken. Erreichten die adhérenten Zellen eine Konfluenz von 80 %,
wurden die Zellen passagiert. Dabei wurde das Nahrmedium entnommen, die Zellen mit
10 ml 1x PBS gewaschen und anschlieBend mit 3 ml Trypsin fiir 3 min im CO.-Inkubator
inkubiert. Hiernach wurden 17 ml Nahrmedium auf die Zellen pipettiert, um das Trypsin
zu neutralisieren. Im Anschluss wurden die suspendierten Zellen in neue Kulturflaschen
in jeweils 10 ml Medium (berfiihrt oder auf Gewebekulturplatten ausgesat. Primare
Fibroblasten wurden ausschlielich in der dritten Passage verwendet. Die Zelllinien
wurden, um das Auftreten von Veranderungen zu minimieren, nicht langer als 9 Wochen
kultiviert und anfangs in Einfriermedium zu 2 x 10° Zellen/ml portioniert und

kryokonserviert.

30



Material und Methoden

3.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden zunéchst, nach dem Auftauen (Kapitel 3.2.1.4) analog zu Kapitel
3.2.1.2 mehrmalig passagiert, um genlgend Zellen fir die Kryokonservierung zu
generieren. Nach Erreichen einer 80 % Konfluenz in den T-75-Kulturflaschen, wurden
die Zellen trypsiniert und nach Bestimmung der Zellzahl (Kapitel 3.2.1.5) in ein 50-ml-
Testrohrchen transferiert und fir 10 min bei 125 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entnommen, verworfen und der Rickstand in der passenden Menge Einfriermedium,
DMEM, versetzt mit 5 % DMSO, resuspendiert. Kryo-Rohrchen wurden mit 1 ml
Zellsuspension (1.000.000 Zellen/ml) beftllt und im Gefrierbehélter, welcher mit 2-
Propanol beftllt war, Gber Nacht (0. N.) bei —-80 °C eingefroren. Am darauf folgenden
Tag wurden die Kryo-Réhrchen in den -168 °C kalten Stickstofftank zur
Langzeitaufbewahrung uberfihrt.

3.2.1.4 Auftauen und Reaktivierung der kryokonservierten Zellen

Eine T-75-Gewebekulturflasche wurde mit 10 ml Kulturmedium befullt und fur 30 min
in den Inkubator gestellt. Die aufzutauenden Kryo-Réhrchen wurden dem
Flussigstickstofftank enthnommen, unter Schwenkbewegungen im Wasserbad aufgetaut
und in die zuvor erwarmte Gewebekulturflasche tberfiihrt. Mit dem Pipetboy wurde die
Zellsuspension durchmischt. Ein Medienwechsel erfolgte hierbei bereits am folgenden
Tag.

3.2.1.5 Zellzahlbestimmung

Mittels Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl in den Zellsuspensionen ermittelt.
Dies geschah, um alle VVersuche mit einer vergleichbaren Zellzahl durchzufiihren und die
Vergleichbarkeit der Experimente zu gewdhrleisten. An der Sterilwerkbank wurden
zuné&chst 200 ul der Zellsuspension entnommen und in einem 1,5-ml-Eppendorfgefall mit
200 pl Trypanblau vermischt. Von dieser Zellsuspension wurden 10 ul in die Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Die Neubauer-Z&dhlkammer wurde nach dem Protokoll des
Herstellers (http://zaehlkammer.de/pdf/info_zaehlkammern.pdf) verwendet. Abbildung 5

soll zur Verdeutlichung dienen.
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Abbildung 5: Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

A) Ubersicht Neubauer-Zahlkammer. In den vier Ecken der Neubauer-Zahlkammer befindet sich jeweils
ein GrofRquadrant (rot umrandet) bestehend aus 16 Kleineren Quadranten. B) Systematische
Zellbestimmung in einem GroRRguadranten. Es wurde in der rechten unteren Ecke eines Grof3quadranten
mit der Z&hlung begonnen und sich anschlieBend in einer schldngelnden Bewegung (griine Pfeile) nach
oben vorgearbeitet. Zur Vermeidung einer Doppelzdhlung wurden nur die Zellen gezahlt (als ausgefillte
Kreise dargestellt), die entweder vollstdndig in den kleineren Quadranten liegen oder die linke bzw. untere
Begrenzung (gelbe Linien) beriihren. Zellen, die in der Zahlung nicht berlicksichtigt wurden, werden
beispielhaft als transparente Kreise dargestellt. .C) Bestimmung der Zellvitalitat mittels Trypanblau.
Vitale Zellen nehmen kein Trypanblau auf (farbloser Kreis), wohingegen apoptotische Zellen diesen
Farbstoff aufnehmen und angeférbt werden (blauer Kreis). Lediglich vitale Zellen wurden in der Z&hlung

beriicksichtigt.

Die Zellzahl eines Milliliters der Zellsuspension ergab sich aus der Formel:

Ausgezihlte Gesamtzellzahl x 10*
Anzahl der ausgezahlten Grof3quadranten X Verdinnung

Zellzahl/ml =

Erlauterung: Das Volumen eines Zahlquadranten wird mit 0,1 pl angegeben. Um auf
die Zellzahl pro ml zu gelangen, wurde deshalb zunéchst mit 10* multipliziert. Da stets
vier GroBquadranten ausgezéhlt wurden, betrug der Wert der Variabel ,,Anzahl der
ausgezéhlten GroBquadranten vier. Der Faktor der Verdlnnung betrug fortwahrend %2,

da stets zu gleichen Teilen Zellsuspension mit Trypanblau gemischt wurde. Trypanblau
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diente als interne Kontrolle zur qualitativen Bestimmung der Zellviabilitat. Abgestorbene
Zellen nahmen hierbei den Farbstoff Trypanblau auf und farben sich blau, lebende Zellen
blieben dagegen farblos (s. Abbildung 5C). Lediglich vitale Zellen wurden
berucksichtigt.

3.2.2 Transfektion der siRNAs

Am Vortag der Transfektion wurden jeweils 200.000 Zellen/Vertiefung (Well) in die 6-
Vertiefungs-Gewebekulturplatte (6-Well-Gewebeplatte) oder jeweils 6.000 Zellen/Well
in die 96-Well-Gewebeplatte gesét und bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO»-
Gasanteil fur 24 h kultiviert. Am darauf folgenden Tag wurde das Kulturmedium
entnommen, die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und mit den vorbereiteten
Transfektionsmedien fir 6 h transfiziert. Die Transfektionsmedien wurden in 1,5-ml-
Reagiergefalien nach dem Pipettierschema von Tabelle 2 vorbereitet und fiir 30 min unter
der Sterilwerkbank inkubiert. Analog hierzu erfolgte die Behandlung der Zellen mit den
unterschiedlichen Transfektionsreagenzien (s. Tabelle 1). Die siRNA gegen Tgfbr3 diente
bei den priméren Fibroblasten sowie bei den NIH/3T3-Zellen als Positivkontrolle der
Transfektion. Dagegen fungierte die siRNA gegen Smad2 bei den MLE-12-Zellen als
Positivkontrolle. Die 6-Well-Gewebekulturplatten beinhalteten je Vertiefung die
gesamten 1000 pl des vorbereiteten Transfektionsmediums, wahrend die 96-Well-
Gewebekulturplatten je Vertiefung nur 100 pl der vorbereiteten Transfektionsmedien
enthielten. Nachdem die Zellen flr jeweils 6 h mit dem Transfektionsmedium inkubiert
wurden, wurde das Transfektionsmedium entnommen, die Zellen mit 1 x PBS gewaschen

und anschliefend mit frischem Kulturmedium fir 42 h kultiviert.

Tabelle 1: Konditionen der Zellbehandlung

Kondition Menge Opti-MEM Menge Transfektionsreagenz
[ul] [ul]

Untransfiziert 1000 0

X-tremeGENE™ 995 5

HiPerFect 995 5

Lipofectamine™ 2000 995 5
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Tabelle 2: Pipettierschema der Transfektion

Kondition Menge Menge X- Menge Endkon-
Opti-MEM tremeGENE  siRNA zentration
[ul] [] [ul] [nM]
Untransfiziert 1000 0 0 0
Mock-Kontrolle 995 5 0 0
Ktr.-siRNA von Ambion 993 5 2 100
Ktr.-siRNA von Santa Cruz 985 5 10 100
Ktr.-siRNA von Qiagen 990 5 5 100
Ktr.-siRNA von Sigma 990 5 5 100
Ktr.-siRNA von Cell 985 5 10 100
Signaling Technology
SiRNA gegen Tgfbr3 von 985 5 10 100
Santa Cruz
SiRNA gegen Smad2 von 985 5 10 100
Santa Cruz

Abkurzungen: Ktr.-siRNA: Kontroll-small interfering RNA

3.2.3 RNA-Extraktion aus den Zellen

Zur Gewinnung der RNA aus den verschiedenen Zellarten wurde das peqGOLD Total
RNA Kit verwendet und das Protokoll des Herstellers angewandt. Nach Ablauf von 42 h
(Kapitel 3.2.2) wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und
400 pl des mitgelieferten Lysepuffers des Kits in jedes der Vertiefungen der 6-Well-
Gewebekulturplatte pipettiert und die restlichen adhdrenten einschichtigen Zellen mit
einem Zellschaber abgeltst. AnschlieBend wurde das Lysat auf die DNA Removing
Column gegeben und fiir 1 min bei 12.000 g zentrifugiert. Der Sdulendurchfluss wurde
in einem frischen Reagiergefal’ aufgefangen und anschlieend zu gleichen Teilen mit 70
% Ethanol vermengt und mittels Pipette ordentlich durchmischt. Das Gemisch wurde
dann auf die PerfectBind RNA Column gegeben und mit 10.000 g fur 1 min zentrifugiert.

Der Saulendurchfluss wurde verworfen. Auf die PerfectBind RNA Column wurden
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anschlieRend 500 pl RNA-Waschpuffer I pipettiert und fiir 15 s bei 10.000 g zentrifugiert.
Der gleiche Reinigungsschritt wurde mit 600 pl des RNA Wash Buffer Il wiederholt.
AnschlieBend wurde die PerfectBind RNA Column bei 10.000 g fir 2 min trocken
zentrifugiert. Um nun die RNA aus der PerfectBind RNA Column herauszulésen, wurde
70 pl nukleasefreies ddH.O auf die Sdule pipettiert und fiir 3 min inkubiert. AbschlieRend
werden die S&ulen bei 5.000 g fur 1 min zentrifugiert und der Sdulendurchfluss in einem

frischen Reagiergefal des Kits aufgefangen.

3.2.4 cDNA-Synthese

Die RNA-Konzentration der einzelnen RNA-Proben wurde mit dem NanoDrop bei einem
Absorptionsverhaltnis von Azeor2s0 Uber 1,90 ermittelt. Die gemessenen Konzentrationen
berucksichtigend, wurden, mittels nukleasefreiem ddH.O, Proben mit jeweils 800 ng
RNA in einem Endvolumen von 20 ul fir die cDNA-Synthese hergestellt. Die einzelnen
RNA-Proben wurden bei 70 °C fir 10 min im PCR-Thermocycler peqSTAR erhitzt und
damit denaturiert. Hiernach wurde der Mastermix, Tabelle 3, beigefugt. Mittels des PCR-
Thermocycler wurde dann eine Reverse-Transkriptase- (RT-)PCR zur Synthese der
cDNA durchgefiihrt. Das verwendete Programm ist in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die so
entstandenen cDNA-Proben wurden abschliefend mit 60 ul nukleasefreiem ddH.O
verdiinnt und auf ein Endvolumen von 100 pl gebracht. Sie konnten entweder direkt fiir
weitere Experimente verwendet werden oder bei —20 °C zur Lagerung tiefgefroren

werden.

Tabelle 3: Mastermixzusammensetzung [Volumen/Probe] der Reverse-Transkriptase-PCR

Reagenz Volumen [pl]
10x PCR Buffer Il 4

dNTPs (10 mM) 2
Magnesiumchlorid (25 mM) 8

MuLV Reverse Transkriptase (50 U/ul) 2
Nukleasefreies ddH20 1
RNase-Inhibitor (20U/ul) 1

Random Hexamers (50 uM) 2
Volumen/Probe 20
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Tabelle 4: Thermocyclerprogramm fiir Reverse-Transkriptase-PCR

Temperatur [°C] Zeit [min] Effekt

21 10 Anheftung der Hexamere

43 75 Reverse Transkription

99 5 Inaktivierung der Reversen Transkriptase
4 Unbegrenzt Zur Lagerung

3.2.5 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Echtzeit-PCR

Die Genexpressionsanalyse wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR, im Englischen
»Real Time quantitative PCR*“ (RT-gPCR), in einem QuantStudio 3 qPCR-Cycler
durchgefuhrt. Das verwendete Programm ist in Tabelle 5 aufgefuhrt und wurde bereits
friher im Labor angewandt [131]. In Bezug auf das stets verwendeten gPCR-Programm
(Tempertauten, Zeiten und Zyklen, siehe Tabelle 5) waren die verwendeten Primer,
Kapitel 3.1.3.4, bereits im Labor etabliert und getestet worden [132]. RNA Polymerase Il
Untereinheit A (Polr2a), aus dem Bakterium Thermus aquaticus, diente als Referenzgen.
Zu den 2 pl cDNA der jeweiligen Proben wurden die weiteren Bestandteile nach dem
Pipettierschema in Tabelle 6 hinzugeflgt. Das Endvolumen der Proben entsprach 25
ul/Probe. Fiir jede der Proben wurden jeweils zwei Messwerte, ,,Cycle Threshold* (CT),
ermittelt. Die ACT-Werte kommen daruber zustande, dass die CT-Mittelwerte des
jeweiligen Zielgens von den CT-Mittelwerten des entsprechenden Referenzgens, in
diesem Fall Polr2a, subtrahiert werden: ACT = CT(Polr2a) — CT(Zielgen) [117].
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Tabelle 5: Real Time gPCR Programm

Phase Temp.  Zeit Effekt Zyklen
[°C] [s] [Anzahl]
50 120 Aktivierung der Polymerase
95 300 Initiale Denaturierung der cDNA
95 5 Denaturierung der cDNA

PCR-Phase 59 5 Anheftung der Primer 40
72 30 Elongation

95 15
60 60
95 15
60 15

Abkiirzungen: Temp.: Temperatur

Tabelle 6: Pipettierschema der Real Time gPCR [Volumen/Probe]

