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ZUSAMMENFASSUNG

EinfluB spezifischer gegen mRNA des basischen Fibroblastenfaktors gerichteter
Antisense-Oligonukleotide auf Wachstum und Teilung glatter Muskelzellen des
Arteriengewebes

Karin Hoschen

Der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF)- ein potenter Stimulator vaskuldrer
Muskelzellen- spielt in der Pathogenese der Arteriosklerose und der Entwicklung einer post-
Angioplastie Stenose eine wichtige Rolle. In der vorliegenden experimentellen Studie wurde
gepriift, ob Antisenseoligonukleotide, die gegen die mRNA des basischen Fibroblasten
Wachstumsfaktors gerichtet sind, die Fihigkeit aufweisen, die bFGF-Synthese zu
supprimieren und die Proliferation kultivierter boviner glatter Muskelzellen zu inhibieren. Fiir
die Versuche wurde ein 15-mer Antisenseoligonukleotid (AS-ODN) verwendet, das gegen die
Translationsinitiationsregion der bFGF-mRNA gerichtet war. Als Kontrolloligonukleotid
wurde eine dem AS-ODN komplementidre Sequenz — ein Senseoligonukleotid (S-ODN) —
verwendet. Die Oligonukleotide waren durch partielle Modifikation in die Phosphorothioat-
Form gegen den Abbau durch zelleigene Nucleasen geschiitzt. AS-ODN und S-ODN wurden
kultivierten glatten Muskelzellen in einer Konzentration von 0,5 uM und 1,0 uM dreimal im
24-Stunden Intervall zugesetzt. Nach 96 Stunden in Kultur (Versuchsende) wurde das
Proliferationsverhalten durch Bestimmung der Zellzahl und der DNA-Synthese ermittelt und
die Konzentration des zelluliren und perizelluliren bFGF-Gehaltes und des zelluldren
Gesamtproteins bestimmt. Unter dem EinfluB von AS-ODN ergab sich im Vergleich zu
unbehandelten Kulturen (100%) eine konzentrationsabhingige, bis auf 6% reduzierte DNA-
Synthese sowie eine bis auf 50% herabgesetzte Zellzahl. Gleiche, wenn auch geringer
ausgepriagte Effekte, wurden unter dem Einfluss von S-ODN beobachtet, das die DNA-
Synthese bis auf 17% und die Zellzahl bis auf 64% inhibierte. Die Proliferationshemmung war
in allen Féllen mit einer bis zu 200% betragenden Zunahme des Gesamtproteingehaltes und
des Gehaltes an bFGF der Einzelzelle assoziiert. Lichtmikroskopisch zeigten sich unter AS-
ODN-/S-ODN-Einfluss intakte glatte Muskelzellen mit den deutlichen Merkmalen eines
hypertrophen Wachstumstatus. Die Proliferationsinhibition durch die Oligonukleotide war bei
anschlieBender Kultivierung in ODN freiem Medium reversibel, Apoptosereaktionen wurden
nicht beobachtet.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass bFGF-mRNA sequenzdeterminierte Antisense/Sense-
Oligonukleotide eine betrdchtliche Sensitivitidt, aber geringe Spezifitit beziiglich ihrer
zellbiologischen Wirkung aufweisen. Die Ursachen fiir diese auch in anderen Untersuchungen
festgestellten Eigenschaften sowie das Ausbleiben der theoretisch vorausgesagten Hemmung
der Synthese von bFGF konnen — wie anhand der Fachliteratur ausfiihrlich dargelegt —
vielfdltiger Natur sein und sind in weiteren Studien zu kléren.
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1. Einleitung

1.1. Fibroblasten Wachstumsfaktoren

Als Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (Fibroblast Growth Factors, FGF) wird eine
Polypeptidfamilie bezeichnet, die eine signifikante Rolle in der normalen Entwicklung
von Organismen, im Wachstum, in der Differenzierung von Geweben und Organen, in
der Wundheilung und in der Tumorentstehung und —progression spielt. Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren induzieren mitogene, chemotaktische und angiogenetische

Aktivitit in Zellen mesodermalen und neuroektodermalen Ursprungs (1).

Die derzeitige Nomenklatur basiert auf der zuerst entdeckten FEigenschaft der
Prototypen, FGF-1 und FGF-2, den [*H]Thymidin-Einbau in Fibroblasten zu
stimulieren. FGF-1 und -2 wurden erstmals in den 70er Jahren aus bovinen Hypo-
physenzellextrakten isoliert und als Mitogene identifiziert (2) (3). Heute umfasst die
Wachstumsfaktorfamilie 20 Mitglieder, wobei die einzelnen FGFs chronologisch nach
ihrer Entdeckung nummeriert wurden (FGF-1 bis FGF-20). Neben dieser allgemein
anerkannten Bezeichnung existieren Synonyme einzelner Faktoren, die aus fritheren
Nomenklaturen stammen und biologische Funktionen, Herkunft oder chemische
Eigenschaften beschreiben (z.B. Keratinozyten-Wachstumsfaktor fiir FGF-7).
Gebriduchlich sind jedoch nur noch die Synonyme der Prototypen, die auch nach
threm isolelektrischen Punkt benannt wurden. Aufgrund seines sauren isoelektrischen
Punktes wird FGF-1 als acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF) und FGF-2, dessen
isoelektrischer Punkt im basischen pH-Bereich liegt, als basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF) bezeichnet. Zu den Merkmalen der FGFs zidhlen ihre Sequenz-
dhnlichkeit und die Eigenschaft, an Heparin und heparinéhnliche Molekiile zu binden.

Trotz deutlicher Grof3enunterschiede von 155 (FGF-1) bis 268 Aminosduren (FGF-5)
besitzen alle Mitglieder der FGF-Familie ein zentrales hochkonserviertes Core von
120 Aminosduren, das 12 antiparallele beta-Faltblattstridnge bildet und eine typische

klettblattformige Tertidrstruktur einnimmt (4).



Die Bindung an heparin- und sulfatreichen Glykosaminoglykanen (HLGAG) wie z.B.
das Heparansulfatproteoglykan (HSPG) erfolgt in der extrazelluldren Matrix (ECM)
oder direkt an der Zelloberfiche, wo FGF mit ihren Tyrosinkinaserezeptoren
interagieren und ihr biolgisches Signal an den Intrazellarraum weitergeben. Heparin
ist ein von Mastzellen produziertes Polysaccharid, bestehend aus sich wiederholenden
Iduronséduren und N-sulfatierten Glukosamin-Disaccharid-Einheiten. Aufgrund seines
hohen Schwefelanteils besitzt es einen stark polyanionischen Charakter (5).

Das Heparansulfatproteoglykan ist auf der Zelloberfliche in groer Zahl vertreten.
Seine Disaccharidketten gleichen strukturell dem Heparin, obwohl sie aus N-Acetyl-
Glukosamin-Disacchariden bestehen und nicht so stark sulfatiert sind. Ferner besitzt
das HSPG einen Proteinanteil, der als Verankerung in der Zellmembran dient (5).
Gebunden in der ECM liegen FGF als Depot in einer biologisch inerten Form vor und
sind vor Proteasen (6), Hitze und niedrigen pH-Werten geschiitzt (7). Die ECM dient
insbesondere der Regulation von Heparin-bindenen Wachstumsfaktoren, die sich dort
in unmittlbarer Nihe zu ihren hochaffinen Rezeptoren befinden und bei Bedarf durch
Heparanasen als FGF-Heparin, beziehungsweise bFGF-HSPG-Komplex herausgelost
werden konnen (8). Die Rezeptorinteraktion erfolgt unter Bildung eines fiir die
Signaltransduktion essentiellen trimolekularen Komplexes. Dieser besteht aus dem
FGF-Rezeptor, dem FGF und einem Heparin oder HSPG (9).

FGF werden nach ihrer Biosynthese in den Extrazelluldrraum sezerniert oder in den
Nukleus transportiert. Gemall ihrer Bestimmung sind die meisten FGF mit einer
nukledren und/oder Sekretion-Signalsequenz ausgestattet, wobei die Bedeutung der
nukledren Translokation noch unklar ist. Durch die Prisenz einer Sekretions-
Signalsequenz wird das Peptid auf dem klassischen Weg iiber das endoplasmatische
Retikulum und den Golgi-Apparat aus der Zelle geschleust. FGF-1, FGF-2, FGF-9,
FGF-11 bis FGF-14 und FGF-16 besitzen jedoch offensichtlich keine Signalsequenz,
die ihre extrazelluldre Sekretion steuert (10). Es wird bei diesen Peptiden ein Golgi-
unabhiéngiger Sekretionsmechansimus angenommen, der moglicherweise dem des
Interleukin-1-beta entspricht. Diese Vermutung beruht auf der strukturellen
Ahnlichkeit von Interleukin-1-beta und dem hochkonservierten FGF-Core (11).
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren vermitteln zahlreiche zellulire Wachstumsvorginge

in der embryonalen und fetalen Entwicklung von Vertebraten (12).



FGF stimulieren Zellteilungen von embryonalen und extraembryonalen Zellen (13),
induzieren und regulieren die Gastrulation als auch die Ausbildung der Keimblitter
(14). Ferner sind sie mafgeblich an der Organogenese beteiligt, insbesondere an der
Entwicklung des zentralen Nervensystems (15), der Extremitédten (16) und der Lunge
(17). Je nach Zell- oder Gewebetyp und dem jeweiligen Entwicklungsstand des
Gewebes konnen FGF Proliferations- oder Differenzierungsprozesse initiieren.

In adulten Organismen fordern FGF die Angiogenese, die Wundheilung und die
Erneuerung von Epithelien. Da sie auBerdem ausdifferenzierte Zellen vor dem
programmierten Zelltod (Apoptose) schiitzen, werden sie auch als ,,survival“~-Faktoren
bezeichnet (18).

Als Regulatoren der Angiogenese stimulieren sie die Proliferation von glatten
Muskelzellen (19), Fibroblasten, Endothelzellen und fordern deren Migration durch
Beeinflussung ihrer Oberfichen-Adhédsionsmolekiile, die ein Anheften an Matrix-
strukturen ermoglichen (20). Sie induzieren somit ubiquitdre Vaskularisierungs- und
Revaskularisierungsvorginge, beispielsweise nach abgelaufenem Myokardinfarkt
(21). Auch in Wundheilungspozessen kommen diese Eigenschaften zum Tragen (22).
FGF vermogen Entziindungsvorgéinge in Gang zu setzen, indem sie die Produktion
von Interleukinen und somit auch die Migration inflammatorischer Zellen anregen
(23). Eine weitere Reparaturfunktion nehmen sie in der Erneuerung und Regeneration
von Epithelien beispielsweise nach mechanischer oder chemischer Schidigung ein
(24).

FGF unterliegen einer differenzierten Expressionsregulation. Die meisten Mitglieder
dieser Polypeptidfamilie (FGF-3 bis FGF-20) treten hauptsédchlich in der Embryonal-
und Fetalzeit auf und zeigen im adulten Organismus ein deutlich eingeschrinktes
Expressionsmuster. So werden FGF-4 physiologisch im normalen Magengewebe,
FGF-5 und FGF-9 im Zentralnervensystem, FGF-6 im adulten Herzgewebe und
Skelettmuskel, FGF-7 als Regulator des Keratinozytenwachstums in unterschiedlichen
Epithelien und FGF-8 phasenweise in Ovarien und Hoden gefunden (25). Die
Faktoren FGF-1 und FGF-2 dagegen werden bereits seit der friihen Embryonalperiode
exprimiert und sind auch postnatal in zahlreichen Geweben weiterhin regulér présent

(12).



FGF haben in den letzten Jahren verstirkt Aufmerksamkeit erregt, da durch
Entgleisungen ihrer genetischen Aktivitit in Form einer pathologischen
Uberexpression, einer erhohten Bioverfiigbarkeit oder Dysfunktion von FGF-
Rezeptoren die Entstehung von Tumoren, deren Progression und Metastasierung
begiinstigt ~ werden  konnen.  Insbesondere =~ Faktoren @ mit  prinatalem
Aktionsschwerpunkt aber auch FGF-2 wurden dabei als potentielle Onkogene
identifiziert (26) (27).

1.2. Der basische Fibroblastenfaktor (bFGF) oder FGF-2

FGF-2 wird in zahlreichen Geweben wie z.B. Hypophyse, Hypothalamus, Thymus,
Niere, Nebenniere, Retina, Gehirn, GefidBlen, Plazenta, Corpus luteum sowie
verschiedenen Tumoren gefunden (28) und hat weitreichende Funktionen in der
fetalen Entwicklung und Differenzierung, in Wachstums- und Reparaturvorgéingen
sowie in der Angiogenese und Tumorprogression (1) (29). bFGF ist in zahlreichen
Geweben als Anti-Apoptose-Faktor anerkannt, wurde kiirzlich jedoch auch als
Apoptose-auslosend in einigen Tumorzellreihen beschrieben (30).

Es handelt sich um ein hochkonserviertes Protein mit hohem Selektionsdruck in der
Evolution sowie starker Homologie unter den Vertebraten. So besteht eine 99%ige
Homologie zwischen humanem und bovinem bFGF, die sich nur in 2 Aminoséduren
unterscheiden (28).

Eine dementsprechend grofle biologische Rolle spielt dieses Peptid als hochpotenter
Wachstumsfaktor fiir zahlreiche Gewebe und auch als Uberlebensfaktor vor allem im
zentralen und peripheren Nervensystem (18). Bei nur einem identifizierten bFGF-Gen
auf dem Chromosom 4 q26-27 wurden 4 bFGF-Isoformen, die sich ihrem
Molekulargewicht unterscheiden, gefunden (18). Es handelt sich dabei um das
klassische, im Zytoplasma vorkommende, 18 kD-Protein, das aus 146 Aminosduren
besteht, sowie um die spiter entdeckten hohermolekularen, nukledren Formen von
22kD, 22,5kD und 34kD. Die Isoformen entstehen aufgrund mehrerer
Translationsstartkodons auf der bFGF-mRNA. Wihrend die 18kD-Form durch

Translationsbeginn am 5’-AUG-Kodon synthetisiert wird, entstehen die



hohermolekularen Formen durch Translationsbeginn an mehreren CUG-Kodons
Strang aufwirts. Die dadurch verldngerte Aminosdurekette beinhaltet eine nukleédre
Signalsequenz, so dass die hohermolekularen Isoformen demzufolge im Nukleus
angetroffen werden (18). Das bFGF-Protein weist eine Heparin- als auch eine
Zellrezeptorbindungsdomaine auf (18). Wie bei allen FGF wird auch beim FGF-2 eine
autokrin-parakrine Funktionsweise angenommen (31) (32). Das von der Zelle
produzierte zytoplasmatische bFGF (18kD) wird intrazellulidr als auch extrazellulidr
gespeichert. bFGF besitzt keine Signalsequenz (33) und wird daher nicht {iber den
klassischen  Sekretionsweg der Zelle (dessen wichtigste Stationen das
Endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat sind) in den Extrazelluldrraum
abgegeben (31). Zahlreiche Studien haben belegt, dass das zytoplasmatische bFGF
durch Zelltraumen freigesetzt wird (34) (35) (36) (37) (38), was seine reparative
Funktion in Wundheilungsprozessen hervorhebt. Dabei sind bereits subletale
Ereignisse wie FluB3-, Druck-, Zug- oder Scherkrifte ausreichend (39) (38). Vermutet
werden Membranrupturen oder Lésionen, die zur bFGF-Freisetzung fithren. Der
genaue Mechanismus, iiber den bFGF die Zelle verlisst, ist jedoch noch nicht im
Einzelnen geklirt. Die hochmolekularen bFGF-Isoformen sind bislang ldngst nicht so
intensiv untersucht worden wie die cytoplasmatische 18kD Isoform. Fiir alle
hochmolekularen Isoformen, die in den Nukleus transportiert werden, wurde eine
proliferationsstimulierende Potenz, wahrscheinlich im Rahmen eines intrakrinen
Mechanismus postuliert (40) (41). Beispielsweise halten sie das Zellwachstum unter
Nihrstoffkarenz aufrecht (41)(42), was die niedermolekulare Form nicht vermag. Sie
konnen in groBen Mengen aber auch eine Anderung der Zellmorphologie bis zur
Entartung hervorrufen (18). Ein Schutz vor Apoptose wird durch die hochmolekularen
Isoformen nicht vermittelt (41).

Im Extrazelluldarraum wird bFGF vom Heparin und Heparansulfatproteoglykanen
gebunden. bFGF vermag in gewissem Umfang seine eigene Funktion im Sinne eines
positiven Loops selbst zu verstiarken. Einerseits wird die Produktion extrazelluldrer
Matrix anregt und ihre Zusammensetzung zugunsten des HSPGs, dem bFGF-Co-
Rezeptor, verdndert, andererseits wird die HSPG-Molekiilstruktur selbst zugunsten
langerer Disaccharideinheiten beeinflusst, die iiber ein groferes Bindungsbestreben

zum bFGF-Rezeptor verfiigen (43).



1.3. Rezeptor Interaktion und Signaltransduktion

Zur Signaltransduktion interagiert bFGF an der Zelloberfiche sowohl mit seinem
hoch-affinen Rezeptor als auch mit seinem Co-Rezeptor, dem HSPG (Abb. 1.1).
Vorraussetzung fiir eine Rezeptoraktivierung durch bFGF ist die Bildung des
trimolekularen Komplexes, bestehend aus bFGF, dem bereits oben erwihnten
Heparansulfatproteoglykan (HSPG), und dem bFGF-Rezeptor (Abb. 1.1a) (44). Eine
Aktivierung erfolgt iiber eine Rezeptordimerisierung (Abb. 1.1b), d.h. 2 Rezeptoren
mit jeweils gebundem bFGF-Molekiil gehen, tiberbriickt durch HSPG, eine direkte
Bindung ein, so dass die unmittelbare rdumliche Niahe ihrer intrazelluiren
Tyrosinkinasedoménen Tryosinreste des jeweils anderen Rezeptors phosphorylieren
konnen. Die genaue Interaktionen der einzelnen Komplexpartner sowie deren
zahlenméBiges Verhiltnis zueinander sind derzeit noch nicht im Einzelnen geklirt, es
existieren aktuell mehrere konkrete Modelle, die auf kristallographische Unter-
suchungen beruhen (45).

Allgemein akzeptiert ist jedoch die essentielle Bedeutung eines HSPG oder Heparin-
Molekiils (9) (46) dessen Kettenlinge idealerweise einem Dodecasaccharids entspricht
(47). Die entscheidene Determinante fiir eine suffiziente bFGF-Bindung ist ein hoher
Sulfatierungsgrad, speziell 2-O-Sulfatierungen der Uronsduren wirken besonders
bindungs-férdernd (48). Als bFGF-Bindungsregion des HSPG wurde eine Sequenz
aus IdoA(2S04)-GlucNSO3-Einheiten identifiziert (49).

Unter der Bindung an HSPG wird eine Konformationsidnderung des bFGF vermutet,
die die Vorraussetzung fiir die Rezeptorinteraktion schaffen soll (46).

Neben der Forderung der bFGF-Rezeptor-Bindung, ist HSPG ferner erforderlich fiir
die Rezeptordimerisierung mit anschlieBender Komplexinternalisierung in den
Intrazelluldrraum (50).

An hochaffinen, transmembranen FGF-Rezeptoren wurden allgemein bislang 4 Typen
(FGFR1-4) mit Tyrosinkinaseaktivitit isoliert (51) (52), die eine 55-77%-ige Homo-
logie ihrer Aminoséduresequenzen (53) aufweisen. bFGF bindet mit hoher Affinitit an
FGFR1 und FGFR2, weniger an FGFR3 und FGFR4, wihrend aFGF eine hohere

Affinitdt zu den letztgenannten Rezeptoren aufweist (51).
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Abb. 1.1a und Abb. 1.1b: Funktionsweise des bFGF-HSPG-Rezeptorsystems:

Die Bildung des trimolekularen Komplexes aus dem bFGF-Rezeptor, einem HSPG
und dem bFGF (Abb. 1.1a) ist die Vorraussetztung fiir die Rezeptordimerisierung
(Abb. 1.1b) und Signaltransduktion.

Quelle: Graphische Dokumentation der Arbeitsgruppe Molekular-Kardiologie, Institut

fiir Arterioskleroseforschung, Universitit Miinster (unveroffentlicht).



Ferner benotigen die einzelnen FGF zur Bindung an HSPG unterschiedliche
Sulfatierungsmuster ihres Co-Rezeptors (47) (54), so dass dem HSPG zudem eine
spezifische Funktion in der FGF-Signaltransduktion zukommt (52). Erst kiirzlich
wurde von Berry et al. (55) berichtet, dass das HSPG die Stirke des bFGF-
Proliferationssignals auf die jeweilige Zielzelle iiber seinen Sulfatierungsgrad
modulieren kann. So wurde gezeigt, dass glatte Muskelzellen, die ein hoher-
sulfatiertes HSPG exprimieren, ein stirkeres Proliferationsstimulus empfangen als
Endothelzellen, und dass Endothelzellen unter Zugabe des hohersulfatierten HSPG
ebenfalls stiarker auf den bFGF-Stimulus reagieren (55).

Im arteriellen GefdBsystem sind alle vier FGF-Rezeptoren (FGFR1-4) jeweils in der
Intima, Neointima, Media und Adventitia vertreten, vorherrschend sind jedoch FGFR1
und FGFR2 (51). Sie werden in normalen als auch arteriosklerotischen Geweben
gleich stark exprimiert (51).

Lee et al. (56) isolierten erstmals einen FGF-1-Rezeptor und fanden ein
transmembranes Protein, das drei extrazellulire Immunglobulin-dhnliche Dominen
(Ig I-III) aufweist. Es bestand ferner aus einer Region zahlreicher saurer Reste
zwischen Ig I und Ig II, einer transmembranidren Domine und einer intrazelluldren
Tyrosinkinase Doméne. Wihrend die Ig I-Domiéne fehlen kann, ohne dass der
Rezeptor seine Funktion verliert, ist die Ig II-Domine in allen Rezeptortypen
hochkonserviert. Die Ig II-Domine bindet zuerst an das bFGF-Peptid und erlaubt
dadurch eine Bindung an die Ig III-Domine, die rezeptorspezifisch ist und durch
alternatives Splicing entsteht (52). Die Bindung von bFGF an seinen Rezeptor ist
deutlich stdrker als an seinen Co-Rezeptor. Die Ermittlung von Bindungskonstanten
ergab, dass die bFGF-Dissoziation von seinem hochaffinen Rezeptor 45 min bis 150
min betrdgt, wihrend sie beim HSPG etwa bei 6 min liegt, was einer
Spontandissoziation gleichkommt (57).

Die weitere Transduktion des bFGF-Signals (Abb. 1.2) erfolgt iiber Aktivierung
diverser intrazelluldrer Kaskaden, die die unterschiedlichen bFGF-Funktionen wie
z.B. Zytoskelettverdnderungen und Zellzyklusprogression vermitteln (25).

Das Signal zur Zellzyklusprogression fiihrt iiber die Mitogen-aktivierte Proteinkinase

(MAPK)-Kaskade (58) zur Initilerung von Transkriptionsprozessen und zur



Aktivierung Zellzyklus-regulierender Proteine (59) (60). Die gleiche Kaskade soll
auch das Uberlebenssignal des bFGF an die Zelle beeinhalten (32).

Scheme of bFGF-mediated signaling pathway
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Abb. 1.2: bFGF-Signaltransduktionskaskade.
Quelle: Graphische Dokumentation der Arbeitsgruppe Molekular-Kardiologie, Institut

fiir Arterioskleroseforschung, Universitit Miinster (unveroffentlicht).



14. Expression des bFGF (und anderer Wachstumsfaktoren) in

Zellen des arteriellen GefaBsystems

Im arteriellen GefidB3system werden Gewebewachstum, Gewebestruktur und
Reaktionen auf &uBere FEinflisse und Anforderungen durch ein komplexes
Zusammenspiel vielfdltiger Wachstumsfaktoren gesteuert. Diese vermitteln ihre
biologischen Signale in der Regel iiber auto- und parakrine Mechanismen und werden
von Zellen der arteriellen GefdBwand wie Endothelzellen, glatte Muskelzellen und
Fibroblasten als auch von zirkulierenden Zellen wie Lymphozyten, Makrophagen und
Thrombozyten exprimiert und sezerniert (61). Sie erfiillen proliferationsstimulierende,
inhibierende, chemotaktische und transformierende Aufgaben, konnen Apoptose
sowohl induzieren, als auch abwenden. Die meisten Wachstumsfaktoren wurden
initial nach der Zellinie benannt, in der sie entdeckt wurden. Diese Nomenklatur ist
auch weiterhin gebriuchlich. Im Laufe weiterer Forschung stellte man jedoch fest, daf3
die meisten Wachstumsfaktoren nicht nur von mehreren Zellinien synthetisiert
werden, sondern entsprechend ihrer Rezeptorverbreitung auch auf unterschiedliche
Zelltypen einwirken konnen. Da ihr Wirkungsspektrum dabei je nach Zelltyp variiert
(62), setzte sich neben einer Expressions- und Zielzell-orientierten Einteilung auch
keine Funktions-orientierte Einteilung der Mediatoren durch. Schlielich ist man dazu
tibergegangen, die Faktoren nach ihrem Rezeptortyp zu unterteilen. Man unterscheidet
Tyrosinkinaserezeptoren, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und Serin-/Threonin-
kinasenrezeptoren.

Die wichtigsten Wachstumsfaktoren mit Tyrosinkinaseaktivitit sind Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factors (FGF, insbesondere FGF-1 und
FGF-2), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Insulin-like Growth Factor
(IGF) und Epidermal Growth Factor (EGF) (63).

Thrombin, Angiotensin II, Endothelin (63) und Thromboxan A2 (64) vermitteln ihre
Signale iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und Transforming Growth Factor-beta
(TGF-B) tiber Serin-/Threoninkinasenrezeptoren (65).

Dariiber hinaus sind noch die Cytokine Interleukin-1,-2 und -6 zu erwihnen, die in

erster Linie als Mediatoren von Immun- und Entziindungsreaktionen fungieren, jedoch
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auch proliferationsstimulierende Eigenschaften auf vaskuldre glatte Muskelzellen und
Endothelzellen aufweisen (63).

Die Mediatoren sind neben den interzelluldiren Kontakten  wichtige
Kommunikationsmedien, deren Signale iiber die unmittelbare Umgebung hinaus eine
Verstandigung zwischen den GefidBwandzellen gewihrleisten. Insbesondere
Endothelzellen und glatte Muskelzellen der Media bilden auf diese Weise ein
gekoppeltes Signalsystem, um auf Einfliisse aus der Blutbahn reagieren zu konnen.
Zur Regulation des GefidBtonus synthetisieren Endothelzellen vasoaktive Molekiile
und geben diese an die darunterliegende Schicht glatter Muskelzellen ab (66).
Vasorelaxierende Molekiile wie Nitrit-Oxid (NO) und Prostazyklin vermitteln einen
inhibierenden, vasokonstriktorische Molekiile wie Endothelin und PDGF einen
stimulierenden Effekt auf das Wachstum kultivierter glatter Muskelzellen (SMCs)
(67) (68) (69). Das Mediatorexpressionsmuster beider Zellinien wird durch inter-
zelluldare Kontakte entscheidend mitbeeinflut. So fithrt die traumatische
Unterbrechung von Zellkontakten zu einer vermehrten Expression pro-
liferationsstimulierender Faktoren (70). Extern zugefiihrtes bFGF vermag in einer
intakten Endothel-Media-Einheit unverletzter Arterien keine Proliferationsprozesse
auszuldsen, da proliferationsinhibierende Einfliisse tiberwiegen (71).

Physiologisch erhalten die Faktoren durch ein Gleichgewicht an stimulierenden,
Apoptose-regulierenden als auch inhibierenden Signalen die GefédBintegritit, konnen
jedoch unter pathologischen Bedingungen infolge einer gesteigerten Ausschiittung
und Expression erhebliche Dysfunktionen der einzelnen GefdBschichten induzieren
(61), die zu arteriosklerotischen Lésionsbildungen fithren. Die Ursache einer
Wachstumsfaktordysregulation im arteriellen GefidB3system sind schwerwiegende oder
chronisch einwirkende Gefaltraumen.

bFGF wird im arteriellen GefdB3system in der Regel von Endothelzellen (72), glatten
Muskelzellen (6) (73) und Makrophagen (74) synthetisiert.

In normalen intakten Arterien wird das bFGF-Protein in medialen SMCs und
adventitialen GefidBlen gefunden, das luminale Endothel hingegen zeigt keine bFGF-
Immunaktivitit (51). Wihrend das bFGF-Protein in der Media und Adventitia in
grofler Menge detektiert werden konnte, ist die Expressionsrate bei kaum im Northern

Blot detektierbarer bFGF-mRNA in diesen Schichten sehr gering (73). Intakte
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dariiberliegende = Endothelzellen vermitteln eine Expressionsinhibition iiber
interzellulare Kontakte (70). bFGF wird in ruhenden glatten Muskelzellen
hauptsédchlich intrazellulidr gespeichert (71). Unabhingig von seiner Eigenschaft als
Proliferationsstimulator scheint bFGF dort durch die Anregung der alpha-Aktin-
Produktion an der SMC-Differenzierung mitzuwirken (75).

