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Il. Abkurzungsverzeichnis

3d/6d 3 days /6 days (zu Deutsch: 3 Tage / 6 Tage)

A Adenin

a. u. arbitrary unit (zu Deutsch: willktrliche Einheit)

AF Alexa Fluor

AK Antikodrper

AMP* enthalt Ampicillin

ATG7 Autophagy-related 7

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

CacCl, Calciumchlorid

Cav-1 Caveolin-1

CD Cluster of Differentiation

cDNA complementary DNA (zu Deutsch: komplementére DNS)
CISK Clathrin (schwere Kette)

cLSM confocal laser scanning microscope (zu Deutsch: konfokale

Laser-Rastermikroskop)

CcoO, Kohlenstoffdioxid

ct-Wert cycle threshold

DL Durchlicht

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNS Desoxyribonukleinséaure

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline (zu Deutsch: Phosphat
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DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (zu Deutsch:

Ethylendiamintetraessigsaure)

EGTA Ethyleneglycoltetraacetic acid (zu Deutsch: 1,2-Bis-(2-
aminoethoxy)-ethan-N,N,N’,N'-tetraessigsaure)

Et al. et alli / et aliae (zu Deutsch: und andere)

FACS Fluorescence activated cell sorting (zu Deutsch:

Durchflusszytometrie)

FBS Fetal bovine serum (zu Deutsch: fetales Bovines Serum)
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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahren fanden Nanosphéaren immer groRere Anwendungsbereiche in der
Biomedizin (Hans und Lowman, 2002). Ein wichtiges Anwendungsgebiet liegt im Transport
von instabilen Arzneimitteln, nicht-membranpassierbaren Therapeutika oder Biomolekilen,
wie z.B. Peptide oder Nukleinsduren, die bis zu ihrem Wirkort geschitzt transportiert werden
missen (Vercauteren et al., 2011). Verschiedene Herstellungsprozesse von Nanospharen
erlauben es eine hohe Dosis einer Vielzahl an Medikamenten einzukapseln und diese in
verschiedenen Korperregionen des Menschen zu transportieren. Dort kann anschlie3end
eine intrazellular kontrollierte Freisetzung der Medikamente erfolgen (Hofmann und
Mailéander, 2013). Fir eine erfolgreiche Anwendung der Nanopartikel ist es notwendig, die
Interaktionen der Nanospharen mit den Zellen zu verstehen. Wichtig ist hierbei vor allem die
Untersuchung der Aufnahme- und Weiterleitungsmechanismen dieser Partikel in den Zellen.

1.1 Endozytose

Menschliche Zellen besitzen eine Vielzahl an Mechanismen, welche die Aufnahme und den
Transport kleiner Molekile, Makromolekile und Partikel zu Zielstrukturen bewerkstelligen
(Mukherjee et al., 1997). Prozesse, die supramolekulare = Komplexe in
membranumschlossene Vesikel aufnehmen, fallen unter den Oberbegriff Endozytose (de
Duve, 1963). Die Endozytose umfasst viele Mechanismen der Aufnahme in die Zelle (siehe
Abbildung 1). Zu diesen Mechanismen gehéren u. a. die Phagozytose, Pinocytose, Clathrin-
abhangige Endozytose, Caveolin-abhangige Endozytose und die Clathrin- / Caveolin-
unabhangige Endozytose (Mukherjee et al., 1997). Den Mechanismus der Phagozytose, also
die Aufnahme von pm-groRen Partikeln wie z.B. Bakterien, benutzen nach Aderem et al.
(1999) nur spezialisierte Zellen wie z.B. Makrophagen. Dieser Mechanismus beruht auf der
Ausbildung von Aktin-abhangigen Pseudopodien, welche die Partikel umschlie3en und somit
in das Zellinnere transportieren (Aderem et al., 1999). Alle anderen Zellen sind nur in der
Lage kleinere Partikel zu internalisieren (Dausend et al., 2008). Die am besten untersuchte
Form ist die Clathrin-abhéngige Endozytose (Iversen et al., 2011). Eine Form der Clathrin-
abhéangigen Aufnahme wird durch Rezeptoren vermittelt. Durch das Binden eines Liganden
an die Rezeptoren der Zelloberflache wird die Internalisierung der Liganden ausgeldst. Die
Internalisierung des Rezeptor-gebundenen Proteins wird durch die Ausbildung von
Einbuchtungen der Membran, sogenannten ,coated pits*, ermdglicht. Diese Einbuchtungen
sind auf der zytosolischen Seite von einem Proteinnetzwerk und Clathrin umgeben
(Goldstein et al., 1979). Mit Hilfe von Dynamin, einer GTPase, werden die Einstilpungen von
der Membran abgeschniirt und gelangen in die intrazellulare Matrix, wo sie bestimmten Die

Clathrin-unabhangige Endozytose umfasst die Makropinozytose, welcher zur Ausbildung von
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Einleitung

Aktin-abhangigen Membraneinstilpungen, den Makropinosomen, fiihrt (Mercer et al., 2009).
Die Makropinozytose ist in den meisten Fallen Dynamin-unabhangig (lversen et al., 2011).
Allerdings gibt es Studien zur Aufnahme von Viren, welche von einer Dynamin-abhangige
Makropinozytose berichten (Mulherkar et al., 2011; Liu et al., 2008; Sandvig et al., 2011).