Reagenz Volumen [ul]

Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (SYBR Green 13
komplettiert mit ROX Dye)

Platinum SYBR Green Magnesiumchlorid (50 mM) 1
Primerverdiinnung (Sense und Antisense je 10 pmol/ul) 1
Nukleasefreies ddH.0 8
cDNA 2
Volumen/Probe 25
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3.2.6 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung nach

Bradford
Aufgrund des zugrunde liegenden TGF-B-Signalwegs wurden sowohl die priméren
Mauslungen-Fibroblasten als auch die NIH/3T3-Zellen mittels TGF-beta-1-Liganden vor
der Western-Blot-Analyse sowie der Bestimmung der Zellviabilitit und der
Zellproliferation stimuliert [117]. Die Isolierung, Kultivierung und das Passagieren der
Zellen erfolgte wie in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben. Fir die Western-Blot-Analyse wurde
das DMEM-Kulturmedium (s. Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.1.2) der jeweiligen Zellen jedoch
45 min vor Ablauf der 42-h-Frist entfernt und die Zellen fur die verbleibende Zeit mit
neuem, auf 37 °C vorgewarmten und zusatzlich mit TGF-beta 1 versetzten DMEM-
Kulturmedium (2 ng/ml) inkubiert. Vor der Proteinextraktion wurden die Zellen 42 h
nach Transfektion (Kapitel 3.2.2) zunachst mit 1 x PBS gewaschen. AnschlieRend wurde
jeweils 150 pl des Lysepuffers in die Vertiefungen der 6-Well-Gewebekulturplatte
gegeben und fur 10 min im Kdihlschrank bei 4 °C inkubiert. Der Lysepuffer bestand
hierbei aus 1000 pl Ripa-Puffer versetzt mit 40 pl der Vorratslosung des cOmplete™
Proteaseinhibitors (1 Tablette in 2 ml ddH20) und 10 pl der 1-mM-Vorratsldsung
Natriumorthovanadat. Mit dem Zellschaber wurden die letzten Zellen in den
Vertiefungen mechanisch geldst. Das jeweilige Lysat wurde anschlieend in 1,5-ml-
Reagiergefalie Uberfuhrt und die Proben bei 4 °C und 13.000 U/min fir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand mit den gelsten Proteinen wurde abgenommen und in ein
frisches 1,5-ml-Reagiergefall (bertragen. Das Zellschrottpellet wurde verworfen.
AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration mithilfe des Bradford-Assay in einer 96-
Well-Gewebekulturplatte bestimmt. Hierfir wurden die Proben zunéchst 1:10 mit ddH.0
verdunnt. Zu 10 pl dieser Verdinnung wurden 200 pl Quick Start™ Bradford Dye
hinzugegeben und fir 5 min inkubiert. Zuvor wurden Proben mittels BSA mit
aufsteigender Konzentration von 0,05 pg/ul, 0,1 pg/ul, 0,2 pg/ul, 0,3 pg/ul, 0,4 pg/ul,
und 0,5 pg/ul hergestellt und ebenfalls in die 96-Well-Gewebekulturplatte pipettiert. Die
BSA-Proben fungierten als Referenzkonzentrationen fir die Standardkurve, welche
ihrerseits zur Ermittlung der Proteinkonzentration herangezogen wurde. Mit NanoQuant

Infinite® 200 PRO wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen.
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3.2.7 Proteinaufkonzentrierung und Proteinelektrophorese

Proteinproben mit 20 ng in 50 pl ddH20 wurden in 0,5-ml-Reagiergefalien hergestellt und
mit 200 pl —20 °C kaltem Aceton versetzt, unter Zuhilfenahme des Vortexmixers
gemischt und bei —20 °C fir 60 min. inkubiert. Anschlielend wurde die Proben fur 10
min bei 15.000 x g zentrifugiert. Der Acetonuberstand wurde entnommen und die Proben
fir 30 min mit ge6ffnetem Deckel stehen gelassen, um das restliche Aceton evaporieren
zu lassen. 10 ul 4 x Laemmli Sample Puffer, versetzt mit B-Mercaptoethanol (9:1),
wurden zu den Proteinpellets hinzugegeben und mit dem Vortexmixer gemischt, fir 5
min bei 95 °C denaturiert und mit Pipette in die Taschen des 26-Well Midi Protein Gel
pipettiert. Uber das Midi Gel wurde in einer Gel-Elektrophoresekammer mittels des
Biorad PowerPac™ 3000 Electrophoresis Power Supply eine Spannung von 100 V im 1x
SDS Laufpuffer (s. Tabelle 7) angelegt und damit die Gelelektrophorese durchgefiihrt
und die Proteine aufgetrennt. Mit dem Western-Blot-Transfersystem Trans-Blot® Turbo
wurden die aufgetrennten Proteine auf die Trans-Blot Turbo Midi Nitrocellulose-
Membran Ubertragen. Die Membran wurde abschlieRend mit dem 5 % BSA-

Blockierpuffer (s. Tabelle 8) flr eine Stunde blockiert.

Tabelle 7: Zusammensetzung des 10x SDS Laufpuffer fir Western Blot

Bestandteile Menge [g]
SDS 10

Tris 30

Glycin 144

Die Bestandteile wurde in und mittels ddH,O auf ein Lagervolumen von 1000 ml gebracht. Um den fertigen
1x SDS Laufpuffer zu erhalten wurden jeweils 100ml des 10x SDS Laufpuffers mit 900 ml ddH,O

verdiinnt.

Tabelle 8: Zusammensetzung des 5 % BSA-Blockierpuffer fir Western Blot

Bestandteile Menge
BSA-Pulver 590
1x PBS 100 ml
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3.2.8 Western-Blot-Analyse

Vor dem Inkubieren mit einem priméren oder sekundaren Antikorper wurde die Membran
unter Schwenkbewegungen mit 1x PBS Waschpuffer (s. Tabelle 9) fur eine halbe Stunde
gewaschen, dabei wurde der Waschpuffer alle 5 min ausgetauscht. Die verdinnten
Primarantikorper, Kapitel 3.1.3.1, gegen die jeweiligen Zielproteine wurden jeweils 0. N.
bei 4 °C und der sekundare Antikorper, Kapitel 3.1.3.1, anschlieBend fir eine Stunde bei
RT inkubiert. Alle Antikérper wurden in 5% BSA in 1 x PBS verdunnt. Die Auswertung
der Membran fand am Imager ImageQuant® LAS 4000 mithilfe des SuperSignal® West
Femto Maximum Sensitivity Substrate statt. p-Aktin wurde bei allen Versuchen als
Ladungskontrolle benutzt. Die Membran wurde nach jeder Auswertung mithilfe von 50
ml Abstreifpuffer (s. Tabelle 10) und 347 pul B-Mercaptoethanol bei 52 °C fiir 7 min von
den zuvor benutzten Antikdrpern gesaubert.

Tabelle 9: Zusammensetzung des 1 x PBS Waschpuffer fir Western Blot

Bestandteile Menge [ml]
Tween® 20 2

10x PBS 200

ddH20 1800

Tabelle 10: Zusammensetzung des Abstreifpuffers fiir Western Blot

Bestandteile Menge [ml]
10% SDS 10

1,0 M Tris, pH 6.8 31

1x PBS 459

3.2.8.1 Densitometrie
Zur quantitativen Auswertung der Protein-Steady-State-Level wurden die am Imager
ImageQuant® LAS 4000 erstellten Aufnahmen des entsprechenden Western Blots eine

Densitometrie unterzogen. Mittels des Programms ImagelJ Fiji wurde zunéchst die
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Gesamtpixelzahl der einzelnen Proteinbanden bestimmt. Die Gesamtpixelzahl des
Zielproteins wurde anschlieRend durch die entsprechende Gesamtpixelzahl des
Referenzproteins, stets B-Aktin, derselben Probe dividiert und mittels des Programms

GraphPad Prism 6.0 statistisch ausgewertet.

3.2.9 Bestimmung der Zellproliferationsrate

Die  Zellproliferationsrate ~ der ~ NIH/3T3-Zelllinie  sowie der  priméren
Mauselungenfibroblasten wurde in einer 96-Well-Gewebeplatte unter Inkorporation von
Bromdesoxyuridin (BrdU) und mittels des Zellproliferations-Kits von Roche ermittelt.
BrdU wird hierbei als Thymidinanalogon bei der DNA-Synthese in den DNA-Strang
eingebaut und nach Denaturierung mittels Antikdrperkonjugat markiert. Die Zellen
wurden zuvor, wie in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben, gesét, kultiviert und passagiert.
AnschlieBend fand die Transfektion, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, statt. Fur die
Ermittlung der Zellproliferation in Bezug auf den TGF-B-Signalweg wurde die Hélfte der
96-Well-Gewebekulturplatte des jeweiligen Experiments fiir die gesamten 42 h, nach der
Transfektion, mit dem zusatzlich mit TGF-beta 1 versetzten DMEM-Kulturmedium
(2 ng/ml) inkubiert. 40 h nach der Transfektion wurden alle Zellen zusétzlich mit 10
pl/Well des BrdU-Kennzeichnungsgemischs nach der Anleitung von Roche fiir 2 h
inkubiert. Unter Befolgung der Anleitung von Roche wurden die né&chsten Schritte
durchgefuhrt und die Absorption abschlieBend mit dem NanoQuant Infinite® 200 PRO
bei einer Wellenldnge von 370 nm gemessen. Es wurden Blindkontrollen und

Hintergrundkontrollen, wie in Tabelle 11 angegeben, durchgefuhrt.

Tabelle 11: Blindkontrollen und Hintergrundkontrollen zum Proliferations-Kit

Kontrolle Volumen [ul] Bestandteile

Blindkontrolle 100 Kulturmedium
100 Anti-BrdU-POD
10 BrdU

Hintergrundkontrolle 100 Kulturmedium
100 Anti-BrdU-POD

Gesate Zellen (20.000 Zellen/Well)
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3.2.10 Bestimmung der Zellviabilitat

Die Zelllebensfahigkeit der NIH/3T3-Zelllinie sowie der primdren Mauselungen-
fibroblasten wurde in einer 96-Well-Gewebekulturplatte mit dem wasserldslichen
Farbstoff  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) und
mittels des Viabilitats-Kits von Roche ermittelt. Hierbei wird von vitalen Zellen gelber
MTT-Farbstoff mittels mitochondrialer Succinat-Dehydrogenasen und NAD(P)H
abhangig zu violettem wasserunléslichen Formazan reduziert. Die Zellen wurden zuvor,
wie in Kapitel 3.2.1.2 beschrieben, gesét, kultiviert und passagiert. Anschlie3end fand die
Transfektion, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, statt. Fiir die Ermittlung der Zellviabilitat
in Bezug auf den TGF-B-Signalweg wurde die Halfte der 96-Well-Gewebekulturplatte
des jeweiligen Experiments analog zu der Bestimmung der Zellproliferationsrate (s.
Kapitel 3.2.9) flr die gesamten 42 h, nach der Transfektion, mit dem zusétzlich mit TGF-
beta 1 versetzten DMEM-Kulturmedium (2 ng/ml) inkubiert. 38 h nach der Transfektion
wurden alle Zellen zuséatzlich mit 10 pl/Well des MTT- Markierungsreagenzgemischs
nach der Anleitung von Roche fir 4 h inkubiert. Unter Befolgung der Anleitung von
Roche wurden auch die nachsten Schritte durchgefuhrt sowie die Absorption
abschlieRend mit dem NanoQuant Infinite® 200 PRO bei einer Wellenlange von 570 nm
gemessen. Es wurden Blindkontrollen und Hintergrundkontrollen zur Vergleichbarkeit,

wie in Tabelle 12, durchgefihrt.

Tabelle 12: Blindkontrollen und Hintergrundkontrollen zum Viabilitats-Kit

Kontrolle Volumen [ul]  Bestandteile
Blindkontrolle 100 Kulturmedium

100 Solubilisierungsldsung

10 MTT-Markierungsreagenz
Hintergrundkontrolle 100 Kulturmedium

100 Solubilisierungsldsung

Geséte Zellen (20.000 Zellen/Well)
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3.2.11 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen erfolgten mittels der GraphPad Prism 6.0 Software. Um
mehrere Gruppen vergleichen zu kodnnen, wurde eine Varianzanalyse, eine einfache
— englisch one-way — ANOVA (,,analysis of variance*), mit dem Tukey’s post-hoc Test
durchgefuhrt und als Mittelwert (M) + SD (Standardabweichung, ,,standard deviation®)
dargestellt. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die
Ausreiflieranalyse fand mithilfe des Grubbs-Tests statt, wobei keine AusreiRer gefunden
wurden. Die Festlegung der finalen GruppengrofRe in den jeweiligen Experimenten
erfolgte  nach zuvor durchgefuhrten Pilotexperimenten und anschlieBender
StichprobengréRenberechnung fiir die one-way ANOVA bei einer Teststarke von 0,8 und

eines Signifikanzniveaus von p-Werte < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Transfektionsreagenzien beeinflussen die mMRNA-Steady-
State-Level