In pathologischen Gefdl3prozessen kommt es zu einer deutlichen Expressionszunahme
des bFGF als auch anderer Wachstumsfaktoren des arteriellen Gefasystems.

Conor et al. (76) fiihrten menschliche Gewebeanalysen durch und verglichen die
exprimierten Wachstumsfaktormengen im normalen Gefdflgewebe mit denen im
arteriosklerotischen Gewebe und im Gefid3gewebe nach Ballonkatheterintervention.
bFGF konnte im arteriosklerotischen Gewebe, &dhnlich wie auch andere
Wachstumsfaktoren in 20-fach erhohter Menge, in restenotischem Gewebe sogar in
30-facher Menge nachgewiesen werden. Dabei wurde in der Regel die
zytoplasmatische 18-kD-Isoform isoliert (19). Olsen et al. (34) detektierten in re-
stenotischem Gewebe nach Ballonkatheterdilatation neben der 18kD-Form auch die
23-kD-Isoform. Ferner wurde auch eine massive Expression der bFGF-Rezeptoren 1

und 2 in den aktiven GefaBplaques gefunden (51).

14.1. Kompartimentierung des bFGF in glatten Muskelzellen (SMCs)

bFGF kann in unterschiedlichen Kompartimenten der glatten vaskuldren Muskelzelle,
dem Nukleus, dem Zytoplasma, als auch in der extrazelluliren Matrix angetroffen
werden. Ruhende glatte Muskelzellen in vivo (71) als auch in vitro (77) lagern bFGF
hauptsichlich das Zytoplasma ein, wihrend die extrazellulire Matrix nur einen

verschwindend kleinen Anteil des Gesamt-bFGFs beherbergt.

Unter traumatischer Stimulation und/oder Losung des Zellverbandes wird bFGF aus
den zytoplasmatischen Speichern in die extrazelluldre Matrix verlagert und teilweise
auch in das Zellmedium abgegeben. Die im Medium nachgewiesene bFGF-Menge ist

jedoch mit <3% des Gesamt-bFGFs (39) gering.
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Die Verlagerung in die ECM ist abhingig vom Ausmall des Traumas bzw. des
mechanischen-chemischen Stimulus (78). Kompression (39), Dehnung (78),
Zellabschabung (36), FluB3-Scherkrifte (38), osmotischer Schock (79), aber auch ox-
LDL (80), Heparanase und Plittchenfaktor-4 aus aktivierten Thrombozyten (81)
konnen eine bFGF-Verlagerung in den Extrazelluldrraum auslosen. Die bFGEF-
Bindungsfahigkeit der extrazelluldren Matrix kann nach Lindner et al. auf das 45-
fache ansteigen (71). Dort ist das Peptid seinem hochaffinen Rezeptor durch
enzymatische Freisetzung (81) (82) zugidnglich und kann {iber eine
Rezeptoraktivierung Proliferationsprozesse initiieren. Matrix-gebundenes bFGF ist
daher ein langfristiger Stimulator der DNA-Synthese (37) (83).

Schmidt et al. (77) veranschaulichten in einer in vitro-Proliferationsstudie glatter
boviner Muskelzellen die Verdnderungen der bFGF-Kompartimentverteilung

subkonfluenter, proliferierender Kulturen (Abb. 1.3).

Bovine vaskuldre glatte Muskelzellen exprimieren 3-12 pg bFGF/ug Zellprotein (77)
(84). In ruhenden SMCs liegen 80% des bFGFs intrazelluldr vor, wihrend der Anteil
des Matrix-gebunden bFGFs 20% betrdgt. In der Phase des exponentiellen
Wachstums, die durch Aussaat der Zellen in geringer Dichte induziert wurde, kommt
es innerhalb von 3 Tagen zu einem Anstieg des Matrix-gebundenen bFGF auf 75%,
welches dann mit nachlassender Proliferationsaktivitit innerhalb von 10 Tagen wieder
auf 20% in der Stagnationsphase absinkt. Der intrazellulire Anteil betrdgt
demenstrechend nach 3 Tagen 25% und nach 10 Tagen wieder 80% des Gesamt
bFGFs (77). Die Mitogenitit des intra- und extrazellularen bFGFs ist prinzipiell
identisch (77). Ein bestimmter Teil des perizellularen bFGFs kann durch exogenes

Heparin aus der Matrix freigesetzt werden.

Baldin et al. (85) fanden in bovinen Aortenendothelzellen, Schmidt et al. (43) in
bovinen kornealen Endothelzellen und Hill et al (86) in Chondrozyten &hnliche
Verhiltnisse mit Zunahme des bFGF-Anteils in der extrazelludren Matrix unter
Proliferationsbedingungen. Zudem wurde in bovinen Aortenendothelzellen eine
Translokation von 10% des intrazelluliren bFGF in den Nukleus beschrieben, die

ausschlieBlich in der G1-Phase stattfindet und in konfluenten ruhenden Zellen nicht
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nachgewiesen werden konnte (85). Die Translokation des bFGF in den Nukleus
erfolgt nach Rezeptoraktivierung an der Zellmembran und ist Vorraussetzung fiir die

Vermittlung des bFGF-Proliferationssignals und Stimulation der DNA-Synthese (54).
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Abb. 1.3: Wachstumsabhingige Veridnderungen der bFGF-Kompartimentverteilung.
Quelle: Schmidt et al. (77)

Glatte Muskelzellen wurden in einer geringen Dichte (2500/cm?) ausgesit und 10
Tage in Kultur belassen. Dabei wurde das intrazelluldre bFGF (o), das perizelluldre
bFGF (/\) und das gesamte bFGF(e) bestimmt, dass der Summe des intra- und
perizellularen bFEGF entspricht. Das durch Heparin freisetzbare bFGF (0) ist ein Teil
des perizelluldren bFGFs.
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1.4.2. Zellzyklusabhiingige Verinderungen der bFGF-Konzentration

Neben der Verdnderung der bFGF-Kompartimentverteilung verzeichneten Schmidt et
al. (77) in der Phase des exponentiellen Wachstums einen deutlichen Abfall des
Gesamt-bFGFs (intra- und perizelludres bFGF) kultivierter, boviner glatter Muskel-
zellen. Ein auf minimal 30% des Ausgangswertes gesunkener bFGF-Gehalt wurde
nach ca. 3 Tagen in Kultur gemessen, nachdem glatte Muskelzellen in geringer Dichte
am Tag O ausgesdt wurden (77). Unter Zunahme der Zellzahl und abflauender
Proliferationsaktivitit ist ab dem 4. Kulturtag wieder ein bFGF-Anstieg zu verzeichen,
wobei bFGF jetzt vorwiegend intrazelluldr eingelagert wird (77).

Maximale Gesamt-bFGF Mengen werden in postkonfluenten Zellen gefunden, die
ihre Speicher wieder aufgefiillt haben. Der rasante bFGF-Abfall in der Phase des
exponentiellen Wachstums verlduft parallel zur der Verlagerung des intrazellulidren
bFGFs in den Extrazelluldrraum, so dass eine Abgabe von bFGF in das Medium
vermutet werden konnte. Im Medium konnte bFGF hier jedoch nicht nachgewiesen
werden. Die Autoren vermuteten daher einen proteolytischen Abbau des
intrazellularen bFGFs (77), dessen Bedeutung jedoch noch nicht weiter geklart
werden konnte.

Ein Abfall des bFGF-Gehaltes wurde auch in vivo-Untersuchungen beobachtet. Olsen
et al. (34) verzeichneten in Ratten-Carotiden einen bFGF-Protein- und mRNA-
Riickgang unmittelbar nach Ballondilatation. Auch in proliferierenden Kaninchen
SMCs ist bFGF zwei Tage nach Ballontrauma nicht mehr nachweisbar, wihrend in
ruhenden Zellen zuvor noch groBe bFGF-Mengen detektiert wurden (87). Cheng et al.
(39) stellten nach subletaler Kompresssionsbehandlung humaner SMCs eine stirker
proliferationsstimulierende Wirkung des Mediums im Vergleich zum Kontrollmedium
nicht-komprimierter SMCs fest und wies aber nur <3% des Gesamt-bFGF im Medium
nach. Eine Erkldrung fiir den Abfall des Gesamt-bFGFs wird dadurch jedoch nicht
geliefert.
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1.5. Funktion des bFGF bei der Entwicklung der

Arteriosklerose und Restenose

Bei der Arteriosklerose und Restenose handelt es sich um pathologische
GefiBprozesse, denen eine gesteigerte Proliferations- und Stoffwechselaktivitit glatter
vaskuldrer Muskelzellen nach Gefdl3traumen zugrunde liegt. Wachstumsprozesse der
glatten Muskelzelle konnen als Hyperplasie (88) mit einer Erhohung der Zellzahl oder
auch als Hypertrophie mit einer Erhohung der Zellmasse einhergehen (89), wobei
beide Wachstumsformen nebeneinander vorkommen und auch ineinander iibergehen
konnen. Parallel findet sich zudem eine erhdhte Apoptoserate der SMCs (61).

Die Steuerung von Proliferations- und Apoptoseprozessen wird unter anderem durch
eine Reihe von Wachstumsfaktoren iibernommen (61).

Im intakten arteriellen GefidBBsystem liegen glatte Muskelzellen in ihrem
differenzierten kontraktilen Phéanotyp vor. Ihre Hauptaufgabe ist die Kontraktion zur
Aufrechterhaltung des Gefdf3tonus. Ihre Proliferationsaktivitit ist gering. (90)
Gefdltraumen veridndern tiefgreifend die Mikroumgebung der GefiBBwand und fiihren
zu einer Freisetzung zahlreicher Mediatoren aus den GefidBzellen. Unter diesen
Bedingungen geben glatte Muskelzellen in Abhéngigkeit von der Intensitdt der
duBerern Einfliisse ihren differenzierten kontraktilen Phénotyp auf, um einen
synthetischen Phédnotyp anzunehmen. Dies geschieht unter Verlust kontraktiler
Elemente wie alpha-Aktin und Myosin-Schwerketten und unter Zunahme der
Zellorganellen wie ER, Ribosomen und Golgi (91). Glatte Muskelzellen vom
synthetischen Phénotyp konnen verstirkt in den Zellzyklus eintreten, produzieren
groBe Mengen an ECM und weisen ein verdndertes Wachstumsfaktor-
expressionsmuster auf (91).

Pathologisch kennzeichnend fiir die Arteriosklerose und Restenose nach PTCA ist die
Ausbildung der sogenannten Neointima, einer vorwiegend aus glatten Muskelzellen
und ECM gebildeten dysfunktionellen GefidBinnenschicht, die im Rahmen eines
Reparaturprozesses an die Stelle des traumatisierten Endothels tritt (92). Zur Bildung
der Neointima wandern aktivierte mediale glatte Muskelzellen Richtung Gefi3lumen

und beginnen dort zu proliferieren und extrazelluldre Matrix zu produzieren.
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bFGF fordert im Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren zahlreiche Prozesse
der Neointimaenstehung.

Wie bereits oben erwidhnt, wird bFGF nach Gefidltraumatisierung aus den
intrazelluldren Speichern der glatten Muskelzelle freigesetzt (71).

bFGF steigert durch Verdnderung der Integrinexpression die Motilidt der glatten
Muskelzellen und verstérkt somit ihre Reaktion auf die vom Endothel ausgeschiitteten
Chemotaxine wie z.B. PDGF (93). Im weiteren Verlauf ist der Mediator mal3geblich
an der Phéanotypwandlung der SMCs beteiligt (94) (95) (96). Exogenes bFGF
reduziert die alpha-Aktin-Expression und fordert iiber eine Aktivierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Kaskade die Annahme des synthetischen
Phénotyps. Hayashi et al. (95) vermuten, dass Phinotypdnderungen der glatten
Muskelzelle durch eine Balance von Stimuli iiber die Phosphoinositol-3-(Pi3)-kinase
und Proteinkinase B einerseits und Stimuli iiber die MAPK- und die Extrazellular
signal-regulated-kinase (ERK)-Kaskade anderseits gesteuert werden, wobei ERK-
Impulse die Entwicklung des synthetischen Phinotyps herbeifiihren und PI3-Impulse
die Aufrechterhaltung des kontraktilen Phéanotyps fordern.

bFGF vermag ferner die Produktion weiterer Wachstumsfaktoren wie z.B. PDGF —ein
starkes Chemotaxin und eine Proliferationsstimulans (97)- und VEGF -ein starker
Angiogenesfaktor (98)- anzuregen, um somit seine Wirkung zu potenzieren und sein
Spektrum indirekt auszuweiten. Desweitern wird bFGF auch sekundir als Antwort auf
zahlreiche andere Mediatoren wie Angiotensin (99), Thromboxan A2 (100), Thrombin
(101) und Endothelin (63) exprimiert und scheint daher eine wichtige Steuerfunktion
innerhalb des Zusammenspiels verschiedener Wachstumsfaktoren einzunehmen.

Die herausragende Funktion des bFGF in GefdBerkrankungen ist jedoch die
Iniitierung von Wachstums- und Proliferationsprozessen, auf die im Folgenden nidher

eingegangen werden soll.
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1.5.1. Proliferation

bFGF gilt als starkes Mitogen glatter vaskulidrer Muskelzellen (37) und, gebunden in
der extrazelluldren Matrix, als ldngerfristiger Stimulator der DNA-Synthese (83). Per
Signaltransduktion iiber die MAPK-Kaskade fordert bFGF den Eintritt glatter
Muskelzellen von der GO in die G1-Phase des Zellzyklus (102).

Schmidt et al. zeigten (Abb. 1.4), dass bFGF im Vergleich mit anderen
Wachstumsfaktoren des arteriellen Gefid3systems (PDGFA/B, EGF und IGF-I) den

weitaus starksten mitogenen Stimulus auf bovine glatte Muskelzellen ausiibt.

Mitogenic response of cSMC to growth factors
in serum-free medium

250

200
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cpm x 1000/dish

50

—_
S
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'Y SN SN U DU WU WONY VN UON RN VHNY SN TN M N SN U N NN B N N WK 1

Control IGF-1

Abb. 1.4: Proliferationsantwort  glatter =~ Muskelzellen auf verschiedene
Wachstumsfaktoren in serumfreiem Medium.
Quelle: Institut fiir Arterioskleroseforschung, Westfilische-Wilhelmsuniversitiit

Miinster (unveroffentlicht)
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Dies wurde von Lindner (37) und Caplice et al. (35) bestitigt, die demonstrierten, dass
die mitogene Aktivitit nach GefidBtraumatisierung durch einen AK gegen bFGF
starker antagonisiert werden konnte als durch AK gegen andere Faktoren. Dennoch
wird vermutet, dass bFGF als Mitogen nur in den ersten 48 Stunden nach
Gefdltrauma eine Rolle spielt. Olsen et al. (34) zeigten, dass ein AK gegen bFGF
chronisch proliferierende SMC nicht zu inhibieren vermochte. Ein Zusammenhang
besteht womoglich mit dem bereits oben erwidhnten bFGF-Abfall nach Trauma
innerhalb von 2-3 Tagen, der nahe legt, dass die weitere Unterhaltung der Pro-
liferationsprozesse von anderen Mediatoren iibernommen wird.

Zahlreiche Autoren konnten bFGF und seine Rezeptoren (51) (103) jedoch wieder in
fortgeschrittenen Lédsionen nachweisen, wo der Faktor andere Funktionen erfiillt und

mit einer vermehrten Plaqueneovascularisierung assoziiert ist (103).

1.5.2. Hypertrophie

Definitionsgemifl beschreibt die ,,Hypertrophie* eine Wachstumsform, in der das
Zellvolumen durch gesteigerte Proteinsynthese vergroflert ist, ohne dass es dabei zu
einem DNA-Zuwachs kommt (104). Im postnatalen Wachstum enddifferenzierter
Gewebe wie z.B. Herz- oder Skelettmuskel, deren Zellen ihre Teilungsfihigkeit
verloren haben, stellt sie die einzige Wachstumsform dar und ist Ausdruck der
Anpassungsfihigkeit an gesteigerte  Anforderungen. Die morphologischen
Veridnderungen sind dabei reversibel. Auch die glatte vaskuldre Muskelzelle kann in
einen hypertrophen Status iibergehen (100) (105). Er wird insbesondere durch
Vasokonstriktoren wie z.B. Angiotensin II (105), Endothelin (63) und Vasopressin
(106) herbeigefiihrt und tritt des Weiteren unter chronischem Hypertonus (89) auf.
Obwohl die Hypertrophie der vaskuldren glatten Muskelzelle in ihrer Bedeutung noch
nicht ganz gekldart ist, liegt es daher nahe, auch hier von einem
Anpassungsmechanismus an gesteigerte Anforderungen auszugehen.

Im Vergleich zu enddifferenzierten Zell-Linien haben vaskulire glatte Muskelzellen,
die reversibel aus einem ruhenden, kontraktilen Phidnotyp in einen

proliferationsfreudigen,  synthetischen = Phénotyp  wechseln  konnen, ihre
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Proliferationsfahigkeit erhalten (90). Anhand der intrazelluldren Signaltransduktion
von Angiotensin II konnte beispielhaft gezeigt werden, dass auf ein extrazellulédres
Signal eine Reihe proliferationsstimulierender und -inhibierender Wachstumsfaktoren
sekundir exprimiert werden, die in ihrer Balance einen hypertrophischen Status
herbeifiihren (63) (99). Die Suppression von inhibierenden Faktoren z.B. durch einen
Antikorper filhrt zu einer proliferativen Antwort durch Uberwiegen der
Proliferationsstimuli und somit zu einer SMC-Hyperplasie (99) (107) (108). Die
Expression sekunddrer Wachstumsfaktoren ist charakteristisch fiir G-Protein-

gekoppelte Rezeptor-Agonisten (siehe Tab. 1.1), denen die Vasokonstriktoren in der

Regel angehoren (63).
G-Protein- Sekundér exprimierte Sekundér exprimierte Literatur-
gekoppelter proliferationsstimu- proliferationsinhibierende | angabe
Rezeptor-Agonist | lierende Faktoren Faktoren
Angiotensin Il PDGEF-AA, bFGF TGF-beta (107) (99)
Thromin PDGF-A, bFGF TGF-beta (63) (101)
Thromboxan A2 bFGF TGF-beta (100) (108)
Endothelin PDGF-A, bFGF TGF-beta (63)

Tab. 1.1: Vasokonstriktoren und ihre sekundir exprimierten Wachstumsfaktoren
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1.5.3. Apoptose-Privention

Unter programmiertem Zelltod, bezeichnet als Apoptose, versteht man die am
hiufigsten zu beobachtende Form des Zelltodes, die einen genetisch gesteuerten
Selbstzerstorungsproze3 der Zelle beschreibt (109). Apoptose steht im Gleichgewicht
mit Zellproliferationsvorgingen adulter normaler Gewebeformen und stellt somit ein
wichtiges physiologisches Element der Gewebshomdostase dar (109).

Sowie auch in anderen Geweben moglich konnen Zellen des kardiovaskuldren
Systems in die Apoptose iibergehen (110). Eine erhohte Rate an Apoptose findet sich
in arteriosklerotischen als auch restenotischen Gefaabschnitten (111), wobei glatte
Muskelzellen als auch Makrophagen betroffen sein konnen (112). Durch
Apoptosevorginge wird die Zellmasse in einer Plaque reguliert (113).
Apoptose-auslosende Stimuli sind einerseits duflere Einfliisse wie oxidierte
Lipoproteine, verdnderter himodynamischer Stress, freie Radikale (112), andererseits
Cytokine immunaktiver Zellen wie Interleukin-1, Tumor-Nekrose-Faktor und
Interferon-gamma. Sie rufen die Expression proapoptotischer Gene wie Fas, Fas-
Liganden, Caspase, bcl-2, p53 und c-myc hervor, deren Proteine in Zellen der
GefdBwand nachgewiesen wurden (111). Abnormale Expression und Dysfunktion
dieser Gene konnen die Apoptoserate vermindern oder steigern und somit die
Plaquezusammensetzung und -stabilitdt beeinflussen (114), denn durch Absterben
glatter Muskelzellen, den Produktionsstitten extrazellulidrer Fasermolekiile, wird die
Ausbildung einer stabilisierenden fibrosen Plaquekappe beeintrichtigt. Ferner fithren
nicht eliminierte apoptotische Zellen innerhalb der Plaque zur Aktivierung von
Thrombin und Auslésung von intravasalen Thrombosierungsprozessen (112).
Thrombose und Plaqueruptur gelten als komplizierende Effekte von Apoptose in der
Arteriosklerose (112).

Apoptose ist in den prinzipiell zellreicheren restenotischen Lisionen héufiger
anzutreffen als in den arteriosklerotischen Plaques, in denen die Fasersubstanz

tiberwiegt (115).
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1.6. Antisense-Oligonukleotide

1.6.1. Prinzip und Funktionsweise

Die Antisense-Strategie wurde erstmals im Jahre 1978 von Zamecnik und Stephenson
(116) als neue Therapieform menschlicher Erkrankungen auf molekulargenetischer
Ebene vorgeschlagen. Ursdchlich fiir viele Krankheiten sind meist fehlerhafte
genetische Informationen und deren Ausfithrung durch die Korperzelle, wie
beispielsweise die Uberproduktion bestimmter Proteine oder die Herstellung defekter

Proteine.

Wihrend die Gentherapie auf die Einfiigung zusétzlicher genetischer Information in
die Zelle beruht, zielt die Antisense-Strategie auf eine Expressionshemmung

spezifischer Gene ab.

Zur Ausschaltung bestimmter Genprodukte werden synthetische einzelstringige
DNA-Oligonukleotide in die Zelle -eingefithrt. Die Sequenz des DNA-
Oligonukleotides wurde dabei so gewihlt, dass sie komplementir zur Sequenz der
mRNA des auszuschalten Gens ist (Antisense-Oligodesoxynukleotid, AS-ODN). Es
kommt daher iiber Watson-Crick-Basenpaarung zur Bildung eines DNA/mRNA-
Doppelstranges (sog. Heteroduplexbildung), wodurch der mRNA-Strang an dieser
Stelle fiir weitere Prozesse der Genexpression blockiert wird. Seit den 80er Jahren
weill man, dass eine Genregulation nach dem Antisense-Prinzip auch in der Natur
vorkommt und von Mikro- als auch von hoheren Organismen, die selbst Antisense-

Nukleinsdureketten produzieren, genutzt wird (117) (118).

Entscheidend fiir die Effizienz der Antisense-Oligonukleotide ist die Auswahl
geeigneter Bindungsregionen. Da DNA und RNA unter physiologischen Bedingungen
in einer Sekundir- und Tertidrstruktur vorliegen, sind nicht alle Regionen der
Oligonukleotidhybridisierung zugénglich. Entsprechende Computersoftware liefern
derzeit noch wenig zuverldssige Sekundarstrukturvorraussagen, so dass bisher
vorwiegend Schliisselsequenzen natiirlicher enzymatischer Prozesse gewdhlt wurden,

die allgemein gut zugénglich sind.
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Antisense-Oligonukleotide konnen gegen Sequenzen der DNA als auch der mRNA
unterschiedlicher Reifestufen gerichtet sein (Abb. 1.5).

1. Nach FEinschleusen in die Zelle kénnen Antisense-Oligonukleotide in den
Zellkern gelangen, sich an komplementédre Strukturen der DNA unter

Tripelhelixbildung anlagern und somit die Transkription inhibieren.

2. Zu den Zielstrukturen der pra-mRNA zihlen insbesondere die Splei3stellen,
die 5°-Cap-Struktur und die Poly-A-Sequenz (119). Mit Blockade dieser
Sequenzen durch eine Oligonukleotidhybridisierung koénnen wichtige
Reifungsprozesse der mRNA und ihr Transport in das Zytoplasma gestort

werden.

3. Innerhalb der prozessierten reifen mRNA haben sich Antisense-
Oligonukleotide gegen das Translationsstartcodon AUG als besonders effektiv
erwiesen (120). Unter Heteroduplexbildung blockieren sie durch sterische
Behinderung der Ribosomenuntereinheiten die Bildung des Initiations-
komplexes und verhindern die Ubersetzung des mRNA-Codes in eine
Aminosduresequenz. Alternativ besteht die Moglichkeit, Antisense-Molekiile

direkt gegen kodierende mRNA-Abschnitte einzusetzen.

Um die Expression eines Genproduktes zu inhibieren, ist es nicht erforderlich, die
komplette mRNA, die beim Menschen im Mittel bei 1500 Basen lang ist, mit einem
Antisense-Oligonukleotid abzudecken. Wie bereits beschrieben sind Signalsequenzen
enzymatischer Prozesse beliebte Ziele. Dennoch variiert die Effektivitit der
Oligonukleotide im FEinzelfall sehr stark. Es wird daher empfohlen, im Vorfeld per
»Gene walk“ entlang der Ziel-DNA oder -RNA eine grofere Zahl an
Oligonukleotiden zu synthetisieren und auszutesten (121) (122). Es sollte ferner
beachtet werden, dass im Rahmen verschiedener Oligonukleotidmechanismen die
unvollstindige Blockade der mRNA zur Produktion von Zielprotein-Anteilen fiihren
kann. Diese konnten im ungiinstigen Fall Restfunktionen aufweisen oder durch
erhaltene Antikorpererkennungsstrukturen irrtiimlicherweise als Zielprotein (z.B. im

ELISA) verkannt werden (121).
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Abb. 1.5: Mechanismen von Antisense-Oligonukleotiden.

Quelle: E. Buddecke; Molekulare Medizin, ecomed 2002, Landsberg/ Lech
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Neben der Maskierung strategisch  wichtiger Sequenzen des Nuklein-
sdurestoffwechsels, sind Oligonukleotide jedoch noch {iiber einen weiteren
Mechansimus in der Lage, die Ziel-mRNA auszuschalten. Die mit der Ziel-mRNA
gebildete Heteroduplex bildet das Substrat fiir mRNA-abbauende Enzyme, wie
Ribonuklease H (RNase H). Dieses Enzym wird in eukaryoten als auch in prokaryoten
Zellen exprimiert und zertrennt den mRNA-Anteil eines RNA-DNA-Doppelstranges
unter Hydrolyse einer oder mehrerer Phosphodiesterbindungen (121) (123). Darunter
dissoziiert das intakte Oligonukleotid von den mRNA-Fragmenten und steht fiir eine
erneute Heteroduplexbildung zur Verfiigung. Dies erkldrt die iiberproportionale

Wirksamkeit der RNase-aktivierenden Oligonukleotide (119).

Die Effektivitit eines Antisense-Oligonukleotids beruht nicht nur auf dem gewdihlten
Blockademechanismus. Besondere Bedeutung haben auch pharmkologische
Eigenschaften wie Stabilitidt, Zellgdngigkeit, Organverteilung, Toxikologie und
Bioverfiigbarkeit. Um diesen Anforderungen nachzukommen, wurden zahlreiche
Modifikationen entwickelt, insbesondere zur Verbesserung der Nukleasestabilitit.
Oligonukleotide, deren Phosphodiesterriickrat modifiziert wurde, biilen in der Regel
thre FEigenschaft, RNasen zu aktivieren, ein. FEine Ausnahme bilden die
Phosphorothioate (PS-ODN) (124), die sich bereits in zahlreichen Antisense-

Experimenten bewihrt haben und auch in klinischen Studien Anwendung finden.

Modifikationen konnen jedoch auch zu einer Verstirkung unspezifischer
Oligonukleotideffekte fiihren, die hédufig durch Interaktionen mit zahlreichen
Proteinen in und auferhalb der Zelle bedingt sind. Daher ist es erforderlich die
sequenzspezifische Wirkung von Antisense-Oligonukleotiden durch Kontroll-

oligonukleotide zu belegen.

Als Kontrolloligonukleotide werden bevorzugt Molekiile mit der komplementiren
Sequenz des Antisense-Oligonukleotides verwendet, die man auch als ,,Sense®
bezeichnet. Alternativ finden auch ,,Mismatch“-, ,,Reverse*- und ,,Scramble‘“-ODNs

breiten Einsatz. (zur Erlduterung siehe Tab. 1.2)
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Oligonukleotid Charakterisierung Beispiel

Antisense Komplementire Sequenz zur | 5’- G-A-C-C-T- 3’
Ziel-mRNA

Sense komplementire Sequenz des | 5°- A-G-G-T-C- 3’
Antisense-Oligonukleotids

Reverse Antisense-Sequenz in 5-T-C-C-A-G- 3
Umkehrrichtung

Mismatch Austausch einzelner Basen 5’- G-C-C-G-T- 5

der Antisense-Sequenz
Scramble Basen der Antisense-Sequenz | 5’- A-C-T-C-G- 3,
in willkiirlicher Reihenfolge | 5’- C-C-A-G-C- 3’,

etc.