Ein weiterer Clathrin-unabhangiger Endozytoseweg geht Uber sogenannte Caveolae.
Caveolae sind 50-80 nm groR3e, kolbenférmige Membraneinstilpungen, welche von
Caveolin ummantelt sind und eine hohe Anreicherung von Phospholipiden, Sphingolipiden
und Cholesterol besitzen (lversen et al, 2011). Caveolin-1 interagiert Uber
Grundgerustdomanen mit Caveolae-assoziierten Signalproteinen (Miyawaki-Shimizu, 2005).
Dieser Aufnahmeweg ist wie der Clathrin-abhangige Aufnahmeweg von Dynamin abhangig
(Nabi und Le, 2003). Ein weiterer bekannter Weg ist die Aufnahme Uber Flotillin-1. Dieser
wurde in Endosomen und Lysosomen gefunden (Kokubo et al., 2003). Flotillin-1 definiert
ebenfalls einen Clathrin- und Caveolin-unabhangigen Endozytoseweg, welcher Uber
einfache Membraneinsttlpungen gekennzeichnet ist (Glebov et al., 2005).

Makropi S
Phagozytose akropinzytose

Clathrin- und
Clathrin- Caveolin- Caveolin-
abhangige  abhangige unabhangige
Endozytose Endozytose Endozytose

: Caveolin o
l ‘ Flotillin ‘

pM-
Partikel

Dynamin

' Aktin Filamente 1
Clathrin

() £ 0 00

<5

{ Caveo
som

N
v"&é

Fruhes Endosom

Lysosom

Abbildung 1: schematische Darstellung méglicher Endozytosewege. Verandert nach: Parton, R. G., Simons,
K. (2007). The multiple faces of caveolae. Nature Reviews Molecular Cell Biology 8, 185-194.

Nach Endozytose der Frachtmolekile dber verschiedene Aufnahmewege, kommt es
anschlieBend zur intrazellularen Weiterleitung und Prozessierung der abgeschnlrten
Vesikel.
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1.2 Intrazellulare Weiterleitung und Prozessierung

Die weitere Prozessierung der Zelleinstulpungen ist unterschiedlich. Phagosomen kdnnen
direkt mit Lysosomen verschmelzen und der Inhalt wird phagozytiert (Desjardins et al.,
1994). Nach der Internalisierung der Clathrin und Caveolin-1 umgebenen
Membraneinstilpungen werden die Mantelproteine Uber Enzyme abgespalten (Merrifield et
al., 2002). Diese Kompartimente werden frihe Endosomen genannt und sie besitzen auf
Grund des Vorhandenseins von ATP-abhangigen Protonenpumpen einen spezifischen pH-
Wert von 6, 4 — 6, 5 (Mukherjee et al., 1997). Friihe Endosomen kdnnen sortierende oder
recycelnde Endosomen sein. Der Inhalt der recycelnden Endosomen besteht nur aus
Molekilen, die nicht degradiert, sondern nur recycelt werden sollen (Mukherjee et al., 1997).
Die sortierenden Endosomen und Makropinosomen reifen zu spaten Endosomen an, welche
durch einen pH-Wert im Sauren von 5, 0 charakterisiert sind (Mukherjee et al., 1997). Spate
Endosomen werden auch multivesikulare Kérperchen (MVBS) genannt. Sie besitzen eine
GrofRe von 100-600 nm und kénnen zahlreiche intralumenale Vesikel (ILV) bis zu 50 nm im
Durchmesser internalisieren (Hanson und Cashikar, 2012). Diese MVBs kdnnen mit der
Plasmamembran fusionieren und ILV in Form von Exosomen in die extrazellulare Matrix
abgeben (Hanson und Cashikar, 2012). MVBs und Lysosomen scheinen eine wichtige Rolle
u.a. beim Transport von Nanopartikeln zu spielen, wobei diese als wichtige Schaltzentralen

beim intrazellularen Transport dienen (unpublizierte Daten).

1.3 Aufnahme von Nanopartikeln

Im Vergleich zu den vorhandenen Kenntnissen lUber die Aufnahmewege von beispielsweise
Viren, fehlen genauere Informationen uber die Faktoren, die in der Nanopartikelaufnahme
eine Rolle spielen. Es ist bekannt, dass die Aufnahme von Nanopartikeln Zelltyp-abhéngig ist
und zwischen den verschiedenen Nanopartikeln variiert (Ilversen et al., 2011). Bei
Nanopartikeln kann es sich u.a. um polymere Strukturen handeln, welche bei Kontakt mit
Serum eine Proteinhiille aus diversen Serumproteinen aushbilden (Lynch et al., 2008). Diese
kénnen auf Grund von verschiedenen Proteinladungen die Aufnahme der Nanopartikel
malfdgeblich beeinflussen (Treuel et al., 2013). Partikel mit einer positiven Ladung kdnnen an
die negativ geladene Zelloberflache binden und somit, zumindest bei HeLa-Zellen, zu einer
effizienteren Endozytose fihren, als negativ geladene Partikel (lversen et al., 2011).
Weiterhin ist bekannt, dass die Aufnahme der Nanopartikel grofdenabhangig ist. Nach Zhang
et al. (2009) liegt der optimale Radius der Nanopartikel fur eine effiziente Endozytose bei 25
- 30 nm. Kleinere und grof3ere Nanopartikel werden langsamer aufgenommen (lversen et al.,
2011).
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1.4 Tetraspanine

Tetraspanine sind Transmembranproteine, die an der Zelloberflache und in intrazellularen
Membranen exprimiert werden. Die Struktur ist hoch konserviert. Tetraspanine bestehen aus
vier Transmembrandomanen und konservierten Cystein- und CCG-Motiven in der
extrazellularen Doméane (van Spriel et al., 2010). Sie bilden spezielle Netzwerke mit einer
hohen Diversitat von miteinander interagierenden Proteinen aus. Diese Netzwerke werden

Tetraspanin-angereichterte Mikrodoménen (TEMs) genannt (Yafiez-Mo al., 2009).