Um zu untersuchen, ob Transfektionsreagenzien die Steady-State-mRNA-Level
beeinflussen, wurden primdre Mauselungenfibroblasten und NIH/3T3-Zellen drei
verschiedenen Transfektionsreagenzien ausgesetzt. Die Transfektionsreagenzien waren
X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent, HiPerFect Transfection Reagent und
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent. Hierbei wurde deutlich, dass sowohl die
MRNA-Level der Rezeptoren als auch die Liganden des TGF-B-Signalwegs [100, 102]
unterschiedlichen ~ Veranderungen  unterworfen  sind.  Die  verschiedenen
Transfektionsreagenzien zeigten — vom jeweiligen Gen abhdngig — unterschiedliche
Effekte in Form und Auspragung [117]. Wurden die TGF-B-Rezeptoren in den priméren
Mauselungenfibroblasten  betrachtet, erhéhten sowohl X-tremeGENE™ und
Lipofectamine 2000 die Tgfbr3-mRNA-Steady-State-Level, verglichen mit Zellen, die
lediglich Transfektionsmedium erhielten (in den Abbildungen als Untreated (Ut)
beschriftet). HiPerFect hingegen hatte keinen Einfluss auf die primaren Zellen
(Abbildung 6) [117].
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Abbildung 6: Effekte der Transfektionsreagenzien auf die mMRNA-Steady-State-Level in
Fibroblasten.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in priméaren Mauselungenfibroblasten und
NIH/3T3-Zellen (Mausefibroblastenzelllinie). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium) oder erhielten eine Behandlung mit einem der drei Transfektionsreagenzien (1:200
Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) fur 6 h. Hierbei kamen X-tremeGENE™ (X-trem),
HiPerFect Transfection Reagent (Hiper) oder Lipofectamine® 2000 Transfection (Lipo) zum Einsatz. Die
Steady-State-mRNA-Level von Tgfbr3 (A, D), Tgfbl (B, E) und Serpinel (C, F) wurden mittels Real Time
gPCR ermittelt. Die Ergebnisse an priméaren Mauselungenfibroblasten werden auf der linken Spalte (A bis
C) présentiert, die Ergebnisse an NIH/3T3-Zellen in der rechten Spalte (D bis F). Die Werte werden als
Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer Gruppengrée n = 4 angegeben. Dabei stellt jeder
Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die Trends sind
reprasentativ fir dieselben Trends, die in mindestens zwei weiteren unabhangigen Experimenten

beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Kondition Ut und den
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jeweiligen Transfektionsreagenzien zustande. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem
Tukey’s post-hoc Test bestimmt und wurden nur dargestellt bei p-Werten von p < 0,05. Die Abbildungen
sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Auf Tgfbrl der priméren Mduselungenfibroblasten zeigte lediglich Lipofectamine 2000
einen Effekt (Abbildung 7A), wohingegen Tgfbr2 von allen Transfektionsreagenzien
vollkommen unbeeinflusst schien (Abbildung 7B). Diese Beobachtungen setzten sich
auch bei den TGF-B-Liganden fort. Hierbei zeigten sowohl Tgfbl (Abbildung 6B) und
Tgfb2 (Abbildung 7C) eine Verringerung der mRNA-Level durch X-tremeGENE™ und
Lipofectamine 2000. Tgfb3 wurde lediglich von X-tremeGENE™ verringert (Abbildung
7D) [117]. Das Reportergen Serpinel zeigte keine Veranderungen der mRNA-Level im
Vergleich zu der Kontrollkondition Ut, (lediglich Transfektionsmedium) (Abbildung
6C). AbschlieBend kann konstatiert werden, dass HiPerFect keinen der mRNA-Steady-
State-Level der untersuchten Gene der primaren Méauselungenfibroblasten beeinflusste
[117].

Werden dagegen die NIH/3T3-Zellen betrachtet, wird deutlich, dass diese Zellen deutlich
weniger stark von den drei Transfektionsreagenzien beeinflusst wurden als die priméaren
Mauselungenfibroblasten. Alle drei Transfektionsreagenzien hatten keinen Einfluss auf
Tgfbrl (Abbildung 7E), Tgfbr2 (Abbildung 7F), Tgfbr3 (Abbildung 6D), Tgfbl
(Abbildung 6E), Tgfb2 (Abbildung 7G), Tgfb3 (Abbildung 7H) [117]. Lediglich der
MRNA-Steady-State-Level von Serpinel wurde im Vergleich zu der Kontrollkondition
Ut (lediglich Transfektionsmedium) erhéht (Abbildung 6F). Um einen besseren
Uberblick zu geben, wurden die beschriebenen Effekte in Tabelle 13 zusammengefiihrt
[117].
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Abbildung 7: Effekte der Transfektionsreagenzien auf die mMRNA-Steady-State-Level in

Fibroblasten.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in priméaren Mauselungenfibroblasten und
NIH/3T3-Zellen (Mausefibroblastenzelllinie). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium) oder erhielten eine Behandlung mit einem der drei Transfektionsreagenzien (1:200

Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) fir 6 h. Hierbei kamen X-tremeGENE™ (X-trem),
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HiPerFect Transfection Reagent (Hiper) oder Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Lipo) zum
Einsatz. Die mMRNA-Steady-State-Level von Tgfbrl (A, E), Tgfbr2 (B, F), Tgfh2 (C, G) und Tgfb3 (D, H)
wurden mittels Real Time gPCR ermittelt. Die Ergebnisse an priméaren Mdauselungenfibroblasten werden
auf der linken Spalte (A bis D) préasentiert, die Ergebnisse an NIH/3T3-Zellen in der rechten Spalte (E bis
H). Die Werte werden als Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n = 4
angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus derselben
Kulturflasche dar. Die Trends sind reprasentativ fiir dieselben Trends, die in mindestens zwei weiteren
unabhangigen Experimenten beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der
Kondition Ut und den jeweiligen Transfektionsreagenzien zustande. Die p-Werte wurden mittels one-way
ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werte von p < 0,05.

Die Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Einflisse der Transfektionsreagenzien auf die mRNA-Level der

untersuchten Gene der primaren Méauselungenfibroblasten und NIH/3T3-Zellen

Gene Primare Fibroblasten NIH/3T3

X-trem Hiper Lipo X-trem Hiper Lipo
Tgfbrl v v x v v v
Tgfbr2 v v v v v v
Tgfbr3 x v x v v v
Tgfbl x v x v v v
Tgfb2 x v x v v v
Tgfb3 x v v v v v
Serpinel v v v v v x
Wert (%) 429 100 42,9 100 100 85,7

Ein H&kchen bedeutet keine Beeinflussung der Expression des jeweiligen Gens. Ein Kreuz bedeutet eine
Beeinflussung der Genexpression. Der Wert in Prozent (%) beschreibt die Anzahl der Hakchen durch die
Gesamtzahl der untersuchten Gene. Abkurzungen: X-trem: X-tremeGENE™, Hiper: HiPerFect, Lipo:

Lipofectamine 2000. Die Tabelle sowie die Beschriftung wurde von Referenz [117] modifiziert.
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4.2 Negativkontroll-siRNAs beeinflussen die mRNA-Steady-State-

Level

Alle funf verschiedenen Negativkontroll-siRNAs zeigten Effekte auf die mRNA-Steady-
State-Level der untersuchten Gene der primaren Mauselungenfibroblasten. Hierbei waren
sowohl die Rezeptoren als auch die Liganden des kanonischen TGF-B-Signalwegs [100,
102] betroffen.
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Abbildung 8: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die mMRNA-Steady-State-Level in Fibroblasten.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in priméren Mauselungenfibroblasten und
NIH/3T3-Zellen (Mausefibroblastenzelllinie). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock,

1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200
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Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der finf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100
nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology (CST) oder
Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) flr 6 h transfiziert. Die siRNA gegen
die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) diente als interne Positivkontrolle zur Kontrolle der Transfektion (A und D).
Das gleichbleibende Protokoll mit cDNA des gleichen cDNA-Bestands der primdren
Méauselungenfibroblasten wurde in der linken Spalte A bis C verwendet. cDNA aus dem gleichen cDNA-
Bestand der NIH/3T3-Zellen wurde in der rechten Spalte D bis F verwendet. Deshalb sind durch die
Positivkontrolle mittels siTgfbr3 auch die beiden Genexpressionsanalysen von Tgfbl und Serpinel
kontrolliert. Die mMRNA-Steady-State-Level von Tgfbr3 (A, D), Tgfbl (B, E) und Serpinel (C, F) wurden
mittels Real Time gPCR ermittelt. Die Ergebnisse der priméren Mauselungenfibroblasten werden auf der
linken Spalte (A bis C) présentiert, die Ergebnisse der NIH/3T3-Zellen in der rechten Spalte (D bis F). Die
Werte werden als Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréfRe n = 3 angegeben.
Dabei stellt jeder Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die
Trends sind reprasentativ fur dieselben Trends, die in mindestens zwei weiteren unabhangigen
Experimenten beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-
Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-Werte wurden mittels one-way
ANOVA mit Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten von p < 0,05. Die
Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Aus Griinden, die in der Diskussion behandelt werden, wurde in diesen Experimenten zur
Transfektion X-tremeGENE™ als Transfektionsreagenz  benutzt [117]. Als
Positivkontrolle zur Validierung der Transfektion der primaren Mauselungenfibroblasten
(Abbildung 8A) wie auch der NIH/3T3-Zellen (Abbildung 8D) wurde eine siRNA gegen
Tgfbr3 verwendet, wonach die jeweiligen mMRNA-Steady-State-Level bestimmt wurden
[117]. In den primdren Mauselungenfibroblasten zeigten vier der Negativkontroll-
siRNAs — bis auf die Negativkontroll-siRNA von Santa Cruz (StC) — eine Reduktion der
Tgfbr3-mRNA-Steady-State-Level im Vergleich zur Mock-Kondition (Abbildung 8A).
Werden die Tgfbr3-mRNA-Steady-State-Level jedoch mit der unbehandelten Kondition
(Ut) (lediglich Transfektionsmedium) verglichen, kénnen bis auf die Negativkontroll-
SIRNA von Santa Cruz und die siRNA gegen Tgfbr3 keine Unterschiede beobachtet
werden (Abbildung 8A) [117]. Die Beeinflussung von Tgfbr1 stellte sich sehr ahnlich dar,
hierbei zeigten sowohl die Negativkontroll-siRNA von Santa Cruz wie auch Qiagen
keinen Unterschied im Vergleich zur Mock-Kondition (Abbildung 9A). Tgfbr2 wurde
dagegen von keiner der Negativkontroll-siRNAs auf der Ebene der mRNA-Steady-State-
Level beeinflusst (Abbildung 9B).
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Abbildung 9: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die mRNA-Steady-State-Level in Fibroblasten.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in primaren Mauselungenfibroblasten und
NIH/3T3-Zellen (Mausefibroblastenzelllinie). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock,
1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200

Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der funf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100
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nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology (CST) oder
Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fir 6 h transfiziert. Die siRNA gegen
die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) diente als interne Positivkontrolle zur Kontrolle der Transfektion (Abbildung
8A und 8D). Das gleichbleibende Protokoll mit cDNA des gleichen cDNA-Bestands der priméaren
Mauselungenfibroblasten wurde in der linken Spalte A bis D verwendet. cDNA aus dem gleichen cDNA-
Bestand der NIH/3T3-Zellen wurde in der rechten Spalte E bis H verwendet. Durch die Positivkontrolle
mittels siTgfbr3 wurde die Genexpressionsanalysen dieser Abbildung 9 kontrolliert. Die mMRNA-Steady-
State-Level von Tgfbrl (A, E), Tgfbr2 (B, F), Tgfh2 (C, G) und Tgfb3 (D, H) wurden mittels Real Time
gPCR ermittelt. Die Ergebnisse der primaren Mauselungenfibroblasten werden in der linken Spalte (A bis
D) présentiert, die Ergebnisse der NIH/3T3-Zellen in der rechten Spalte (E bis H). Die Werte werden als
Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréBe n = 3 angegeben. Dabei stellt jeder
Datenpunkt eine eigenstdndige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die Trends sind
reprasentativ fur dieselben Trends, die in mindestens zwei weiteren unabhéngigen Experimenten
beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den
jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem
Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werte von p < 0,05. Die Abbildungen

sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Bei den TGF-B-Liganden zeigte insbesondere der Tgfbl-mRNA-Steady-State-Level eine
Beeinflussung durch die Negativkontroll-siRNAs von Santa Cruz, Cell Signaling
Technology und Qiagen, wobei hier der Tgfbl-mRNA-Steady-State-Level wieder dem
Niveau der unbehandelten Zellen (Kondition Ut) entsprach (Abbildung 8B). Sowohl
Tgfb2- und Tgfb3-mRNA-Steady-State-Level wurden lediglich durch eine
Negativkontroll-siRNA beeinflusst (Abbildung 9C und 9D) [117]. Die Tgfb2-mRNA-
Steady-State-Level zeigten eine Erhéhung unter der Negativkontroll-siRNA von Ambion
(Abbildung 9C), wohingegen die Negativkontroll-siRNA von Sigma die Tgfb3-mRNA-
Steady-State-Level erhohte (Abbildung 9D) [117]. Wie bereits zuvor in den
Experimenten beobachtet, in denen die Konditionen lediglich Transfektionsmedium und
die verschiedenen Transfektionsreagenzien enthielten (Abbildung 6 und Abbildung 7),
zeigten sich die Serpinel-mRNA-Steady-State-Level auch unbeeinflusst von den
Negativkontroll-siRNAs (Abbildung 8C).

Bei der Untersuchung der NIH/3T3-Zellen zeigte sich, dass die mRNA-Level insgesamt
weniger stark durch die Negativkontroll-siRNA beeinflusst wurden als die primaren

Méuselungenfibroblasten [117].
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Abbildung 10: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die mRNA-Steady-State-Level in

Fibroblasten.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in primaren Mauselungenfibroblasten und
NIH/3T3-Zellen (Mausefibroblastenzelllinie). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock,