Tab. 1.2: Kontrolloligonukleotidvarianten

1.6.2. Spezifitit

Mit der Entwicklung von Antisense-Oligonukleotiden wurde ein hochspezifisches
Therapiekonzept geschaffen. Die Spezifitit, ein bestimmtes Zellprotein zu
supprimieren, resultiert erstens aus dem Konzept der Doppelstrangbildung eines
Oligonukleotids mit der mRNA des Zielproteins durch Watson-Crick-Basenpaarung
und zweitens aus dem statistisch einmaligen Vorkommen einer 17-Basen-Sequenz im
gesamten menschlichen Genom (125) (126). Da jedoch zu einem bestimmten
Zeitpunkt nicht alle Gene aktiviert und zudem nicht alle Bereiche auf der
DNA/mRNA entfaltet sind, kann auch bei Verwendung von kiirzeren
Oligonukleotiden (11-15 meren) eine hohe Spezifitit erreicht werden (127). Lingere
Oligonukleotide mit {iber 20-25 Basen neigen eher dazu, unerwiinschte
BasenmiBBpaarungen zu tolerieren und auch mit nicht ganz komplementiren
Nukleinsdureketten einen Doppelstrang zu binden. Als optimal haben sich somit

Oligonukleotide mit einer Lidnge von 14-20 Basen erwiesen (128). Da es infolge der
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Basenpaarung  bei  optimaler  Lidnge  zur  Ausbildung von = 24-75
Wasserstoffbriickenbindungen (drei pro G-C- und 2 pro A-T bzw. A-U-Basenpaar)
mit der mRNA kommt, gehen AS-ODN bei weitem mehr Wechselwirkungen mit

ihrem Zielobjekt ein als konventionelle Wirksubstanzen (119).

1.6.3. Aufnahme in die Zelle

Oligonukleotide sind polyanionische Makromolekiile, deren Molekulargewicht bei
einer Linge von 13-30 Basenpaaren mit 4500-9000 Dalton deutlich iiber dem
Molekulargewicht konventioneller Wirksubstanzen mit einigen Hundert Dalton (128)
liegt. Thre GroBe und stark negative Ladung ermdoglichen keine freie Diffusion durch
die Zellmembran (129) (130). Es wird angenommen, dass unmodifizierte
Oligonukleotide iiber aktive, Rezeptor-vermittelte Aufnahme in die Zelle gelangen.
Die Rezeptor-vermittelte Endozytose scheint der natiirliche Aufnahmemechanismus
fiir exogene Nukleinsduren zu sein (131). Loke (132), Beltinger (133), Yakubov (134)
und Budker et al. (130) haben in unterschiedlichen eukaryotischen Zellinien
Oberflichenproteine im Bereich von 20-143 kD detektiert, an denen die
Makromolekiile mit niedriger Affinitdt binden. Aufnahmestudien Fluoreszenz- oder
radioaktiv-markierter Oligonukleotide zeigen nach Aufnahme in das Zellinnere eine
Anreicherung in cytoplasmatischen Endosomen und Lysosomen, aber auch im freien
Zytoplasma und im Nukleus (133) (135). Der Aufnahmeprozess ist Energie- und
Temperatur-abhéingig mit einem Optimum bei 37°C (132) (136).

Die Details des Aufnahme-Modus sind bis heute noch nicht vollstindig geklart. Fiir
eine aktive Rezeptor-vermittelte Endozytose sprechen eine initiale Konzentrations-
abhingigkeit der ODN-Aufnahme mit Sattigungskinetik und Substratspezifitit. Ferner
ist die Oligonukleotidaufnahme durch Nukleotide kompetetiv hemmbar (132). Uber
die Spezifitidt und Energie-Abhingigkeit der Carrier-vermittelten Endozytose ist auch
erkldrbar, dass innerhalb der Zelle das 10 bis 30-fache der ODN-Konzentrationen wie
im Medium gefunden wurden (137). Dennoch werden weitere Aufnahme-
Mechansimen angenommen: Beltinger et al. (133) zeigten, dass Oligonukleotide in

humanen Leukédmie-Zellen (K652) ab einer Konzentration von < 1.0 uM zusitzlich
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tiber Pinozytose aufgenommen werden. Dieser Mechanismus scheint jedoch im
Vergleich zur Carrier-vermittelten Endozytose uneffektiver zu sein. ODN-
Aufnahmeraten variieren in Abhédngigkeit von der Zellinie, als auch vom
Zellzyklusstadium der Einzelzelle. Die hochste Aufnahmerate wurde in der G1/S-
Phase gemessen, entsprechend des Nukleotidbedarfs fiir die DNA-Synthese (135). Die
zelluldre Aufnahme von Oligonukleotiden ist des Weiteren abhidngig von deren ODN-
Linge, -Sequenz und Modifikation. Je kiirzer die Oligonukleotide, desto schneller und
intensiver erfolgt ihre Aufnahme in die Zelle (132). Eine Sequenz-Abhingigkeit
spiegelt sich in einer bevorzugten Aufnahme G-reicher Oligonukleotide wider.
Peymann et al. (138) zeigten eine Steigerung der ODN-Aufnahme in Abhingigkeit
vom jeweiligen Anteil der unterschiedlichen Basen. Es ergab sich folgende
Rangordnung C<A<T<G. Die Modifikation bestimmt die Interaktion des
Oligonukleotids mit seinem Oberfldchenrezeptor und beeinflusst auf diese Weise
ebenfalls die ODN-Aufnahme. Da insbesondere Phosphorothioate eine starke
Rezeptorbindung eingehen, wird eine effektive Aufnahmerate dieser ODN postuliert

(139).

1.6.4. Strukturmodifizierte Oligonukleotide

Unmodifizierte Oligodesoxynukleotide entsprechen in ihrem Aufbau natiirlichen
Desoxynukleinsduren: Eine heterozyklische Purin- (Adenin, Guanin) oder
Pyrimidinbase (Thymin, Cytosin) ist am C1 -Atom mit einer 2-Desoxyribose N-
glykosidisch verbunden, die wiederum, ausgehend vom C3- und C5-Atom, iiber
Phosphodiesterbindungen an benachbarte Nukleoside koppelt. Unmodifizierte
Oligodesoxynuklotide werden daher in der Literatur auch vereinfacht als

,Phosphodiester bezeichnet.

Da kurze Nukleinsdurefragmente jedoch rasch von ubiquitiren Endo- und
Exonukleasen abgebaut werden, wurden bereits Anfang der 80er Jahre erste

Strukturmodifikationen vorgenommen und somit Nuklease-resistentere
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Oligonukleotide geschaffen. Mittlerweile existiert eine groBe Vielfalt an
strukturmodifizierten Oligonukleotiden, wobei neben der Nukleasestabilitit auch
pharmakologische FEigenschaften, Affinitit zur Ziel-RNA wund Zellgingigkeit

verbessert werden konnten.

Unter Oligonukleotiden der ,.ersten Generation* werden Methylphosphonate (140)
und Phosphorothioate (141) gefasst (Abb. 1.6).

In Methylphosphonaten ersetzt eine ungeladene Methylgruppe das freie, nicht in die
Phosphodiesterbindung eingebundene Sauerstoffatom zwischen zwei Nukleosiden.
Der erhohten Nukleaseresistenz steht eine schlechtere Wasserloslichkeit gegeniiber.
Ferner verfiigen Methylphosphonate nicht mehr iiber die Fihigkeit, RNase H zu
aktivieren und haben sich aufgrund ihrer schwicheren Wirkung nicht durchsetzten

koOnnen.

In Phosphorothioaten wird das freie Sauerstoffatom durch ein Schwefelatom ersetzt,

das dem Molekiil eine zusitzliche negative Ladung verleiht.

Phosphorothioate sind demnach gut wasserloslich, vermogen RNase H zu aktivieren
und zeichnen sich durch eine zufriedenstellende Nukleasestabilitidt sowohl im Serum
als auch innerhalb der Zelle aus. Die Halbwertszeit von Phosphorothioaten wird
zwischen 12 und 24 Stunden angegeben (142) (143), die unmodifizierter
Phosphodiester im Serum liegt dagegen nur bei 5 Minuten (144).

Oligonukleotide erhalten jedoch durch Einfiigen von Phosphorothioatbriicken ein
stark negativ geladenes Riickrat, welches ihnen polyanionische Eigenschaften verleiht.
Diese konnen zu unspezifischen Proteinbindungen im Serum, an Zellmembranen als
auch innerhalb der Zelle fithren mit der Konsequenz einer bisher noch nicht
tiberschaubaren EinfluBnahme auf unterschiedlichste intra- und extrazelluldre
Prozesse. Der Polyanioncharakter stellt daher eine ausgesprochen unerwiinschte

Eigenschaft der Phosphorothioate dar (145) (146) (147) (148) (149) (150) (151).
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Abb. 1.6: Oligonukleotide mit strukturmodifizierten Internukleosidbindungen.

Quelle: E. Buddecke; Molekulare Medizin, ecomed 2002, Landsberg/ Lech

Neben weiteren Variationen der Nukleosidbriicken (Peptid- oder Polyamid-
nukleinsduren (143)), wurden auch Veridnderungen des Zuckers (alpha-Anomere,
2-,0-methyl-/ 2’O-alkyl-Ribosen (152)), der Basen (5-Propinylpyrimidine, 7-Desaza-
7-alkinylpurine (143)) sowie das Anheften von Substituenten (Porphyrine, Cholesterol
(143)) untersucht (Abb. 1.7). Die bedeutendsten Errungenschaften sind jeweils in

Klammern angefiihrt.
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Abb. 1.7: Oligonukleotid-Modifikationsmdoglichkeiten.

Quelle: Modifikation nach Ma DDF (153)

Neben Verdnderungen einzelner Molekiilbestandteile wurden dariiber hinaus auch
Oligonukleotidanaloga entwickelt, in denen das gesamte Zucker-Phosphat-Riickrat
durch andere Verbindungen ersetzt und somit die Nukleinsduregrundstruktur
vollstdndig aufgehoben wurde. Unter den Oligonukleotidanaloga sind die PNAs
(Peptid nucleic acid) und die Morpholinos fithrend. Wihrend in PNA-Molekiilen das
Riickrat aus einer Peptidkette besteht, wurde bei den sogenannten Morpholinos der
Zucker des urspriinglichen Zucker-Phosphat-Riickrates durch einen Morpholinoring
ersetzt. Beide Substanzgruppen zeichnen sich durch eine hervorragende
Nukleasestabilitidt und eine bislang uniibertroffen starke Affinitédt zur Zielnukleinsiure
aus, werden jedoch schlecht in die Zelle aufgenommen und konnen RNase H nicht

aktivieren (143) (154) (155).
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Abb. 1.8: RNase H- Kompetenz verschiedener modifizierter Oligonukleotide.

Quelle: Summerton J (155)

Bislang gelang es nicht, alle Eigenschaften, die fiir den breiten therapeutischen
Einsatz von Antisense-Priparaten wiinschenswert wéren, in einem Molekiil zu

vereinigen.

Dennoch haben sich Nukleasestabilitit und die Fihigkeit, RNAsen zu aktivieren als
zentrale Eigenschaften effektiver Antisense-Oligonukleotide (156) herausgestellt
(Abb. 1.8) und lieBen Phosphorothiate trotz ihres Polyanioncharakters zur Basis fiir
Weiterentwicklungen werden (153) (157) (158) (159) (160). Bei den
Oligonukleotiden, die sich mittelweile in der Phase der klinischen Untersuchung

befinden, handelt es sich nahezu ausschlie3lich um Phosphorothioate.

Neuere Strukturmodifikationen der Phosphorothioate zielen auf eine Abschwichung
ihres Polyanionencharakters ab. Dabei wurden chimire Molekiile entwickelt, auch
bezeichnet als Antisense-Oligonukleotide der 2. Generation, in denen man mehrere
Modifikationen in einem Molekiil kombiniert. Somit kdonnen verschiedene positive

Effekte vereinigt und negative Eigenschaften relativiert werden.

Da zur Erhaltung der RNase H-Aktivitit nur 4-5 Phosphorothioatbindungen pro
Oligonukleotid benétigt (161) werden, wurden einige Phosphorothioatbriicken wieder

durch die natiirlichen Phosphodiesterbindungen ersetzt. Um weiterhin einen
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ausreichende Nukleasestabilitit zu gewihrleisten, wurden die Phosphorothioatbriicken
dabei gezielt an die Molekiillenden (sog. end-capping), dem Angriffspunkt der
Exonukleasen, plaziert (157) (162) (163). Zusitzlich wurden interne Pyrimidinbasen,
die Zielstrukturen der Endonukleasen, durch Phosphorothioatbindungen maskiert
(157). Im Vergleich mit Vollphosphorothioaten zeichneten sich diese auch als
Teilphosphorothioate (Partial Phosphorothioate Oligonucleotides, PPS) bezeichneten
Oligonukleotide durch eine @hnliche Nukleasestabilitidt und Erhaltung der RNase H-
Aktivitdat aus (157) (162). Gleichzeitig zeigten sie deutlich weniger unspezifische

Effekte als Vollphosphorothioate und gelten daher als vielversprechend (154).

1.7. Einsatzgebiete der Antisense-Oligonukleotide in der Medizin

Nachdem in den sechziger und siebziger Jahren durch die Entwicklung der Antisense-
Strategie (164) (165) ein vollig neues Therapiekonzept entstand, wurde die Hoffnung
geschiirt, dass die Oligonukleotide auch bald fiir den klinischen Gebrauch zur
Verfiigung stehen. Dennoch verging fast ein halbes Jahrhundert bis 1998 das erste

Medikament auf Antisense-Basis -Vitravene ™

(Formivirsen)- in den USA
zugelassen wurde. Seine Wirksamkeit zur Behandlung der CMV Retinitis bei AIDS-
Kranken wurde bei geringen Nebenwirkungen in vorausgegangenen Studien belegt
(166) (167) (168).

Inzwischen werden auf diversen medizinischen Gebieten klinische und préklinische
Studien durchgefiihrt. Antisense-ODN kommen vor allem in der Tumortherapie, aber
auch bei inflammatorischen Prozessen, in kardiovaskuldren und h#matologischen
Erkrankungen und als antivirale Substanzen zum Einsatz. Es gibt derzeit ca. 46
klinische Studien, davon zehn in Phase III und zwanzig in Phase II (169). Uber die
Hilfte der Studien werden im Bereich der Tumortherapie durchgefiihrt.

Nahezu alle Antisense-Priparate verursachen dosisabhingig Thrombozytopenien,
Hypotonie, Fieber und/oder Ubelkeit, wobei die Ahnlichkeit der einzelnen

Nebenwirkungsprofile nicht iiberrascht, da nahezu alle in fortgeschrittenen Studien

eingesetzte Oligonukleotide Phosphorothioate sind.
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In der Tumortherapie werden verschiedene Antisense Ansitze verfolgt. Tabelle 1.3

gibt einen kurzen Uberblick iiber die aktuellen klinischen Studien.

Ziel Antisense | Chemie | Krankheit Applikation | Phase
Bcl-2 G3139 PS Kleinzelliges iv. |
Bronchialkarzinom
Non Hogkin Lymphom s.C. I
Fortgeschrittene solide iv. |
Tumore
Chronische lymphatische |i.v. /1T
Leukédmie
Nicht-kleinzelliges iv. II/II
Bronchialkarzinom
Non Hogkin Lymphom s.C. 111
Melanom 1.V. III
Chronische lymphatische |i.v. III
Leukéimie
Akute myeloische iv. 1
Leukédmie
Multiples Myelom iv. 111
PKC-a ISIS 3521 PS Diverse Karzinome 1.V. 1
Nicht-kleinzelliges iv. I
Bronchialkarzinom
Astrozytom iv. I
Mamma Karzinom 1.V. 11
Diverse Karzinome 1.V. 111
Raf-1 ISIS 5132, | PS Solide Tumore iv. I
LErafAON Bronchial Karzinim 1.V. 1I
PPS Ovarial Carcinom 1.V. 11
PPS Solide Tumore 1.V. 1
PS Solide Tumore 1.V. 1
H-ras ISIS 2503 PS Solide Tumore 1.V. 1
Pankreas Karzinom 1.V. 11
PKA-I GEM 231 Chim. PS | Solide Tumore 1.V. 1
DNA MG98 MB Bronchial-, Kolon- und 1.V. 1I
MeTase Mamma Karzinom
c-myc Oncomyc- | Morpho- | Diverse Karzinome iv. |
MG lino
Tumor CpG 7909 | CpG Non Hogkin Lymphom iv. v
-zellen motif
Natiirliche | CpG 8916 | CpG Melanom iv. I
Killerzellen motif
c-myb INX 3001 | PS Reinigung autologen Ex-vivo 1I
Knochenmarks
RNR GTI-2040 PS Karzinom 1.V. 11

Tab. 1.3: Antisense-Oligonukleotide in der Tumortheapie.

Quelle: Pirollo FK et al. (154)
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In der Tumortherapie wurden die besten Ergebnisse bislang mit dem PS-ODN G3139
gegen das Apoptose-Inhibitor-Protein bcl-2 erzielt. Als Monotherapeutikum wurde
das Préparat erfolgreich beim Non Hodgkin Lymphom eingesetzt und befindet sich
aktuell in der Phase III der klinischen Priifung (170) (171) (172). In Kombination mit
konventionellen Chemotherapeutika scheint aber auch eine gute Wirksamkeit gegen
zahlreiche andere Tumoren wie dem kleinzelligen und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (173), dem Prostatakarzinom (174), dem Mammakarzinom (175),
dem malignen Melanom (176) (177) und bei akuten Leukdmien (178) (179)
vorzuliegen.

Weniger breit anwendbar waren dagegen Antisense-Priparate gegen Protein-
kinase Ca, c-raf-1, H-ras und Proteinkinase I. Das Phosphorothiat gegen Proteinkinase
Ca, ISIS 3521, erreichte nur in Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel beim
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom die Phase III (180). Auch ISIS 5132, ein
Phosphorothioat gegen c-raf-1, war in der Regel nur in Kombination wirksam (181).
Als Monotherapeutikum gegen das klein- und nicht kleinzellige Bronchialkarzinom
versagte das Priparat in einer Phase II-Studie (182).

ISIS 2503, ein Phosphorothioat-ODN gegen H-ras, schied ebenfalls als Mono-
therapeutikum in allen Phase-II-Studien zur Behandlung des kolorektale Karzinoms
(183), des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms (184) und des Pankreaskarzinoms
(185) aus. Weitere Kombinationsstudien bleiben auch bei GEM231, einem AS-ODN
gegen Proteinkinase I, abzuwarten.

In préiklinischen Untersuchungen befinden sich derzeit erfolgversprechende AS-
Oligonukleotide gegen Telomerase, MDM?2, den Insulin-like growth factor-Rezeptor
und HER-2 (154).

Ein weiteres medizinisches FEinsatzgebiet fiir AS-ODN sind inflammatorische
Erkrankungen wie der Morbus Crohn oder die rheumatoide Arthritis. Beim Morbus
Crohn werden zur Zeit AS-ODN gegen die drei Hauptangriffsziele TNF-a, IL-18 und
ICAM-1 untersucht, wobei das Priparat gegen ICAM-1, ISIS 2302 oder Alicaforsen,
die Phase III der klinischen Priifung erreicht hat. Es liegen ferner positive Ergebnisse

einer simulierten Phase III-Studie vor (186).
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Die rheumatoide Arthritis hingegen konnte mit Alicaforsen bislang nicht erfolgreich
behandelt werden, wobei die Autoren die Ursache des Scheiterns in einer zu geringen
ODN-Dosis sahen (187).

Im Bereich der viralen Infektionskrankheiten stellen aktuell HIVen und Hepatitis-
Viren Hauptzielpunkte der AS-Oligonukeotide dar. Vielversprechend sind eine Phase-
IT Studie mit einem AS-ODN gegen das Hepatitis C-Virus und eine Phase II/III-Studie
mit einem Pridparat gegen Hepatitis B (169). Wie oben beschrieben ist das erste
zugelassene AS-Medikament -Formivirsen (Vitravene™ )- gegen das Zytomegalie-

virus bei HIV assoziierter Retinitis gerichtet.

AS-Molekiile fanden auch bei kardiovaskuldaren Erkrankungen Einsatz, insbesondere
zur Verhinderung der vasoproliferativen Antwort auf einen GefidBschaden wie der
Restenose. 1999 zeigten Mann et al. (188), dass Venenbypisse, die ex vivo mit E2F
Decoy behandelt wurden, nach der Transplantation deutlich weniger Insuffizienzen
boten. Das Antisense-Préparat erbrachte anschlieBend auch im Rahmen der Prevent II-
Studie ein deutliches Benefit fiir die E2F Decoy-Bypass versorgten Patienten (189)
(190). Die Wirksamkeit eines c-myc-PS-ODN zur Proliferationsinhibition glatter
vaskuldrer Muskelzellen wurde bereits Anfang der neunziger Jahre belegt (191). Wie
spiter nachgewiesen wurde, beruht die Wirkung jedoch nicht auf einen Antisense-
Mechansimus allein, sondern auch auf einer G-Tetrade. Die sequenzgleiche
Morpholino-Variante wurde weitergefiihrt und befindet sich aktuell in der Phase III
der Kklinischen Priifung. Das AS-ODN wurde bislang nach Stentimplantation
intravends zugefiihrt, hatte in dieser Form jedoch keinen Einflu auf den
Lumenverlust (192). Urséchlich diskutiert wurden eine zu geringe Dosis und eine zu
kurze Kontaktzeit. An eine Stentbeschichtung werden neue Erwartungen gekniipft.
Dariiberhinaus sind diverse Prdparate gegen c-myb, cdc-2, cdk-2, p53, p21, RB2,
p130, GATA-6, Kallikrein, Prostazyklin-Synthase, Gax und induzierbarer NO-
Synthase in priklinischer Erforschung (193) (194) (195).
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In Tabelle 1.4 sind die in Studien befindlichen Antisense-Oligonukleotide auBerhalb

der Tumortherapie aufgefiihrt.

ODN Biochemie Ziel Krankheit Applikation | Phase
Alica- PS PKC-a M. Crohn parenteral I
forsen"™
ISIS 2303 PS ICAM-1 Topische lokal I
Psoriasis
ISIS 2303 PS ICAM-1 Ulcerative Klistier II
Colitis
ISIS 14803 PS antiviral Hepatitis C Parenteral II
ISIS 104838 | PS TNF-a Rheumatoide parenteral/ II
Arthritis oral
ISIS 104838 | PS TNF-a Psoriasis lokal II
E2F Decoy nb E2F Arteriosklerose | ex-vivo /I
EPI-2010 PS Adenosin Asthma Aerosol II
A Rezeptor
MBI 1121 nb El Region Genitale lokal I
von HPV Warzen
Resten-NG Morpholino c-myc Restenose iv. I
AVI-4014 Morpholino | NF.B entziindliche iv. I
Erkrankungen
AVI-4126 Morpholino c-myc Zystennieren iv. II
ProMune ™ CpG motif Immun- diverse iv. v
stimulans
Heptazyme'™ | RNA/DNA | HCV Hepatitis C i.v. Il
R-95288 Aptamer HIV-1 HIV/AIDS iv. I
HGTV43 DNA T-Zellen HIV/AIDS ex-vivo I
Product R PNA CCRS HIV nb v
1018-ISS PS Immun- Hepatitis B iv. /I
antwort
1018-ISS PS Immun- Allergie iv. /I
antwort
1018-ISS PS Immun- Asthma iv. v
antwort

Tab. 1.4: AS-ODN in medizinischen Bereichen auflerhalb der Tumortherapie.
Quelle: Hogrefe R (169).
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2. Material und Methoden

2.1. Oligonukleotide

2.1.1. Synthese und Bezug

Es handelte sich um Oligodeoxynukleotide, die von der Firma Hoechst AG Frankfurt
bezogen wurden. Die Herstellung erfolgte nach der Amidit-Methode auf einem 394
DNA-Sytheziser (Applied Biosystems, Inc. Foster City, USA). Ein hdochster
Reinheitsgrad wurde nach mehrfachen Reinigungsschritten mit Integritidtspriifungen

garantiert. Die Oligonukleotide wurden lyophilisiert und vakuumverpackt geliefert.

2.1.2. Sequenz und Modifikation

Das Antisense-Oligonukleotid besitzt die komplementire Sequenz zu den Basen 334-
358 der bFGF-mRNA, das Kontroll-Oligonukleotid die gleiche Sequenz der bFGF-
mRNA in diesem Bereich (Sense). Das Antisense-Oligonukleotid zielt somit auf den
mRNA-Bereich in unmittelbarer Umgebung des Translationsinitiationskodons AUG

(Abb. 2.1).

Beide Molekiile lagen als 15mere vor. Zur Verbesserung der Nukleasestabilitit waren
insgesamt 8 Phosphodiester durch Phosphorothioatbindungen (*) ersetzt worden,
wobei diese entsprechend der bevorzugten Angriffspunkte von Exo- und
Endonukleasen an Nukleotidenden und vor Pyrimidinbasen innerhalb des Molekiils

eingefiigt worden waren. Es handelte sich demnach um Teilphosphorothioate.
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AUG Startcodon
v
339 3477

5-G*G*C*TGC*CA*T G GT C* C* C*-3" Antisense (334-358)
5-G*G*G*ACC*AT* GG CAG* C*C*-3" Sense

Abb. 2.1: Zielbereich des AS-ODN auf der bFGF-mRNA

Strukturformel und Molekulargewicht der Oligonukleotide:
AS-ODN: Ci44H70N5404,P14SgNa 4 Molekulargewicht : 4981,3 g/mol
S-ODN: Ci45H16sNg2O75P14SsNaj4 Molekulargewicht : 5039,4 g/mol

2.1.3. Aufbewahrung
Die Oligonukleotide wurden nach Erhalt in DMEM-Kulturmedium mit 10%

hitzeinaktiviertem FCS aufgenommen und als 50uM Losung in bedarfsgerechten 1 ml

Portionen bei -20°C gelagert.

39



2.2. Bovine glatte Muskelzellen

2.2.1. Materialien

ZellkulturgefaBe

Bezugsquelle

25 cm’- Zellkulturflaschen (Falcon)

Becton Dickinson, Heidelberg

75 cm’- Zellkulturflaschen (Nunclon TM)

Nunc, Wiesbaden

Gewebekultur Petrischalen

(35 x 10 mm) EASY GRIP™

Becton Dickinson, Heidelberg

Zellkulturmedium und Zusitze

Bezugsquelle

DMEM (Dulbecco’s modifiziertes
Eagle’s Medium)

ICN, Biomedicals Inc., Meckenheim

Fetales Kilberserum (FKS),

hitzeinaktiviert

Boehringer/Roche, Mannheim

Ciprofloxacin (CiprobayR 200)

Bayer, Leverkusen

L-Glutamin, 200mM
(Zusatz erfolgte nur falls die Herstellung

des Kulturmediums ldnger als sechs

Wochen zuriicklag)

Seromed, Berlin

Enzyme, Waschlosungen

Bezugsquelle

Trypsin 0,05 % / EDTA 0,02% in
1\14’51(31/131
(Trypsin aus Rinderpankreas)

Seromed, Berlin

HANKS Balanced Salts

Seromed, Berlin
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2.2.2. Anlegen von Priméirkulturen

Die glatten Muskelzellen wurden unter sterilen Bedingungen mittels Explantattechnik
aus Koronararterien gewonnen, die aus frisch vom Schlachthof bezogenen
Kilberherzen stammen. Die Identifizierung der cSMCs erfolgte immunhistochemisch
durch den Nachweis von alpha-smooth muscle Aktin durch einen monoklonalen
Aktin-Antikorper. Als Zellkulturmedium wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s
Medium (DMEM) mit 10% (v/v) fetalem Kilberserum (FKS), 10 mg/ml
Ciprofloxacin und 1% (v/v) Glutamin verwendet. Die Kultivierung erfolgte in einem
Brutschrank bei 37°C, 98% Luftfeuchtigkeit und in einer mit 5% CO, angereicherten

Atmosphire

Antikorper Bezugsquelle

Monoclonal Anti-Actin (alpha-smooth | Sigma
muscle); A2547

2.23. Subkultivierung

Die Subkultivierung der Zellpopulationen wurde frithestens mit Erreichen des
Konfluenzgrades spitestens aber nach weiteren zwei Wochen in Kultur durchgefiihrt.

Die Zellen wurden zweimal mit Hanks‘-Losung gewaschen und durch Trypsinzugabe
vom Flaschenboden abgelost. Dabei geniigte es, einen Trypsinfilm 10 min. bei 37°C
auf dem Zellrasen zu belassen. Der enzymatische Vorgang wurde durch Zugabe von
Kulturmedium gestoppt, und die Zellen in einer Dichte von 300.000-500.000 Zellen in

25cm?-Kulturflaschen neu ausgesit.
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2.3. Versuche

Fir die Experimente wurden ausschlieflich konfluente Kulturen glatter boviner

Muskelzellen der 4.-7. Passage verwendet.

2.3.1. Standardversuch mit Auswertung nach 96 Stunden

Glatte bovine Muskelzellen einer konfluenten Kultur wurden durch Typsinproteolyse
vom Kulturschalenboden abgelost und in einer Dichte von 1300 Zellen/cm? in 35mm
Petrischalen ausgesit. Die Zellen wurden iiber 96h in 10% FCS-haltigem DMEM in
Kultur belassen.