Daniel Hofmann erstellte in Vorarbeiten zu dieser Arbeit ein Proteinprofil der endozytotischen
Vesikel. Dieses Profil wurde auf Grund der magnetischen Isolation von Endosomen erstellt,
welche superparamagnetische Polystyrol-Nanopartikel enthielten. Die Proteine dieser
endozytotischen Vesikel wurden Uber die Peptidmassenspektrometrie analysiert. Dabei
wurden ca. 150 verschiedene Proteine identifiziert, die in der Literatur mit der Endozytose
assoziiert werden, u. a. die Tetraspanine CD63, CD9, CD81 und CD82.

In den Vorarbeiten wurde gezeigt, dass magnetische Nanopartikel Uber multivesikulare
Kdrperchen in multilamellare Lysosomen transportiert werden. Hier spielen Proteine wie z.B.
CD63 madoglicherweise eine entscheidende Rolle, da Tetraspanine sowohl auf der
Plasmamembran als auch in diesen spezialisierten, internalisierten Organellen prasent sind
(Pols und Klumpermann, 2009). In der Literatur findet man Informationen dazu, dass manche
Tetraspanine die Endozytose von Viren beeinflussen. Die Untersuchungen von Spodon et al.
(2008) ergaben, dass TEMs als Plattformen fir einen Clathrin-, Caveolin- und Dynamin-
unabhangigen Virus-Aufnahmeweg agieren kénnen. Das Tetraspanin CD63 wurde in
Makrophagen mit der Aufnahme des humanen Immundefizienz Virus Typ-1 (HIV-1) in
Verbindung gebracht (Li et al., 2011). Es gibt Hinweise darauf, dass z.B. das Tetraspanin
CD81 im Infektionsprozess involviert ist. Nach Pileri et al. (1998) wurde CD81 als wichtiger
Interaktionspartner des Hepatitis C-Virus identifiziert. CD82 wurde in intrazellularen
Kompartimenten gefunden und die Internalisierung ist Caveolin- und Clathrin-unabhangig
(Xu et al.,, 2009). Des Weiteren wurde von Xu et al. (2009) berichtet, dass keine
Colokalisation von TEMs mit Flotillin-1 besteht. Rubinstein et al. (1996) postulierte, dass die
Tetraspanine CD63, CD9, CD81 und CD82 an der Membranoberflache innerhalb der

Tetraspanin-angereicherten Mikrodomane miteinander interagieren.

Diese Publikationen besagen, dass Tetraspanine eine Rolle in der Endozytose spielen und
diese beeinflussen kénnen. Um Aussagen Uber die Aufnahmewege der Nanopartikel treffen
zu konnen, ist die ndhere Betrachtung der einzelnen Proteine notwendig. Dies wird in der

vorliegenden Arbeit mit der RNS-Interferenz-Technik erreicht.
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1.5 RNS-Interferenz Giiber shRNS-Konstrukte und siRNS

Die RNS-Interferenz (RNSI) ist ein grundlegender Mechanismus der Genregulation (Meister
und Tuschl, 2004). Hierbei handelt es sich um einen Prozess, welcher in Tieren und
Pflanzen natirlicherweise vorkommt. Durch diesen Mechanismus kann die Expression eines
Zielgens Sequenz-spezifisch und selektiv herunterreguliert werden (Rao et al., 2009).

Die naturlich in den Zellen vorkommenden Mikro RNS (miRNS) werden im Genom codiert.
Uber mehrere Schritte werden miRNS prozessiert und kénnen dann zur Stilllegung filhren
(Lee et al, 2004). Studien haben gezeigt, dass die RNS-Interferenz auch durch chemisch
synthetisierte, doppelstrangige, kurze interferierende RNS (siRNS) oder durch Vektor-
basierte kurze Haarnadel RNS (shRNS) vermittelt werden kann (Rao et al., 2009).