1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200
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Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der funf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100
nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Technology (CST) oder Qiagen
(Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fir 6 h transfiziert. Die siRNA gegen die
Tafbr3-mRNA (siTgfbr3) diente als interne Positivkontrolle zur Kontrolle der Transfektion (Abbildung 8A
und 8D). Das gleichbleibende Protokoll mit cDNA des gleichen cDNA-Bestands der primdren
Méauselungenfibroblasten wurde in der linken Spalte A bis D verwendet. cDNA aus dem gleichen cDNA-
Bestand der NIH/3T3-Zellen wurde in der rechten Spalte E bis H verwendet. Durch die Positivkontrolle
mittels siTgfbr3 wurden die Genexpressionsanalysen dieser Abbildung 10 kontrolliert. Die mRNA-Steady-
State-Level von Smad2 (A, E), Smad3 (B, F), Smad4 (C, G) und Smad7 (D, H) wurden mittels Real Time
gPCR ermittelt. Die Ergebnisse der priméren Méduselungenfibroblasten werden auf der linken Spalte (A bis
D) présentiert, die Ergebnisse der NIH/3T3-Zellen in der rechten Spalte (E bis H). Die Werte werden als
Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréBe n = 3 angegeben. Dabei stellt jeder
Datenpunkt eine eigenstdndige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die Trends sind
reprasentativ fur dieselben Trends, die in mindestens zwei weiteren unabhdngigen Experimenten
beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den
jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem
Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten von p < 0,05. Die Abbildungen

sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Die Tgfbr3-mRNA-Steady-State-Level (Abbildung 8D) gemeinsam mit den Tgfb3-
MRNA-Steady-State-Leveln (Abbildung 9H) der NIH/3T3-Zellen wurden am starksten
beeinflusst. Die Negativkontroll-siRNAs von Cell Signaling Technology und Qiagen
zogen die Reduktion der Tgfbr3-mRNA-Steady-State-Level um nahezu die Hélfte des
Effekts der siRNA gegen Tgfbr3-mRNA nach sich (Abbildung 8D) [117]. Die Tgfb3-
MRNA-Level wurden von vier der finf Negativkontroll-siRNAs erhéht, wobei lediglich
die Negativkontroll-siRNA von Ambion keine Beeinflussung zeigte (Abbildung 9H)
[117]. Sowohl Tgfbr2 (Abbildung 9F) als auch Tgfbl (Abbildung 8E) zeigten nur eine
Beeinflussung durch die Negativkontroll-siRNA von Qiagen, wohingegen sowohl
Tgfbr1-mRNA-Level (Abbildung 9E) als auch Tgfb2-mRNA-Level (Abbildung 9G) der
NIH/3T3-Zellen von allen funf Negativkontroll-siRNAs unbeeinflusst vorlagen. Die
MRNA-Steady-State-Level der NIH/3T3-Zellen von Serpinel erfuhren eine Erhéhung
durch die Negativkontroll-siRNA von Ambion (Abbildung 8F) [117].
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Abbildung 11: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die mMRNA-Steady-State-Level in MLE-12.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in MLE-12 (Epithelzelllinie der
Maéuselunge). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-
tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in
Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in
Transfektionsmedium) mit einer der fiinf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion
(Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der
siRNA gegen die Smad2-mRNA (siSmad2) fir 6 h transfiziert. Die siRNA gegen die Smad2-mRNA
(siSmad2) diente als interne Positivkontrolle zur Kontrolle der Transfektion (Abbildung 12A). Das
gleichbleibende Protokoll mit cDNA des gleichen cDNA-Bestands der MLE-12-Zellen wurde verwendet.
Durch die Positivkontrolle mittels siSmad2 (Abbildung 12A) wurden die Genexpressionsanalysen dieser
Abbildung 11 kontrolliert. Die mRNA-Steady-State-Level von Tgfbrl (A), Tgfbr2 (B), Tgfbr3 (C),
Serpinel (D), Tgfb2 (E) und Tgfb3 (F) wurden mittels Real Time gPCR ermittelt. Tgfbl konnte nicht
detektiert werden. Die Werte werden als Mittelwert (M) £ Standardabweichung (SD) bei einer

Gruppengrolle n = 3 angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus
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derselben Kulturflasche dar. Die Trends sind reprasentativ fiir dieselben Trends, die in mindestens zwei
weiteren unabhangigen Experimenten beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich
zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-Werte wurden
mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten

von p < 0,05. Die Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Die mRNA-Steady-State-Level der Smad-Familie, welche als sogenannte ,,second
messenger” im TGF-B-Signalweg fungieren, zeigten keine Effekte in den priméren
Mauselungenfibroblasten. Sowohl Smad2 (Abbildung 10A), Smad3 (Abbildung 10B),
Smad4 (Abbildung 10C) wie auch Smad7 (Abbildung 10D) zeigten keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Mock-Kondition [117].
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Abbildung 12: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die mRNA-Steady-State-L evel in MLE-12.

Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der Targetgene in MLE-12 (Epithelzelllinie der
Mauselunge). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-
tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in
Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in
Transfektionsmedium) mit einer der flinf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100 nM) von Ambion (Amb),

Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der
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siRNA gegen die Smad2-mRNA (siSmad2) fir 6 h transfiziert. Die siRNA gegen die Smad2-mRNA
(siSmad2) diente als interne Positivkontrolle zur Kontrolle der Transfektion (A). Das gleichbleibende
Protokoll mit cDNA des gleichen cDNA-Bestands der MLE-12-Zellen wurde verwendet. Durch die
Positivkontrolle mittels siSmad2 wurden die Genexpressionsanalysen dieser Abbildung 12 kontrolliert. Die
MRNA-Steady-State-Level von Smad2 (A), Smad3 (B), Smad4 (C) und Smad7 (D) wurden mittels Real
Time gPCR ermittelt. Die Werte werden als Mittelwert (M) = Standardabweichung (SD) bei einer
Gruppengrofie n = 3 angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus
derselben Kulturflasche dar. Die Trends sind reprasentativ fiir dieselben Trends, die in mindestens zwei
weiteren unabhangigen Experimenten beobachtet wurden. Die p-Werte kommen durch den Vergleich
zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-Werte wurden
mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten

von p < 0,05. Die Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.

Auch die NIH/3T3-Zellen zeigten bis auf die mMRNA-Level-Erhéhung von Smad7 durch
die Negativkontroll-siRNA von Santa Cruz (Abbildung 10H) keine Effekte. Smad?2
(Abbildung 10E), Smad3 (Abbildung 10F) und Smad4 (Abbildung 10G) zeigten keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Mock-Kondition [117].

Im Gegensatz zu den primédren Mauselungenfibroblasten und vergleichbar mit den
NIH/3T3-Zellen zeigten die Zellen der MLE-12-Zelllinie, einer Epithelzelllinie aus
Méauselungen, nahezu keine Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level durch die
Negativkontroll-siRNAs. Hierbei blieben die mRNA-Level der TGF-B-Rezeptoren
Tofbrl (Abbildung 11A), Tgfbr2 (Abbildung 11B), Tgfbr3 (Abbildung 11C) und
Serpinel (Abbildung 11D) sowie die mRNA-Steady-State-Level der Smad-Proteine
Smad2 (Abbildung 12A), Smad3 (Abbildung 12B), Smad4 (Abbildung 12C) und Smad7
(Abbildung 12D) unbeeinflusst [117]. Die Negativkontroll-siRNAs von Ambion und
Qiagen reduzierten die mMRNA-Steady-State-Level des TGF-B-Liganden Tgfb2
(Abbildung 11E), wobei lediglich die Negativkontroll-siRNA von Ambion die Tgfb3-
MRNA-Level der MLE-12-Zellen reduzierte (Abbildung 11F) [117]. Die mRNA des
Liganden Tgfb1 konnte in den MLE-12-Zellen nicht detektiert werden [117]

Die Effekte der finf Negativkontroll-siRNAs auf die mRNA-Steady-State-Level der
untersuchten Transkripte wird in Tabelle 14 zusammengefasst. Diese zeichnet ein
Gesamtergebnis der jeweiligen Negativkontroll-siRNAs in den drei unterschiedlichen

Zelltypen in Form eines Prozentwertes nach [117].
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Tabelle 14: Zusammenfassung der Einfliisse der Negativkontroll-siRNAs auf die mRNA-Level primarer Mauselungenfibroblasten, NIH/3T3- und MLE-12-Zellen

Gene Primére Fibroblasten NIH/3T3 MLE-12

Amb  Sig StC CST Qia | Amb  Sig StC CST Qia | Amb  Sig StC CST Qia
Tofbrl x x v x v v v v v v v v v v v
Tofbr2 v v v v v v v v v x v v v v v
Tofbr3 x x v x x v v v x x v v v v v
Tgfbl v v x x x v v v v x ND ND ND ND ND
Tgfb2 x v v v v v v v v v x v v v x
Tgfb3 v x v v v v x x x x x v v v v
Serpinel v v v v v x v v v v v v v v v
Smad?2 v v v v v v v v v v v v v v v
Smad3 v v v v v v v v v v v v v v v
Smad4 v v v v v v v v v v v v v v v
Smad7 v v v v v v v x v v v v v v v
Score (%) 72,7 727 9,9 727 8.8 | 90,9 9,9 818 818 636 80 100 100 100 90

Ein Hékchen bedeutet keine Beeinflussung der Genexpression. Ein Kreuz bedeutet eine Beeinflussung der Genexpression. Der Wert in Prozent (%) beschreibt die Anzahl der
Héakchen durch die Gesamtzahl der untersuchten Gene. Abkurzungen: Amb: Ambion, Sig: Sigma, StC: Santa Cruz, CST: Cell Signaling Technology, Qia: Qiagen, ND: nicht

detektiert. Die Tabelle sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.
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4.3 Negativkontroll-siRNAs  beeinflussen  Protein-Level im
Western Blot

Der Einfluss der Negativkontroll-siRNAs wurde, wie oben beschrieben, auch mittels
Western Blot (Immunoblot) untersucht. Zur internen Positivkontrolle fand die siRNA
gegen Tgfbr3-mRNA zur Validierung der Transfektion sowohl bei den primaren
Mauselungenfibroblasten als auch bei den NIH/3T3-Zellen Verwendung. Die
Proteinmenge der primaren Maéuselungenfibroblasten wie auch der NIH/3T3-Zellen
konnte wirkungsvoll reduzierte werden (Abbildung 13A und B) [117].
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Abbildung 13: Effekte der Negativkontroll-siRNA auf die Proteinmenge in Fibroblasten.

Beeinflussung der Protein-Steady-State-Level in primaren M&uselungenfibroblasten und NIH/3T3-Zellen
(Méausefibroblastenzelllinie). Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden
mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in
Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in
Transfektionsmedium) mit einer der flinf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion
(Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der
siRNA gegen die Tgfor3-mRNA (siTgfbr3) fir 6 h transfiziert. Die siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA
(siTgfbr3) diente als interne Positivkontrolle zur Kontrolle der Transfektion (A und B). AnschlieRend
wurden die Proteine extrahiert und die Western Blot durchgefiihrt. In (A) werden die Protein-Steady-State-
Level der primaren Méauselungenfibroblasten und in (B) die der NIH/3T3-Zellen dargestellt. Protein-
Steady-State-Level von Tgfbr3, SMAD2, SMAD3, phospho-SMAD2 und phospho-SMAD3 wurden
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ermittelt. Zur Ladungskontrolle fand B-Aktin Verwendung. Jede Bande stellt eine eigenstdndige
Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar, wobei drei Banden zusammen immer eine Gruppe
darstellen. Die Trends sind reprasentativ fur dieselben Trends, die in mindestens zwei weiteren
unabhéngigen Experimenten beobachtet wurden. Die Abbildungen sowie die Beschriftung wurden von
Referenz [117] modifiziert.

Bei den primédren Mauselungenfibroblasten konnte, im Gegensatz zu deren starker
Beeinflussung der Tgfbr3-mRNA-Steady-State-Level (Abbildung 8A), auf Ebene der
Protein-Level keine wirkliche Beeinflussung beobachtet werden (Abbildung 13A,
Abbildung 14) [117]. Veranderungen der Proteinmenge von SMAD2 und SMAD3
konnten nicht beobachtet werden (Abbildung 13A, Abbildung 14A und 14B). Die
phosphorylierten SMAD2- und SMAD3-Proteine (pPSMAD2 und pSMAD3) wurden
durch keine der Negativkontroll-siRNAs in der Proteinmenge beeinflusst und wiesen
somit im Vergleich zu den Konditionen Unbehandelt (Ut) und Mock keine Unterschiede
auf (Abbildung 13A, Abbildung 14D und 14E). Dies deckt sich mit den Beobachtungen,
dass keine der Negativkontroll-siRNAs die mRNA-Level der SMAD-Proteine in den
primédren Méauselungenfibroblasten beeinflusste (Abbildung 10A und 10B) [117].

Die NIH/3T3-Zellen zeigten fur die Tgfbr3-Protein-Steady-State-Level keine
Beeinflussung durch die Negativkontroll-siRNA von Ambion (Abbildung 15C), jedoch
wurden die Tgfbr3-Protein-Level durch die jeweilige Negativkontroll-siRNA von Sigma,
Santa Cruz, Cell Signaling Technology und Qiagen im Vergleich zu den Konditionen
Unbehandelt (Ut) und Mock reduziert (Abbildung 13B, Abbildung 15C) [117]. Damit
zeigte sich insbesondere in Bezug auf die siRNA gegen Tgfbr3-mRNA (Positivkontrolle)
und die Negativkontroll-siRNAs von Ambion, Cell Signaling Technology sowie Qiagen
der gleiche Effekt wie auf der mMRNA-Ebene (Abbildung 8D) [117]. Darlber hinaus
scheinen die Negativkontroll-siRNAs von Sigma und Santa Cruz die Proteinmengen der
NIH/3T3-Zellen zu beeinflussen (Abbildung 13B, Abbildung 15C), ohne jedoch einen
Effekt auf die dazugehdérigen mRNA-Steady-State-Level gehabt zu haben (Abbildung
8D). In den NIH/3T3-Zellen konnte ebenfalls kein Effekt auf die Proteinmenge von
SMAD2 und SMAD3 oder pPSMAD2 und pPSMAD3 durch die Negativkontroll-siRNAs
beobachtet werden (Abbildung 13B, Abbildung 15). Dies ist deckungsgleich mit den
Ergebnissen aus den Bestimmungen der mRNA-Steady-State-Level (Abbildung 10E und
10F).
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Abbildung 14: Densitometrische Analyse der Effekte der Negativkontroll-siRNA auf die
Proteinmenge in priméaren Mauselungenfibroblasten.

Densitometrische Auswertung der Beeinflussung der Protein-Steady-State-Level in priméren
Mauselungenfibroblasten mittels ImageJ Fiji. Bandenintensitat von SMAD2 (A), SMAD3 (B), Tgfbr3 (C),
phospho-SMAD2 (D) und phospho-SMAD3 (E) wurden bestimmt und gegen die entsprechende
Bandenintensitat von B-Aktin normalisiert, welches im Western Blot als Ladungskontrolle diente. Die
Zellen erhielten keine Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA
Transfection Reagent behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden
mittels X-tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der flnf
Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC),
Cell Signaling Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3)
fur 6 h transfiziert. Die siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) diente als interne Positivkontrolle zur
Kontrolle der Transfektion (C). Die Héhe der Balken zeigen den Mittelwert (M), wobei die Fehlerbalken
die Standardabweichung (SD) bei einer GruppengrélRe n = 3 angegeben. Die p-Werte kommen durch den

Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-
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Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur

dargestellt bei p-Werten von p < 0,05.
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Abbildung 15: Densitometrische Analyse der Effekte der Negativkontroll-siRNA auf die
Proteinmenge in NIH/3T3-Zellen.