Zum Zeitpunkt der Aussaat erfolgte die erstmalige Zugabe der Oligonukleotide. Die
Substanzmengen wurden dabei so gewihlt, dass sich in einem Volumen von 1,5ml
Kulturmedium pro Kulturschale ODN-Konzentrationen von 0,5 und 1,0 uM ergaben.
Die Zugaben wurden jeweils nach 24, 48 und 72 Stunden wiederholt.

In einem Standardexperiment wurden jeweils 4 Kulturen mit dem AS-ODN behandelt,
wobei jeweils zwei Kulturen die identische ODN-Konzentration (0,5 und 1,0 uM)
erhielten. Weitere vier Kulturen wurden entsprechend mit dem S-ODN versetzt. Zwei
Zellkulturen blieben unbehandelt.

Da die Bestimmungen der Zellzahl und des bFGF-Gehaltes aus technischen Griinden
unabhéngig von den iibrigen Parametern durchgefiihrt werden musste, wurde der
Versuchsaufbau dupliziert bzw. verdreifacht. Die Kultivierung erfolgte in einem
Brutschrank bei 37°C unter 5%iger CO,-Anreicherung und 98% Luftfeuchtigkeit.

Nach 96h wurde der Versuch beendet und folgende Parameter pro Kultur bestimmt:

—

Zellzahl

2. Proteingehalt

3. [*H]Thymidin-Inkorporation
4. bFGF-Gehalt
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Insgesamt wurden 8 Standardversuche mit Doppelwertbestimmungen durchgefiihrt.
Wihrend die Parameter 1-3 in allen Versuchen ermittelt wurden, erfolgte die
Bestimmung des bFGF-Gehaltes als zusitzlicher Parameter in drei Versuchen mit

entsprechenden Doppelwerten.

2.3.2. Verlaufsversuch iiber 96 Stunden

Um die Verldufe der einzelnen Parameter innerhalb der 96 Stunden Versuchszeit zu
beurteilen, wurde in Anlehnung an den oben beschriebenen Standardversuch ein
Versuch durchgefiihrt, in dem im 24-Stunden-Intervall alle Parameter (Zellzahl,
Protein, [3H]Thymidin-Inkorporation und bFGF-Gehalt) bestimmt wurden. Die

Parameter lagen jeweils als Doppelwerte vor.
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24. Parameter-Messungen

24.1. Zellzahlbestimmung

Losungen und Reagenzien Bezugsquelle

SBTI (soybean trypsin inhibitor), 42nM | Boehringer/Roche, Mannheim

NaCl 0,9% Merck
Geriite Bezugsquelle
Z1-Zellzahl-Gerit Coulter Electronics Linited, England

Nach 96 Stunden in Kultur wurde der Zellrasen zweimal mit je 1ml Hanks gewaschen
und mit Iml Trypsin iiber 15min bei 37°C vom Kulturschalenboden abgelost. Der
Proteolyseprozess wurde mit 0,5 ml SBTI gestoppt. Zur Zellzahlmessung wurde die
Zellsuspension aus technischen Griinden je nach Zelldichte mit isotonischer Losung

1:10 oder 1:20 verdiinnt. Die Zellzéhlung erfolgte anschliefend im Z1-Zell-Counter.
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2.4.2. [*H]Thymidin-Inkorporation

Losungen und Reagenzien Bezugsquelle/ Herstellung
74kB [*H] Methyl-Thymidin (1pCi / ICM, Biochemicals Inc, Meckenheim
ml)
PBS (Phosphate-buffered Saline)
Na, 7 mM
Na,H, PO, 3 mM
NaCl 30mM
pH 7,2
10 %-ige Trichloressigsédure (TCA) Serva
96 %-iges Etanol (EtOH) Serva
10 %-ige Natronlauge (NaOH) Serva
12,5 molare Essigsédure Serva
Quick-Safe (Szintillationsfliissigkeit) ICM, Biochemicals Inc, Meckenheim

Die Zellkulturen wurden 10 Stunden vor Versuchsstop mit Tritium-markiertem
Thymidin ([*H]Methyl-Thymidin) versetzt.

Da die Aufarbeitung etwas Zeit beanspruchte, wurden die Kulturen unmittelbar nach
Versuchsende auf ein Metalltablett mit Eisgranulat gestellt, um die noch laufenden
Proliferationsvorginge der Zellkulturen auf ein Minimum zu reduzieren. Das
Kulturmedium wurde mit einer Pasteurpipette abgezogen und entsorgt. Anschlieend
wurde der Zellrasen jeweils zweimal mit 1ml Hanks’Losung, 1 ml 10% TCA und 1 ml
96% EtOH gewaschen. Die Waschlosungen wurden eiskalt verwendet und 5 min auf
dem Zellrasen belassen. Die Zugabe erfolgte tropfenweise mit einer Stangenpipette,
das Abziehen mit einer an einer Wasserstrahlpumpe angeschlossenen Pasteurpipette.
Die Waschschritte dienten der weitgehenden Entfernung des noch an Zelloberflichen
und der Kulturschale haftenden [3H]Thymidins.

Nach Absaugen des Ethanols wurden die Kulturschalen kurzzeitig zur Verdunstung

der Restfliissigkeit in den Brutschrank (37°C) zuriickgestellt.
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Die [*H]Thymidinbestimmung und die Proteinmessung nach Lowry konnten parallel
aus jeweils einer Kulturschale durchgefiihrt werden.

Zur Freisetzung des Zellproteins wurden die Kulturen iiber eine Stunde in 500 ul 10%
NAOH pro Kulturschale bei 60 °C inkubiert, wobei die Zellschicht am Ende der
Inkubationszeit vollstindig solubilisiert sein sollte. Das Lysat wurde anschlieBend mit
125 pl 12,5 N Essigsdure neutralisiert.

Zur Radioaktivititsmessung werden 250 ul des Gemisches entnommen, mit Aqua
dest. auf 2 ml aufgefiillt und mit 3 ml Szintillationslosung gemischt.

Das Ergebnis der Szintillationszdhlung kann zur Ermittlung des Gesamteinbaus pro

Kultur mit dem Faktor 2,5 multipliziert werden.

24.3. Proteinbestimmung nach Lowry

Reagenzien und Losungen Herstellung / Bezugsquelle
Lowry- Reagentien:
Lowry 1 (1000 ml): Na,CO; 20g
NaOH 4¢
K-Na-Tartrat 02¢g
in Aqua dest. 1000 ml
Lowry 2 (1000 ml): CuSO4 x 5 H20 S5¢g
in Aqua dest. 1000 ml
Folinreagenz, 9001 Merck
BSA (Albumin bovine Fraction) Serva
11930, standard grade, lyophil;
Mr 67000

Zur Herstellung des Lowry-Reagenz wurden 50 ml der Losung Lowry 1 und 1 ml der

Losung Lowry 2 gemischt.
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Fir die Proteinbestimmung wurden zweimal 100 ul des restlichen Zellysates zur
Doppelwertbestimmung entnommen und mit 1ml Lowry-Reagenz versehen. Nach 10
min wurden noch 100 ul 1:3 verdiinntes Folinreagenz hinzugefiigt und die
Proteinlosung griindlich durchmischt. Nach Ausbildung des Farbkomplexes wurden
die Extinktionen der Proben (Leerwert Aqua dest.) durch photometrische Messung bei
750 nm (UV-VIS Spectrometer, UV-1202, Shimadzu) ermittelt und die Protein-
mengen und mit Hilfe einer Eichkurve (5-50 pg Rinderserumalbumin) bestimmt. Die
anschliefende Multiplikation mit dem Faktor 6,25 ergab den Proteingehalt pro

Kulturschale.
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2.5. bFGF-Bestimmung im intrazelluliren und perizelluliren

Kompartment

Zur Bestimmung des bFGF-Gehaltes wurde beziiglich der Versuchsbedingungen wie

im Standardversuch verfahren.

2.5.1. bFGF-Kompartiment-Separation

Reagenzien und Ger:iite Bezugsquelle/ Herstellung
GS-15R Zentrifuge Beckmann

Zentrifuge 5415C Eppendorf

Oegema 10-fach, wird vor Einsatz mit Serva

PBS auf 1-fach verdiinnt.

PMSF (Phenyl-methyl-sulfonyl-florid) Serva

100mM, vor Einsatz auf 1mM verdiinnt

Coat-Losung: 100pug BSA /ml NaCL 0,9%
Eppendorf-Tubes, 1,5ml -Voumen Greiner Labortechnik, Solingen
bFGF-ELISA

Biotrak Fibroblast growth factor (bFGF Amersham Life Science
basic), human, ELISA- System, code
RPN 2158

2.5.1.1 Gewinnung des perizelluliiren bFGFs

Der Zellrasen wurde nach Entfernung des Kulturmediums zweimal mit 1 ml Hanks’-
Losung von FKS- Riickstinden befreit und 10min in 300ul Trypsin bei 37°C
inkubiert.

Dabei wurde proteolytisch die Glykokalix von der Zelloberflache abgetrennt, so daf3
sich die SMCs unter Verlust ihrer Adhisionsmolekiile vom Kulturschalenboden

ablosen. Nach Beendigung des Proteolysevorganges durch 150ul Trypsininhibitor
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SBTI wurde die Zellsuspension in ein Spitzbodenglas tranferiert. Unter schonender
Zentrifugation (Labofuge Ae) tiber Smin bei 800 x g erfolgte die Auftrennung in einen
Perizelluldrpool (Uberstand) und einen Zellpool (Pellet). Der perizellulire Pool konnte
durch Abpipettieren des Uberstandes gewonnen werden.

Trypsin entfernt die Ektodomédne des bFGF-Rezeptors als auch das zellassoziierte
HSPG von der Zelloberfldache, wobei beide mit dem bFGF einen Trypsin-resistenen
Komplex bilden (84). Demnach entstand kein bFGF-Verlust im Rahmen der

Proteolyse.

2.5.1.2.  Gewinnung des intrazelluliiren bFGF's

Nach Aufnahme in 300 pl Proteaseinhibitorlosung (Oegema mit 1mM Phenyl-methyl-
sulfonyl-florid) wurde der Zellpool drei Frier-Tau-Schritten unterzogen und
anschliefend Ultraschall behandelt (5sec. bei 50 Watt), um das intrazellulire bFGF
aus den Zellen freizusetzen. Durch hochtouriges Zentrigugieren wurde anschlieend
ein klarer bFGF- haltiger Uberstand gewonnen, der dem intrazelluliren Pool
entspricht. Die bFGF-Losungen des intra- und extrazelluldren Pools wurden in BSA-
beschichtete 1,5 ml Eppendorf-Tubes transferiert. Zur BSA-Beschichtung wurden die
Tubes zuvor mit 100ug BSA/ml NaCL-Losung durchspiilt und luftgetrochnet. Die
BSA-Beschichtung reduziert die bFGF-Haftung an den Kulturgefif3en.

2.5.2. bFGF-Bestimmung im ELISA

In einem ,,Solid-phase“-ELISA-System wurden intrazelluldres und perizellulédres
bFGF getrennt bestimmt. Eingesetzt wurde das ,,Biotrak-bFGF basic, human, ELISA-
System®, von Amersham Life Science, basierend auf einem primiren monoklonalen
Antikorper, der nach Angaben des Herstellers humanes als auch bovines bFGF
gleichermallen spezifisch bindet. Zur Katalyse der Farbreaktion war der sekundire
Antikorper mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert. Vor der ELISA-Durchfithrung war
eine Verdiinnung der stark bFGF-haltigen Proben in Abhingigkeit von ihrer
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Kultivierungsdauer erforderlich, um auswertbare Extinktionen zu erhalten. Tabelle 2.1

zeigt die Verdiinnungsstufen.

Kultivierzeit | Verdiinnungen

der Zellen Perizelluldr- | Intrazellulér-
Pool Pool

24h 1:3 1:5

48h 1:5 1:10

72h 1:10 1:25

96h 1:20 1:50

Tab. 2.1: Verdiinnungsstufen der bFGF-Extrakte

Kultivierungszeit

in Abhingigkeit von der

Es wurde jeweils ein Probenvolumen von 200ul im ELISA eingesetzt.

Die photometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe einer speziellen Computersoftware

(Biolinks).
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2.6. Apoptose-Nachweis

ELISA Bezugsquelle

Cell Death Detection ELISA Boehringer/Roche, Mannheim

Verwendet wurde ein photomerischer Enzym-Immunoassay (Cell Death Detection
ELISA; Boehringer/Roche), basierend auf der Detektion von zytoplasmatischen
Histon-assozierten-DNA-Fragmenten.

Ein an einer Mikrotiterplatte fixierter Histon-Antikdrper (monoklonaler Maus-
Antikorper) bindet freie, in einer Probe enthaltende Nukleosome iiber ihren Histon-
Anteil. Mit einem gegen den DNA-Anteil der Nukleosomen gerichteten sekundiren
Antikorper  (monoklonaler, Peroxidase-konjugierter =~ Maus-Antikorper)  wird
anschlieBend ein Komplex gebildet, der durch eine Peroxidase-katalysierte

Farbreaktion photometrisch quantifiziert werden kann.

2.6.1. Probenvorbereitung

Aus einem Standardversuch hervorgegangene Kulturen werden unter Trypsin-Einsatz
vom Kulturschalenboden geldst und nach Zellzahlbestimmung auf eine Konzentration
von 100.000 Zellen/ml mit PBS verdiinnt.

Dieser Suspension wird Iml (entsprechend 100.000 Zellen) enthnommen und 5 min.
schonend bei 200 x g (Labofuge AE) zentrifugiert. Nach Abpipettieren des
Uberstandes werden die Zellen in 500ul Lysispuffer (im ELISA-Set enthalten)
resuspendiert, griilndlich durchmischt und iiber 30 min bei 4°C zur Lyse gebracht.
Durch hochtourige Zentrifugation bei 20000 x g konnten anschlieend die Zellkerne
mit intakter hochmolekularer DNA (Pellet) von zytoplasmatischen DNA-Fragmenten
(Uberstand) getrennt werden. Nach 1:10 Verdiinnung wurden 2 x 100ul des
Uberstandes als Doppelwerte im ELISA eingesetzt. Als Kontrolle diente die

zytoplasmatische Fraktion unbehandelter Zellen
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2.6.2. Auswertung

Aus den gemessenen Extinktionen der Probendoppelwerte wurden die Mittelwerte
gebildet.
Nach Subtraktion des Hintergrundwertes konnte die spezifische Anreicherung der

Mono- und Oligonukleosomen nach folgender Formel berechnet werden:

Extinktion einer Probe behandelter Zellen

Anreicherungsfaktor =

Extinktion einer unbehandelten Probe
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2.7. Western Blot

2.7.1. Probengewinnung

Losungen und Geriite Bezugsquelle/Herstellung

PBS (Phosphate-buffered Saline)

Na, 7 mM
Na,H, PO, 3mM
NaCl 30mM
pH 7,2
2 x SDS-Gelprobenpuffer Tris x Cl (pH 6,8) 100 mmol
(doppelt reduzierer Probenpuffer) Dithiothreitol 200 mmol
SDS 4 %

Bromophenol blue 0,2 %
Glycerol 20%

Spektrophotometer Genequant 2 Pharmacia Biotech, Freiburg

Da im Western Blot im Vergleich zum ELISA eine fiinf- bis zehnfache hohere bFGF-
Menge (1-2 ng) eingesetzt werden sollte, um eine optimale Detektion zu erhalten,
wurde der Standardversuch mit einer Ausgangszellzahl von 700000 Zellen/Kultur
durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 75cm2-Kulturflaschen in 10% FCS-haltigen
Mediumvolumen von 10ml ausgesit, und die Oligonukleotide wie im Standarsversuch
zugesetzt. Nach 96 Stunden erreichte die Kontrollkultur auch hier nahezu das
Konfluenzstadium.

Entsprechend der bFGF-ELISA-Aufarbeitung wurde durch Trypsinproteolyse der
peri- und intrazellulire bFGF- Pool gewonnen. Fiir den Trypsinisierungsvorgang
wurden 1ml Trypsin und 0,5ml SBTI verwendet. Der Perizelluldrpool wurde durch
Lyophilisation und Aufnahme in einem kleineren Volumen von 200ul Aqua dest

konzentriert.
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Die Proteinkonzentration der Proben wurde spektrometrisch bestimmt und durch
Verdiinnung mit PBS einander angeglichen. Alle wihrend der Elektrophorese

eingesetzten Proben enthielten 100ug Protein.

Die Proben wurden 1:1 mit doppelt reduzierendem SDS- Probenpuffer versetzt und 5

min im Wasserbad gekocht.
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2.7.2. Gelherstellung

Losungen und Reagenzien

Herstellung /Bezugsquelle

Losung A: Acrylamid: 30g
Bis-N-Methylbisacrylamid: 0,8 g
ad 100 ml Aqua dest, nach Losung
tiber einen Faltenfilter filtrieren
Losung B: Tris: 36,3 ¢
Sodium-Dodecyl-Sulfat
(SDS): 0.8¢g
in 150 ml Aqua dest 16sen,
pH-Einstellung auf 8,8
ad 200 ml Aqua dest

Losung C: Tris: 6,06 g
SDS: 0,4%
in 70 ml Aqua dest 16sen,
pH-Einstellung auf 6,8
ad 100 ml Aqua dest

APS-Losung: Ammoniumperoxidsulfat: 0,1 g

ad 1 ml Aqua dest

TEMED:

N,N,N’,N’- Serva

Tetramethylethylethylendiamin

Laufpuffer: Tris: 60 g
Glycin: 288 g

SDS: 20¢g
ad 2000 ml Aqua dest,
pH-Einstellung auf 8,8

pH-Meter Schott CG 840
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Ein SDS-Elektrophorese-Gel setzt sich zusammen aus einem Trenngel, in dem die
eigentliche Proteinseparation erfolgt und einem dariiber geschichteten, geringer
vernetzten Sammelgel, welches der Probenkonzentrierung vor der Auftrennung dient.
Die Sammelgeltaschen fassen jeweils ein Probenvolumen von 120ul. Insgesamt

konnen 15 Proben aufgetragen werden.

Zur Detektion der bFGF- Isoformen (18-26 kD) und eventueller Abbauprodukte
wurden ein 15% Trenngel und ein 4,5% Sammelgel verwendet.
Die Herstellung der Gele erfolgte durch Mischung der Losungen A, B, C und

Hinzufiigen der Polymerisationsstarter APS und Temed nach folgender Rezeptur:

Trenngel Sammelgel
Losung A: 16,0ml Losung A: 15,0ml
Losung B: 8,0ml Losung C: 2,5ml
Aqua dest.: 8,0ml Aqua dest.: 6,0ml
Zugabe von 32ul Temed und Zugabe von 20ul Temed und
320 ul APS 50ul APS
Grofe : 11.2cm x 14cm nach
Polymerisation

Das Trenngel wurde mit dem Sammelgel iiberschichtet und ein Kamm zur Formung
der Probentaschen eingesetzt. Nach Auspolymerisation wurde der Kamm entfernt und

die Taschen des Sammelgels mit Probenpuffer gefiillt.
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2.7.3. Auftragen der Proben und Elektrophorese

Die Proben werden mit einer Hamilton Spritze (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz) in die Taschen des Sammelgels eingefiillt. Auf zwei der d@uBleren Bahnen
wurde ein bFGF-Standard und ein Proteinstandard (Protein ladder, Gibbco)
mitgefiihrt. Die Gele wurden anschlieend in die Elektrophoresekammer (Hoefer
Scientific Instruments, Modell SE 600, Pharmacia Biotech, Freiburg) eingesetzt, der
Laufpuffer in die Kammer gefiillt und eine Spannungsquelle angelegt. Der Probenlauf
durch das Sammelgel erfolgte mit einer Stromstidrke von 20mA iiber etwa 1 Stunde
und durch das Trenngel bei 30mA iiber etwa 5 Stunden. Wihrend der Elektrophorese
wurde mittels einer 4°C-Kiihlung des Systems durch ein Kiilaggregat einem
Temperaturgradienten entgegengewirkt.

Hat die Lauffront den unteren Gelrand erreicht, wurde die Elektrophorese beendet,

und das Gel im néchsten Schritt auf eine Nitrozellulosemembran geblottet.

2.74. Proteintransfer auf Nitrozellulose nach dem Semi-Dry Verfahren

2.74.1.  Pufferherstellung

Anodenpuffer I MeOH/H,O 20% (vIv)
Tris (0,3M) 18,17 g
ad 500ml Aqua dest

Anodenpuffer I1 MeOH/H,O 20% (vIv)
Tris (25mM) 1,51 ¢g
ad 500ml Aqua dest

Kathodenpuffer MeOH/H,O 20% (v/v)

6-Aminohexansdure 2,62 g
(0,04M)
ad 500ml Aqua dest
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2.7.4.2.  Elektroblot

Der Elektroblot wurde nach der Semi-Dry-Blotting-Methode von Kyhse-Andersen
(196) durchgefiihrt. Dazu wurde in einer Blotkammer ein Transferkomplex basierend

auf einem 3-Puffer-System hergestellt (s. Abb. 2.2).

13 Blitter Whatmanpapier in Kathodenpuffer

Gel

Blotting Membran
_

4 Blitter Whatmanpapier in Anodenpuffer I1

9 Blitter Whatmanpapier in Anodenpuffer I

Abb. 2.2: Transferkomplex nach der Semi-Dry-Methode von Kyhse-Andersen et al.
(196)
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Vorbereitungen:

Aus Whatman-3M-Papier (Fleischhacker, Kamen) wurden insgesamt 26 Blitter auf
GelgroBe (ca. 13 cm x 15cm) zugeschnitten und anschlieBend, wie in Abb. 2.2
angegeben, in entsprechendem Puffer getrinkt. Zusitzlich wurde eine 0,2 pum
Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell, Dassel) in Anodenpuffer equilibriert.
Das Gel selbst wurde am Ende der Elektrophorese der Kammer antnommen und in
Kathodenpuffer inkubiert.

AnschlieBend wurde der in Abb. 2.2 dargestellte Transferkomplex in einer
Blotkammer (Biometra, Gottingen) geschichtet, die Blotkammer verschlossen und

gleichmiBig beschwert.

Transferbedingungen:

Der Proteintransfer erfolgte iiber 2 Stunden bei 180mA entsprechend 1mA/cm?. Ein

Kiihlaggregat sorgte fiir Temperaturkonstanz bei 20°C.

Transferkontrolle:

a) Proteinfarbung mit Ponceau S

Reagenzien Bezugsquelle

0,5% (w/v) Ponceau S AppliChem, Darmstadt

5% (w/v) Trichloressigsdure

Zur Transferkontrolle wurde die Nitrozellulosemembran fiinf Minuten in Ponceau S
inkubiert, wodurch die transferierten Proteinbanden reversibel angeférbt und sichtbar
wurden. Die Transferspur des Standards wurde abgetrennt und fiir die spétere
Blotinterpretation durch Trocknen konserviert. Die Membran lie3 sich mit Aqua dest.

wieder vollstindig entfarben.
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b) Gelfdrbung mit Coomassie Blue

Reagenzien Herstellung

Farbebad: Methanol techn.: 400 ml
Eisessig: 105 ml
Coomassie Brillant
Blue R250: g
ad 1000ml Aqua dest

Entfirbebad: Methanol techn.: 50ml
Eisessig: 105ml
ad 500ml Aqua dest

Schlauchfolie 300 x 0,2 mm Fleischhacker, Kamen

Als zweite Transferkontrolle diente die Anfiarbung des Gels mit Coomassie blue,
wodurch im Gel verbliebene Proteinreste sichtbar wurden. Dazu wurde das Gel im
Farbebad unter stindiger Schwenkbewegung fiir eine Stunde belassen. In einem
Entfarbebad erfolgte die Loschung unspezifischer Anfarbungen, wobei die
Entfarbedauer von der Intensitit der vorausgegangenen Firbung abhing. Die Gele

wurden anschlieBend zur Konservierung in Schlauchfolie eingeschweif3t
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2.7.5. Immunoblot

Losungen und Reagenzien Herstellung
Waschpuffer Tris: 6,055 ¢g
NaCl: 2922 ¢
ad 900 ml Aqua dest

pH-Einstellung auf 7,5
0,1% Tween 20: 1ml
ad 1000ml Aqua dest

Absittigungslosung mit BSA

a) Absittigungslosung mit 1 % BSA

Waschpuffer: 100ml
BSA: lg
b) Absittigungslosung mit 0,2 % BSA
Waschpuffer 100ml
BSA 0,2g
Puffer fiir alkalische Phosphatase MgCl12 x 6 H20 lg
Tris 12 ¢
NaCl 59¢

ad 1000ml Aqua dest
pH-Einstellung auf 9,5

BCIP BCIP 20mg
DMF Iml

NBT NBT: 70mg
DMF 70% Iml
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Vorbereitungen:

Vor dem eigentlichen Immunoblot wurde die Nitrozellulosemembran iiber Nacht in

3%iger BSA-Losung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Durch

vier Spiilvorgédnge mit Tween-haltigem Waschpuffer (einmal kurz, dreimal jeweils fiir

vier Minuten) wurde die Membran anschlieBend von BSA-Uberschiissen befreit.

Antikorper

Bezugsquelle

Primérer Antikorper:

Anti-human bFGF IgG Sheep,
monoklonal;

vor Einsatz verdiinnt auf 4 ng / ml in

PBS+ 1%BSA

Collaborative Biochemical Products,

Becton Dickinson Labware

Sekundirer Antikorper:
Anti-Sheep-IgG; donkey,

alkalische Phosphatase —konjugiert;
vor Einsatz 1:20000 mit PBS+ 0,2 %
BSA verdiinnt

Sigma Biosciences

Inkubation mit dem priméren Antikorper:

Die Membran wurde iiber zwei Stunden bei Raumtemperatur mit dem primiren

Antikorper (Stocklosung wurde 1:10000 mit 0,2% BSA-Absittigungslosung verdiinnt)

inkubiert. Dabei handelte es sich um ein Schaf-Anti-human-bFGF-Immunglobulin.

AnschlieBend wird die Membran mit dem Waschpuffer fiinfmal jeweils iiber fiinf

Minuten gereinigt.
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Inkubation mit dem sekundédren Antikorper:

Nach Entfernen des primédren Antikorpers und wiederholtem Spiilen wird die
Membran mit dem sekunddrem Antikorper (Stocklosung wurde 1:20000 mit 0,2 %
BSA-Absittigungslosung verdiinnt) iiber 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Bei dem sekundidren Antikorper handelt es sich um ein alkalisches Phosphatase-
konjugiertes Anti-Sheep-IgG. Die Antikorperlosung wurde nach Gebrauch zur
Wiederverwendung aufbewahrt. Die Membran wurde anschlieBend erneut durch
mehrfache Waschschritte (s.o.) gereinigt.

Bei allen Blots wurde jeweils eine zusitzlich mitgefiihrte Probe ausschlieBlich mit
dem sekundédren Antikorper inkubiert. Da sich hier in allen Fillen keine Farbreaktion
ergab, konnte ein unspezifisches Binden des sekundidren Antikorpers ausgeschlossen

werden.

Farbreaktion:

Zur Farbreaktion wurde die Membran iiber 5 Minuten in Puffer fiir alkalische
Phosphatase inkubiert, dieser wurde anschliefend verworfen und durch 5Sml frischen
Puffer ersetzt. Durch Zugabe von 17,5 pul NBT und 31,25 pl BCIP wurde die

Farbreaktion gestartet. Nach 15-30 min wurden Proteinbanden auf der Membran

sichtbar.
Sonstige Materialien/Geriite Bezugsquelle
Waage . .
Labor Alliance High Tech. LA/ 140P
Waage: HF 1200G

2.8. Mikroskopische Kontrolle mit Fotographien

Die Zellkulturphotographien wurden mit 400-facher Vergroflerung angefertigt.
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3. Ergebnisse

In dieser Studie soll der EinfluB von Antisense-Oligodesoxynukleotiden gegen den
Wachstumsfaktor bFGF auf proliferierende, glatte Muskelzellen untersucht werden.

Dazu wurden Zellen der Tunika Media aus Koronararterien eines Kéilberherzens
verwendet. Die Zellen wurden enzymatisch aus ihrem Verband gelost und kultiviert.
Es handelte sich um eine heterogene Zellpopulation, die die natiirliche

Zusammensetzung der GefdBwand représentierte.

3.1. Proliferationskinetik  unbehandelter  glatter = boviner

Muskelzellen

Bovine Muskelzellen wurden zum Zeitpunkt Null in einer Ausgangszahl von 50.000
in 35mm-Durchmesser-Kulturschalen ausgesit. Die subkonfluenten Kulturen werden
tiber 96 Stunden in serumreichem Medium gehalten. Das Wachstumsverhalten wurde
anhand der Zellzahl, der [3H]Thymidin-Inkorporation in die DNA, des Proteingehaltes
und des bFGF-Gehaltes beschrieben (Abb. 3.1 — 3.4).