Hierzu muss zuvor ein Vektor in die Zelle gebracht werden, welcher einen Genabschnitt
enthalt, der flr die shRNS codiert (Paddinson, 2002). Das lange Vorlaufer-Transkript der
shRNS wird im Nukleus, wie bei der natlrlich vorkommenden miRNS, von einem RNase Il
Enzym, genauer gesagt Drosha, prozessiert. Hierbei werden die Nukleotide, welche um die
Haarnadelstruktur mit der shRNS liegen abgespalten (Rao et al., 2009). Die pre-shRNS wird
uber einen Kerntransportfaktor Exportin-5 erkannt und Uber einen Ran-GTP-abhangigen
Mechanismus in das Zytoplasma transportiert (Yi, 2003). Hier folgt die Umsetzung der pre-
shRNS zu einer haarnadelstruktur-freien doppelstrdngigen dsRNS (ber einen
Spaltungsschritt. An dieser Umsetzung ist das RNase Ill Enzym Dicer beteiligt (Pushparaj et
al., 2008). Die andere Mdglichkeit des RNSi Mechanismus ist das Einbringen einer siRNS
direkt ins Zytoplasma durch beispielsweise den Mechanismus der Lipofektion (Dalby, 2004).
Hierbei konnen entweder lange, doppelstrédngige RNS Fragmente in die Zelle eingebracht
werden, oder direkt SiRNS der spezifischen Lange von 21-23 Nukleotiden (Zamore et al.,
2000). Die langeren doppelstréangigen RNS Fragmente werden ebenfalls von Dicer zu einer
SiRNS mit einer Lange von 21-23 Nukleotiden umgewandelt (Abbildung 2) (Ambesajir et al.,
2012). Die nun prozessierten shRNS und siRNS werden von einer spezifischen RISC
Einbaumaschinerie in einen Proteinkomplex geladen (Tomari, 2005). Bei diesem
Proteinkomplex handelt es sich um den RNS-induzierten Stilllegungskomplex (RISC). Dieser
Komplex ist sowohl fir das Binden und Entwinden der siRNS zustindig als auch fir den
Abbau der Boten RNS (mRNS). Das Entwinden wird durch ein multifunktionales Protein,
Argonaut 2, bewerkstelligt, welches im RISC beinhaltet ist und als Ribonuklease wirkt (Rand
et al., 2005). In diesem Paper wird ebenfalls beschrieben, dass nach dem Entwinden der
SiRNS der Sinnstrang abgebaut wird und der nun aktivierte RISC nur noch den Gegenstrang
der siRNS enthélt. Durch komplementare Basenpaarung des Gegenstranges mit der Ziel
MRNS wird die mRNS identifiziert und gespalten (Whitehead et al., 2009; Martinez et al.,
2002).
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Einleitung
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mRNS Spaltung Komplex wird recycelt

Abbildung 2: schematische Abbildung der RNS-Interferenz (Veréandert nach: Whitehead, K., Langer, R.,
Anderson, D. (2009). Nature Reviews Drug Discovery 8, 129-138) In dieser Abbildung wird das Einbringen und
Prozessieren einer kurzen siRNS oder einer lAngeren doppelstréangigen RNS dargestellt (RISC steht fur RNS
induzierter Stilllegungskomplex, mRNS fur Boten-RNS, siRNS fur kurze interferierende RNS). Das Symbol der
Schere steht fiir den Abbau der jeweiligen Sequenz.

Mit diesem RNSi-Mechanismus ist es also mdglich, spezifische Proteine in der Zelle herunter
Zu regulieren.

1.6 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu Uberprifen, ob verschiedene Proteine nach der
Herunterregulation einen Einfluss auf die Aufnahme von superparamagnetischen Polystyrol-
Nanopartikeln haben. Ausgangspunkt war die Identifikation der Zielproteine in der
Peptidmassenspektrometrie. Zusatzlich wurden Dynamin-1 und Clathrin (schwere Kette) mit
in die Untersuchungen aufgenommen. Aufgrund dieser Auswahl wurde die Fragestellung
bearbeitet, ob Proteine wie die Tetraspanine CD63, CD9, CD81, und CD82 sowie weitere
Proteine wie Dynamin-1, Caveolin-1, Clathrin (schwere Kette) und Flotillin-1 einen Einfluss
auf die Aufnahme haben.

Dazu wurden experimentell shRNS-Konstrukte kloniert und u. a. siRNS getestet. Nachdem
die Herunterregulation gezeigt wurde, erfolgten die Nanopartikelaufnahmestudien mit

superparamagnetischen Polystyrol-Nanopartikeln in HeLa-Zellen.
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2 Materialien

Im folgenden Kapitel sind die verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerate und Chemikalien

aufgelistet.

2.1 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 1 sind die Verbrauchsmaterialien aufgelistet, welche fir das Arbeiten im Labor

bendtigt wurden.
Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien.

Produktbezeichnung

Firma

Adhéasive PCR-Folie

IBlot® Anodenstapel

Celltrics Einwedfilter
Einweg-Pipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml; 50 ml)
FACS Ro6hrchen (3,5 ml)
Falkonroéhrchen (10 ml; 50 ml)
Filterpapiere

Ibidi itreat p-dishes

iBlot® Kathodenstapel

Lab-Tek Kammer
Mikroschraubréhre (0,5 ml)
Mikroreaktionsgefalie (1,5 ml; 2 ml)
Multiwell-Platten
Nitrocellulose-Membran
Nukleofektor-Kuvetten 100 pl
Parafilm

PCR-Multiplatten 96-well
PCR-Ro6hrchen

Petrischalen

Pipettenspitzen fur Eppendorfpipetten
PVDF-Membran

Rotiprotect Nitril Handschuhe
iBlot® Schwamme fiir Western Blot
Serologische Einmalpipetten
Zahlkammer fur das TC 10-System
Zellkulturflaschen

2.2 Gerate

Tabelle 2 zeigt die verwendeten Gerate.

Tabelle 2: Verwendete Gerate.

Geréate

Bio-Rad (U.S.A.)

Invitrogen (U.S.A))

Partec (Deutschland)

Greiner Bio-one (Deutschland)
Sarstedt (Deutschland)
Greiner Bio-one (Deutschland)
Invitrogen (U.S.A.)

Ibidi (Deutschland)

Invitrogen (U.S.A.)