Densitometrische Auswertung der Beeinflussung der Protein-Steady-State-Level in und NIH/3T3-Zellen
(Méausefibroblastenzelllinie) mittels ImageJ Fiji. Bandenintensitat von SMAD2 (A), SMAD3 (B), Tgfbr3
(C), phospho-SMAD2 (D) und phospho-SMAD3 (E) wurden bestimmt und gegen die entsprechende
Bandenintensitidt von B-Aktin normalisiert, welches im Western Blot als Ladungskontrolle diente. Die
Zellen erhielten keine Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA
Transfection Reagent behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden
mittels X-tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der finf
Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC),
Cell Signaling Technology (CST) ) oder Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3)
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flir 6 h transfiziert. Die siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) diente als interne Positivkontrolle zur
Kontrolle der Transfektion (C). Die Héhe der Balken zeigen den Mittelwert (M), wobei die Fehlerbalken
die Standardabweichung (SD) bei einer Gruppengréfie n = 3 angegeben. Die p-Werte kommen durch den
Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande. Die p-
Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur
dargestellt bei p-Werten von p < 0,05.
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4.4 Negativkontroll-siRNAs beeinflussen Zellproliferation und
Zellviabilitat

Die Behandlung der primaren Mauselungenfibroblasten mit dem Transfektionsreagenz

X-tremeGENE™ lieR die Zellproliferation, ermittelt mit dem Proliferations-Kit auf Basis

von 5-Bromo-2"-deoxyuridin (BrdU), unbeeinflusst. Dem gegentber erfuhr die

Zellproliferationsrate durch alle finf kommerziellen Negativkontroll-siRNAs eine
vergleichbare Reduzierung wie die siRNA gegen Tgfbr3 (Abbildung 16A) [117].
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Abbildung 16: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die Zellproliferation und Zellviabilitat in

Mauselungenfibroblasten.

Beeinflussung der Zellproliferation und Zellviabilitat in primaren Mduselungenfibroblasten. Die Zellen

erhielten keine Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection
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Reagent behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-
tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der funf Negativkontroll-
siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling
Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fur 6 h
transfiziert. SiTgfor3diente als Transfektionskontrolle. Das gleiche Protokoll der Transfektion wie bereits
bei der Bestimmung der mRNA-Steady-State-Level und der Protein-Steady-State-Level wurde verwendet.
Die Zellproliferation der primaren Mauselungenfibroblasten wurde mittels Kit auf Basis von 5-Bromo-2”-
deoxyuridin (BrdU) ermittelt (A). Die Zellviabilitdit wurde mittels Kit auf Basis von 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) ermittelt (B). Die Zellen wurden zuvor zur
Halfte mit ,transforming growth factor“ TGF-p behandelt. Die Werte werden als Mittelwert (M) =
Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n = 5 angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine
eigenstdndige  Zellkulturkondition — aus  derselben  Kulturflasche  dar. Die  jeweiligen
Wiederholungsexperimente werden im Anhang aufgefuhrt (Abbildung 18 fiir BrdU und Abbildung 19 fir
MTT). Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen
Negativkontroll-siRNAs zustande, hierbei werden die mit TGF-p behandelten Gruppen von den
unbehandelten Gruppen unterschieden. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s
post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten von p < 0,05. Die Klammer |—| fasst
einzelne Negativkontroll-siRNA-Gruppen aus Griinden der Ubersichtlichkeit fiir die statistische
Auswertung gegeniiber der Mock-Kondition zusammen. Die Abbildungen sowei die Beschriftung wurden

von Referenz [117] modifiziert.

Die Daten der Wiederholungsexperimente befinden sich im Anhang (Abbildung 18A und
18B). Die Zellviabilitat der primdren Mauselungenfibroblasten, welche mittels des Assay
auf Basis von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
ermittelt wurde, erfuhr bei der alleinigen Behandlung mit X-tremeGENE™ eine
Reduzierung, welche zusétzlich durch vier der fiinf Negativkontroll-siRNAs negativ
beeinflusste wurde. Lediglich die Negativkontroll-siRNA von Qiagen zeigte keinen
Effekt (Abbildung 16B). Die Daten der Wiederholungsexperimente befinden sich im
Anhang (Abbildung 19A und 19B) [117]. Die Beeinflussung der Zellproliferation und
auch der Zellviabilitat durch die Negativkontroll-siRNAs der primdren Mduselungen-
fibroblasten waren unabhangig von TGF-B (Abbildung 16, Abbildung 18, Abbildung 19)
[117].
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Abbildung 17: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die Zellproliferation und Zellviabilitat in
NIH/3T3-Zellen.

Beeinflussung der Zellproliferation und Zellviabilitat in NIH/3T3-Zellen. Die Zellen erhielten keine
Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent
behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-
tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der flinf Negativkontroll-
siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling
Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) (jeweils 100 nM)
fur 6 h transfiziert. SiTgfbr3diente als Transfektionskontrolle. Das gleiche Protokoll der Transfektion wie
bereits bei der Bestimmung der mRNA-Steady-State-Level und der Protein-Steady-State-Level wurde
verwendet. Die Zellproliferation der NIH/3T3-Zellen wurde mittels Kit auf Basis von 5-Bromo-2’-
deoxyuridin (BrdU) ermittelt (A). Die Zellviabilitit wurde mittels Kit auf Basis von 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) ermittelt (B). Die Zellen wurden zuvor zur
Hélfte mit ,transforming growth factor TGF-B behandelt. Die Werte sind als Mittelwert (M) +
Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n = 5 angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine
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eigenstdndige  Zellkulturkondition  aus  derselben  Kulturflasche  dar. Die  jeweiligen
Wiederholungsexperimente werden im Anhang aufgefiihrt (Abbildung 20 fir BrdU und Abbildung 21 fiir
MTT). Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen
Negativkontroll-siRNAs zustande, hierbei werden die mit TGF-p behandelten Gruppen von den
unbehandelten Gruppen unterschieden. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s
post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten von p < 0,05. Die Klammer '—| fasst
einzelne Negativkontroll-siRNA-Gruppen aus Griinden der Ubersichtlichkeit fiir die statistische
Auswertung gegeniiber der Mock-Kondition zusammen. Die Abbildungen sowie Beschriftung wurden von
Referenz [117] modifiziert.

Die NIH/3T3-Zellen reagierten im Vergleich zu den primaren Mauselungenfibroblasten
sensitiver in Bezug auf die Zellproliferation und Zellviabilitat. Bereits die alleinige Gabe
von X-tremeGENE™, aber auch die Kombination mit den Negativkontroll-siRNAs
zeigte deutliche Reduktionen (Abbildung 17A und 17B). Die NIH/3T3-Zellen, welche
mit X-tremeGENE™ behandelt wurden (Mock-Kondition), zeigten eine 30%ige
Reduktion der Zellproliferation, mittels des BrdU Assays ermittelt, im Vergleich zu
lediglich mit Transfektionsmedium behandelten Zellen (Ut-Kondition) (Abbildung 17A).
Die Daten der Wiederholungsexperimente befinden sich im Anhang (Abbildung 20A und
20B) [117]. Verglichen mit der Mock-Kondition zeigten alle funf Negativkontroll-
siRNAs der verschiedenen Unternehmen eine zusétzliche Reduktion der Zellproliferation
um 50 % (Abbildung 17A) [117].

Die Zellviabilitat der NIH/3T3-Zellen, mittels MTT Assay bestimmt, erfuhr auch durch
die alleinige Gabe von X-tremeGENE™ eine Reduktion um fast 50 % (Abbildung 17B).
Die Daten der Wiederholungsexperimente befinden sich im Anhang (Abbildung 21A und
21B) [117]. Die zusatzliche Applikation der Negativkontroll-siRNAs hatte fir alle fiinf
Negativkontroll-siRNAs, im Vergleich zu der Kondition Mock, eine 50%ige Reduktion
der Zellviabilitat zur Folge (Abbildung 17B). Dabei waren, wie zuvor bereits bei den
primaren Mauselungenfibroblasten beobachtet, die Effekte auf die Zellproliferation und
Zellviabilitat der NIH/3T3-Zellen unabhdngig von der TGF-B-Gabe (Abbildung 17,
Abbildung 20, Abbildung 21) [117].
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5 Diskussion
Wie in der Einleitung dargelegt, stellen die Off-Target-Effekte der SiRNA eine

ernstzunehmende Einschrankung der Verwendung der siRNA auf Basis der RNAi zur
Erforschung der Genexpression dar. Die vorliegende Arbeit sollte die kommerziellen
Negativkontroll-siRNAs darauf untersuchen, ob und inwieweit sich diese
Negativkontroll-siRNAs in den in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten inert
verhalten. Hierbei dirfen Off-Target-Effekte bei inerten Negativkontroll-siRNAs nicht
auftreten. Der Negativkontroll-siRNA inhérent, spielen die On-Target-Effekte keine
Beriicksichtigung, da die Negativkontroll-siRNA andernfalls in erster Instanz nicht als
Negativkontroll-siRNA gelten wirden. Die Inertheit einer Negativkontroll-siRNA ist flr
die Kontrolle von siRNA-Experimenten fundamental. Als weitestgehend inert
beziehungsweise nicht zelltoxisch, sollten zudem auch die Transfektionsreagenzien als
wichtige Komponenten der Transfektion gelten, da die Transfektionsreagenzien die
Effektivitat der Methode bedeutend beeinflussen [133, 134]. Die Off-Target-Effekte,
welche bereits bei siRNAs registriert und berichtet wurden, konnten nun auch bei den in
dieser Arbeit verwendeten kommerziellen Negativkontroll-siRNAs in den verwendeten
Zelltypen beobachtet und charakterisiert werden. Die Experimente zeigen, dass die
verwendeten kommerziellen Negativkontroll-siRNAs die mit dem TGF-B-Signalweg
assoziierten mMRNA-Level und die daraus translatierten Proteine, sowie das
Proliferationsverhalten und die Viabilitat von primaren Mauselungenfibroblasten und
von NIH/3T3-Zellen beeinflussen [117]. Die ebenfalls verwendeten MLE-12-Zellen —
aber nur auf Ebene der Genexpression untersucht — zeigten im Vergleich mit den beiden
anderen fibroblastischen Zelltypen deutlich weniger Effekte auf die mRNA-Level [117].
Hierdurch wird nochmals, wie in der Literatur bereits beschrieben [135], unterstrichen,
dass die Off-Target-Effekte einzelner SiRNAs nicht zelltyp- beziehungsweise
speziesunabhéngig sind. Die Off-Target-Effekte konnen somit nicht Ubergreifend
angesehen werden und durfen nicht verallgemeinert werden, sondern mussen stehts im
individuellen Kontext — Art des Experiments, Zelltyp etc. — untersucht und erdrtert
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit reihen sich zudem in die Untersuchungen von
Baum et al. [119] ein. Dort riefen kommerzielle Negativkontroll-siRNAs in humanen
Zellen der HaCaT- (Keratinozyten) und HT1080- (Fibrosarkom-Zellen) Zelllinie sowie
in Zellen der NIH/3T3-Zelllinie in Microarray-Analysen des jeweiligen Transkriptoms

Unterschiede im Zytokinprofil und der inflammatorischen Zellantwort hervor. Unter
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anderem zeigte hierbei die in dieser Arbeit ebenfalls verwendete Allstar Neg. Control
siRNA von Qiagen eine Beeinflussung der Zellen [117].

5.1 Nicht targetspezifische Effekte

Die Off-Target-Effekte konnen generell, wie in der Einleitung beschrieben, in
strangabhéngige und sequenzabhéngige Off-Target-Effekte unterteilt werden. Den
sequenzabhangigen Effekten werden die Abwehrmechanismen des angeborenen
Immunsystems auf zellulérer Ebene zugerechnet, bei denen die siRNAs durch einzelne
TLR als PAMPs erkannt werden und eine Abwehrreaktion in Form einer INF-Antwort
hervorrufen [67] (s. Kapitel 1.2.5.1). Ein weiterer Grund fur die Off-Target-Effekte liegt
darin begriindet, dass bestimmte Basensequenzen in der 3"-UTR der mRNAS, welche den
komplementédren Bindungssequenzabschnitt zu der Seed-Region der siRNA bilden,
unterschiedlich hdufig vorkommen (Abbildung 2B). Eine siRNA, welche mit ihrem
Hexa- oder Heptamer — Seed-Region — eine dieser haufiger vorkommenden
Basensequenz in der 3"-UTR bedient, bindet nicht nur die Target-mRNA (On-Target-
Effekt) sondern auch weitere nicht-Target-mRNAs des Transkriptoms (Off-Target-
Effekt) [68] (s. Kapitel 1.2.5.2). Auch durch die perfekte oder imperfekte komplementare
Bindung zwischen siRNA und mRNA Uber die gesamte Lange des 21 nt langen
Antisense-Strangs der siRNA — nicht nur auf die 7 oder 8 nt lange Seed-Region begrenzt
— kann es zu Off-Target-Effekten, dem sogenannten ,,miRNA-like off-target effect™ (s.
Kapitel 1.2.5.2), kommen. Hierbei werden die mMRNAs vom komplementaren Antisense-
Strang vorrangig in der 3"-UTR gebunden. Theoretisch ist jedoch auch eine Bindung im
kodierenden Abschnitt der mMRNA moglich [70-72] (s. Kapitel 1.2.5.2).

Die strangabhdngigen Off-Target-Effekte beruhen maRgeblich auf der Insertion des
falschen Stranges (Sense-Strangs) in den RISC. Hierbei stellt der Sense-Strang der SiRNA
eine inkorrekte Matrize zur mRNA-Erkennung dar, wodurch nicht-Target-mRNAS
gebunden und abgebaut werden [69] (Abbildung 2A).

Off-Target-Effekte schranken die Spezifitat der synthetischen siRNAs und shRNAs in
Bezug auf die Target-mRNAs ein. Die Bedenken, die aus der Beobachtung der Off-
Target-Effekte erwachsen, wurden in dieser Arbeit aufgegriffen und auf die als inert
vorausgesetzten, kommerziell vertriebenen Negativkontroll-siRNAs, welche zur
Kontrolle von Transfektionsexperimenten dienen, Ubertragen und untersucht. Der

primére Grund fur die Verwendung der kommerziellen Negativkontroll-siRNAs liegt,
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wie bereits in der Einleitung (s. Kapitel 1.6 und Kapitel 2). dargelegt, in der
ursprunglichen Idee, universelle, kostengiinstige und einfach zu implementierende
Negativkonroll-siRNAs zur Hand zu haben, um RNAI-Experimente kontrollieren zu
konnen, begrindet. Informationen zur Entwicklung oder (ber die genaue
Zusammensetzung der Produkte der Negativkontroll-siRNAs — aber auch der
Transfektionsreagenzien — der jeweiligen Biotechnologie-Unternehmen konnten hierbei

jedoch nicht gefunden werden.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die gleichen strangabhangigen oder
sequenzabhangigen Off-Target-Effekte der sSiRNAs und Kontroll-siRNAs, welche bereits
seit einigen Jahren artikuliert werden [118-121] auch bei den hier untersuchten
kommerziellen Negativkontroll-siRNAs auftreten kénnen, wenn die Negativkontroll-
siRNAs mit den Kontrollkonditionen (Ut und Mock) verglichen werden. Durch die
Veranderung der Genexpression oder der detektierten Proteinmenge durch die
Negativkontroll-siRNA wird die Interpretation und Einordnung von Daten aus RNAI-

Experimenten deutlich schwieriger oder gar unmdoglich.