3.1.1. Verinderungen der Zellzahl und des Proteingehaltes

Abb. 3.1 und 3.2 zeigen, dass sich in den ersten 24 Stunden die Zellzahl und der
Proteingehalt kaum veridndern. In dieser Zeit nehmen die zunichst im kontraktilen
Phénotyp vorliegenden glatten Muskelzellen nach aufgehobener Kontaktinhibition
ihren synthetischen Phinotyp an, um zu proliferieren. Nach 24 Stunden gehen die
Zellen in die Phase des exponentiellen Wachstums iiber. Bei einer durchschnittlichen
Verdopplungszeit von knapp 24 Stunden in den drei darauf folgenden Tagen hat sich
die Zellzahl nach 96 Stunden nahezu verzehnfacht. Der parallele Anstieg des
Proteingehaltes pro Zellkultur ist weniger stark ausgeprigt (Abb. 3.1). Das Zellprotein

erreicht nach 96 Stunden nur das Vierfache seines Ausganswertes.
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Abb. 3.1: Entwicklung von Zellzahl (linke Ordinate) und Proteingehalt (rechte
Ordinate) iiber 96 Stunden Kulturzeit nach Aussaat von 50.000 Zellen in 10%-FCS
haltigem Medium (n = 3).

Die Ursache des im Vergleich zur Zellzahl nur zogerlich ansteigenden Proteins pro
Kultur liegt darin, dass der Proteingehalt der Einzelzelle in den ersten 72 Stunden bis
auf die Hilfte zuriickgeht (Abb. 3.2). Erst mit nachlassender Teilungsaktivitidt nach 72
Stunden durch die einsetzende Kontaktinhibition haben die Zellen Gelegenheit ihr

Proteindepot wieder zu fiillen.
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Abb. 3.2: Entwicklung des Proteingehaltes pro 10° Zellen iiber 96 Stunden Kulturzeit
nach Aussaat von 50.000 Zellen in 10%-FCS haltigem Medium (n = 3)

3.1.2. Verlauf der DNA-Synthese anhand der [*H]Thymidin-

Inkorporationsrate

Die DNA-Synthese der in Kultur befindlichen glatten Muskelzellen wurde anhand der
[3H]Thymidin-Inkorporationsrate dargestellt (Abb. 3.3). Betrachtet wurde die
[*H]Thymidin-Inkorporationsrate pro Kultur bei einer Ausgangszellzahl von 50.000
Zellen. Die DNA-Synthese erreicht nach einem steilen Anstieg maximale Werte
zwischen 48 und 120 Stunden und verlduft in diesem Zeitraum plateauformig. Nach
der 72-stiindigen Plateauphase verzeichnet sie einen rasanten Abfall aufgrund der bei
zunehmender Konfluenz eintretenden Kontaktinhibition. Innerhalb von 24 Stunden
erreicht die DNA-Synthese schlielich Minimalwerte, da Zellteilungen nur noch zur

Aufrechterhaltung des Zell-Turnovers erfolgen.
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Abb. 3.3: [3H]Thymidin-Inkorporation iiber 192 Stunden Kultivierungszeit.

Kulturen von 50.000 cSMCs wurden 192 Stunden in 10% FCS-haltigem Medium
gehalten und 12 Stunden vor Versuchsstop mit [3H]Thymidin versetzt. Anschlieend
erfolgte die Radioaktivititsmessung der durch Trypsinisieren gewonnenen Zellen

(n=73).
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3.1.3. Verianderungen des bFGF-Gehaltes

Der von vaskuldren glatten Muskelzellen synthetisierte basische Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (bFGF) wird nach der Synthese auf einen intrazelluldren
(Zytoplasma, Nukleus) und einen perizelluldren Pool (extrazelluldre Matrix) verteilt.
Der Gesamt-bFGF-Gehalt entspricht der Summe beider Kompartimente.

Der bFGF-Gehalt und seine Kompartimentverteilung unterliegt nach Schmidt et al.

(77) wachstumsabhéngigen Veridnderungen:

1. Der Gesamt-bFGF-Gehalt pro Zelle sinkt unter Zunahme der Teilungsaktivitidt und

steigt bei abnehmender Proliferationsrate langsam wieder an.

2. Parallel zum Abfall des bFGF-Gehaltes kommt es zu einer Umverteilung von
intrazellulirem bFGF in die extrazelluldre Matrix und somit zu einer verstdrkten

Oberflachenexpression des Wachstumsfaktors.

In dieser Studie sinkt der bFGF-Gehalt unter Proliferationsbedingungen in den ersten
drei Tagen auf einen Minimum von ca. 125 pg/10° Zellen, wobei 58% des erstmals
nach 12 Stunden gemessenen bFGFs verloren gehen (Abb. 3.4). Im Vergleich zum
Gesamtprotein, das ebenfalls eine Abnahme in dhnlicher Gréenordnung verzeichnet
(Abb. 3.2), sinkt der bFGF-Gehalt hauptsidchlich in den ersten 24 Stunden und
verdandert sich somit wesentlich frither als das Gesamtprotein. Ein Wiederanstieg
erfolgt nach dem 3. Kulturtag.

Das in Abbildung 3.4 eingefiigte Diagramm von Schmidt et al. (77) zeigt dariiber
hinaus die Entwicklung des bFGF-Gehaltes pro 10° boviner glatter Muskelzellen iiber
einen Zeitraum von 10 Tagen. Daraus geht hervor, dass nach dem initialen Abfall in
den ersten drei Tagen mit anschlieBendem Wiederanstieg der bFGF-Gehalt am 9.-10.
Tag das Ausgangsniveau wieder erreicht.

Die von Schmidt et al. (77) verwendete Kultur boviner Muskelzellen weist im
Vergleich zu der in dieser Studie untersuchten Population einen halb so hohen bFGF-

Gehalt auf, ein Ausdruck der Heterogenitit dieses Zelltyps.
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Abb. 3.4: Entwicklung des bFGF-Gehalt in pg /10° Zellen iiber eine Kulturzeit von 96
Stunden nach Aussaat von 50.000 cSMCs in 10% FCS-haltigem Medium (n = 1).

Das eingefiigte Diagramm von Schmidt et al. (77) zeigt zum Vergleich die

Verdnderungen des bFGF-Gehaltes einer dhnlichen Population glatter, boviner

Muskelzellen iiber einen verldngerten Kulturzeitraum von 10 Tagen.
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3.2. Proliferationsverhalten glatter Muskelzellen unter Antisense-

und Sense-Oligonukleotiden

Zur Proliferationsinhibition glatter boviner Muskelzellen wurde ein 15mer Antisense
—Oligodesoxynukleotid (AS-ODN) gegen das Translationsstartkodon AUG der bFGF-
mRNA verwendet. Als Kontrolloligonukleotid wurde das komplementire Sense-
Molekiill (S-ODN) gewihlt. Bei beiden Molekiilen handelte es sich
Teilphosphorothioate.

Vor der eigentlichen Versuchsreihe wurde zur Optimierung der Versuchsbedingungen
eine Dosis-Wirkungskurve des AS-ODN erstellt, als auch seine Wirkdauer in Kultur

ermittelt.

3.2.1. Wirkungsvergleich unterschiedlicher AS-ODN-Konzentrationen auf
die DNA-Synthese glatter, boviner Muskelzellen

Die Proliferationsinhibition glatter Muskelzellen durch Antisense-
Oligodesoxynukleotide wurde zunédchst anhand einer Dosis-Wirkungskurve iiberpriift.
Dazu wurden frisch ausgesite Muskelzellen Antisense-Konzentrationen von 0,1uM,

0,3 uM, 0,5 uM, 1,0 uM und 2,0 uM iiber 24 Stunden ausgesetzt (Abb. 3.5).

Bereits nach 24 Stunden Kultivierungszeit unter AS-ODN-Einflu} ist eine deutliche
Suppression der DNA-Synthese anhand einer reduzierten [3H]Thymidin-Einbaurate
erkennbar. Mit einer 20-75%-Inhibition ergibt sich unter 0,1-0,5 uM AS-ODN eine
lineares Konzentration-Inhibitions-Verhiltnis. Hohere AS-ODN-Konzentrationen (1,0
und 2,0 uM) weisen dahingegen mit einer Inhibition von 78-80% kaum noch
Wirkungsunterschiede auf, so dass auf Testungen dariiber hinausgehender

Konzentrationen verzichtet wurde.
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Abb. 3.5: Dosis-Wirkungskurve des Antisense-Oligodesoxynukleotids.

Konzentrationsabhidngige Proliferationsinhibition glatter boviner Muskelzellen unter

AS-ODN-Einflu anhand der [3H]Thymidin-Inkorporationsrate.

50.000 cSMC wurden bei Aussaat in 10% FCS-haltigem Medium mit AS-ODN in den
oben angefiihrten Konzentrationen versetzt und 24 Stunden in Kultur belassen. Zwolf
Stunden vor Versuchsstop erfolgte die Zugabe von [3H]Thymidin mit

Radioaktivitdtsmessung der Zellkulturen zum Versuchsende.

3.2.2. Wirkungsdauer der AS- ODN

In einem Versuch iiber 4 Tage wurde die Wirkungsdauer der AS-ODN nach
einmaliger Zugabe ermittelt. Abb. 3.6 zeigt eine kontinuierliche Abschwichung der
ODN-Wirkung anhand einer zunehmenden [3H]Thymidin-Einbaurate der in Kultur
befindlichen ¢cSMCs. Die zum Zeitpunkt Null mit dem AS-ODN versetzten Kulturen
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sind proliferationsinhibiert und weisen nach 24 Stunden eine auf 20% reduzierte
[*H]Thymidin-Einbaurate unbehandelter Kulturen auf. Wihrend in den ersten 48
Stunden in Kultur nur ein leichter Anstieg der [3H]Thymidin-Inkorporation zu
verzeichnen ist, biifit das AS-ODN in den letzten 48 Stunden deutlich an
Hemmwirkung ein. Mit nur noch um 20% reduzierter [3H]Thymidin-Inkorporation

wird nach 96 Stunden die Riickkehr zu normaler DNA-Synthese nahelegt.

100
£
£, 80
= & 60
g ¥
£ 3
TE 40
= o
£ 3
Z £
- Ay
mm 20

0
24 48 72 96
Stunden in Kultur

Abb. 3.6: Wirkungsdauer von AS-ODN in einer Konzentration von 0,5 uM

50.000 cSMC wurden bei Aussaat in 10% FCS-haltigem Medium mit AS-ODN 0,5
uM versetzt und die Entwicklung der [3H]Thymidin-Inkorporation iiber 96 Stunden
verfolgt.
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3.3. EinfluB wiederholter AS-/ S-ODN Zugabe auf die

Proliferationskinetik glatter boviner Muskelzellen

Die Untersuchung der Proliferationskinetik von 50.000 cSMCs in 35mm Petrischalen
zeigte, da} die Kulturen iiber 96 Stunden einem stetigen Wachstum unterliegen, bevor
sie anschlieBend durch zunehmende Kontaktinhibition in eine Stagnationsphase
tibergehen. Zur Beurteilung der proliferationsinhibierenden Wirkung der AS-ODN

waren daher nur die ersten 96 Kulturstunden geeignet.

Ziel der Experimente war es, eine moglichst hohe Proliferationsinhibition glatter,
koronarer Muskelzellen durch AS-ODN zu erreichen. Dazu wurde unter
Beriicksichtigung der Dosis-Wirkungskurve (Abb. 3.5) ODN-Konzentrationen von 0,5
und 1,0 uM gewihlt. Ferner wurde unter Kenntnis der ODN-Wirkungsdauer die
Zugabe der gleichen ODN-Menge wie bei Aussaat nach jeweils 24, 48 und 72
Stunden Kultivierungsszeit wiederholt, um eine uneingeschrinkte ODN-Wirkung zu
erhalten. Dabei musste von einer Potenzierung der ODN-Konzentration ausgegangen
werden, da sich nach 24 Stunden nur eine leichte Abschwichung der Oligo-
nukleotidwirkung einstellte (Abb. 3.6). Zur Steigerung der ODN-Aufnahmerate in die
Zelle war dies sogar erwiinscht, denn es wird vermutet, dass bei hoheren ODN-
Konzentrationen die Pinozytose als zusitzlicher Aufnahmemechanismus neben der
Rezeptor-vermittelten Endozytose zum Tragen kommt (133). Die eigentliche ODN-
Konzentration, die zu Versuchsende zwischen 0,5 uM und 2,0 uM bzw. zwischen
1,0 uM und 4,0 uM liegt, konnte aufgrund der dynamischen Oligonukleotidab-
bauprozesse in den Experimenten nicht genau ermittelt werden. Die durch viermalige
ODN-Zugabe behandelten Zellkulturen wurden daher vereinfacht nach ihrem ersten

ODN-Zusatz als AS 1,0-; AS 0,5-; S 1,0- und S 0,5-behandelte Kulturen bezeichnet.

Zur Beurteilung des Kulturwachstums unter ODN-Wirkung wurden nach 96 Stunden
die [3H]Thymidin-Inkorporation, die Zellzahl und das Gesamtprotein der Kulturen
bestimmt. AuBerdem wurde der Gehalt an bFGF als Indikator einer spezifischen

Antisense-Wirkung gemessen.

Den Daten liegen 8 Experimente mit Doppelwertbestimmungen zugrunde. Um starke

Streuungen aufgrund unterschiedlicher Proliferationsfreudigkeit der einzelnen
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Zellinien zu vermeiden, wurden die gepriiften Parameter in Prozentwerte der
Kontrolle berechnet und deren Mittelwerte mit Standardabweichungen bestimmt. Die
Mittelwerte der Rohdaten sind jeweils als Séulenbeschriftung beigefiigt.
Proliferationsunterschiede der ODN-behandelten Kulturen wurden nach dem Zwei-
Stichprobentest nach Student auf statistische Signifikanz (p < 0.05) gepriift. Die p-

Werte wurden unter dem jeweiligen Diagramm tabellarisch aufgelistet.

Neben diesen 8 Experimenten wurde zusétzlich ein Versuch durchgefiihrt, in dem die
Proliferationsparameter unter ODN-Wirkung jeweils nach 24, 48, 72 und 96 Stunden
bestimmt wurden. Die Verlaufsbeobachtung der Proliferationsparameter dient der
Anschaulichkeit und bestitigt die Ergebnisse der 8 Experimente nach 96 Stunden, sie

ist aber, da n = 1, nicht statistisch gesichert.

33.1. EinfluB von AS-/ S-ODN auf die Zellzahl bei wiederholter
Zugabe

Alle ODN-behandelten Kulturen, auch die mit Sense-ODN versetzt wurden, weisen
einen signifikant () reduzierten Zellzuwachs im Vergleich zur Kontrollkultur auf
(Abb. 3.8). Wihrend sich in den nicht behandelten Kontroll-Kulturen die Zellzahl von
50.000 Zellen (Kulturbeginn) auf fast 500.000 Zellen erhoht, zeigt sich ein starker
Effekt der AS-ODN bei wiederholter 1,0 puM-Zugabe in einer reduzierten Zunahme
der Zellzahl von 50.000 auf etwa 230.000 Zellen. Auch eine 0,5 uM-Konzentration
des Antisense-ODN in wiederholter Zugabe hat bei einer Zellzahl von etwa 280.000
noch eine eindeutige Hemmwirkung, die allerdings auch von dem Sense-ODN in 1,0
uM erreicht wird. Hier steigt die Zellzahl ebenfalls nur auf etwa 300.000 Zellen an
(pasos-s1.0=0,36). Die Wirkungsunterschiede zwischen AS-ODN und S-ODN in den
entsprechenden Konzentrationen sind signifikant (Tab. 3.1). Wihrend auch die
Wirkungsunterschiede zwischen den beiden S-ODN-Konzentrationen signifikant sind,
bewirken die 1,0 uM- und 0,5 uM-AS-Konzentration untereinander keine

signifikanten Zellzahlunterschiede mehr (p = 0,19).
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Abb. 3.7: Verinderungen der Zellzahl unter wiederholter AS-/ S-ODN-Zugabe.

50000 ¢cSMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM / 1,0 uM] bei Aussaat und

allen weiteren 24 Stunden iiber 4 Tage in Kultur belassen. Die Zellzahl der durch

Trypsinisieren gewonnenen Zellen wurde nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h ermittelt

(n=1).
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Abb. 3.8: Zellzahl nach 96 Stunden Kulturzeit unter wiederholter ODN-Zugabe

(n =8).

Die Séulen stellen die Zellzahl in Prozent der Kontrolle dar, die Saulenbeschriftung

gibt dabei den jeweiligen Absolutwert wieder.

Statistische Signifikanz (p < 0.05)

AS 1,0 AS 0,5 S 1,0 S 0,5

Kontrolle | < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
AS 1, 0,19 < 0,05

AS 0,5 < 0,05

S 1,0 0,36 < 0,05

Tab. 3.1:

Zellzahlunterschiede der einzelnen Kulturen wurden

Stichprobentest nach Student auf statistische Signifikanz (p < 0.05) gepriift.

im Zwei-

76



3.3.2. EinfluBl von AS-/ S-ODN auf die DNA-Synthese

Die DNA-Synthese, gemessen anhand der [3H]Thymidin-Inkorporationsrate, zeigt
einen kontinuierlichen Abfall der Werte, der -allerdings im unterschiedlichen
AusmalB- nicht nur die AS-ODN, sondern auch die S-ODN betrifft. Die Werte 24
Stunden nach Beginn des Versuches zeigen eine 80%-Hemmung einer AS-
Konzentration von 1,0 uM, aber auch eine Reduktion bei Einwirkung des
korrespondierenden Sense-ODN um mehr als 50 % (Abb. 3.9). Auch bei
Konzentrationen von 0,5 uM differieren die fiir Antisense- und Sense-ODN
gemessenen Einbauraten nur um 10 %, obgleich auch hier die AS-ODN eine stidrkere
Wirkung zeigen.

Wihrend es unter AS-ODN 1,0 uM nach 4-maliger Zugabe (nach O h, 24 h, 48 h und
72 h) mit einer Hemmung von 90 % zu einem fast vollstandigen Erliegen des
[3H]Thymidin-Einbaus in die Zell-DNA kommt, erreichen alle iibrigen Substanzen (S
1,0; AS 0,5; S 0,5), die sich in ihrer Wirkung einander angendhert haben, eine
Hemmung der DNA-Synthese von ca. 80 % (Abb. 3.10). Die Anndherung beruht unter
anderem auf der bei zunehmender Konfluenz ohnehin geringeren DNA-Synthese. Der
EinfluB sowohl der AS-ODN als auch der S-ODN auf die DNA-Synthese nach 96
Stunden ist signifikant, ebenso wie die Wirkungsunterschiede der AS- und S-ODN in
den entsprechenden Konzentrationen (Tab. 3.2). Es ergeben sich jedoch keine
signifikanten Wirkungsunterschiede mehr zwischen den einzelnen Konzentrationen

eines Oligonukleotidtyps.
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Abb. 3.9: Verinderungen der DNA-Synthese anhand der [3H]Thymidin-Einbaurate
unter AS-S-ODN-Einfluf} iiber 96 Stunden (n = 1).

50000 ¢cSMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM/1,0 uM] bei Aussaat und
allen weiteren 24 Stunden iiber 96 Stunden in Kultur belassen. Die DNA-Synthese
wurde anhand der [3H]Thymidin-Einbaurate nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h gemessen.
Dazu wurden die Kulturen 12 Stunden vor Versuchsstop mit [3H]Thymidin versetzt.

AnschlieBend erfolgte die Radioaktivititsmessung der durch Trypsinisieren
gewonnenen Zellen. Die Einbaurate (cpm) ODN-behandelter Zellen wurde in % der

Kontrolle angegeben.
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Abb. 3.10: [3H]Thymidin-Inkorporationsrate unter ODN-Einflu nach 96 Stunden
(n=28).

Die Séaulen stellen die [3H]Thymidin-Inkorporation in cpm pro 10° Zellen in Prozent
der Kontrolle dar, die Sdulenbeschriftung gibt dabei den jeweiligen cpm-Absolutwert

wieder.

Statistische Signifikanz p >0,05
AS 1,0 AS 0,5 S 1,0 S0,5
Kontrolle | < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
AS 1,0 0,06 < 0,05
AS 0,5 < 0,05
S 1,0 0,07

Tab. 3.2: Unterschiede in der [3H]Thymidin-Einbaurate der einelnen Gruppen wurden

im Zwei-Stichprobentest nach Student auf statistische Signifikanz (p < 0.05) gepriift.
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3.3.3. EinfluB von AS-/ S-ODN auf den Proteingehalt bei wiederholter
Zugabe

Es zeigt sich fiir den Proteingehalt der Einzelzelle, dass die bei Kontroll-Zellen
beobachtete Proteinabnahme im Verlauf der ersten 96 Stunden in Kultur unter AS-
ODN sehr viel weniger ausgepragt ist (Abb. 3.11). Wihrend die Kontrollwerte von 50
ug Protein /10° Zellen (0 h) auf einen Wert von 25 ug/10° Zellen nach 96 Stunden
abgefallen sind, liegt der entsprechende Wert fiir das Antisense-ODN bei 1,0 uM
Konzentration bei iiber 40 pg/ 10° Zellen (160 %) (Abb. 3.13). Gleichzeitig zeigt sich
auch der generelle Trend, dal die Sense-ODN Antisense-dhnliche Effekte aufweisen
und die 1,0 uM Konzentration des Sense-ODN hiufig dhnlich starke Hemmwirkungen
entfaltet wie die 0,5 uM Antisense-ODN- Konzentration (Abb. 3.11 und 3.12).
Gegeniiber der Kontrollkultur weisen alle ODN-behandelten Kulturen nach 96
Stunden signifikante Unterschiede des Proteingehaltes pro Zelle auf (Tab. 3.3). Auch
die Wirkungsunterschiede zwischen den Konzentrationen eines Oligonuleotidtyps
sind signifikant. Wéihrend zwischen AS-ODN und S-ODN in der hoheren
Konzentration weiterhin ein signifikanter Wirkungsunterschied besteht, liegt dieser in

der niedrigen Konzentration nicht mehr vor.
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Abb. 3.11: Verinderungen des Proteingehaltes unter wiederholter AS-/ S-ODN-
Zugabe iiber 96 Stunden (n = 1).

50000 ¢cSMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM / 1,0 uM] bei Aussaat und
alle weitere 24 Stunden tiber 96 Stunden in Kultur belassen. Der Proteingehalt der
durch Trypsinisieren gewonennen Zellen wurde nach Lowry zu den oben angefiihrten

Zeitpunkten gemessen.
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Abb. 3.12: Verinderungen des Proteingehaltes unter AS-/ S-ODN-Einfluf} iiber 96
Stunden (n=1).

Die Verinderungen des Proteingehalts pro 10° Zellen unter ODN-EinfluB wurden in

Prozent der Kontrolle berechnet.
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Abb. 3.13: Proteingehalt nach 96 Stunden Kulturzeit unter wiederholter ODN-Zugabe

(n=28).

Die Séulen stellen den Protein-Gehalt pro 10° Zellen in Prozent der Kontrolle dar, die

Saulenbeschriftung gibt dabei den jeweiligen Absolutwert wieder.

Statistische Signifikanz p < 0,05
AS 1,0 AS 0,5 S1,0 S0,5
Kontrolle < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
AS 1,0 < 0,05 < 0,05
AS 0,5 0,12
S 1,0 < 0,05

Tab. 3.3: Unterschiede des Proteingehaltes wurden im Zwei-Stichprobentest nach

Student auf statistische Signifikanz (p < 0,05) gepriift.
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3.34. Einflufl der AS-/ S-ODN auf den bFGF-Gehalt iiber 96 Stunden

Unter Einfluf} der hier eingesetzten Phosphorothioat-ODN liegt der bFGF-Gehalt pro
Zelle ab einer Kulturzeit von 24 Stunden entgegen der Erwartungen deutlich iiber dem
bFGF-Gehalt einer unbehandelten Zelle (Abb. 3.14). Das Kurvenprofil des bFGF-
Gehaltes der ODN-behandelten Zelle zeigt nach einem initialen Abfall bereits nach 24
Stunden einen kontinuierlichen bFGF-Anstieg, wihrend sich in einer unbehandelten
Zelle zunichst ein Proliferations-bedingtes bFGF-Minimum nach 72-Kulturstunden
einstellt. Dieses wird somit von einer ODN-behandelten Zelle nicht durchlaufen. Ab
einer Kulturzeit von 72 Stunden steigern Kontroll- als auch ODN-behandelte Zellen
ithren bFGF-Gehalt im gleichen Mafle. Dies &duBlert sich in einem parallelen
Kurvenverlauf, wobei die ODN-behandelten Kulturen bzgl. ihres bFGF-Gehaltes
jedoch durchgehend auf einem hoheren Niveau liegen.

Nach 96 Stunden werden unter AS-ODN 1,0 uM nach wiederholter Zugabe sogar
mehr als doppelt so hohe bFGF-Werte gemessen als unter Kontrollbedingungen. Die
entsprechende Konzentration des Sense-ODN bewirkt ebenfalls, eine betrdchtliche
Anreicherung des Wachstumsfaktors auf etwa 150 % der Kontrolle.

Der ODN-Einflul auf den bFGF-Gehalt erweist sich nach 96 h Kulturzeit,
ausgenommen unter S-ODN 0,5 uM, als statistisch signifikant (Tab. 3.4). Ebenso
bestand ein signifikanter Wirkungsunterschied zwischen AS-und S-ODN 1,0 uM,
dieser war jedoch in der niedrigen ODN-Konzentration nicht mehr nachweisbar.
Ebenso bestand kein signifikanter =~ Wirkungsunterschied zwischen den

unterschiedlichen Konzentrationen eines ODN-Typs.
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Abb. 3.14: Verinderungen des bFGF-Gehaltes /10° Zellen unter AS-/ S-ODN-Einfluf
iiber 96 Stunden (n=1).

50000 ¢SMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM/1,0 uM] bei Aussaat und
alle weitere 24 Stunden iiber 96 h in Kultur belassen. Der bFGF-Gehalt der durch
Trypsinisieren gewonnen Zellen wurde zu den oben genannten Zeitpunkten im ELISA

bestimmt.
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Abb. 3.15: bFGE-Gehalt [pg] / 10° Zellen nach 96 Stunden Kulturzeit unter
wiederholter ODN-Zugabe (n = 3).

Die Sédulen stellen den bFGF-Gehalt pro 10° Zellen in Prozent der Kontrolle dar, die

Saulenbeschriftung gibt dabei den jeweiligen Absolutwert wieder.

Statistische Signifikanz p < 0,05
AS 1,0 AS 0,5 S1,0 S0,5
Kontrolle | < 0,05 < 0,05 < 0,05 0,16

AS 1,0 0,1 < 0,05
AS 0,5 0,06
S1,0 0,17

Tab. 3.4: Unterschiede des bFGF-Gehaltes/10° Zellen wurden im Zwei-
Stichprobentest nach Student auf statistische Signifikanz (p < 0.05) gepriift.

86



3.3.5. Verinderungen des bFGF-Gehaltes/ug Gesamtprotein unter ODN-
Einflu

Unter der proliferationsinhibierenden Wirkung bei wiederholter ODN-Zugabe kommt
es neben der Zunahme des Gesamt-Proteingehaltes (Abb. 3.11, 3.12, 3.13) ebenfalls
zu einer Anreicherung des bFGF. Da bFGF in der glatten Muskelzelle in groBer
Menge vorliegt, konnte eine spezifische AS-ODN-Wirkung sich in einer relativen
bFGF-Reduktion im Vergleich zum Proteingehalt zeigen. Daher wurde zusitzlich das
Verhiltnis des bFGF- zum Proteingehalt betrachtet.

Nach Abb. 3.16 ergibt sich bezogen auf den Proteingehalt unter AS-ODN keine
bFGF-Reduktion im Sinne einer spezifischen AS-Wirkung. Der unter ODN-Einfluf3
bestimmte Quotient pg bFGF/ug Zellprotein gleicht dem Wert unbehandelter
Kontrollzellen. Unter AS-ODN-Wirkung besteht sogar die Tendenz einer
Werterhohung (Abb. 3.17), die sich statistisch jedoch nicht sichern lief (Tab. 3.5).
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Abb. 3.16: Verinderungen des bFGF-Gehaltes bezogen auf den Proteingehalt unter
ODN-Einfluf} iiber 96 Kulturstunden (n = 1).

50000 ¢cSMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM / 1,0 uM] bei Aussaat und
allen weiteren 24 Stunden iiber 96 Stunden in Kultur belassen. Der bFGF-Gehalt der
durch Trypsinisieren gewonnen Zellen wurde im ELISA, und der Gesamtproteingehalt

entsprechender Parallelkulturen nach Lowry alle 24 Stunden bestimmt.
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Abb. 3.17: bFGF-Gehalt bezogen auf das Gesamtprotein unter wiederholter ODN-

Zugabe nach 96 Stunden Kulturzeit (n = 3).

Dargestellt ist der bFGF-Gehalt / Zellprotein in Prozent der Kontrolle, die

Saulenbeschriftung gibt dabei den jeweiligen Absolutwert wieder.

Statistische Signifikanz p < 0,05
AS 1,0 AS 0,5 S1,0 S0,5
Kontrolle 0,01 0,05 0,76 0,08
AS 1,0 0,92 0,09
AS 0,5 0,13
S 1,0 0,22

Tab. 3.5: Unterschiede des Quotienten bFGF-Gehalt [pg] /Gesamtprotein [pg]

wurden im Zwei-Stichprobentest nach Student auf statistische Signifikanz (p < 0.05)

gepriift.
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3.3.6. bFGF-Verteilung im perizelluléiren und intrazelluliren Kompartiment

unter wiederholterODN-Zugabe

Entgegen der Erwartung zeigt sich unter S-ODN als auch unter AS-ODN eine
Zunahme des bFGF-Gehaltes pro Zelle. Ferner scheinen ODN-behandelte Kulturen
das proliferations-typische bFGF-Minimum unbehandelter Kulturen nach 72 Stunden
nicht zu durchlaufen, sondern verzeichnen bereits nach 24 Stunden einen bFGF-
Anstieg.