Thermo Fisher Scientific (U.S.A.)
Sarstedt (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Corning (U.S.A)

Invitrogen (U.S.A))

Lonza (Schweiz)

Pechiney Plastic Packaging (U.S.A.)
Bio-Rad (U.S.A))

Bio-Rad (U.S.A))

Greiner Bio-one (Deutschland)
Starlab (Deutschland)
Invitrogen (U.S.A))

Roth (Deutschland)

Invitrogen (U.S.A))

Brand (Deutschland)

Bio-Rad (U.S.A.)

Greiner Bio-one (Deutschland)

Firma

4D-Nukleofektor

CFX96-Real Time System

cLSM Leica SP5 Il mit CW-STED
Durchflusszytometer CyFlow ML
Feinwaage AE100
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Fluoreszenzmikroskop 1X81-ZDC
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C
Gelelektrophoresekammer Mini/Maxi
Gleichstromquelle 250-EX

Hamilton Pipette (25 pl)

iBlot® dry Blotting System

Inkubator C200

Kihlschrank 4 °C

LAS-3000 Imager

Lichtmikroskop CKX41

Mastercycler EP S

Mikrozentrifuge Minispin plus

ND-800 Spektrophotometer (NanoDrop)
Neubauerkammer

Pipetten (2,5 pl; 10 pl; 20 pl; 100 pl; 200 pl; 1000 pl)
Pipettierhilfe Accujet Pro
Sicherheitswerkbank C-[MaxPro]3-130
Sicherheitswerkbank Safemate 1.2

TC 10-System Zellzahler
Thermomixer

Vacusafe comfort

Vortexer Reax top

Wasserbad

Zentrifuge 5430

Zentrifuge 5810R

2.3 Chemikalien

Die wichtigsten Chemikalien, die fir die Laborarbeit benétigt wurden, sind in Tabelle 3

aufgefihrt.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien.

Olympus (Japan)

Liebherr (Deutschland)
Thermo scientific (U.S.A.)
Biometra (Deutschland)

Life technologies (U.S.A.)
Hamilton Company (U.S.A.)
Invitrogen (U.S.A))

Labotect (Deutschland)
Bosch (Deutschland)

Fujifilm (Japan)

Olympus (Japan)

Eppendorf (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Peglab (Deutschland)
Marienfeld (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Brand (Deutschland)

Berner Interational (Deutschland)
Bioair (Italien)

Bio-Rad (Deutschland)

HLC by Ditabis (Deutschland)
Integra Bioscience (Deutschland)
Heidolph (Deutschland)
Memmert (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)

Chemikalie Firma

Agar Sigma Aldrich (U.S.A))
Agarose Roth (Deutschland)
Ampicillin Sigma Aldrich (U.S.A))
Ampuwa Fresenius Kabi (Deutschland)

Adenosintriphosphat

Bovines Serumalbumin

Calciumchlorid
Ethylendiamintetraessigsaure

Ethanol absolut

Fotales bovines Serum

Glutathion

Hefeextrakt
Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure
Immersionsdl (Brechungsindex= 1,518)
Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid

Magnesiumchlorid

Methanol
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Sigma Aldrich (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Roth (Deutschland)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Invitrogen (U.S.A.)
Sigma Aldrich (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Leica (Deutschland)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Sigma Aldrich (U.S.A)
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Natriumchlorid

Gentamicin

Nuklease-freies Wasser
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Pepton

RNase away Spray

Saponin

Triton-X-100

Trypanblau (0,4 %-ige Losung)

2.4 Puffer

Im Nachfolgenden sind die Puffer aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Puffer.

Puffer

Sigma Aldrich (U.S.A)
Invitrogen (U.S.A.)
Qiagen (U.S.A)
Sigma Aldrich (U.S.A)
Invitrogen (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A))
Sigma Aldrich (U.S.A)

Firma

6x DNS-Ladepuffer

1x Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlésung
10x Hybridisierungspuffer

10x Ligationspuffer

2x LiSD-Puffer NUPAGE

10x Restriktionspuffer 3

10x T4 Ligase Puffer

1x Tris-acetat-Ethylendiaminetetraessigsaure-Puffer

2.5 Medien

Fermentas (U.S.A))
Invitrogen (U.S.A.)
Biosettia (U.S.A))

NEB (Deutschland)
Invitrogen (U.S.A.)
NEB (Deutschland)
NEB (Deutschland)
Sigma Aldrich (U.S.A))

Tabelle 5 gibt die verwendeten Medien fir die Zellkultur und Bakterienkultur wieder.

Tabelle 5: Verwendete Medien.

Medium

Zusammensetzung/Firma

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Flissige lysogene Néhrldsung (LB-Medium)

Lysogene Nahrlésung mit Agar (LB-Amp™)

Super
Repressor (S.0.C.-Medium)

optimale  N&hrldsung  mit

katabolischem
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Invitrogen (U.S.A)

Pro 500 ml:

5 g Pepton (Sigma Aldrich, U.S.A))

5 g Natrium Chlorid (Sigma Aldrich, U.S.A.)
2,5 g Hefeextrakt (Sigma Aldrich, U.S.A.)
Nuklease-freies Wasser (Qiagen, U.S.A))
Pro 500 ml:

Wie das LB-Medium

7,5 g Agar (Sigma Aldrich, U.S.A.)
Invitrogen (U.S.A.)
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2.6 Antikorper

In Tabelle 6 sind die priméaren Antikorper und in Tabelle 7 die sekundaren Antikorper

aufgelistet.

Tabelle 6: Primare Antikorper.