5.2 TGF-p-Signalweg und Zelltypen

Auf Basis der formulierten Hypothese wurden die Effekte der funf kommerziell
vertriebenen Negativkontroll-siRNAs auf mRNA-Steady-State-Level und Steady-State-
Proteinmengen des TGF-B-Signalwegs charakterisiert. Hierbei wurden verschiedene
Bestandteile des kanonischen TGF-B-Signalwegs untersucht. Darunter waren die drei
TGF-B-Liganden (Tgfbl, Tgfb2 und Tgfb3), der drei TGF-B-Rezeptoren der
unterschiedlichen Subtypen 1, 1l und Il (Tgfbrl, Tgfbr2, Tgfbr3) sowie die Second
Messenger SMAD-Proteine (Smad2, Smad3, Smad4 und Smad7) und das vom TGF-B-
Signalweg rekrutierte Gen Serpinel [117]. Da der TGF-B-Signalweg als Hintergrund fur
die Experimente herangezogen wurde, beinhalteten die Immunoblot-, Zellproliferations-
und Zellviabilitats-Assays eine Stimulierung mittels TGF-p [117]. Der TGF-B-Signalweg
wurde als bedeutender Signalweg ausgewahlt, da er neben der in Kapitel 1.5 aufgefiihrten
allgemeinen Bedeutung fir die Forschung, insbesondere in der Lungenforschung
aufgrund der Vielzahl an moglichen Einflussnahmen auf zelluldre Prozesse einen
Forschungsschwerpunkt bildet [132, 136-140]. Die Aktivitat von TGF-p in der Lunge ist
sowohl bei der Lungenentwicklung, der Zellhomdostase als auch bei verschiedenen

chronischen Lungenerkrankungen und der unter anderen daran beteiligten angeborenen
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Immunantwort in der Lunge von Bedeutung [136, 138-140]. In Experimenten finden
hierbei haufig siRNAs eine Anwendung, weshalb wiederum auch Negativkontroll-
siRNAs héufig verwendet werden. Fibroblasten, als vorherrschender Zelltyp in den
Experimenten dieser Arbeit, wurden, neben der verwendeten Epithelzelllinie,
ausgewahlt, da Fibroblasten sowohl TGF-B-Signale generieren [141] als auch
wahrnehmen konnen [142] und zudem h&ufig in in vitro-Experimenten Verwendung
finden. Dartber hinaus spielt TGF-f eine Rolle bei der Zellkommunikation zwischen
Fibroblasten und Epithelzellen [143], weshalb zu den priméren Mauselungenfibroblasten
und der Fibroblastenzelllinie NIH/3T3 die Lungenepithelzelllinie MLE-12 [127] fur
Experimente ausgewahlt wurde. Primdre Lungenepithelzellen fanden demgegenuber
keine Verwendung, da primére Alveolarepithelzellen (Pneumozyten) Typ Il schwierig zu
transfizieren sind [144]. Allem Anschein nach enden die siRNAs, welche mittels
Transfektionsreagenz in die Zellen internalisiert werden, in Phospholipid-Recycling-
Vesikeln und kénnen dadurch im Zytosol nicht wirksam werden.

5.3 Transfektion; Konzentrationsfestlegung der Negativkontroll-

siIRNAs und Auswahl der Transfektionsreagenz

Die verwendete Konzentration der Negativkontroll-siRNAs und der siRNAs (siTgfbr3
und siSmad2) von 100 nM wurde gewéhlt, da in publizierten Abhandlungen zur Thematik
des TGF-B-Signalwegs aus der Pubmed-Datenbank zum Knockdown SsiRNA-
Konzentrationen von 50 bis 200 nM verwendet wurden [129, 137, 145]. 100 nM stellt
dabei einen definierten Mittelwert dar, welcher niedriger ist als der arithmetische
Mittelwert, da hohere siRNA-Konzentrationen tendenziell zu mehr Off-Target-Effekten
flhren (s. Kapitel 1.3). Die Wahl einer niedrigeren Konzentration als 100 nM konnte fur
einzelne Negativkontroll-siRNAs glnstiger sein, da Off-Target-Effekte bei hoherer
siRNA-Konzentration auch vermehrt auftauchen [65, 87] Jedoch muss konstatiert
werden, dass die Konzentrationswahl der Negativkontroll-siRNA immer abh&ngig von
der Konzentrationshthe der zu kontrollierenden siRNA ist. Diese bendtigt eine
ausreichend hohe Konzentration, damit sie das jeweilige Gen zuverl&ssig stilllegen kann.
Diese Konzentration wird hdaufig mit 100 nM, wie auch bei den in dieser Arbeit
verwendeten siRNAs — siTgfbr3 und siSmad2 — angegeben [146, 147]. Die gewéhlte
Konzentration von 100 nM wird dariber hinaus auch im Produktdatenblatt (,,product
sheet) der Negativkontroll-siRNA von Cell Signaling Technology als zu verwendende

Konzentration angegeben [117, 148]. AuBerdem wurde zum Zeitpunkt der
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Projektplanung, November 2017, auf der Produktseite der Negativkontroll-siRNA von
Sigma [149] nur eine einzige Publikation unter dem Reiter ,,PEER-REVIEWED-
ARTIKEL* aufgefiihrt. In dieser Publikation wurde die Negativkontroll-siRNA mit einer
Konzentration von 100 nM verwendet [150]. Aus diesen genannten Griinden erschien uns
die Konzentration von 100 nM als geeigneter Kompromiss, um die Inertheit zu bestatigen
oder den mdoglichen Effekt der Negativkontroll-siRNA zu charakterisieren, ohne einen

Effekt durch eine hohe Konzentration kunstlich hervorzurufen [117].

Die zundachst erhobenen Daten (s. Kapitel 4.1) zeigen, dass die Transfektionsreagenzien
per se die mMRNA-Steady-State-Level beeinflussen kénnen, ohne jedoch einen generellen
Trend zu bedingen [117] und reihen sich damit in die in der Literatur geduRerten
Bedenken der Beeinflussung von zellularen Prozessen durch die Transfektionsreagenzien
ein [95, 125]. Beispielsweise wurden in primaren Mauselungenfibroblasten die mRNA-
Steady-State-Level von Tgfbr3 durch X-tremeGENE™ und Lipofectamine erhdht,
wohingegen die Level von Tgfbr2 unbeeinflusst und die mMRNA-Steady-State-Level von
Tgfbl demgegenuber durch die beiden Transfektionsreagenzien erniedrigt wurden [117].
Auch ein genereller Trend in der Beeinflussung der mMRNA-Steady-State-Level zwischen
den priméren Mauselungenfibroblasten und der NIH/3T3-Mausefibroblastenzelllinie
konnte nicht abgeleitet werden [117]. Bis auf die mRNA-Steady-State-Level von
Serpinel der NIH/3T3-Zellen, die durch Lipofectamine beeinflusst wurden, zeigten die
NIH/3T3-Zellen im Vergleich zu den priméren M&uselungenfibroblasten keinerlei
Beeinflussung, wodurch die Divergenz der beiden Fibroblastentypen deutlich wird [117]
(s. Tabelle 13). Dies, bezogen auf die unterschiedlichen Zellphysiologien der primaren
Méauselungenfibroblasten, welche physiologische Zellen reprasentieren, und der
NIH/3T3-Zellen, welche einer Tumorzelllinie entspringen und damit eine
Tumorphysiologie aufweisen, l&sst sich leicht nachvollziehen. Tumorzellen, im
Vergleich zu physiologisch gesunden Zellen, zeichnen sich unter anderem durch eine
hohere Resilienz gegenuber duleren Einflussen, wie beispielsweise Wachstums- oder
Apoptosesignalen aus [151]. Die weniger starke Beeinflussung der mRNA-Steady-State-
Level der NIH/3T3-Zellen durch die Transfektionsreagenzien erscheint unter diesem
Gesichtspunkt plausibel. Die mRNA-Level der primdren Mauselungenfibroblasten
werden durch X-tremeGENE und Lipofectamine 2000 beeinflusst, wohingegen das dritte
Transfektionsreagenz HiPerFect im Verglich zu den unbehandelten Zellen (Kondition
UT) keinen Einfluss auf die ACT-Werte hatte [117]. Der Grund fir diese Unterschiede
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ist hochstwahrscheinlich in der Zusammensetzung der Transfektionsreagenzien zu
finden. Uber die Komponenten oder deren Zusammensetzung von X-tremeGENE™,
HiPerFect oder Lipofectamine 2000 waren jedoch, wie bereits erwahnt, keine
Informationen erhéltlich, weshalb Uber den spezifischen Grund fur die Inertheit von
HiPerFect in diesen beiden Zelltypen aktuell keine Aussage getroffen werden kann [117].
Lediglich kann beobachtet werden, dass HiPerFect weniger Effekte auf die mRNA-
Menge im Vergleich zu X-tremeGENE™ oder Lipofectamine 2000 aufweist [117].

Im Gegensatz zu dieser Beobachtung wurde jedoch fur die weiteren Experimente zur
Charakterisierung  der  Negativkontroll-siRNAs als  Transfektionsreagenz ~ X-
tremeGENE™ ausgewdhlt. Die Entscheidung lasst sich auf folgende Griinde
zuruckzufuhren: Als erster Grund ist der Preis zu nennen. Bis zum heutigen Tag, 15. Juni
2022, kostete X-tremeGENE™, mit leichten Preisschwankungen, mit US$ 306/ml (von
Roche) gegenuiber HiPerFect mit US$ 431/ml (von Qiagen) und Lipofectamine 2000 mit
US$ 685/ml (von ThermoFisher) mit Abstand am wenigsten. Der zweite Grund ist, dass
die Effekte und Trends hinsichtlich der mRNA-Steady-State-Level von X-tremeGENE™
und Lipofectamine 2000 durchaus vergleichbar waren, wobei jedoch Lipofectamine 2000
im Vergleich zu X-tremeGENE™ ebenfalls die mRNA-Menge von Serpinel in
NIH/3T3-Zellen und Tgfbrl in den primédren Mauselungenfibroblasten veranderte,
wahrend X-tremeGENE™ zusatzlich nur die mRNA-Steady-State-Level von Tgfb3 in
primdren Maéuselungenfibroblasten beeinflusste. Dementsprechend beeinflusst X-
tremeGENE™ die Zellen geringfugig weniger stark, und wurde deshalb ausgewahlt.
Zugleich gingen und gehen wir wegen der ahnlichen Trends jedoch davon aus, dass die
beobachteten Effekte von X-tremeGENE™ — zwar sicherlich mit Einschrankungen, aber
auch in Verbindung mit den Negativkontroll-siRNAs — bis zu einem gewissen Grad bei
den in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen auf Lipofectamine 2000 Ubertragbar sind
[117] und wir mit der Wahl von X-tremeGENE™ einen breiteren Teil der méglichen
Effekte der in der Literatur verwendeten Transfektionsreagenzien abbilden kénnen, als
mit HiPerFect.

73



Diskussion

5.4 Effekte der Transfektionsreagenz und der Negativkontroll-
SiRNAs

Zur Rekapitulation, in den primaren Mauselungenfibroblasten hatten alle flnf
Negativkontroll-siRNAs einen Einfluss auf die mRNA-Steady-State-Level im Vergleich
zu der Mock-Kontrollkondition, d. h. lediglich Transfektionsreagenz plus Kulturmedium.
Den Effekten liegt kein genereller Trend zugrunde, da die Menge an mRNA der Liganden
oder Rezeptoren in primaren Mauselungenfibroblasten, wie bereits bei der alleinigen
Behandlung mit den Transfektionsreagenzien, erhoht oder erniedrigt wurden,
beziehungsweise keinem Einfluss unterlagen. Ein Einfluss auf die Second Messenger
SMAD-Proteine konnte nicht beobachtet werden. Beispielsweise wurden in primaren
Mauselungenfibroblasten die mMRNA-Steady-State-Level von Tgfbr3 durch die
Negativkontroll-siRNAs erniedrigt, wohingegen die von Tgfbr2 unbeeinflusst blieben
[117]. Hier kann zudem konstatiert werden, dass es so scheint, als seien bestimmte
MRNAs einfacher zu beeinflussen als andere. Dies ist beim Vergleich zwischen den
MRNA-Steady-State-Leveln der SMAD-Proteine auf der einen Seite, welche nur
geringfiigig beeinflusst wurden, und den mRNA-Leveln der TGF-B-Liganden und TGF-
B-Rezeptoren auf der anderen Seite, welche starkeren Beeinflussungen unterlagen,
deutlich zu sehen. Die Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level in NIH/3T3-Zellen
durch die fiinf Negativkontroll-siRNAs unterlag ebenfalls keinem generellen Trend
[117]. Beispielsweise wurden die mRNA-Steady-State-Level des Liganden Tgfb3
hauptséachlich erhoht, wohingegen die mRNA-Level des Rezeptors Tgfbrl unbeeinflusst
blieben [117]. Die mRNA-Steady-State-Level der Mauselungenepithelzellen der MLE-
12-Zelllinie sind durch die funf Negativkontroll-siRNAs im Vergleich zu den
Fibroblasten (primar und Zelllinie) bis auf drei Ausnahmen nicht signifikant beeinflusst

worden und heben sich, wie eingangs erwéhnt, deutlich von den Fibroblasten ab.

Die Erniedrigung der mMRNA-Steady-State-Level ist htchstwahrscheinlich auf einen oder
mehreren der Off-Target-Effekte, welche in Kapitel 1.2.5 aufgefiihrt werden,
zurtickzufuhren. Um welchen Off-Target-Effekt oder um welche Kombination von Off-
Target-Effekten es sich handelt, kann durch diese Arbeit jedoch nicht gesagt werden. Fir
die ebenfalls beobachten Erhéhungen einzelner mRNA-Steady-State-Level, wie
beispielsweise des Liganden Tgfbl, durch die Negativkontroll-siRNA von Qiagen,
sowohl in priméren Méauselungenfibroblasten als auch in Fibroblasten der NIH/3T3-

Zelllinie, konnte ein Effekt, der bereits bei siRNAs beobachtet wurde, ursachlich sein.
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Hierbei konnen siRNAs, ebenso wie miRNAs, als sogenannte saRNAs (,,small activating
RNAs“) im Zellkern als Promotor wirken und zur Erhéhung der mRNA-Steady-State-
Level fuhren [152-154].