Es wurde daher in einem weiteren Schritt die bFGF-Kompartimentverteilung unter
ODN-Einfluf} untersucht. Dazu wurden das in der extrazelluliren Matrix gelagerte
bFGF (perizelludrer Pool) und das intrazellulire bFGF (intrazelluldrer Pool) separat
bestimmt und der Verteilungsquotient (perizellulirer Pool/ intrazelluldrer Pool)
berechnet.

Nach 96 Stunden Kulturzeit befinden sich ca. ein Viertel des Gesamt-bFGFs in der
extrazelluldaren Matrix und dreiviertel im Intrazellulirraum (Tab. 3.6). Die
Veridnderungen unter ODN-Einflu sind nur geringfiigig. Tendentiell zeigt sich
wihrend der 96 stiindigen Kulturzeit unter ODN-Einflufl eine bFGF-Verlagerung in
den perizelluliren Pool und somit eine vermehrte bFGF-Expression an der
Zelloberfliche (Tab. 3.6). Die maximale bFGF-Verschiebung in den
Extrazelluldrraum betrdgt etwa 4 % des Gesamt-bFGFs unter AS 1,0, gefolgt in
absteigender Reihenfolge unter S 1,0, AS 0,5 und S 0,5 (Abb. 3.19). Die

Beobachtungen konnten jedoch statistisch nicht untermauert werden (Tab. 3.7).
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Abb. 3.18: Verhiltnis von intrazellulirem und perizellulirem bFGF unter

wiederholter AS-/ S-ODN-Zugabe (n = 1).

50000 ¢cSMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM/1,0 uM] bei Aussaat und
allen weiteren 24 Stunden tiber 96 h in Kultur belassen. Durch Trypsinisieren wurden
die Zellen unter Verlust ihrer Glykokalix vom Kulturboden abgelost. Der perizellulédre
bFGF-Pool wurde nach schonender Zentrifugation im Uberstand, der intrazellulire
bFGF-Pool im zuriickbleibenden Zellpellet gewonnen. Die bFGF-Bestimmung
erfolgte im ELISA.

Die Sdulenbeschriftung gibt den Prozentanteil des entsprechenden bFGF-

Kompatimentes am Gesamt-bFGF an.

91



600

B Gesamt bFGF
Bintrazell. Pool
O perizell. Pool

500

400

300 7

200 7

pg bFGF / 10° Zellen

100 7

Kontrolle AS 1.0 AS 0.5 S1.0 S 0.5

Abb. 3.19: Verhiltnis von peri- und intrazellulirem bFGF-Pool unter wiederholter

ODN-Zugabe nach 96 Stunden Kulturzeit (n = 3).

Die Sdulenbeschriftung gibt den Prozentanteil des entsprechenden bFGF-

Kompartimentes am Gesamt-bFGF an.
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Gehalt an bFGF in pg/ 10° Zellen in pg Quotient

Gesamt bFGF  Perizellulires Intrazellulires Perizellulires/

bFGF bFGF Intrazellulires
bFGF
Kontrolle 228 +/- 51 53 +/-24 175 +/- 28 23:77
AS 1,0 487 +/- 65 130 +/- 16 357 +/- 50 27:73
AS 0,5 431 +/- 72 103 +/- 20 329 +/- 55 24:76
S 1,0 379 +/- 126 97 +/- 44 288 +/- 77 24:76
S0,5 279 +/- 47 62 +/- 17 249 +/- 70 21:79

Tab. 3.6: Gesamt-bFGF und seine Verteilung intra-und perizelluldr unter ODN-
Einflufl nach 96 Stunden (n = 3).

Statistische Signifikanz

AS 1,0 AS 0,5 S 1,0 S 0,5

Kontrolle 0,17 0,8 0,59 0,66
AS 1,0 < 0,05 0,20

AS 0,5 0,29

S 1,0 0,22

Tab. 3.7: Unterschiede des Quotienten perizelluldres bFGF/ intrazellulires bFGF
unter ODN-Einflu3 wurden im Zwei-Stichprobentest nach Student auf statistische

Signifikanz (p < 0.05) gepriift.
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3.3.7. bFGF-Defektproteine unter Oligonukleotideinflufl

Die Messungen des bEFGF-Gehaltes (Abb. 3.15) ergaben, dass unter Einflufl des gegen
bFGF gerichteten Antisense-Oligonukleotids trotz erzielter Proliferationsinhibition
keine Reduktion, sondern sogar ein erhohter Gehalt an bFGF pro Zelle zu verzeichnen
war. Demnach handelt es sich um eine rein unspezifische Proliferationshemmung
glatter Muskelzellen, die groBtenteils auch vom Sense-Oligonukleotid geleistet wird,
welches  eigentlich  als  Kontroll-Oligonukleotid  dienen  und  keine
Proliferationshemmung bewirken sollte.

Das Antisense-Oligonukleotid ist gegen die Translationsstartregion der reifen bFGF-
mRNA gerichtet. Demnach wire es unter Umstdnden moglich, daf3 hinter dem vom
Antisense blockierten mRNA-Abschnitt dennoch Translationsprozesse initiiert
werden, die ein verkiirztes bFGF-Protein entstehen lassen. Die bFGF-Bestimmungen
erfolgten durch Antikorperdetektion im ELISA. Wiirden diese sogenannten ,,Non-
Sense-Proteine®, die in der Regel keine biologische Funktion haben, dennoch vom
bFGF-Antikorper im ELISA gebunden, konnten falsch zu hoch gemessene bFGF-
Spiegel eine spezifische Antisense-Wirkung an der bFGF-mRNA verschleiern.

Es wurde daher ein Western Blot durchgefiihrt, der neben einer Antikdrper-basierten
Detektion des Wachstumsfaktors auch eine Proteinauftrennung anhand der
Molekulargréfle und somit eine Trennung der bFGF-Isoformen leistet. Die kiirzeren
,INon-Sense-Proteine” wiirden somit als Antikorper-markierte Banden unter den

klassischen 18 kD bFGF-Banden erscheinen.

Abb. 3.20 zeigt eine reprdsentative Auswertung von insgesamt drei durchgefiihrten
Western Blots. Das bFGF-Bandenmuster ODN-behandelter Kulturen zeigte dabei
keine wesentlichen Unterschiede i1m Vergleich zu dem unbehandelter
Kontrollkulturen. Es ergibt sich somit kein Hinweis dafiir, dass unter
Oligonukleotideinflul Defektproteine gebildet und filschlicherweise vom bFGF-

Antikorper gebunden werden.
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Abb. 3.20: bFGF-Nachweis im Western Blot.

700000 bovine Muskelzellen wurden unter wiederholter Oligonukleotidzugabe bei

Aussaat und anschlieffend alle 24 Stunden iiber 96 Stunden in Kultur belassen (n = 3).

Nach Versuchsstop wurden die durch Trypsinisieren gewonnenen Zellen Frier-Tau-
Schritten unterzogen, um die intrazelluldren Bestandteile freizusetzen. Die Proben
wurden beziiglich ihrer Proteinkonzentration einander angeglichen und
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit einem
spezifischen bFGF-Antikorper. Die Detektion der Antikorper-markierten bFGF-
Banden erfolgte iiber Farbreaktion eines sekundéiren Antikorpers mit alkalischer
Phosphataseaktivitit. Uber einen mitgefiihrten Proteinstandard wurden die Banden
einer bestimmten Molekularmasse zugeordnet. Die dargestellten Banden liegen im
Bereich zwischen 15 und 20 kDa. Banden im Bereich geringerer MolekiilgroBen
konnten nicht detektiert werden.

Bei der deutlich hervortretenden Bande, die bei allen drei Proben gleich intensiv

erscheint, handelt es sich um das intakte18kD-bFGF.
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3.3.8. Apoptose-Test

Unter Oligonukleotidwirkung zeichnet sich eine erhebliche Proliferationsinhibition
glatter boviner Muskelzellen ab. Es wurde daher iberpriift, ob durch die
Oligonukleotidwirkung toxische Effekte vermitteln werden. In der Regel wird den
Oligonukleotiden selbst eine gute Vertraglichkeit zugesprochen.

In dieser Studie wird jedoch ein AS-ODN gegen einen Uberlebensfaktor der glatten
Muskelzelle eingesetzt. Sollte die Produktion des bFGFs dennoch unter Antisense-
wirkung in irgendeiner Form gestort sein, konnten moglicherweise Apoptosevorginge
durch Entzug des ,,survival“-Signals in Gang gesetzt werden. Die Kulturen wurden

daher am Ende des 96-Stunden-Versuches auf apoptotische Zellen untersucht.

Im Frithstadium der Apoptose wird durch die bisher noch nicht im Einzelnen
vollstandig gekldrte Aktivierung von Endonukleasen der DNA-Doppelstrang in
Mono- und Oligonukleosomen gespalten, die in das Zytoplasma abgegben werden.
Wihrend dieser zytoplasmatischen Anreicherung von Histon-assozierten DNA-

Fragmenten bleibt die Plasmamembran der sterbenden Zelle jedoch noch intakt.

Im sogenannten Cell-Death ELISA werden Histon-assoziierte DNA-Fragmente
detektiert und {iiber einen Anreicherungsfaktor (Tab. 3.8) quantifiziert. Unter
wiederholter ODN-Zugabe in der jeweils hoheren Konzentration ergeben sich im
Vergleich zu unbehandelten Kulturen keine vermehrten Apoptoseabldufe nach 96
Stunden Kulturzeit. Eine ODN-Hemmwirkung aufgrund apoptotischer Einfliisse

konnte somit ausgeschlossen werden.
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Probe Extinktionen der Proben Anreicherungs
abziiglich des Reagentien- -faktor
Leerwertes
AS 1,0 0.014 +/-0.024 0.875
S1,0 0.013 +/-0.027 0.813
Kontrolle 0.016 +/-0.017 1.000

Tab. 3.8: Im Cell-Death-ELISA wurden zytoplasmatische Histon-DNA-Komplexe

detektiert und photometrisch quantifiziert (n = 3).

Dargestellt sind Mittelwerte der Extinktionen ODN-behandelter und unbehandelter
Kulturen abziiglich des Reagentien-Leerwertes. Mit Hilfe eines Anreicherungsfaktors,
der anhand der Extinktionswerte ermittelt wird, konnen die behandelten Kulturen mit

der Kontrolle, die gleich 1 gesetzt ist, verglichen werden.

3.3.9. Reversibilitit der ODN-Wirkung

Um die Hemmeffekte der Oligonukleotide weiter zu charakterisieren, wurde
tiberpriift, ob sich das Proliferationsverhalten boviner, glatter Muskelzellen, die 96
Stunden der Oligonukleotidwirkung ausgesetzt waren, nach ODN-Entzug wieder

normalisiert.

Die ODN-supprimierten Kulturen erfahren bereits umittelbar nach Entfernung der
ODN aus dem Medium einen betrdchtlichen Proliferationsschub mit einem Maximum
nach 24 Stunden (Abb. 3.21). Die DNA-Synthese der Kulturen unter AS-ODN 1,0
uM und AS-ODN 0,5 uM wird auf 800 % bzw. 375 % gesteigert. Auch die DNA-
Synthese unter S-ODN 1,0 uM liegt immerhin bei 200 % des 96-Stunden-Wertes. In
den S-ODN 0,5 uM-Kulturen fiihrt der ODN-Entzug zu einer Aufrechterhaltung der
bestehenden DNA-Synthese, wihrend unbehandelte Kontrollkulturen infolge
zunehmender Konfluenz ihre ohnehin abnehmende DNA-Synthese weiterhin um 25 %

drosseln.
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Bereits 48 Stunden nach ODN-Entzug kommt es zu einem ebenso rasanten Abfall der
DNA-Synthese, mit dem Resultat, dass sich alle ODN-behandelten Kulturen der
Kontrolle angleichen.

Der Proteingehalt pro Zelle zeigt bei allen ODN-behandelten Kulturen unter
Proliferationssteigerung nach ODN-Entzug eine Abnahme um etwa 40 % mit der
Tendenz, sich der Kontrollkultur mit etwa 13 pg pro 10° Zellen anzugleichen
(Abb. 3.21). Die AS 1,0- Kulturen verzeichnen dabei den hochsten Ausgangswert (34
ug /10° Zellen) mit Abstand zu den iibrigen ODN-behandelten Kulturen (AS 0,5:
26ug/10° Zellen, S 1,0: 24ug/10° Zellen, S 0,5: 21,4ug/10° Zellen).

Da sich der Proteingehalt mit einem etwa 48-stiindigen Verzug zur DNA-Synthese
entwickelt, wird der Kontrollwert innerhalb der 96 Stunden nach ODN-Entzug noch
nicht vollstindig erreicht.

Die Zellzahl (hier nicht dargestellt) erhoht sich ebenfalls zogerlich. 96 Stunden nach
ODN-Entzug sind Steigerungen von 2-15 % in den ODN-behandelten Kulturen zu
verzeichnen. Dabei werden in den AS 1,0-Kulturen 46 %, in den AS 0,5-Kulturen
65 %, in den S 1,0-Kulturen 80 % und in den S 0,5-Kulturen 88 % der Kontrolle
erreicht.

Die Verldufe sprechen insgesamt fiir eine Reversibilitit der Oligonukleotid-

hemmwirkung.
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Abb. 3.21: DNA-Synthese anhand der [3H]Thymidin-Einbaurate iiber nach ODN-
Entzug.

50000 ¢SMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM/1,0 uM] bei Aussaat und
anschlieend alle 24 Stunden zunichst iiber 96 in Kultur belassen. Nach 96 Stunden
wurde das ODN-haltige Medium entfernt und die Kulturen durch mehrfache
Zellwaschungen gereinigt. Das Proliferationsverhalten nach ODN-Entzug iiber
weitere 96 Stunden anhand der [*H]Thymidin-Einbaurate ist hier dargestellt. Dazu
wurden die Kulturen 12 Stunden vor Versuchsstop mit [3H]Thymidin versetzt und

einer Radioaktivititsmessung zugefiihrt.
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Abb. 3.22: Verinderungen des Proteingehaltes in ug pro 10° Zellen nach ODN-
Entzug (n=1)

50000 cSMCs wurden unter AS-/ S-ODN-Zugabe [0,5 uM / 1,0 uM] bei Aussaat und
anschliefend alle 24 Stunden iiber 96 Stunden in Kultur belassen. Nach 96 Stunden
wurde das ODN-haltige Medium entfernt und die Kultur durch mehrfache
Zellwaschung gereinigt. Die Zellen wurden anschliefend iiber weitere 4 Tage in
Kultur belassen und der Proteingehalt und die Zellzahl zu oben angefiihrten

Zeitpunkten bestimmt.
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3.3.10. Zellmorphologie unter wiederholter AS-/ S-ODN-Zugabe iiber 96

Stunden

In der mikroskopischen Kontrolle zeigt sich unter Oligonukleotidwirkung im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen eine verminderte Zellzahl sowie eine
deutliche Zunahme des Zellvolumens, die einen Ubergang der Zellen in einen
hypertrophischen Wachstumsstatus nahe legen. Zellablosungen vom Kulturboden, die
auf toxische Einfliisse oder ungiinstige Kulturbedingungen hinweisen konnten,

wurden nicht beobachtet.

: [\m'\ X M/I
\Q} \ f%};’
l .«»\;:s«
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Abb. 3.23: Fotographie einer Kontrollkultur nach 96 Stunden (Vergroerung 1:400)

50.000 bovine Muskelzellen wurden nach Aussaat 96 Stunden in Kultur belassen und
zeigten unter serumreichem Medium gute Proliferationsaktivitdt. Als Zeichen der
Konfluenz gilt die zunehmende Ausbildung von Zellwirbel und -straen, am

deutlichsten zu sehen oben links im Bild.
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Abb. 3.24: Fotographie einer Antisense Kultur nach 96 Stunden (Vergroferung
1:400)

50000 bovine Muskelzellen wurden unter AS-ODN-Zugabe in 1,0 uM-Konzentration
zum Zeitpunkt Null, nach 24 h, 48 h und 72 h iiber 96 Stunden in Kultur belassen.
Zum  Versuchsende ist die  Kultur aufgrund der  ODN-bedingten
Proliferationsinhibition weiterhin subkonfluent. Das Zellvolumen hat erheblich
zugenommen, und die Zellen wirken im Vergleich zur Kontrollkultur insgesamt

rundlicher.
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Abb. 3.25: Fotographie einer Sense Kultur nach 96 Stunden (Vergroerung 1:400)

50000 bovine Muskelzellen wurden unter S-ODN-Zugabe in 1,0 uM-Konzentration
zum Zeitpunkt Null, nach 24 h, 48 h und 72 h iiber 96 Stunden in Kultur belassen. Die
Kultur ist bei Versuchsende ebenfalls subkonfluent. Das Zellvolumen hat
zugenommen, und die Zellen wirken auch hier im Vergleich zur Kontrollkultur

rundlicher.

Innsgesamt sind die Verdnderungen der Zellmorphologie unter AS- deutlicher, als

unter S-ODN.
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34. Zusammenfassung der Ergebnisse

34.1. Proliferationsinhibition

Unter wiederholter AS-ODN-Zugabe iiber 4 Tage kann eine deutliche
Proliferationsinhibition glatter, koronarer Muskelzellen erzielt werden. Bei fast
vollstdndig supprimierter DNA-Synthese nach 96 Stunden steigt die Zellzahl
insgesamt nur auf 50 % (AS 1,0) bzw. 60 % (AS 0,5) der Kontrollkultur an. Die

Differenzen sind statistisch signifikant ()

3.4.2. Reversibilitit der ODN-Wirkung

Trotz Potenzierung der ODN-Konzentration infolge wiederholter, 24-stiindlicher
Zugaben zeigen sich keine zytotoxischen Effekte der Oligonukleotide. Thre Wirkung
ist reversibel.

3.4.3. Proliferationsinhibition als unspezifische AS-ODN-Wirkung

Die Proliferationinhibition beruht nicht auf einer spezifischen Wirkung der gegen den
basischen Wachstumsfaktor gerichteten AS-ODN. Unter gehemmter Zellproliferation

ist unter der AS-ODN-Wirkung neben einem hoheren Proteingehalt auch ein erhohter

bFGF-Gehalt pro Zelle zu verzeichnen.
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3.44. Antisense-ihnliche Effekte der S-ODN

In hohen Konzentrationen zeigen auch S-ODN eine proliferationshemmende
Wirkung. Nach 96 Stunden ist die Zellzahl bei 70-80 % Suppression der DNA-
Synthese nur auf 60 % (S 1,0) bzw. 80 % (S 0,5) der Kontrolle angestiegen. Somit
verhalten sich AS-ODN der Konzentration 0,5 pM und S-ODN in 1,0 uM-
Konzentration nach wiederholter Zugabe nahezu identisch. Dieser Effekt ist unter

Beriicksichtigung der unspezifischen ODN-Wirkung durchaus erklirbar.

34.5. Zellhypertrophie unter ODN-Wirkung

Unter wiederholter ODN-Zugabe geht die glatte Muskelzellen in den Status der
Hypertrophie iiber, der durch eine VergroBerung der Einzelzelle mit Zunahme des
Proteingehaltes charakterisiert ist.

Unter ODN-Einflu} steigt der Proteingehalt pro Zelle nach 96 Stunden auf 120 % (S
0,5) bis 170 % (AS 1,0) unbehandelter Kulturen an. Der bFGF-Gehalt pro Zelle
verhilt sich nahezu konform. Bei der im Hypertrophiestatus erfolgenden Zunahme des
Proteingehaltes ist also die Synthese von bFGF nicht tiberproportional steigend.

Die VergroBerung der glatten Muskelzellen unter ODN-Wirkung konnte anhand einer

mikroskopischen Fotoserie dokumentiert werden.
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4. Diskussion

4.1. Wirkung der AS-/ S-ODN auf glatte bovine Muskelzellen in

dieser Studie

Die vorgelegten Ergebnisse beschreiben die Wirkung von AS-ODN gegen das
Translationsinitiationscodon der bFGF-mRNA sowie die Wirkung des Kontroll-
oligonukleotids mit der korrespondierende Sense-Sequenz auf kultivierte glatte
Muskelzellen. Als Parameter fiir die AS-ODN- beziehungsweise S-ODN-Wirkung
wurden die Zellzahl, die [3H]Thymidin-Inkorporation in die DNA, die Proteinmenge
und der intra- und extrazelluldre bFGF-Gehalt gemessen.

Nach Zugabe von AS-ODN konnte dosisabhédngig eine deutliche Pro-
liferationsinhibition der glatten Muskelzellen nachgewiesen werden. Wihrend sich die
Zellzahl in unbehandelten Kulturen unter Serumstimulation innerhalb von 96 Stunden
fast verzehnfachte, stieg die Anzahl an AS-ODN-exponierten Zellen auf das fiinf- bis
sechsfache (AS 0,5 uM) und in der hoheren Konzentration (AS 1,0 uM) nur auf das
vier bis fiinffache der Ausgangszahl an (Abb. 3.7). Dies entspricht einer prozentualen
Hemmung von 41 % (AS 0,5 uM) und 50 % (AS 1,0 uM) (Abb. 3.8). Die DNA-
Syntheserate wurde unter wiederholter AS-Zugabe in 96 Stunden um 85 % (AS 0,5
uM) und 94 % (AS 1,0 uM) inhibiert (Abb. 3.9, Abb. 3.10).

Auch das zur Spezifititskontrolle eingesetzte S-ODN verursachte eine Inhibition der
Zellteilung von 17 % (0,5 uM) bzw. 36 % (1,0 uM) (Abb. 3.9) und der DNA-
Synthese von 70 % (S 0,5 uM) und 83 % (S 1,0 uM) der Kontrollzellen (100 %)
(Abb. 3.10) nach 96-stiindiger Einwirkung. Der S-ODN-Hemmeffekt kann dennoch
nicht auf einer Translationsinhibition der bFGF-mRNA beruhen.

Der bFGF-Gehalt pro Zelle stieg unter Wirkung beider Oligonukleotide
konzentrationsabhéngig (1,0 uM > 0,5 uM) signifikant an, und zwar in den AS-ODN-
behandelten Zellen stirker als in den S-ODN-behandelten Zellen (Abb. 3.17 und
3.18). Da der Proteingehalt der Zelle unter AS- und S-ODN einen vergleichbar starken
Anstieg erfuhr (Abb. 3.12), unterschied sich der bFGF-Gehalt/ug Zellprotein in den
ODN-behandelten Kulturen nicht signifikant von dem unbehandelter Kulturen (Abb.
3.19).
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4.2. Wirkung sequenzidentischer Antisense- und Senseoligo-
desoxynukleotide auf glatte Muskel- und Endothelzellen in

vergleichbaren Studien

Die hier vorgelegten Daten stehen nicht im Einklang mit Ergebnissen von
Voruntersuchern, die AS-ODN der gleichen Sequenz gegen die bFGF-mRNA in
Ratten Aorten (Li et al. (197) und Itoh et al. (99)) in bovinen, koronaren glatten
Muskelzellen (Schmidt et al. (198)) und bovinen Endothelzellen (Itoh et al. (199))
eingesetzt haben.

Li et al. (197) exponierten Angiotensin II-stimulierte glatte Muskelzellen einer AS-
Konzentration von 5 uM iiber 6 Stunden und erhielten nach weiteren 14 Stunden
Kulturzeit eine 42 %-ige Hemmung der DNA-Synthese und eine 22%-ige Reduktion
der Zellzahl. Das Sense-Molekiil zeigte dabei keine signifikanten Effekte. Die
Oligonukleotide wurden den Zellkulturen als Lipofektinkomplex zugefiihrt, um ihre
Aufnahme in die Zellen zu verbessern. Die Ergebnisse der Arbeit wurden im Sinne
einer spezifischen Antisense-Hemmung interpretiert, da im Vergleich zu
unbehandelten Zellen eine Abnahme der bFGF-mRNA (RNase H-Effekt) nach-
gewiesen werden konnte. Der bFGF-Protein- Gehalt selbst wurde nicht untersucht.
Itoh et al. (199) verwendeten ein unmodifiziertes Antisense-Molekiil gleicher Sequenz
sowie das entsprechende Reverse als Kontroll-ODN in Kulturen boviner
Endothelzellen. Nach Itoh (199) und Schmidt et al. (77) produzieren bovine
Endothelzellen und bovine vaskulére glatte Muskelzellen die gleiche Menge an bFGF,
ca. 7-8 ng/mg Zellprotein, so dass ein Vergleich der Studien im Hinblick auf die
Inhibition der bFGF-Produktion trotz Verwendung unterschiedlicher Zelltypen zu
vertreten ist. Beide Oligonukleotide wurden bovinen Endothelzellen durch einmalige
Zugabe in einer Konzentration von 4 uM iiber eine Kulturzeit von 20 Stunden
zugefiihrt. Auch hier lagen die Oligonukleotide in einem Lipofektinkomplex vor. Itoh
et al. (199) erzielten unter der AS-ODN-Wirkung eine Reduktion der DNA-Synthese
um 60 % sowie eine Reduktion des bFGF-Gehaltes um 40 %. Die Effekte des
Kontrolloligonukleotids waren hingegen nicht signifikant.

Ahnliche Ergebnisse lagen unter AS-ODN auch in Angiotensin II-stimulierten Ratten-

SMCs vor (99). Dabei fiihrten das AS-ODN im Lipofektin-Komplex zu einer
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signifikanten Senkung der [3H]Thymidin-Inkorporationsrate und des bFGF-Gehaltes,
das Kontroll-Oligonukleotid (Reverse) dagegen lieferte keine nenneswerten
inhibitorischen Effekte.

Wihrend in den oben genannten Studien unmodifizierte Oligonukleotide eingesetzt
wurden, untersuchten Schmidt et al. (198) die Wirkung des gleich sequenzierten AS-
ODNs erstmals als partielles Phosphorothioat, in dem 8 Phosphodiesterbindungen
durch Phosphorothioatbriicken ersetzt worden waren. Sie verwendeten somit das
identische Antisense- und Sense-Molekiil wie in der vorgelegten Studie.

Ohne FEinsatz kationischer Carrier-Molekiilen konnte unter diesem AS-ODN in
bovinen glatten Muskelzellen konzentrationsabhédngig (0,1-1,0 uM) eine Reduktion
der [3H]Thymidininkorporationsrate von 20-80% und eine Reduktion der Zellzahl
erzielt werden. Der bFGF-Protein-Gehalt sank parallel auf von 50% des bFGF-
Gehaltes unbehandelter Kontrollzellen. Eine Wiederholung der ODN-Zugabe
innerhalb von 24 h potenzierte die Hemmwirkung. Das Kontrolloligonukleotid zeigte
leichte Hemmeffekte, die zumindest bis zu einer Konzentration von 0,5 uM nicht
signifikant waren. In der Studie wurde anhand einer reduzierten [3H]-Leucin-
Inkorporationsrate ferner gezeigt, dass die Reduktion des bFGF-Gehaltes auf einer
Inhibition der bFGF-Neusynthese beruht.

Die Autoren wiesen somit sowohl unter dem sequenzidentischen, unmodifizierten
Antisense-Molekiil als auch unter dem entsprechenden Teilphosphorothioat eine
Proliferationsinhibition glatter Muskel- und Endothelzellen bei reduzierter bFGF-
Synthese nach.

Ferner blieb die Wirkung der Kontrolloligonukleotids, ob Sense oder Reverse, ohne
signifikanten Einfluf auf den bFGF-Gehalt und auf die Proliferationsaktivitit. Die
Autoren nahmen daher eine spezifische Antisense-Wirkung an.