Antikorper Wirt  Verdinnung (IF) Verdinnung (WB) Firma

CD82 M 1:100 1:500 ACRIS (Deutschland)

CD81 M 1:200 1:200 Santa Cruz
Biotechnology (U.S.A.)

CD9 1:100 1:100 BD Biosience (U.S.A))

CD63 1:200 1:200 Biolegend (U.S.A.)

Flotillin-1 1:200 1:200 BD Bioscience
(U.S.A)

Dynamin M 1:100 1:100 BD Bioscience
(U.S.A)

Caveolin-1 Rb 1:100 1:500 Santa Cruz
Biotechnology (U.S.A.)

Caveolin-1 Rb 1:100 1:500 Abcam (England)

Clathrin (schwere Kette) M 1:100 1:200 BD Bioscience
(U.S.A)

GAPDH M - 1:1000 Ambion (U.S.A.)

Tabelle 7: Sekundéare Antikorper. Alle sekundaren Antikérper wurden bei Invitrogen (U.S.A) bestellt.

Antikorper

Verdinnung (IF)

Anti-mouse IgG AF633
Anti-rabbit IgG AF633

WB sekundare Antikdrper-Losung anti-mouse
WB sekundare Antikdrper-Losung anti-rabbit
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2.7 Kits

Tabelle 8 beinhaltet die verwendeten Kits.

Tabelle 8: Verwendete Kits.

Kits Firma

5x iScript Reaktionsmix Bio-Rad (U.S.A.)
Amaxa-SE cell line 4D-Nucleofektor X Kit L Lonza (Schweiz)
iQ SYBR® Green Supermix Bio-Rad (U.S.A))
Lipofektamin 2000 Transfektionsreagenz Invitrogen (U.S.A.)
QIAgen Spin Midiprep Kit Qiagen (U.S.A)
QIAgen Spin Miniprep Kit Qiagen (U.S.A)
RNeasy Mini Kit Qiagen (U.S.A)
Novex® Western Breeze Invitrogen (U.S.A))
2.8 Enzyme

Die eingesetzten Enzyme sind in Tabelle 9 dargestellit.

Tabelle 9: Eingesetzte Enzyme.

Enzyme Firma

BamHI NEB (Deutschland)
Pacl NEB (Deutschland)
Reverse Transkriptase Bio-Rad (Deutschland)
T4 Ligase Biolabs (New England)
Trypsin Invitrogen (U.S.A))
Xhol NEB (Deutschland)

2.9 Bakterien

Mit den verwendeten Bakterien (Tabelle 10) wurde unter einer Bakterienwerkbank
gearbeitet.

Tabelle 10: Bakterien.

Bakterienstamm Firma
Escherichia coli Top10 Invitrogen (U.S.A))
2.10 Zelllinien

In dieser Arbeit wurde mit humanen HelLa-Zellen gearbeitet. Die Zelllinie (ATCC, U.S.A.) wird
bei 37 °C und 5 % CO, in DMEM mit 1 % FBS und 1 % Penicillin und Streptomycin kultiviert

und alle 2-3 Tage passagiert.
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2.11 Nanopartikel

Fur die Nanopartikelstudien wurden Nanopartikel von Markus Bannwarth (Max-Planck-
Institut fr Polymerforschung, Mainz) verwendet. Die Nanopartikel bestehen aus Polystyrol
und eingelagertem Magnetit. Die durchschnittliche Gro3e der Nanopartikel betrédgt 120 nm
und sie tragen eine stark negative Ladung. Die Nanopartikel sind mit Bodipy Il (Anregung bei
488 nm; Emission bei 527 nm) markiert.

2.12 Oligonukleotide

Dieses Kapitel listet die eingesetzten Oligonukleotide. Es handelt sich um die, in der
gquantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) (Tabelle 11) eingesetzten,
Primer und die shRNS Oligonukleotide (Tabelle 12), welche in den Plasmidvektor kloniert

wurden. Des Weiteren sind in Tabelle 13 die eingesetzten siRNS angegeben.

2.12.1 Primer

Dieses Unterkapitel umfasst die Primer.

Tabelle 11: Eingesetzte Primer. Dargestellt sind an jeweilig erster Stelle die ,vorwarts“- (5">3") und an jeweilig
zweiter Stelle die ,rickwarts“- (3">5") Primer. Alle Primer stammen von der Firma Eurofins MWG Operon
(Deutschland).

Primer der Zielsequenz Sequenz

CD82 5" ACTGGACAGACAACGCTGAG 3
CD82 3" GTTGTCGGAAAGACACTCCT 5’
CD81 5" CTCCAGCACACTGACTGCTT 3

CD81 3" TCGTTGGAGAAGTTCCTCCT 5

CD9 5" GCATGCTGGGACTGTTCTTT 3

CD9 3" TAAGGGTGTTCCTACTCCAC 5

CD63 5" CGAAAAACAACCACACTGCT 3

CD63 3" TTTAGGGAAGGTACAGCTTC 5

Flotillin-1 5" GCATTGCCCAGGTAAAAATC 3

Flotillin-1 3" CTTCTGCCTCCGACTCTAAC Y

Dynamin-1 5" CGATATCGAGCTGGCTTACA 3’
Dynamin-1 3" AGTCCCTTGGTCCTACTCTA S

Caveolin-1 5" GCGACCCTAAACACCTGAAC &
Caveolin-1 3" TGTGTGTCAAAAGTGCCGTAY
Clathrin (schwere Kette) 5" GAGCCTCTTGCTGACATCAC 3
Clathrin (schwere Kette) 3" TTATTAGCGGGTAGACTTCC 5’

GAPDH 5" AAGGTGAACGTCGGAGTCAA I
GAPDH 3" GGTAGTTACTGGGGAAGTAAY
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2.12.2 Doppelstrangige DNS

Die angegebenen shRNS werden in dieser Arbeit zur Herunterregulation spezifischer

Proteine eingesetzt.