Im Western Blot konnten deutliche Einfliisse der Negativkontroll-siRNAs auf die Steady-
State-Level des Proteins Tgfbr3 in NIH/3T3-Zellen beobachtet werden. Die
Proteinmenge von Tgfbr3 in priméren Mdauselungenfibroblasten zeigte demgegenuber
keine wirkliche Beeinflussung und spiegelte die Veranderungen der mRNA-Steady-
State-Level von Tgfbr3 nicht wider (s. Kapitel 4.3). Werden in NIH/3T3-Zellen die
Effekte der verschiedenen Negativkontroll-siRNAs mit dem mRNA-Steady-State-Level
und dem Protein-Steady-State-Level von Tgfbr3 verglichen, zeigten sich in Teilen jedoch
gleiche Trends [117]. Die beiden Negativkontroll-siRNAs von Sigma und Santa Cruz
hatten zwar keinen Einfluss auf die mMRNA-Level von Tgfbr3, jedoch reduzierten sie die
Protein-Steady-State-Level von Tgfbr3. Die Negativkontroll-siRNAs von Ambion, Cell
Signaling Technology und Qiagen zeigten dagegen gleiche Effekte auf den
unterschiedlichen Ebenen. Ambion beeinflusste sowohl die mRNA- als auch die Protein-
Level von Tgfbr3 nicht, wohingegen die Negativkontroll-siRNAs von Cell Signaling
Technology und Qiagen sowohl die mRNA- als auch die Protein-Level von Tgfbr3
gleichermalRen um ungefahr 50 % reduzierten [117]. Dies stellt ungefahr die Hélfte des
Effekts der Reduzierung der mRNA- und Proteinmenge von Tgfbr3 durch siTgfbr3 dar
[117].

Uber die Beeinflussung der mMRNA-Steady-State- und Protein-Steady-State-Level hinaus,
beeinflusste sowohl die alleinige Gabe von X-tremeGENE™ als auch in Kombination
mit den funf verschiedenen Negativkontroll-siRNAs die Zellproliferation und
Zellviabilitat der priméaren Mduselungenfibroblasten und der NIH/3T3-Zellen. Sowohl
die primaren Mé&uselungenfibroblasten als auch die NIH/3T3-Zellen zeigten durch alle
Negativkontroll-siRNAs eine verminderte Proliferation. Dies konnte durch eine INF-
Antwort des angeborenen Immunsystems, die das Zellwachstum hemmt und
Zellapoptose hervorrufen kann, zu erklaren sein [50, 54, 55]. Auch die Herabsetzung der
Proliferationsrate der NIH/3T3-Zellen alleine durch die Transfektionsreagenzien kdnnte
ebenfalls in einer inflammatorischen Zellantwort, welche in der Zellapoptose gipfelt,

begriindet sein [95].
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Zu unserer Uberraschung zeigten sich priméare Mauselungenfibroblasten in Bezug auf die
Zellproliferation deutlich weniger sensibel gegeniiber den Negativkontroll-siRNAs als
NIH/3T3-Zellen [117]. NIH/3T3-Zellen stellen, wie oben bereits erwéhnt, eine
immortalisierte Tumorzelllinie dar und zeichnen sich im Vergleich zu priméren
Mauselungenfibroblasten zudem durch eine Dedifferenzierung — dem Verlust oder
Verénderung von Zelltyp-spezifischen Funktionen — aus [155]. Ein solcher Verlust
kdnnte zu einem veranderten beziehungsweise zentralistischeren
Steuerungsmechanismus der Proliferation der NIH/3T3-Zellen im Vergleich zu priméaren
Mauselungenfibroblasten flihren. Sollte in den NIH/3T3-Zellen eine kritische und
zugleich zentrale Schaltstelle in der verénderten Proliferationssteuerung, welche
eigentlich zum starkeren Zellwachstum fuhrt, von Transfektionsreagenz oder
Negativkontroll-siRNA beeinflusst werden, kénnte der Ausfall dieser Schaltstelle eine
stairkere Hemmung der Proliferation im Vergleich zu den priméren
Maiuselungenfibroblasten nach sich ziehen. Es wiirde zu einer Art ,,Single Point of
Falure* [156] kommen, wohingegen es den physiologischen, differenzierten
Mauselungenfibroblasten weiterhin méglich ware, auch bei der Kompromittierung einer
zentralen und wichtigen Schaltstellte, iber andere Schaltstellen ihr Zellwachstum zu
steuern beziehungsweise anzuregen, wahrend NIH/3T3-Zellen dieser Mdglichkeiten
beraubt wurden. Daten zur Klarung des daftir verantwortlichen Mechanismus konnten
leider nicht gefunden werden, weshalb sich dieser Erklarungsversuch als reine

Uberlegung darstellt.

Die nicht signifikante Zytotoxizitat von drei unterschiedlichen Transfektionsreagenzien
in Zellen aus Acipenser baerii [133] und die fehlende Zytotoxizitdt der
Transfektionsreagenzien in humanen Huh-7-Zellen (Tumorzelllinie aus hepatozellularem
Karzinom) [125] sind mit der beeintréchtigten Zellviabilitat, gemessen mittels MTT
Assay, der priméren Mauselungenfibroblasten und NIH/3T3-Zellen dieser Arbeit
insoweit konsistent, dass die Beeinflussung der Zellviabilitdt durch die
Transfektionsreagenzien, parallel zu der zelltypabhéngigen Beeinflussung durch die
SIRNAs [119, 135], stark zelltypabhéangig ist. Werden die Daten der priméren
Méuselungenfibroblasten und der NIH/3T3-Zellen dartiber hinaus nochmals betrachtet,
wird deutlich, dass die Kompromittierung der Zellproliferation (primdren
Mauselungenfibroblasten ausgenommen) und Zellviabilitat bereits in der Gabe von X-

tremeGENE™ begrindet ist, die verschiedenen siRNAs (sowohl siRNAs als auch
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Negativkontroll-siRNAS) diese jedoch nochmals verstarken. Die Beobachtung, dass die
Zellviabilitat verschiedener humaner Zelllinien durch unterschiedliche siRNAs
beeintrachtig wird [82], passt hierbei in das Bild unserer Daten. Sollten sich die Hinweise
darauf, dass die angeborene zelluldren Immunantwort zur Kompromittierung der
Zellproliferation und Zellviabilitat fuhrt, weiter verdichten, kdnnten modglicherweise
weitere Fortschritte in der siRNA-Konzipierung und -Synthetisierung (s. Kapitel 1.3)
sowie in der Weiterentwicklung der Transfektionsreagenzien (s. Kapitel 1.4) zur
Abschwachung dieser unerwiinschten Effekte fiihren [99, 117, 157, 158].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die Transfektionsreagenzien allein
als auch in Kombination mit den Negativkontroll-siRNAs Effekte auf die Expression der
Gene und Proteine wie auch auf die Zellproliferation und Zellviabilitat in primaren
Mauselungenfibroblasten und Fibroblasten der NIH/3T3-Zelllinie aufweisen [117].
Dabei kann davon ausgegangen werden, dass weitere Zelltypen betroffen sind, jedoch
ohne die Ergebnisse dieser Arbeit verallgemeinern oder einen generellen
zelltypunabhéngigen Trend formulieren zu kodnnen, wie bereits an den MLE-12-
Epithelzellen zu sehen.

5.5 Evaluation der Methoden

Um die Methoden der Arbeit zu kritisieren und zu evaluieren, muss zuerst darauf
hingewiesen werden, dass diese Studie lediglich einen deskriptiven Charakter aufweist.
Zur weiteren Darstellung der Effekte der Negativkontroll-siRNAs kénnte beispielsweise
eine Durchflusszytometrie verwendet werden, um die Anzahl der vitalen und
abgestorbenen Zellen quantitativ zu bestimmten. Diese wiirde den semiquantitativen
Ansatz des MTT Assay weiter Gewicht verleihen. AuRerdem kdnnte ein Migration Assay

die Aussagekraft des verwendeten Proliferation Assay zusatzlich erhéhen.

Erganzende funktionelle Experimente, wie ein Dual-Luciferase® Reporter Assay kénnte
dartiber hinaus genutzt werden, um festzustellen, ob die Negativkontroll-siRNAs, neben
den RNAIi-vermittelten Effekten, auch direkt Promoter-Regionen einzelner Gene des
TGF-B-Signalweges beeinflussen. Zusétzlich kénnte die Regulation einzelner miRNAs
mittels Dual-Luciferase® Reporter Assay beleuchtet werden, um den Einfluss der
Negativkontroll-siRNA auf den Steuerungsmechanismus der Genexpression zu
ergrinden. Den deskriptiven Experimenten wirden damit kausale, Mechanismen-

erklarende Experimente an die Seite gestellt, wodurch die Off-Target-Effekte noch
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tiefgreifender untersucht wirden. Demgegeniber muss jedoch betont werden, dass die in
dieser Arbeit verwendeten Methoden in Form der Transfektion, der RT-qPCR, des
Western Blot sowie des Proliferations- und MTT Assay, bereits seit Jahren in der
Arbeitsgruppe (AG) von Dr. med. Rory E. Morty etabliert sind [122, 128, 129, 131, 132,
137, 159] und die beiden Fragestellungen hiermit hinreichend deskriptiv erortert und

beantwortet werden konnten.

5.6 Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fuhren zur Verwerfung der beiden
Ausgangshypothesen. Sowohl die Haupthypothese, dass die kommerziellen
Negativkontroll-siRNAs den TGF-g-Signalweg der verwendeten Zellen nicht
beeinflussen, noch die vorgelagerte Nebenhypothese, dass die verwendeten
Transfektionsreagenzien die von uns verwendeten Zelltypen nicht beeinflussen und somit
keine Veranderungen im TGF-4-Signalweg bedingen, mussen verworfen werden. Dies ist
dem geschuldet, dass neben den  Negativkontroll-siRNAs auch die
Transfektionsreagenzien die mMRNA-Steady-State-Level der untersuchten Gene und der
enkodierten Proteine der priméren Mduselungenfibroblasten und der Zelllinien NIH/3T3
beeinflussen konnen [117]. Zusétzlich wurden sowohl Zellproliferation als auch
Zellviabilitat — hohere Zellfunktionen — der Fibroblasten kompromittiert [117]. Neben
den Fibroblasten zeigten zwar auch die MLE-12 Zellen, als Vertreter der Epithelzellen,
eine Beeinflussung der mRNA-Steady-State-Level der untersuchten Gene durch die
Negativkontroll-siRNAs [117], welche jedoch insgesamt deutlich schwécher ausfiel.
Insbesondere die Inertheit der hier untersuchten kommerziell vertriebenen
Negativkontroll-siRNAs ist damit nicht vollumféanglich gegeben. Dies fiigt sich in die
Beobachtungen der vorangegangenen Untersuchungen von Kontroll-siRNAs [119, 120,

123] und Kontrollen von miRNA-Experimenten [122] ein.

Durch die Arbeit von Buehler et al. [120] wurde zwar bereits 2015 der Gebrauch von
universell nutzbaren Negativkontroll-siRNAs in RNAI-Experimenten infrage gestellt
[117] jedoch ohne auf breite wissenschaftliche Resonanz zu sto3en. Die zuvor von Bryan
Cullen artikulierte Idee, im Zentrum der siRNA eine falsch gepaarte Basensequenz mit
einer Lange von mehr als 3 nt einzusetzen [160], wurde mit der von Buehler et al.
verwendeten “C9117-Basenfehlpaarung zur Detektion von Off-Target-Effekten etabliert

[120] und schlussendlich auch evaluiert [121]. Neben diesem Ansatz stellten Zagalak et
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al. [124] individuelle Negativkontroll-siRNAs her, indem durch Zufall Basen in RNA-
Strange eingefugt wurden. Eine dieser synthetisierten Kontroll-siRNAs zeigte im
Vergleich mit einer kommerziellen Negativkontroll-siRNA von Ambion (Silencer
Negative Control No. 5, Katalog Nr. AM4642, in dieser Arbeit nicht verwendet) deutlich
weniger Erniedrigungen bestimmter mRNA-Steady-State-Level [124]. Die vorliegende
Arbeit schldgt in dieselbe Kerbe der Kritik und zeigt die ungebrochene Aktualitat dieser
Uberlegungen auf. Die beiden Ansétze von Buehler et al. [120] und Zagalak et al. [124]
kdnnten in Zukunft dazu genutzt werden, verschiedene individuelle Negativkontroll-
siRNAs zu generieren, welche schlussendlich nebeneinander in ein und demselben
Experiment verwendet wiirden. Sie wéren dabei an die jeweiligen siRNAs und den
verwendeten Zelltypen angepasst, hatten deutlich minimierte Off-Target-Effekte oder
kdnnten zur Erkennung der Off-Target-Effekte dienen. VVorversuche zur Bestimmung der
minimal beno6tigten Konzentration der sSiRNA und damit der Negativkontroll-siRNAs in
den jeweils verwendeten Zelltypen sollten zudem bei zukunftig durchgefiihrten RNAI-
Experimenten standardisiert durchgefiihrt werden, um konzentrationsbedingten Off-

Target-Effekte zu vermeiden.

Weiter wird, wie bereits erwahnt, durch diese Arbeit unterstrichen, dass die zuvor
erwéhnte Mock-Kontrollkondition ebenfalls kritisch hinterfragt werden sollte, da die
kationischen Lipide der Transfektionsreagenzien neben der Veranderung der mRNA-
Steady-State-Level [117] und der Beeinflussung der Cholesterol Biosynthese [125] auch
das Lipidom, die Gesamtheit aller Lipide einer Zelle, beeinflussen und damit bereits zu
einer Verzerrung von Ergebnissen fiinren kdnnen [161]. Ozbalci et al. schlagen deshalb,
analog zu den siRNA-Kontrollen, vor, unterschiedliche Transfektionsreagenzien in
Mock-Kontrollkonditionen zu verwenden, um die jeweiligen Experimente besser zu
kontrollieren [161]. Hierbei konnte beispielsweise HiPerFekt in Folgeexperimenten
Verwendung finden, wohingegen Lipofectamin 2000 in diesen Experimenten eher

ungeeignet scheint (s. Kapitel 4.1).