In dieser Studie jedoch konnte bei deutlich reduzierter Proliferationsaktivitdt boviner
glatter Muskelzellen unter AS-ODN-Einflu keine Senkung des bFGF-Gehaltes
verzeichnet werden. Ferner wies auch das Kontrolloligonukleotid eine deutliche
proliferationshemmende Wirkung auf. Fiir diese grundlegenden Ergebnisunterschiede
im Vergleich zu den oben genannten Studien ergeben sich folgende mogliche

Ursachen.
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4.3.1. Proliferationsinhibition durch unspezifische Hemmwirkung der

Oligonukleotide

4.3.1.1.  Einfluf3 des Polyanioncharakters

Die Tatsache, dass auch Kontroll-Oligodesoxynukleotide (Kontroll-ODN) eine
proliferationshemmende Wirkung aufweisen und somit eine ausschlieBlich
sequenzspezifische Aktivitit der Antisense-Molekiile in Frage stellen, ist ein zentrales
und weit verbreitetes Problem zahlreicher Antisense-Experimente (160). Wihrend
Villa (200), Etore (137) und Loévdahl et al. (201) unspezifische Hemmeffekte in ihren
Experimenten mit Phosphorothioat-Oligodesoxynukleotiden (PS-ODN) feststellten,
fanden auch Pickering et al. (202) bei Teilphosphorothioaten (PPS-ODN) und Gunn et
al. (203) bei ginzlich unmodifizierten Molekiilen (PD-ODN) deutliche Effekte der
Kontroll-ODN. Native nicht-modifizierte Kontroll-ODN konnen ebenfalls eine iiber
50%-ige Zellzahlreduktion und eine deutliche Senkung der DNA-Syntheserate (203)
bewirken. Die Modifikation allein kann somit nicht fiir alle unspezifischen Effekte
verantwortlich gemacht werden. Es wird vermutet, dass beispielsweise
Oligonukleotidspaltprodukte mit der Fahigkeit, RNase H zu aktivieren, unspezifische
Wirkungen (203) verursachen. Auch werden Effekte der Oligonukleotide durch
Bindungen an Zellproteinen postuliert (145) (204). Guvakova et al. (147) entdeckten
eine besondere Form der Proteininteraktion, die Fdhigkeit von Phosphodiestern,
Teilphosphorothioaten und besonders von Vollphosphorothioaten, an Heparin-
bindende Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren zu binden, wodurch die Faktor-
Rezeptorinteraktion gestort wird. Bergan et al. (205) wiesen unter ODN-Bindung eine
deutlich niedrigere Phosphorylierungsrate von Rezeptor und nachfolgenden Proteinen
der Signaltranduktionskaskade verschiedener Wachstumstfaktoren nach.

Oligonukleotide behindern somit die Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren und
konnen bereits iiber diesen Mechansimus eine Proliferationsinhibition auslosen.
Nachgewiesen wurde die ODN-Bindungsfihigkeit an Rezeptorsystemen von PDGF,
bFGF, aFGF, Karposi-Wachstumsfaktor (FGF-4), Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) und Epidermal growth factor (EGF) (146) (147) (148). Bislang konnte

die Bindung von polyanionischen ODN an der Zelloberfliche noch nicht exakt
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charakterisiert werden. Es wird jedoch eine kompetitiv hemmbare, elektrostatische
Bindung angenommen, die Zellwaschungen standhilt und teilweise erst durch
aufwindigere MaBBnahmen wie z.B. eine pH-Wert-Senkung gelost werden kann (147)
(206). Die Bindungsfihigkeit ist bei unmodifizierten ODN vergleichsweise schwach,
bei Phosphorothioaten jedoch aufgrund der zusitzlichen negativen Ladungen der
eingefiigten Schwefelatome starker ausgepréagt. Ferner werden auch sequenzbedingte
Sekundirstrukturen der Oligonukleotide, die z.B. durch G-Tetraden gebildet werden,
fiir die Proteinbindung verantwortlich gemacht (122). Dieser Punkt soll jedoch erst
weiter unten erldutert werden.

Um unspezifische Effekte moglichst gering zu halten und trotzdem eine ausreichende
Nukleasestabilitdt zu gewihrleisten, wurden in dieser Studie Teilphosphorothioate
verwendet. Bei einer Kettenlinge von 15 Basen liegen 8 Phosphorothioat- und 6
Phosphodieesterbindungen vor.

Fennewald et al. (206) verglichen exakt dieses Antisense- und das zugehorige Sense-
Molekiil als Teilphosphorothioat mit der entsprechenden Vollphosphorothioat- und
der reinen Phosphodieestervariante beziiglich ihrer bFGF-Peptid- und bFGF-
Rezeptor-Bindungsaktivitdt. Dabei stellte sich heraus, dass das Teilphosphorothioat
und der Phosophodiester erst in hohen Konzentrationen von > 20 uM 50 % der bFGF-
Rezeptoren einer 10° Zellen-Kultur blockierten.

Demnach war die Bindungsaktivitit dieser Oligodesoxynukleotidformen vergleichbar,
wihrend die des Vollphosphorothioats, das bereits in Konzentrationen von 0,1- 2 uM
entsprechend wirksam war, deutlich hoher lag.

Guvakova et al. (147) fanden &hnlich groBe Unterschiede der Bindungsaktivitét
zwischen  Vollphosphorothioaten einerseits und Teilphosphorothioaten und
Phosphodiestern andererseits. Allerdings stellten die Autoren fest, dass Teil-PS-ODN
und PD-ODN 15 % des matrixgebundenen bFGFs bereits in Konzentrationen von 0,5-
2,5 uM freisetzen.

Guvakova et al. (147) korrelierten die bFGF-Bindungsaktivitit von Voll-
phosphorothioat-Oligonukleotiden mit ihrer proliferationsinhibierenden Wirkung, die
anhand der [3H]Thymidineinbaurate von NIH 3T3 Zellen bestimmt wurde. Hier ergab
sich unter einer ODN-Konzentration von 20 uM eine 20- 70 %ige Reduktion der

DNA-Synthese. Da die Autoren jedoch auf eine vergleichende Untersuchung von
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Phosphodiestern und Teilphosphorothioaten verzichten, konnen zwar keine konkreten
Aussagen iiber die Proliferationsinhibition dieser Oligonukleotidvarianten gemacht
werden, anhand der schwicheren Bindungsaktivitit mufl jedoch von einer deutlich
geringeren Proliferationshemmung ausgegangen werden (157).

Li et al. (197) und Itoh et al. (99) (199) konnten das Ausmal} unspezifischer Effekte
wahrscheinlich durch den Finsatz von kationischen Trigermolekiilen weitestgehend
unterbinden, da diese Molekiile nicht nur die Aufnahmerate der Oligonukleotide
erhohen, sondern sie auch gegeniiber ihrer Umgebung abschirmen (122).

Dass in der hier vorgelegten Studie im Gegensatz zu der Studie von Schmidt et al.
(198) unspezifische Effekte unter Teilphosphorothioaten aufgetreten sind, entspricht
nicht den Literaturangaben, die von einer weitgehenden Unterbindung unspezifischer
Effekte durch Reduktion des Polyanioncharakters ausgehen. Ob die hier beobachtete
unspezifische Wirkung allein auf der Modifikation der Oligodesoxynukleotide beruht,

oder ob andere Mechanismen eine Rolle spielen, muf3 offen bleiben.

4.3.1.2.  Einfluf3 Sekunddirstruktur- bildender Sequenzmotive

Ein weiterer Wirkmechansimus von Oligonukleotiden beruht auf speziellen
Sequenzmotiven, die innerhalb des Molekiils zur Ausbildung dreidimensionaler
Strukturen fithren. Smith et al. (207) zeigten beispielsweise, dass die G3-T4-G3-
Sequenz zur Bildung eines asymmetrischen, durch Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisierten Rings fiihrt, der sequenzspezifisch an komplexe Proteine bindet und die
Proteinfunktion durch eine Konformationsdnderung modulieren kann (158) (160)
(208).

Von diesen als , Aptamer” bezeichneten Effekt, muBl der ,Decoy“-Effekt
unterschieden werden. Dieser beschreibt speziell die Blockierung DNA-bindender
Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren, indem Oligodesoxynukleotide zelleigene
DNA-Zielsequenzen dieser Faktoren imitieren, sie binden und somit an ihrer
eigentlichen Aufgabe, der Transkriptionsinitiation, hindern. Ein Decoy-Effekt geht
direkt mit der Transkriptionsinhibition spezifischer Gene einher und wird in neuerer

Zeit bereits als eigener Antisense-Mechanismus zur Inhibition der Genexpression
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empfohlen (209). Bates et al. (210) identifizierte vier aufeinanderfolgende Guanin in
der ODN-Sequenz als ein Aptamer-Effekt auslosendes Motiv und wies die Bindung
von Oligonukleotiden mit G-Tetrade an ein Protein nach, bei dem es sich
wahrscheinlich um Nucleolin, einem eng mit Proliferationsprozessen assoziierten
Phosphoprotein handelt. Die Bindung von ODN an Nucleolin war mit einer
Proliferationsinhibition vergesellschaftet. Burgess et al. (33), bestitigt durch Wang et
al. (211), entdeckten bereits 1995 den proliferationinhibiernden Effekt von G-
Tetraden und stellten damit bereits bewihrte Antisense-Oligodesoxynukleotide gegen
c-myc und c-myb beziiglich ihres Wirkmechansimus in Frage.

Neben der Bindung an Nucleolin fand man zusitzlich, dass ODN mit G-Tetrade
besser in den Intrazelluldirraum aufgenommen werden (138), so dass dieses Motiv
bereits als Penetrationsverstirker eingesetzt wurde.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass Phospholipase A2 durch ODN, die mindestens 2 G-
Triplets aufweisen, gehemmt wird (212). Demnach scheinen G-reiche ODN
multifunktionelle intramolekulare Strukturen zu bilden, deren biologische Wirkungen
noch nicht iiberschaubar sind.

Die in dieser Studie verwendete Antisense und Sense-ODN weisen zunichst keine der
oben konkret genannten Schliisselsequenzen auf.

Eine Erklidrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien von Li (197), Itoh
(199) (99) und Schmidt et al. (198) und dieser Studie liefert dieser Punkt jedoch nicht,

da alle Untersucher die gleiche Antisense-Sequenz gewdihlt haben.

4.3.1.3.  Zytotoxizitdt

Prinzipiell besteht Einigkeit dariiber, dass unmodifizierte als auch modifizierte
Oligonukleotide in vitro bis zu einer Konzentration von 100 pM nicht zytotoxisch
wirken (208) (213). Auch in vivo sind Oligonukleotide in allen Verabreichungsformen
gut vertriaglich. Studien an Ratten und Miusen zeigten, dass Oligonuleotide eine
LD50 von 500 mg/kg KG aufweisen. Eine Dosis-limitierende Toxizitdt besteht im
Wesentlichen in der Immunstimulation und in der Auslosung von

Gerinnungsstorungen. In chronisch verabreichten Dosen von iiber 20 mg/kg KG
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konnen ODN iiber eine vermehrte Ausschiittung von Interferon, Aktivierung von
natiirlichen Killerzellen und Proliferationsstimulation von B-Lymphozyten (214), eine
lymphatische Hyperplasie, Splenomegalie und eine entziindliche
Multiorganinfiltration auslésen (208). Die Gerinnungsstorungen beruhen auf einer
Aktivierung des Komplementsystems und Verlingerung der partiellen
Thromboplastinzeit (144). Bei der Durchfiihrung von ODN-in-vitro-Versuchen wird
angesichts der allgemein anerkannten guten Vertrdglichkeit mittlerweile haufig auf
den experimentellen Ausschlufl zytotoxischer Effekte verzichtet. Dieser sollte jedoch
in jedem Fall durchgefiihrt werden, wenn man beabsichtigt, Proteine zu supprimieren,
die ein Uberlebenssignal fiir die Zelle beinhalten, wie z.B.das c-myb-Protein (215)
(216). Hiroyuki et al. (217) zeigten, dass auch eine Suppression des bFGF-Signals ab
einem bestimmten Grad zytotoxisch wirkt und Apoptose auslost.

In der vorgelegten Studie wurden zytotoxische Effekte als mogliche Ursache der
unspezifischen Proliferationsinhibition anhand eines Apoptose-Tests und eine
Reversibilititsstudie ausgeschlossen. DieseVerfahren sind allgemein anerkannt und

werden in zahlreichen ODN-Experimenten angewandt (218) (219).

4.3.2. Ausbleibende bFGF-Reduktion durch fehlende Spezifitit des
Antisense-ODN

4.3.2.1.  Durch unzureichende ODN-Aufnahme in die Zelle

Ein wesentlicher Unterschied dieser Studie zu den Experimenten von Itoh (99) (199)
und Li et al. (197) ist der Einsatz von kationischen Tridgermolekiilen, die den
Transport der Oligonukleotide durch die Zellmembran verbessern. Da der bFGF-
Gehalt unter Antisense-Wirkung in dieser Studie ansteigt, muf} offen bleiben, ob die

ODN ihre Ziel-mRNA intrazellulir erreicht haben.

Der ODN-Transport in die Zelle stellt ein zentrales Problem der Antisense-
Experimente dar (139) (220). Da es sich um Makromolekiile mit je nach gewéhlter
Modifikation mehr oder weniger starkem Anioncharakter handelt, stellt die auB3en

negativ geladene lipophile Zellemembran eine Barriere dar, die eine freie Diffusion
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der Oligonukleotide in den Intrazellularraum nicht ermoglicht (119). Als natiirlicher
Aufnahmemechansimus wird die Carrier-vermittelte Endozytose bzw. bei hoheren
ODN-Konzentrationen zusitzlich die Pinozytose angenommen, wofiir ein eindeutiger
Beweis jedoch aussteht (122) (132) (221).

Die ODN-Aufnahme iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose wird in vitro von vielen
Autoren als ineffizient betrachtet, denn nur sehr geringe Mengen erreichen das
Zellinnere und somit ihre Ziel-mRNA (222) (223) (224) (225). Nur wenige Zellinien
wie stimulierte B und T-Lymphozyten bilden eine Ausnahme (226). Einmal in die
Zelle gelangt, treffen die Oligonukleotide auf eine zweite schwierige Barriere, die
Vesikelmembran, von der sie nach Rezeptor-vermittelter Endozytose umschlossen
werden (227) (228). Das weitere Schicksal der ODN wird kontrovers diskutiert.
Einige Studien zeigen in Abhiéngigkeit von der Zellinie, dass ODN in den Vesikeln
entweder gefangen bleiben (229), abgebaut oder wieder aus der Zelle ausgeschleust
werden (230). Zamecnik et al. (135) zeigten dagegen elektronenmikroskopisch, dass
Oligonukleotide in eukaryotischen Zellen (3T6-, CEF-, und HelLa-Zellen) innerhalb
von 5 Minuten die Zellmembran durchqueren, das Zytosol durchwandern und in den
Zellkern eindringen. Beim Durchqueren der Zelle wurde kein ODN-Abbau in
zytoplasmatischen Vesikeln registriert. Beltinger et al. (133) demonstrierten die
Aufnahme von Phosphorothioat-Oligonukleotiden in humanen Leukidmiezellen
innerhalb von 6 h bei 37°C, wobei 68 % der detektierten ODN im Nukleus, 14 % an
der Plasmamembran und 5 % im freien Zytoplasma nachgewiesen wurden.

Da sich das Ausmall der ODN-Aufnahme je nach Zellinie unterscheidet, sollen im
Folgenden Aufnahmestudien der vaskuldren glatten Muskelzelle betrachtet werden.
Auch hier ergaben sich widerspriichliche Resultate.

Farrell (231) und Etore et al. (137) untersuchten die Aufnahme von Phosphorothioat-
Oligonukleotiden in vaskulidren glatten Muskelzellen. Etore et al. (137) zeigten, dass
die Intensitidt der Aufnahme mit einer hohen Affinitdt der ODN zu Membranproteinen
einhergeht.

In beiden Studien konnte nachgewiesen werden, dass PS-ODN tatsédchlich in Vesikeln
das Zellinnere erreichen. Beziiglich ihrer Freisetzung aus den Vesikeln in das Zytosol

sind die Meinungen der Autoren jedoch geteilt.
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Etore et al. (137) fanden, dass bei einer extrazelluliren ODN-Konzentration von 1 pM
5% 1in die Zelle aufgenommen werden, wobei 40-60 % der aufgenommenen
Oligonukleotide intakt im freien Zytosol detektiert wurden. Der Aufnahmeprozef
erreichte nach 1-2 Stunden einen Steady-State. Hochgerechnet auf die Einzelzelle
ergab sich eine intrazelluldre Konzentration, die dem 10 bis 30-fache der dufleren
Konzentration entsprach.

Farrell et al. (231) dagegen beobachteten iiber 24-36 Stunden lang keine ODN-
Freisetzung aus den Vesikeln.

Etore et al. (137) fiihrten in einem weiteren Schritt einen endosomalen Marker mit,
der nach rezeptorvermittelter Endozytose in den Endosomen verblieb und nicht wie
die Oligonukleotide im Zytoplasma gefunden wurde. Daher scheinen Oligonukleotide
durch einen bisher ungekldarten Mechanismus zumindest teilweise die Vesikel
verlassen zu konnen. Lebedeva et al. (139) vermuteten, dass Oligonukleotide durch
spontane Vesikelrupturen ins freie Zytosol gelangen. Um die intravesikale ODN-
Konzentration und damit die Rate der Vesikelspontanrupturen zu steigern, schlugen
die Autoren eine protrahierte Zufuhr entsprechend hoher Oligonukleotid-
konzentrationen vor, die zusitzlich den Pinozytose-Aufnahmemechansimus beteiligen
soll. Diesem Vorschlag entsprechend wurden in der vorliegenden Studie

Langzeitexperimente mit wiederholter Zugabe der Wirkstoffe durchgefiihrt.

In anderen Studien wurden Trigermolekiile fiir den ODN-Transport eingesetzt. Die
bisher gebriuchlichsten und am besten untersuchten Triagermolekiile sind kationische
Lipide. Daneben wurden zahlreiche Alternativen entwickelt wie ODN-Ankopplungen
an Poly-L-Lysin, Viren und Porphyrinen, um nur einige zu nennen (139). Kationische
Lipide, die auch Itoh (99) (199) und Li et al. (197) in ihren Experimenten angewandt
haben, sind amphiphile Molekiile mit hydrophobischen aliphatischen Ketten, die mit
den anionischen Oligonukleotiden einen Komplex bilden, sie vor Degradation
schiitzen und als Penetrationsverstirker dienen. Mit seiner dufleren positiven Ladung
bindet der Komplex iiber elektrostatische Krifte an negativ geladene Gruppen von
Membranproteinen und wird {iiber rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen
(139). AnschlieBend werden die Oligonukleotide nach einem Modell von Zelphati und
Szoka (Abb. 4.1) durch Lipidumstrukturierungen ins freie Zytosol entlassen (232).
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Untersuchungen, in denen kationische Triagermolekiile eingesetzt wurden, beschrieben
eine hohere Wirksamkeit und lingere Wirkdauer von Oligodesoxynukleotiden, da sie
einen zusitzlichen Schutz vor Nukleasen bieten (158) (162) (233). Insbesondere bei
Verwendung von Phosphorothioaten werden abschirmende Trigermolekiile
empfohlen, um unspezifische Effekte durch Proteininteraktionen an der Zellmembran
zu unterbinden (122). Dem entgegen steht jedoch eine vergleichende Studie von
Pickering et al. (202), die in vaskuldren glatten Muskelzellen die Aufnahme von
chimiren ODN mit und ohne Trigermolekiile untersucht haben. Hier wurde gezeigt,
dass Liposome zwar die ODN-Aufnahme erhohen, diese aber weiterhin in Vesikeln
gefangen bleiben. Nackte ODN dagegen wurden frei im Zytosol und Nukleus
detektiert und zeigten einen Antisense-Effekt. Demnach erhohen kationische
Liposome zwar die Aufnahme, wegen mangelnder Bioverfiigbarkeit aber nicht die
ODN-Wirksamkeit. Farrell et al. (231) fanden zudem zytotoxische Effekte der ODN

in Verbindung mit verschiedenen Trigermolekiilen auf glatte, vaskulire Muskelzellen.

Beziiglich des Einsatzes von Trigermolekiilen in Antisense-Experimenten der glatten
Muskelzelle besteht somit kein Konsens, zumal die Kenntnisse iiber die ODN-
Aufnahme in die Zelle ohne als auch mit Tridgermolekiilen weiterhin nicht
ausreichend sind. Mit der stetigen Entwicklung verschiedener neuer Triagermolekiile
zeichnet sich allgemein jedoch eindeutig ein Trend zur trigergestiitzten ODN-
Aufnahme ab.

Li (197) und Itoh et al. (99) (199) verwendeten ein Trigerliposom und erzielten beide
eine Reduktion des bFGF-Proteins oder seiner mRNA, ohne dass das Kontroll-ODN
signifikante Effekte aufwies. Toxische Effekte der Liposome wurden nicht berichtet.
Schmidt et al. (198) gelang auch ohne Einsatz von Trigermolekiilen eine 50 %-ige
Senkung der bFGF-Synthese, obwohl deutlich niedrigere ODN-Konzentrationen

verwendet wurden.

In der vorgelegten Studie, die ohne Tragermolekiile durchgefiihrt wurde, stehen
jedoch unspezifische Hemmeffekte im Vordergrund, eine spezifische Antisense-
Wirkung wurde nicht beobachtet. Ob die Oligonukleotide durch unspezifische

Interaktion mit Membranproteinen Hemmimpulse vermitteln und oder die
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intrazelluldire ODN-Konzentration fiir einen sichtbaren Antisense-Effekt nicht
ausreicht, ldsst sich nicht entscheiden. Auch die Moglichkeit, dass unspezifische, die
bFGF-Produktion anregende Impulse iiber die Zellmembran eine Antisense-induzierte
Produktionssuppression verschleiern, kann nicht ausgeschlossen werden. Koibuchi Y
(107), Itoh H (99), Belgore F (98) und Skaletz-Rorowski A et al. (84) haben gezeigt,
dass die bFGF-Produktion sekundidr durch Stimulationsprozesse iiber die

Zellmembran angeregt werden kann.

4.3.2.2.  Unzureichende Oligodesoxynukleotidkonzentration

Eine hohe Bindungsaffinitit von Oligonukleotiden an die Ziel-mRNA ist eine der
wichtigsten Voraussetzungen fiir das Gelingen der Experimente nach dem Antisense-
Prinzip. Sie ist definiert durch die Schmelztemperatur Tm, bei der 50 % des DNA-
RNA-Doppelstranges in FEinzelstringe dissoziiert vorliegen. Als Faustregel zur
Bestimmung der Tm unmodifizierter Oligonuleotide gilt die Formel: Tm = n (2°C) +
m (4°C), wobei ,,n“ die Anzahl der AT-Basenpaare und ,,m* die Anzahl der CG-
Basenpaare symbolisiert (119). Danach weisen GC-reiche ODN eine vergleichsweise
hohere Bindungsaffinitdt zu ihrer Ziel-mRNA auf. Thre hohere Wirksamkeit wurden
von Matveeva et al. (234) durch statistische Auswertung von Antisense-Sequenzen
und ihrer Wirksamkeit belegt.

ODN-Modifikationen haben eine Anderung der Bindungsaffinitit zur Folge. Die
Phosphorothioat-Modifikation fiihrt zu einer Senkung der Schmelztemperatur um
0,5°C pro Nukleotid im Vergleich zum Phosphodiester (208). Daraus folgt, dass
Phosphodiester deutlich effektiver sind als Phosphorothioate, die nach Gunn et al.
(203) eine doppelt bis 20-fach hohere Dosis fiir die gleiche biologische Wirkung
bendtigen. Phosphorothioate weisen jedoch schon ab einer Konzentration von 2uM
signifikante, unspezifische Effekte auf, wihrend Stein CA (122) nach Auswertung
zahlreicher Antisense-Experimente in der Regel Konzentrationen nackter ODN von

mindestens 5-10 uM fiir einen Antisense-Effekt erforderlich hilt.
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In dieser Studie wurde versucht, die oben beschriebene Problematik durch
Verwendung von Teilphosphorothioaten zu 16sen, die einerseits eine moglichst hohe
Bindungsaffinitit zur Ziel-RNA und Nukleasestabilidt gewihrleisten, andererseits
wenig unspezifische Effekte vermitteln. Da die Teilphosphorothioate eine kiirzere
Wirkdauer aufweisen als Vollphosphorothioate (162), wurde die ODN-Zugabe in
dieser Studie alle 24 h wiederholt. Ein spezifischer Antisense-Effekt im Sinne einer
Reduktion des bFGF-Gehaltes konnte jedoch nicht erzielt werden. Ursache konnte
eine zu niedrig gewihlte ODN-Konzentration sein. Durch viermalige ODN-Zugabe
wurden maximal 2-4 uM in den Kulturen erreicht, ohne Beriicksichtigung des

zwischenzeitlichen ODN-Abbaus.

Li (197) und Itoh et al. (99) (199) verwendeten durch einmalige Zugabe von 4 und
SuM hohere ODN-Konzentrationen bei zusitzlichem Einsatz von Tridgermolekiilen,
die nach Galderisi et al. (162) die Effektivitit und die Wirkungsdauer der
Oligonukleotide weiter erhdhen.

Schmidt et al. (198) hingegen erzielten mit dem identischen AS-Molekiil wie in der
vorgelegten Studie bereits einen spezifischen Antisense-Effekt in 0,5 uM-
Konzentration ohne Einsatz wirkungsverstirkender Trigermolekiile.

Die in dieser Studie gewidhlten Konzentrationen beruhen auf einer Dosis-
Wirkungskurve, die nicht den bFGF-Gehalt als Parameter, sondern die
Proliferationsinhibition durch die Oligonukleotide betrachtet (vgl. Abb. 3.6).

Die Proliferationsinhibition ist jedoch ein Parameter, in den sowohl unspezifische als
auch spezifische ODN-Effekte eingehen konnen. In dieser Studie stehen unspezifische
Effekte im Vordergrund, so dass der Parameter in diesem Fall zur Bestimmung der

erforderlichen ODN-Dosis ungeeinget ist.
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4.3.2.3.  Spezies-spezifische Unterschiede der bFGF-Sequenz als Ursache einer
unzureichenden Bindungsaffinitit zwischen dem AS-ODN und seiner Ziel-
mRNA

Bei dem Wachstumstfaktor bFGF handelt es sich um ein hochkonserviertes Protein mit
hohem Selektionsdruck in der Evolution und starker Homolgie unter den Vertebraten.
So unterscheiden sich bovines und humanes bFGF lediglich in 2 Aminoséuren,
entsprechend einer Homologie von 99% (28). Im Vergleich zu der Aminoséure-
Sequenz treten Unterschiede in der Basensequenz jedoch deutlich hiufiger auf (28)
(235). In der vorgelegten Studie wurde ein Antisense-Molekiil gegen die humane
bFGF-mRNA in einer bovinen Zellkultur eingesetzt. Ein Basensequenzvergleich der
Translationsinitiationsregionen der humanen und bovinen bFGF-mRNA (Abb. 4.2)

ergibt 2 Basendifferenzen, drei Basen vor und drei nach dem AUG-Startkodon.

Humane bFGF-mRNA-Sequenz: 5°-G-G-G- A-C-C- A-U-G- G-C-A- G-C-C -3’
Bovine bFGF-mRNA-Sequenz: 5’-G-G-G -G-C-C- A-U-G- G-C-C- G-C-C- 3’

Abb. 4.2: Basensequenzvergleich der Translationsinitiationsregionen der humanen

und bovinen bFGF-mRNA

Demnach ist das verwendete Antisense-ODN an 2 von 15 Positionen nicht
komplementir. Nach Freier et al. (236) kann die Differenz an Gibbs freier Energie
durch ein Mismatch 0,3 bis 4,0 kcal/mol betragen, und die Bindungsaffinitit des
ODNs zur Ziel-mRNA bis zu 500-fach reduziert sein. Das AusmalBl der
Destabilisierung ist dabei abhédngig von der ODN-Liénge, der Position des Mismatches
im Molekiill und von den umgebenden Basen. CG-Basenpaarungen erhohen die
Stabilitit des RNA-Oligonukleotid-Hybrids stirker als AT-Verbindungen. Das
Vorkommen von zwei Mismatches reduziert die Stabilitdit des Hybrides

tiberproportional stidrker (236). Demnach ist zu hinterfragen, ob das verwendete AS-
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ODN eine ausreichend starke Bindung zu einer Ziel-mRNA aufnimmt, um eine
spezifische bFGF-Produktions-Inhibition zu bewirken. Bennet et al. (237) zeigten,
dass die Einfiigung von zwei Basen Mismatches in ein 15mer AS-ODN gegen c-myc
zu einem vollstindigen Wirkungsverlust fiihrte. Schmidt et al. (198) hingegen
demonstrierten, dass das in der vorgelegten Studie verwendete AS-ODN gegen
humane bFGF-mRNA die bFGF-Produktion sowohl in humanen als auch in bovinen
SMCs um 50 % zu reduzieren vermochte. Da keine speziesbedingten Unterschiede der
AS-ODN- Wirksamkeit festgestellt werden konnten (198), mufl angenommen werden,
dass die Destabilisierung des Hybrids durch das zwei Basen-Mismatch durch jeweils
fiinf CG-Basenpaarungen in unmittelbarer Umgebung vollstindig kompensiert werden

konnte.

4.3.2.4.  Phdnotypvariationen  speziesabhingige  Heterogenitit der  glatten
Muskelzelle

Villa et al. (200) wiesen bereits deutliche ODN-Wirkungsunterschiede in glatten
Muskelzellen unterschiedlicher Spezies nach. Wihrend einl8mer-AS-ODN gegen c-
myc und ein 18-mer-c-myc-Scramble  in  Ratten-Aorten  keinerlei
Proliferationshemmung zeigten, wirkte in Hunde-Aorten nur das Scramble
inhibitiorisch. In humanen Aorten fiihrten beide Molekiile dagegen zu einer 50%-igen
Proliferationshemmung. Li (197) als auch Itoh et al. (99) (199) verwendeten in ihren
Studien Ratten-SMCs bzw. Endothelzellen, wiahrend die Muskelzellen in der Studie

von Schmidt et al. (198) als auch in der vorgelegten Studie boviner Herkunft sind.