Tabelle 12: shRNS Konstrukte der verschiedenen mRNS. Die shRNS wurden mit dem shRNS-Design
Programm von Biosettia entworfen. Der allgemeine Aufbau der Oligonukleotide erfolgte nach der Vorlage: 5 -
AAAAN(21Int) TTGGATCCAAN(21nt)-3" (rot: Klonierungstiberhang; N: variable Oligonukleotidsequenz blau:
Haarnadelsequenz). Alle doppelstréngigen DNS stammen von der Firma Biosettia (U.S.A).

Ziel mMRNS Sequenz (52 3)

CD82 AAAAGCTGGGTCAGCTTCTACAATTGGATCCAATTGTAGAAGCTGA
CCCAGC

CD81 AAAAGGATGTGAAGCAGTTCTATTTGGATCCAAATAGAACTGCTTC
ACATCC

CD9 AAAAGCTTCCTCTTGGTGATATTTTGGATCCAAAATATCACCAAGAG
GAAGC

CD63 AAAAGGACTTTCTGGAAGTGTTTGTTGGATCCAACAAACACTTCCA
GAAAGTCC

Flotillin-1 AAAACCAGGACTATTTGCACTCTTTTTGGATCCAAAAAGAGTGCAA
ATAGTCCTGG

Dynamin-1 AAAAGCAACCAGATGAACAAGAATTGGATCCAATTCTTGTTCATCT
GGTTGC

Caveolin-1 AAAAGGTCAAGATTGACTTTGAATTGGATCCAATTCAAAGTCAATCT

Clathrin (schwere Kette)

2.12.3 siRNS

TGACC

AAAAGCTTGATGCTCTGAAGAATTTGGATCCAAATTCTTCAGAGCAT
CAAGC

Die angegebenen siRNS finden in dieser Arbeit ebenfalls Anwendung zur Herunterregulation

von spezifischen Proteinen.

Tabelle 13: siRNS der verschiedenen mRNS.

Ziel mRNS Sequenz (52 3") Firma

CD82 GCCCUCAAGGGUGUGUAUATT Ambion (U.S.A.)

CD81 UGAUGUUCGUUGGCUUCGUTT Eurofins MWG Operon
(Deutschland)

CD9 GGAGUCUAUAUUCUGAUCGTT Ambion (U.S.A.)

CD63 UAUGGUCUGACUCAGGACAAGCUGUTT  Eurofins MWG Operon
(Deutschland)

Flotillin-1 Santa Cruz, Katalognummer: sc-35391 Santa Cruz

Biotechnology (U.S.A.)
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Dynamin I/ll Santa Cruz, Katalognummer: sc-43736 Santa Cruz
Biotechnology (U.S.A.)

Caveolin-1 GCCGUGUCUAUUCCAUCUATT Ambion (U.S.A))

Clathrin (schwere Kette) UAAUCCAAUUCGAAGACCAAUTT Eurofins MWG Operon
(Deutschland)

ATG7-AF555 GGTCAAAGGACGAAGATAATT Qiagen (U.S.A)

2.13 Vektoren

Zur Klonierung der shRNS wurde der Plasmidvektor pRNAi-H1-green von Biosettia (U.S.A.)

verwendet.

2.14 Software

Fur die Auswertung der Agarosegele und Western Blots wurde der LAS 3000 Imager von
Fujiflm mit der Software Image Reader LAS 3000 Version 2.2 verwendet. Die
Quantifizierung der Western Blots erfolgte mit ImageJ. Die Nanodrop Auswertung erfolgte
mit der Software ND1000. Die Auswertung der quantitativen Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion erfolgte (iber den CFX Manager von Bio-Rad (Deutschland). Die Aufnahmen
mit dem konfokalen LSM wurden mit dem Programm LAS AF light Version bearbeitet und
exportiert. Die Auswertung der Durchflusszytometrie wurde Uber das Programm FCS
Express 4.0 ausgefiihrt. Die Erstellung von Graphen und die statistische Auswertungen
wurden mit dem Programm Graphpad Prism 6.0 durchgefthrt. Fir den virtuellen
Restriktionsverdau wurde Geneious von Biomatters (U.S.A.) verwendet. Fir die Zitation der
Literatur der Bachelorarbeit wurde das Programm Citavi 4.1.0.3 verwendet.
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3 Methoden

In diesem Kapitel werden die angewendeten Methoden naher beschrieben.

3.1 Molekularbiologische Methoden

Dieses Unterkapitel befasst sich mit den molekularbiologischen Methoden, welche in dieser

Arbeit Anwendung gefunden haben.