Weitere  Optimierungen der SiRNAs und zukilnftige Modifikationen der
Transfetionsreagenzien (s. Kapitel 1.3 und Kapitel 1.4) bergen das Potenzial hoherer
Qualitit von RNAi-Experimenten. Diese Fortschritte und weitere Uberlegungen, welche
zu einer besseren Kontrolle von RNAI-Experimenten fuhren sollen, werden durch die
Verwendung von bioinformatischen Werkzeugen wie gespeR, welche zur Eingrenzung

von Off-Target-Effekten fihren [162], flankiert. Diese bioinformatischen Werkzeuge
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werden in Zukunft aufgrund des Fortschrittes im Bereich der Kunstlichen Intelligenz (K1)
weiter an Bedeutung gewinnen [163].

Die Ergebnisse betonen ein weiteres Mal, dass die Interpretation von RNAI-
Experimenten auf Basis einer Lipofektion, und nur mittels Mock-Kontrollkondition
sowie kommerzieller Negativkontroll-siRNA kontrolliert, nicht leichtfertig geschehen
darf beziehungsweise die Kontrolle auch weitverbreiteter Experimente nicht trivial ist.
Die erhobenen Daten dieser Arbeit, die zur Verwerfung der beiden Hypothesen geflihrt
haben, machen zudem deutlich, dass Forschende die jeweiligen Kontrollkonditionen, wie
Mock-Kondition, oder die vermeintlich universell einsetzbaren kommerziellen
Negativkontroll-siRNAs der zu planenden Experimente nicht nur Kritisch betrachten
miussen, sondern deren mogliche Beeinflussung der mRNA- oder Protein-Level sowie der
hoheren Zellfunktionen zuvor ausschlieen sollten. AuRerdem mdissten die Forschenden
stets multiple, auf den Zelltyp und das jeweilige Experiment angepasste Kontrollen
etablieren. Die Tabelle 13 und Tabelle 14 kénnen lediglich in Bezug auf den TGF-f-
Signalweg in den in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen als Hilfestellung dienen, das
passende Transfektionsreagenz oder, falls eine kommerzielle Negativkontroll-siRNA
verwenden werden soll, eine geeignete Negativkontroll-siRNA auszuwahlen [117].
Durch diese Arbeit wird die Wichtigkeit der kritischen und vorsichtigen Abwagung dieser
Produkte in Form der Transfektionsreagenzien und Negativkontroll-siRNAs bei der
Planung und Durchfiihrung von RNAI-Experimenten unterstrichen. Hierbei ist die
Angabe der verwendeten Transfektionsreagenzien und der kommerziellen
Negativkontroll-siRNAs in Publikationen fundamental und als Mindestanforderung
anzusehen. In Hinblick auf Kapitel 1.1 muss abschlieRend konstatiert werden, dass ohne
diese Angaben Ergebnisse nicht verniinftig interpretiert werden kénnen und es folglich

zu keinem echten Wissenszuwachs kommt.
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6 Zusammenfassung

Die Transfektion synthetischer Kkleiner interferierender (Si)RNA in kultivierte Zellen
bildet die Grundlage fur Studien, die die RNA-Interferenz (allgemein als ,,Gen-
Knockdown* bezeichnet) benutzen, um die Auswirkungen des Verlusts der Gen- oder
Proteinexpression auf einen biologischen Signalweg oder Prozess zu untersuchen [117].
In diesen Studien sind die Mock-Transfektionen (mit Transfektionsreagenzien allein) und
die Verwendung synthetischer, kommerziell vertriebenen Negativkontroll-siRNASs
(vermeindlich inert) als wesentliche Negativkontrollen zu betrachten [117].
Negativkontrollen sind fir jedes Experiment ein wesentlicher Bestandteil, da sie die
Basislinie markieren, mit der die Ergebnisse verglichen werden mussen. Ohne diese
Grundlinie sind Daten aus Experimenten nur Punkte in einer Abbildung, ohne
Koordinatensystem, und die Daten kdnnen nicht richtig interpretiert werden. Diese Arbeit
zeigt, dass drei weitverbreitete Transfektionsreagenzien (X-tremeGENE™, HiPerFect
und Lipofectamine® 2000) und fiinf kommerziell vertriebene Kontroll-siRNAs (von den
Biotechnologie-Unternehmen: Ambion, Sigma, Santa Cruz, Cell Signaling Technology
und Qiagen) nicht als generell inert in Zellkulturstudien anzusehen sind [117]. Sowohl
die Transfektionsreagenzien als auch die Negativkontroll-siRNA stérten mRNA- und
Protein-Steady-State-Level von Komponenten des kanonischen transformierenden
Wachstumsfaktors TGF-B-Signalwegs, der als Modelsystem verwendet wurde, in
primdren Mauselungenfibroblasten und in NIH/3T3-Zellen (einer weit verbreiteten
embryonalen Mé&usefibroblastenzelllinie), wohingegen in MLE-12-Zellen, einer haufig
verwendete Epithelzelllinie, die Steady-State-Level nahezu vollstandig unbeeinflusst
blieben. Dartiber hinaus reduzierten Transfektionsreagenzien und Negativkontroll-
SIRNAs die Lebensfahigkeit und Proliferationsrate sowohl von Lungenfibroblasten als
auch von NIH/3T3-Zellen [117]. Diese Daten stellen fir Forschende einen Warnhinweis
dar, der sie dazu veranlassen sollte, die Auswirkungen der Kontrollinterventionen in
RNA-Interferenzstudien, wie der Mock-Kontrolle und der Negativkontroll-siRNA,
sorgfaltig zu berticksichtigen [117]. Folglich sollten Forschende erwégen, mehr als nur
eine kommerziell erhéltliche Negativkontroll-siRNA zu verwenden und sich dariiber im
Klaren sein, dass es wahrscheinlich notwendig ist, individuell synthetisierte
Negativkontroll-siRNAs zu verwenden, die an den Zelltyp und das Experiment angepasst

wurden.
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7 Summary

“The transfection of synthetic small interfering (si)RNA into cultured cells forms the
basis of studies that use RNA interference (commonly referred to as “gene knockdown”)
to study the impact of loss of gene or protein expression on a biological pathway or
process” [117]. “In these studies, mock transfections (with transfection reagents alone),
and the use of synthetic commercially distributed negative control (apparently inert)
siRNA are both essential negative controls” [117]. Negative controls are essential for
each experiment key because they mark the baseline, which is needed to compare the
findings with. Without this baseline data from experiments are just dots in a graph without
the system of coordinates and the data cannot be interpreted properly. “This report reveals
that three widely-used transfection reagents (X-tremeGENE™, HiPerFect, and
Lipofectamine® 2000) and five commercially-available control siRNA (from Ambion,
Sigma, Santa Cruz, Cell Signaling Technology, and Qiagen) cannot be seen as generally
inert in cell-culture studies” [117]. “Both transfection reagents and [negative] control
SiRNA perturbed steady-state mRNA and protein levels in primary mouse lung
fibroblasts and in NIH/3T3 cells (a widely-used mouse embryonic fibroblast cell-line),
using components of the canonical transforming growth factor-f signaling machinery as
a model system” [117], whereas in MLE-12 cells, a commonly used epithelial cell-line,
the steady-state levels were nearly completely unaffected. “Furthermore, transfection
reagents and control sSiRNA reduced the viability and proliferation of both lung fibroblasts
and NIH/3T3 cells” [117]. “These data collectively provide a cautionary note to
investigators to carefully consider the impact of control interventions, such as mock
transfections and control siRNA, in RNA interference studies with synthetic sSIRNA”
[117]. Consequently, investigators should consider to use more than just one
commercially-available negative control siRNA and should also be aware, that it is
probably necessary to tailor individual negative control siRNAs depending on the cell-

type and experiment [117].
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Abbildung 18: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die Zellproliferation in priméren

Mauselungenfibroblasten.

Beeinflussung der Zellproliferation in primaren Mauselungenfibroblasten. Die Zellen erhielten keine
Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent
behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-
tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der fiinf Negativkontroll-
siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling
Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fur 6 h
transfiziert. SiTgfbr3diente als Transfektionskontrolle. Das gleiche Protokoll der Transfektion wie bereits
bei der Bestimmung der mRNA-Steady-State-Level und der Steady-State-Protein-Level wurde verwendet.
Die Zellproliferation der primaren Mauselungenfibroblasten wurde mittels Kit auf Basis von 5-Bromo-2”-
deoxyuridin (BrdU) ermittelt. Die Zellen wurden zuvor zur Hélfte mit ,,transforming growth factor TGF-
B behandelt. Die Werte werden als Mittelwert (M) £ Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n
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= 5 angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus derselben
Kulturflasche dar. Die p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den
jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande, hierbei werden die mit TGF-§ behandelten Gruppen von den
unbehandelten Gruppen unterschieden. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s
post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei p-Werten von p < 0,05. Die Klammer '—| fasst
einzelne Negativkontroll-siRNA-Gruppen aus Griinden der Ubersichtlichkeit fir die statistische
Auswertung gegeniiber der Mock-Kondition zusammen. Die Abbildungen sowie die Beschriftung wurden

von Referenz [117] modifiziert.
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Abbildung 19: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die Zellviabilitat in priméaren

Mauselungenfibroblasten.

Beeinflussung der Zellviabilitdt in priméren Mauselungenfibroblasten. Die Zellen erhielten keine
Behandlung (Ut, Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent

behandelt (Mock, 1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-
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tremeGENE™ (1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der finf Negativkontroll-
siRNAs (jeweils 100 nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling
Technology (CST) oder Qiagen (Qia) sowie der siRNA gegen die Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fur 6 h
transfiziert. SiTgfbr3 diente als Transfektionskontrolle. Das gleiche Protokoll der Transfektion wie bereits
bei der Bestimmung der mRNA-Steady-State-Level und der Steady-State-Protein-Level wurde verwendet.
Die Zellviabilitdt der priméren Méauselungenfibroblasten wurde mittels Kit auf Basis von 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) ermittelt. Die Zellen wurden zuvor zur
Halfte mit ,transforming growth factor® TGF-p behandelt. Die Werte werden als Mittelwert (M) +
Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n = 5 angegeben. Dabei stellt jeder Datenpunkt eine
eigenstandige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die Die p-Werte kommen durch den
Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNA zustande, hierbei
werden die mit TGF-B behandelten Gruppen von den unbehandelten Gruppen unterschieden. Die p-Werte
wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur dargestellt bei
p-Werte von p < 0,05. Die Klammer |—| fasst einzelne Negativkontroll-sSiRNA-Gruppen aus Grinden
der Ubersichtlichkeit fiir die statistische Auswertung gegeniiber der Mock-Kondition zusammen. Die

Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.
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Abbildung 20: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die Zellproliferation in NIH/3T3-Zellen.

Beeinflussung der Zellproliferation in NIH/3T3-Zellen. Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock,
1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200
Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der funf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100
nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology (CST),
Qiagen (Qia) oder der siRNA gegen Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fiir 6 h transfiziert. siTgfbr3 diente als
Transfektionskontrolle. Das gleiche Protokoll der Transfektion wie bereits bei der Bestimmung der mRNA-
Steady-State-Level und der Steady-State-Protein-Level wurde verwendet. Die Zellproliferation der
NIH/3T3-Zellen wurde mittels Kit auf Basis von 5-Bromo-2"-deoxyuridin (BrdU) ermittelt. Die Zellen
wurden zuvor zur Halfte mit ,transforming growth factor“ TGF-f behandelt. Die Werte werden als
Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n = 5 angegeben. Dabei stellt jeder
Datenpunkt eine eigensténdige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die p-Werte kommen
durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-siRNAs zustande,

hierbei werden die mit TGF-B behandelten Gruppen von den unbehandelten Gruppen unterschieden. Die
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p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt und werden nur
dargestellt bei p-Werte von p < 0,05. Die Klammer |—| fasst einzelne Negativkontroll-siRNA-Gruppen
aus Griinden der Ubersichtlichkeit fur die statistische Auswertung gegeniiber der Mock-Kondition

zusammen. Die Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.
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Abbildung 21: Effekte der Negativkontroll-siRNAs auf die Zellviabilitat in NIH/3T3-Zellen.

Beeinflussung der Zellviabilitdt in NIH/3T3-Zellen. Die Zellen erhielten keine Behandlung (Ut,
Transfektionsmedium), wurden mit X-tremeGENE™ siRNA Transfection Reagent behandelt (Mock,
1:200 Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) oder wurden mittels X-tremeGENE™ (1:200
Transfektionsreagenz in Transfektionsmedium) mit einer der flinf Negativkontroll-siRNAs (jeweils 100
nM) entweder von Ambion (Amb), Sigma (Sig), Santa Cruz (StC), Cell Signaling Technology (CST),
Qiagen (Qia) oder der siRNA gegen Tgfbr3-mRNA (siTgfbr3) fiir 6 h transfiziert. siTgfbr3 diente als
Transfektionskontrolle. Das gleiche Protokoll der Transfektion wie bereits bei der Bestimmung der mRNA-

Steady-State-Level und der Steady-State-Protein-Level wurde verwendet. Die Zellviabilitat der NIH/3T3-

103



Anhang

Zellen wurde mittels Kit auf Basis von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) ermittelt. Die Zellen wurden zuvor zur Hélfte mit ,,transforming growth factor TGF-p behandelt.
Die Werte werden als Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD) bei einer GruppengréRe n =5 angegeben.
Dabei stellt jeder Datenpunkt eine eigenstandige Zellkulturkondition aus derselben Kulturflasche dar. Die
p-Werte kommen durch den Vergleich zwischen der Mock-Kondition und den jeweiligen Negativkontroll-
siRNAs zustande, hierbei werden die mit TGF-p behandelten Gruppen von den unbehandelten Gruppen
unterschieden. Die p-Werte wurden mittels one-way ANOVA mit dem Tukey’s post-hoc Test bestimmt
und werden nur dargestellt bei p-Werte von p < 0,05. Die Klammer |—| fasst einzelne Negativkontroll-
siRNA-Gruppen aus Griinden der Ubersichtlichkeit fiir die statistische Auswertung gegeniiber der Mock

Kondition zusammen. Die Abbildungen sowie Beschriftung wurden von Referenz [117] modifiziert.
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