Die glatte vaskuldre Muskelzelle verfiigt im Gegensatz zu sich terminal
differnzierenden Zelltypen (wie z.B. Skelett- oder Herzmuskelzellen ) iiber die
Eigenschaft ihre Protein- und Organellenausstattung nach &duBeren Bediirfnissen
auszurichten. Als Extremvarianten werden 2 Phinotypen mit unterschiedlichen
Funktionen beschrieben. Glatte Muskelzellen vom kontraktilen Phénotyp sind
spindelformig und exprimieren grole Mengen an kontraktilen Proteinen. Sie

proliferieren und migrieren extrem langsam und produzieren kaum extrazellulire
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Matrix. Sie sind vorwiegend in reifen und gesunden GefédBabschnitten zu finden. Thre
Hauptaufgabe ist die Kontraktion zur Aufrechterhaltung des GefidBBtonus (238). Der
synthetische Phinotyp dagegen ist epitheloidformig, besitzt kaum Myofilamente und
verfiigt stattdessen iiber einen groB3en Proteinbiosynthese-und Sekretionsapparat. Er
reagiert sensibel auf Wachstumsfaktoren und chemotaktische Substanzen. Seine
Hauptaufgaben sind die Proliferation, Migration und Produktion extrazelluldrer
Matrix (63). Diese Eigenschaften werden in Wachstums- und Entwicklungs- als auch
in vaskulidren Reparaturprozessen benéotigt (92) (239). Der Ubergang zwischen den
Phinotypen ist flieBend und abhédngig von einer Vielzahl duferer Stimuli wie z.B.
mechanische Traumata, Toxine, Zytokine und Losung von Zellkontakten.

Farell et al. (231) wiesen in vivo unterschiedliche ODN-Aufnahmeraten glatter
vaskuldrer Muskelzellen nach. Wihrend Muskelzellen in gesunden Arterien kaum
Oligonukleotide internalisierten, nahmen Zellen nach GefidBtrauma verstarkt
Oligonukleotide auf. Diese Beobachtung legt nahe, dass die ODN-Aufnahme
phédnotypabhingig sein konnte. Entsprechend seiner erhohten Proliferationsaktivitit
verfiigt der synthetische Phénotyp iiber einen gesteigerten Nukleinsidurestoffwechsel,
der einen vermehrten Umsatz von Nukleinsduren erfordert.

Frisch ausgesite, kultivierte vaskulidre glatte Muskelzellen, die aus einem
geschlossenen Zellverband herausgeldst werden, liegen im kontraktilen Phénotyp vor.
Werden sie unter Zugabe von serumreichen Medium in einem subkonfluenten
Stadium gehalten, nehmen sie den synthetischen Phinotyp an und proliferieren bis zur
Konfluenz (240) (241). Diese voriibergehnde Phénotypdanderung ist vollstindig
reversibel (240). In der konfluenten Zellschicht ist der kontraktile Phinotyp der
glatten Muskelzelle wieder vorherrschend und relativ stabil, dennoch kann auch hier
eine Umtransformierung unter Zytokinstimulation oder auch durch Stressfaktoren wie
suboptimale Kulturbedingungen erfolgen (240) (242).

Unter Verwendung des identischen Antisense- und Sense-Molekiils wie in der
vorgelegten Studie wiesen Schmidt et al. (198) eine antisense-spezifische Reduktion
des bFGF-Gehaltes in bovinen koronaren Muskelzellen nach. Eine Suppression der
bFGF-Synthese gelang jedoch in dieser Studie nicht. Die Diskrepanz konnte auch hier
auf der Pridsenz unterschiedlicher Phinotypen mit entsprechender Bereitschaft zur

Oligonukleotidaufnahme beruhen. Graham et al. (243) wiesen eine Inhibition von
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Phinotypverdanderungen glatter Muskelzellen unter Phosphorothioat-ODN nach. In
der vorgelegten Studie erfolgte die Oligonukleotidzugabe unmittelbar bei der Aussaat,
so dass moglicherweise die Transformation der glatten Muskelzelle vom kontraktilen
in den sythetischen Phinotyp unterbleibt. Schmidt et al. (198) dagegen setzten die
Oligonukleotide erst 6 Stunden nach Aussaat zu, in denen die Phinotypverdnderungen
zunéchst ungehindert ablaufen konnten. Auch bei Li (197) und Itoh et al. (77) (199)
erfolgte die Oligonukleotidzugabe Stunden bis Tage nach der Zellaussaat.

Da in beiden Studien jedoch keine Charakterisierung des vorherrschenden Phénotyps

der glatten Muskelzellen erfolgt war, muss auch diese Annahme offen bleiben.

4.3.2.5.  Inkonsistenz der Oligonukleotide

Neben den bereits diskutierten chemischen und biologischen Einflussfaktoren

existieren auch technische Einfliisse der ODN-Herstellung, die zu einer Inkonsistenz

sequenzidentischer und chemisch modifizierter Oligonukleotide unterschiedlicher

Firmen fiithren (200).
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4.4. Hypothese zum Inhibitionsmechansimus der Oligo-

desoxynukleotide dieser Studie

4.4.1. Ergebnisskonstellation und daraus resultierende weitere

Fragestellungen

la) Unter AS-ODN-EinfluB kommt es zu einer Hemmung der Mitose glatter
vaskuldrer Muskelzellen unter nahezu unbeeintriachtigter Protein- und bFGF-
Biosynthese. Der bFGF- und Protein-Gehalt/Zellkultur unter AS-ODN entspricht im
Wesentlichen dem unbehandelter Kontrollkulturen. Da die Zellen jedoch einer
Mitoseinhibition unterliegen, resultiert, bezogen auf die Einzelzelle, ein bis zu doppelt

so hoher Protein-und bFGF-Gehalt.

1b) Auch das Kontrolloligonukleotid Sense verursacht eine Inhibition der Mitose,
wobei der HemmeinfluB, quantifiziert anhand der [3H]Thymidininkorporation, bis zu

87 % der AS-Wirkung ausmacht

lc) Die Hemmwirkung der Oligonukleotide ist weniger sequenz- als
konzentrationsabhingig, was nahelegt, dass die Hemmwirkung der Antisense-ODN

groftenteils unspezifisch sein muss.

2) In der vorgelegten Studie konnte jedoch nicht gekldrt werden, welcher
Proliferationsinhibitionsmechanismus der verwendeten Oligonukleotide zugrunde

liegt.

3) Auffillig ist des Weiteren, dass die Zellen unter AS-Wirkung bei deutlich
reduzierter Proliferationsrate ihren Proteingehalt bis maximal auf das Doppelte
steigern und somit definitionsgemif in einen hypertophen Status iibergehen.

Auch hier stellt sich die Frage sowohl nach dem verantwortlichen Mechanismus, als

auch nach der biologischen Bedeutung dieser Reaktionsweise.
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Mogliche Ursachen fiir das Ergebnis dieser Antisense Studie wurden bereits oben
diskutiert und ergeben sich konkret aus dem Vergleich mit den Studien von Itoh (77)
(199), Li (197) und Schmidt et al. (198), in denen die gleiche AS-Sequenz zu einer
Suppression der bFGF-Synthese gefiihrt hat. Eine zentrale Bedeutung spielt dabei die
Oligonukleotidaufnahme in die Muskelzelle.

Ein wesentlicher Unterschied der vorgelegten Studie zu den Experimenten von Itoh
(77) (199) und Li et al.(197) ist der fehlende Einsatz von Triagermolekiilen.

Es ist fraglich, ob die in dieser Studie verwendeten Oligonukleotide iiberhaupt in
ausreichender Zahl von den glatten Muskelzellen aufgenommen wurden. In der
Literatur werden den Teilphosphorothioat-Oligonukleotiden aufgrund des im
Vergleich zu Vollphosphorothioaten reduzierten Anioncharakters nur geringe
unspezifische Wirkungen bescheinigt.

Dennoch besitzen sie einen stirkeren Anionencharakter als unmodifizierte
Oligonukleotide und konnten ohne Liposomenumbhiillung durch elektrostatische
Proteininteraktionen in der Glykokalix darin gehindert werden, zu ihrem eigentlichen
Wirkort zu gelangen.

Eine herabgesetzte, Phénotyp-abhingige ODN-Aufnahmebereitschaft der glatten

Muskelzelle konnte ein zusitzliches Hindernis darstellen.

4.4.2. Phosphorothioat-Oligonukleotide als heparinidhnliche Wachstums-

faktorinhibitoren

4.4.2.1.  Proliferationsinhibition

Unter der Annahme, dass Oligonukleotide durch unspezifische, extrazellulire
Proteininteraktionen zuriickgehalten werden, ergeben sich nach den Arbeiten von
Guvakova (147), Fennewald (206) und Rockwell et al. (148) alternative
Funktionsmechsnismen dieser Molekiile. Die Autoren haben nachgewiesen, dass
polyanionische ODN die Interaktion von Heparin-bindenen Wachstumsfaktoren,
insbesondere von bFGF, mit ihren Rezeptoren storen und somit die Signaltransduktion

unterbrechen konnen.
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Es wire weiterhin nicht auszuschlieBen, dass die Proliferationshemmung in dieser
Studie tiber einen derartigen Mechanismus erfolgt. Die durch die wiederholte ODN-
Zugabe anhaltend gestorte Interaktion beispielweise von bFGF mit seinem Rezeptor
und/oder Corezeptor konnte auch erklédren, dass trotz eines erhohten bFGF-Gehaltes
pro Einzelzelle das Proliferationssignal nicht umgesetzt wird. Demnach konnen
polyanionische ODN nach Fennewald et al. (206) Heparin oder Heparin-dhnlichen
Wachstumsfaktorinhibitoren funktionell entsprechen.

Zellassoziiertes Heparin und Heparansulfat fordern die Bindung von bFGF an seinen
Rezeptor unter Bildung des trimolekularen Komplexes und wirken somit
proliferationsfordernd. Unter Zugabe von exogenem Heparin in Konzentrationen von
50-100pg/ml Medium, werden glatte Muskelzellen in ihrem Wachstum stark inhibiert.
Exogenes Heparin in dieser Konzentration Dosen konkurriert mit HSPG um die
Bindung des bFGFs, fiihrt aber nicht zu einer bFGF-Rezeptorinteraktion- und
Rezeptoraktivierung (244). Im Vergleich zum HSPG hat exogenes Heparin den
Vorteil einer stirkeren negativen Ladung und wird somit zum potenten
Proliferationsinhibitor. Die Storung der bFGF-Rezeptor-Interaktion durch
polyanionische, Heparin-imitierende Molekiile wurde bereits in zahlreichen Studien
genutzt, um eine Proliferationsinhibition glatter Muskelzellen herbeizufiihren (245)

(246) (247) (248) (249).

4.4.2.2.  Reversibilitdit der Proliferationsinhibition

bFGF beinhaltet neben seiner Funktion als Mitogen zusitzlich ein Uberlebenssignal
(216). Hiroyuki et al. (217) zeigten, dass die Produktion eines unvollstindigen bFGF-
Rezeptors durch Einschleusen eines verdnderten Rezeptorgenes zur Zelldegeneration
und Apoptose fiithrt. Demnach ist der bFGF-Rezeptor an der Vermittlung dieses
Uberlebenssignals beteiligt.

Apoptosevorginge unter ODN-Einflu konnten in dieser Studie nicht nachgewiesen
werden, da es womoglich nicht zu einem absoluten Entzug des bFGF-Signals kommit.

Oligonukleotide konnen den Wachstumsfaktor von seinem Rezeptor und Corezeptor

127



verdringen. Diese werden dabei jedoch nicht irreversibel blockiert, da es sich um eine
kompetitive Hemmung der Rezeptorinteraktion handelt (s. 4.3.1.1.).

Die Reversibilitit der ODN-Wirkung wurde in dieser Studie belegt und ist mit der
Annahme eines kompetitiven Rezeptorantagonismus zwischen bFGF und den

Oligodesoxynukleotiden vereinbar.

4.4.2.3. Sequenzabhdngigkeit der Wachstumsfaktorinhibtion durch Oligonukleotide

In der vorgelegten Studie wurde eine signifikant stidrkere Proliferationshemmung der
glatten Muskelzellen unter AS-ODN als unter S-ODN beobachtet.

Unter der Annahme, dass Oligonukleotide in der vorgelegten Studie als
polyanionische Inhibitoren die Interaktion Heparin-bindender Wachtumsfaktoren mit
thren Rezeptoren storen, mu3 daher zusitzlich vermutet werden, dass die ODN-
Sequenz in der Beeintrichtigung der Faktor-Rezeptor-Interaktion eine Rolle spielt.
Die Literatur bietet diesbeziiglich widerspriichliche Daten. Wihrend Rockwell et al.
(148) eine Sequenzabhingigkeit verneinen, sahen Fennewald et al. (206) in
Abhidngigkeit von der ODN-Sequenz eine unterschiedliche Potenz, die
Wachstumsfaktor-Rezeptor-Interaktion zu storen. Guvakova et al. (147) bestitigten
ebenfalls eine Bedeutung der ODN-Sequenz, stuften diese aber im Vergleich zur

ODN-Linge als vergleichsweise gering ein.

4.4.2.4. Hypertrophie unter Heparin und Heparin-dhnlichen Wachstums-

faktorinhibitoren

In der vorgelegten Studie wurde beobachtet, dass die glatte Muskelzelle unter der
ODN-Wirkung konzentrationsabhingig in einen hypertrophen Status iibergeht. Auch
unter Heparin und Heparin-dhnlichen Wachstumsfaktorinhibitoren wurde bereits eine
hypertrophe Wachstumsform der glatten Muskelzelle beschrieben (84) (250).

Die Hypertrophie existiert in der heutigen Literatur als eine neben der Hyperplasie

mogliche Wachstumsform der glatten, vaskuldren Muskelzelle. Verldfit eine Zelle
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thren Ruhezustand, um in einen Wachstumsstatus iiberzugehen, so entscheidet der
duBere Stimulus, ob sich eine Hyperplasie mit Zellzahlvermehrung oder eine
Hypertrophie mit Zellvolumenvergrolerung  einstellt. Das  entsprechende
Proliferationssignal wird hiufig durch das Zusammenspiel sekundidr exprimierter
Wachstumsfaktoren mit Mitose-stimulierender als auch -inhibierender Potenz
vermittelt (s. Tab. 1.1). Vorraussetzung fiir beide Wachstumsformen ist jedoch
zunichst die Steigerung der Proteinsynthese.

Ein weitere Aspekt ergibt sich aus der Arbeit von Hafizi et al. (60), die durch Analyse
der Signaltransduktionskaskaden aufzeigten, dass hypertrophische G-Protein-
vermittelte Wachstumsstimuli und mitogene Tyrosinkinase-vermittelte Stimuli unter
anderem in einer gemeinsamen zytoplasmatischen Endstrecke -einer MAPK-Kaskade-
miinden. Am Ende dieser Kaskade steht ein durch Phosophorylierung aktivierbares
Protein, das ,.extracellular signal-regulated kinase‘“-Protein (ERK-Protein). Dieses
Protein tritt im aktivierten Zustand in den Nukleus ein, 16st dort die Transkription des
Protoonkogenes c-fos aus und gibt somit das Mitosesignal weiter. Vorraussetzung fiir
die ERK-Aktivierung und seine Wanderung in den Nukleus ist nach Mii et al. (251)
jedoch eine iiber mindestens 2 Stunden anhaltende Phosphorylierung dieses Proteins.
Wachstumsfaktoren unterscheiden sich in ihrer Potenz, diese Phosphorylierung
auszulosen. So wurde PDGF beispielsweise durch eine iiber 24h anhaltende
Phosphorylierung des ERK-Proteins als starkes Mitogen identifiziert, wihrend
Angiotensin II mit einer Phosphorylierungszeit von unter 30 min einen schwachen
Stimulus bietet (251). Wird das Mitosesignal wie bei Angiotensin II nicht
weitergegeben, miindet das Wachtumssignal unter vorangetriebener Proteinsynthese
in eine hypertrophische Antwort.

Bezogen auf die Hypothese, dass polyanionische Oligonukleotide ihre Wirkung iiber
einen kompetitiven Rezeptorantagonismus zu bFGF ausiiben, ist es moglich, dass das
an sich als stark einzustufende bFGF-Proliferationssignal durch intermittierende
Verdringung des Faktors von seinem Rezeptor abgeschwicht wird und eine Mitose-
auslosende Phosphorylierung des ERK-Proteins nicht leisten kann, wihrend die

Stimulation der Proteinbiosynthese noch ausreichend ist.
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4.4.2.5. Zunahme des bFGF -und Protein-Gehaltes pro Zelle unter

Proliferationsinhibition

In der vorgelegten Arbeit wurde eine Zunahme des bFGF-Gehaltes als auch des
Proteingehaltes pro Zelle unter Oligonukleotideinflufl beobachtet.

Skaletz-Rorowski et al. (84) beschreiben in einem 96 Stunden-Versuch die Heparin -
Wirkung auf proliferierende, bovine glatte Muskelzellen unter Beriicksichtigung der
Zellzahl, des Protein- und bFGF-Gehaltes, der bFGF-Verteilung im Intra-und
Extrazelluldrraum sowie des bFGF-Rezeptor und des HSPG-Gehaltes. Aufgrund
nahezu identischer Versuchsbedingungen, die zufillig bedingt sind, konnen die
Ergebnisse unter Heparin und unter Oligonukleotiden direkt miteinander verglichen
werden.

Der Vergleich der Proliferationsparameter nach 96 Stunden zeigt, dass die in der
vorgelegten  Studie verwendeten Oligonukleotide und Heparin in ihrer
proliferationsinhibierenden Konzentration tendenziell die gleichen Verdnderungen
hervorrufen.

Die deutlichen Unterschiede der bFGE-Werte/10° Zellen konnen auf unterschiedliche
Stadien im Kulturwachstum zuriickgefiihrt werden, zumal Skaletz-Rorowski et al.
(84) nur mit 50 % der in dieser Studie verwendeten Ausgangszellzahl arbeiteten.

Der tabellarisch  angefiihrte  Vergleich zeigt deutliche Parallelen der
Proliferationsmodulation unter Heparin- und Oligonukleotiseinflu und stiitzt die
Vermutung eines dhnlichen Wirkmechanismusses.

Wihrend Skaletz-Rorowski et al. (84) unter der inhibitorischen Wirkung des Heparins
eine Zunahme des bFGF-und Proteingehaltes pro Zelle fanden, beobachteten auch
Schriever et al. (252) unter der Proliferationshemmung glatter Muskelzellen durch
IGF-I-und II derartige Verdnderungen, vereinbar mit einer hypertrophen
Wachstumsform der glatten Muskelzelle. Da beiden Studien ein unterschiedlicher
Mechansimus der Proliferationsinhibition zugrunde liegt, konnte die synchron
beobachtete Protein- und bFGF-Zunahme aber auch eine unspezifische Reaktion der
glatten Muskelzelle auf inhibitorische Einfliisse, ggf. ein Kompensationsmechanismus

darstellen.
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Skaletz-Rorowski et al. Aktuelle Studie
Probentyp Kontrolle Heparin 50ug/ml Kontrolle AS-ODN 1.0uM
Zellzahl zu 25.000/ 35er dish 25.000/ 35er dish 50.000/ 35er dish 50.000/ 35er dish
Versuchsbeginn
Zellzahl in Prozent der | 100% 35% 100% 50%
Kontrolle nach 96 h
Protein/10° Zellen 25ug 38ug 25ng 43ug
Protein/10° Zellen in 100% 150% 100% 170%
Prozent der Kontrolle
bEGF/10° Zellen 90pg 240pg 228pg 517pg
bEGF/10° Zellen in 100% 260% 100% 227%
Prozent der Kontrolle
bFGF-Kompartimente Shift in den Shift in den
nach 96h im Vergleich Pericelluldrraum Perizelluldarraum
zur Kontrolle
Initialer proliferations- | vorhanden vorhanden vorhanden vorhanden

bedingter Abfall des
bFGF-Gesamtgehaltes

Tab. 4.1: Wirkungsvergleich von Heparin und den Oligonukleotiden dieser Studie auf

Zellzahl, Zellprotein, bFGF-Gehalt, bFGF-Kompartimentierung glatter vaskulidrer

Muskelzellkulturen.
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4.5. AbschlieBende Beurteilung

Zusammenfassend liegt dieser Studie ein in weiten Teilen unspezifischer
Oligonukleotidmechanismus zugrunde, der zwar die intendierte durch bFGF
ausgeloste Proliferation wirkungsvoll inhibiert, jedoch das eigentliches Ziel, die
bFGF-Syntheserate selbst zu senken, verfehlt und einen hypertrophischen Status der
glatten Muskelzelle herbeifiihrt. Zahlreiche unspezifische Wirkungsformen
insbesondere der Phosphorothioat-ODN wurden bereits in der Literatur beschrieben.
Die nachgewiesene Interaktion zwischen polyanionischen Oligonukleotiden und
Heparin-bindenen Wachstumsfaktoren macht die Wirkungsinterpretation von
Oligonukleotiden, die die Synthese eben dieser Faktoren inhibieren sollen,
problematisch.

Im Hinblick auf die zahlreichen, unspezifischen ODN-Wirkungsmechanismen lésst
sich die Konstellation der Proliferationsparameter in dieser Studie am ehesten mit der
Annahme einer ODN-bFGF-Rezeptorinteraktion erklédren.

Zum Beweis dieser Hypothese wiren jedoch ausfiihrliche Aufnahmestudien dieser
Oligonukleotide notwendig gewesen. Ferner hitte tiberpriift werden miissen, ob freies,
vom Rezeptor verdringtes bFGF wie unter der Heparinwirkung im Medium
nachweisbar ist. Die ODN-Wirkung miiite unter Zugabe von exogenem bFGF
antagonisierbar sein.

Vergleichende Experimente mit und ohne Trigermolekiil-Einsatz konnen die Aussage
der Aufnahmestudie festigen. Auch Oligonukleotide mit gleicher Sequenz aber
unterschiedlicher Modifikation und Ladung sollten in Vergleichsexperimenten

untersucht werden.

Abschlieend bleibt noch zu diskutieren, ob der Mechanismus der bFGF-Verdriangung
vom seinem Rezeptor durch polyanionische Oligonukleotide nicht selbst ein
konkurrenzfihiges Konzept zur Restenoseprophylaxe nach PTCA darstellt.

Dafiir spricht zunichst, dass die Mitoseaktivitit der glatten Muskelzelle deutlich
inhibiert wird. Parallel baut sich jedoch unter ODN-Einfluf ein erhebliches
Proliferationspotential auf, indem die glatten Muskelzellen Protein und bFGF

anhédufen. Dies birgt das Risiko in sich, dass jeder weitere Mitosestimulus zu einer
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heftigen Reboundreaktion mit iiberschieBender Proliferationaktivitit fithren kann.
Demnach ist die alleinige Ausnutzung dieses unspezifischen Oligonukleotid-
mechanismus in der Restenoseprophylaxe weiterhin problematisch und nicht
zukunftstrachtig. In vielen anderen Bereichen der Medizin wie der Onkologie und der
Virologie (s. 1.7.) hat sich der Antisense-Einsatz jedoch bereits einen festen Platz

gesichert.
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S. Zusammenfassung

Der basische Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF) -ein potenter Stimulator
vaskuldrer Muskelzellen- spielt in der Pathogenese der Arteriosklerose und der
Entwicklung einer post-Angioplastie Stenose eine wichtige Rolle. In der vorliegenden
experimentellen Studie wurde gepriift, ob Antisense-Oligonukleotide, die gegen die
mRNA des basischen Fibroblasten Wachstumsfaktors gerichtet sind, die Fihigkeit
aufweisen, die bFGF-Synthese zu supprimieren und die Proliferation kultivierter
boviner, glatter Muskelzellen zu inhibieren. Fiir die Versuche wurde ein 15-mer
Antisense-Oligonukleotid (AS-ODN) verwendet, das gegen die Translations-
initiationsregion der bFGF-mRNA gerichtet war. Als Kontrolloligonukleotid wurde
eine dem AS-ODN komplementidre Sequenz -ein Sense-Oligonukleotid (S-ODN)-
verwendet. Die Oligonukleotide waren durch partielle Modifikation in die
Phosphorothioat-Form gegen den Abbau durch zelleigene Nukleasen geschiitzt. AS-
ODN und S-ODN wurden kultivierten glatten Muskelzellen in einer Konzentration
von 0,5 uM und 1,0 uM dreimal im 24-Stunden Intervall zugesetzt. Nach 96 Stunden
in Kultur (Versuchsende) wurde das Proliferationsverhalten durch Bestimmung der
Zellzahl und der DNA-Synthese ermittelt und die Konzentration des zelluldren und
perizelluldren bFGF-Gehaltes und des zelluldren Gesamtproteins bestimmt. Unter dem
EinfluB von AS-ODN ergab sich im Vergleich zu unbehandelten Kulturen (100 %)
eine konzentrationsabhéngige, bis auf 6 % reduzierte DNA-Synthese sowie eine bis
auf 50 % herabgesetzte Zellzahl. Gleiche, wenn auch geringer ausgeprigte Effekte,
wurden unter dem Einfluss von S-ODN beobachtet, das die DNA-Synthese bis auf
17 % und die Zellzahl bis auf 64 % inhibierte. Die Proliferationshemmung war in
allen Fillen mit einer bis zu 200 % betragenden Zunahme des Gesamtproteingehaltes
und des Gehaltes an bFGF der Einzelzelle assoziiert. Lichtmikroskopisch zeigten sich
unter AS-ODN-/ S-ODN-Einfluss intakte glatte Muskelzellen mit den deutlichen
Merkmalen eines hypertrophen Wachstumstatus. Die Proliferationsinhibition durch
die Oligonukleotide war bei anschlieBender Kultivierung in ODN freiem Medium
reversibel, Apoptosereaktionen wurden nicht beobachtet.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass bFGF-mRNA sequenzdeterminierte

Antisense-/ Sense-Oligonukleotide eine betrachtliche Sensitivitit, aber geringe
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Spezifitit beziiglich ihrer zellbiologischen Wirkung aufweisen. Die Ursachen fiir diese
auch in anderen Untersuchungen festgestellten Eigenschaften sowie das Ausbleiben
der theoretisch vorausgesagten Hemmung der Synthese von bFGF konnen -wie
anhand der Fachliteratur ausfiihrlich dargelegt- vielfdltiger Natur sein und sind in

weiteren Studien zu kléren.
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6. Verzeichnisse

6.1. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung
Abb.
AIDS
AK
APS

AS

ATP
BCIP
bFGF
BSA
chim. PS
CMV
DMEM
DNA
ECM
EGF
EGFR
ELISA
ER
ERK
FCS
FGF
FGFR
GDP
G-Phase
GTP
HBGF

Bedeutung

Abbildung

Aquired Immuneo Deficiency Syndrome
Antikorper

Ammoniumperoxidsulfat

Antisense

Adenosin Triphosphat
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat p-Toluidinsalz
Basic Fibroblast Growth Factor
Bovine Serumalbumine

Chimére Phosphorothioate
Cytomegalie Virus

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsdure

Extracellular Matrix

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay
Extraplasmatisches Retikulum
Extrazellular signal-regulated Kinase
Fetal Calf Serum

Fibroblast Growth Factor

Fibroblast Growth Factor Receptor
Guanindiphosphat

GAP-Phase

Guanintriphosphat

Heparin-binding Growth Factor
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Abkiirzung
HIV
HLGAG
HS
HSPG
Ig

IGF

IL

kD
LD50
LDL
MAPK
MB
mRNA
n

nb
NBT
NO
ODN
PBS
PCNA
PDGF
PI-3-K
PNA
PNAs
PPS
PS
PTCA
RNA
RNase
RNase H
S

Bedeutung

Human Immunodeficiency Virus
heparin- like Glykosaminoglykane
Heparansulfat
Heparansulfatproteoglykan
Immunglobulin

Insulin-like Growth Factor
Interleukin

Kilo Dalton

Dosis/kg Korpergewicht bei der 50% der Zellen absterben
Low Density Lipoprotein
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
mixed backbone
Messenger-Ribonukleinsdure
Anzahl der Versuche

nicht bekannt

Nitro Blue Tetrazolium
Stickstoffmonooxid
Oligonukleotid(e)
Phosphate-buffered Saline
Proliferating Cell Nuclear Antigen
Platelet Derived Growth Factor
Phosphatidylinositol-3"-Kinase
Peptid nucleic acid

Peptid nucleic acids

Partial Phosphorothioate Oligonucleotides = Teilphosphorothioate
Phosphorothioate

Percutaneous Transluminal Coronarangioplasty
Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Ribonuklease H

Sense
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Abkiirzung
SBTI
SDS
SDS-Page
SMC
SMCs
S-Phase
TEMED
TGF-
TK

Tyr
VEGF
VEGFR

Bedeutung

soybean trypsin inhibitor
Sodium-Dodecyl-Sulfat
Sodium-Dodecyl-Sulfate Polyacrylamisgel-Elektrophorese
Smooth Muscle Cell

Smooth Muscle Cells

Synthese Phase
N,N,N’,N’-Tetramethylethylethylendiamin
Transforming Growth Factor-beta
Tyrosinkinase

Tyrosin

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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