3.1.1 Entwurf von Oligonukleotiden

Der Entwurf der Oligonukleotide erfolgte nach den Kriterien von Ui-Tei (2004). Dabei sollte
sich am 5" Ende des Gegenstranges ein Adenin oder ein Thymin befinden und am 5° Ende
des Leitstranges ein Guanin oder ein Cytosin. Ebenfalls sollten im 5° Endbereich Adenin und
Thymin angereichert sein. Sowohl der Leitstrang als auch der Gegenstrang sollten eine
Lange von 21 Nukleotiden (nt) aufweisen. Der Abschnitt zwischen beiden Strangabschnitten,
welcher zur Ausbildung der Haarnadel verantwortlich ist, sollte eine feste Basenabfolge von
10 nt enthalten. Eine weitere wichtige Sequenz ist der 5" Uberhang. Dieser ist fir die Ligation
des Konstrukts in pRNAi-H1-green notwendig und muss aus vier Adenin-Nukleotiden
bestehen. Insgesamt bestehen die Oligonukleotide aus 52 nt.

3.1.2 Hybridisierung

Die einzelstrangigen Oligonukleotide wurden zu doppelstrangigen Oligonukleotiden
hybridisiert. Hierzu wurde das Herstellerprotokoll von Biosettia (U.S.A.) (,pbRNAIi Protocols -
cloning shRNA*) verwendet, welches den Einsatz von 10 pl der 100 uM einzelstréngigen
Oligonukleotide, 2 pl 10 x Hybridisierungspuffer (Biosettia, U.S.A.) 8 pl Nuklease-freiem
Wasser (Qiagen, U.S.A.) vorsieht. Dieser Ansatz wurde bei 95 °C fur 5 Minuten erhitzt und
anschlie3end fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Abbildung 3 zeigt schematisch

den Ablauf der Hybridisierungsreaktion.

95 °C

l

5- AAAAGCTGCTAACTACACAGATTTTGGATCCAAAATCTGTGTAGTTAGCAGC -3
3 CGACGATTGATGTGTCTAAAACCTAGGTTTTAGACACATCAATCGTCGAAAA -5

1 Abkilhlungsreaktion

5- AAAAGCTGCTAACTACACAGATTTTGGATCCAAAATCTGTGTAGTTAGCAGC -3
3'- CGACGATTGATGTGTCTAAAACCTAGGTTTTAGACACATCAATCGTCGAAAA -5

Abbildung 3: Hybridisierungsreaktion anhand des CD63 Oligonukleotids (in Anlehnung an Biosettia U.S.A.).
In blau ist die Haarnadelsequenz dargestellt und in rot die Uberhénge. Die 95 °C fiihren zur Denaturierung
spontan hybridisierter Einzelstrangoligonukleotide, wahrend sich die einzelstrdngigen, komplementéaren
Oligonukleotide in der Abkuhlungsphase partiell zu einem doppelstrangigen Oligonukleotid zusammenlagern.
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Die Oligonukleotide aus der Hybridisierungsreaktion wurden anschlieBend mit Hilfe eines
4%-igen Agarosegel auf eine ungefahre Hybridisierungseffizienz tberpruft und mit ImageJ

quantifiziert.

Vor dem Beladen des Gels wurde ein Teil des Hybridisierungsansatzes 1:500 mit Nuklease-
freiem Wasser verdiinnt, wovon 20 pl mit 4 pl Ladepuffer (6x) (Sigma Aldrich, U. S. A))
versetzt wurden und 17 pl der Probe und 10 pl eines 100 bp DNS-Markers (O"Gene ruler
100 bp DNA ladder, Thermo Scientific, U. S. A.) wurden auf das Gel aufgetragen. Die
Oligonukleotide wurden fur eine Stunde bei 80 V nach Grof3e aufgetrennt.

3.1.3 Ligation

Das doppelstréangige Produkt der Hybridisierungsreaktion wurde per Ligation in den pRNAI-
Vektor eingebracht. Dazu wurde ebenfalls das Herstellerprotokoll von Biosettia (U.S.A.)
verwendet. Es wurden 1 ul (10 ng) des pRNAI Vektors (Biosettia, U.S.A.) mit 2 ul, auf 50 nM
verdinnten, doppelstrdngigen Oligonukleotiden versetzt. Dieser Ansatz wurde zu einem
weiteren Ansatz gegeben, welcher 2 pl 10 x Ligationspuffer (NEB, Deutschland), 2 pl T4
Ligase (NEB, Deutschland) und 13 pl Nuklease-freies Wasser (Qiagen, U.S.A.) enthielt. Der
Ligationsansatz wurde fir drei Stunden bei RT inkubiert. Die Adeniniberhange der
doppelstrangigen Oligonukleotide sowie die Thyminiberhange des Plasmidvektors dienen

als Uberlappende Ligationsstellen (Abbildung 4).

pRNAI vector

pol lll promoter LFTH 5'%
T T

ARAA TTGGATCCAA (N)15-21
(N)13-21AACCTAGGTT ARAA

Abbildung 4: Ligation des Vektors mit dem Oligonukleotiden (Quelle: Biosettia ,Single Oligonucleotide RNAI
Technology fur Gene Silencing®).

3.1.4 Transformation von Plasmid-DNS

Im Anschluss an die Ligation erfolgt die Transformation der Plasmide in kompetente E. coli
Topl0 (Invitrogen, U.S.A.). Hierbei wurde nach dem Protokoll von Daniel Hofmann
gearbeitet, welches er in seiner Masterarbeit (Characterization of B-cell rezeptors in chronic
lymphocytic leukemia; Max-Planck-Institut fir Immunologie, Freiburg, 2011) beschrieben hat.
Unter Transformation versteht man die Aufnahme von Nukleinsduren in eine Bakterienzelle
(Lorenz und Wackernagel, 1994). Fir die Transformation wurden die bei -80 °C gelagerten

Bakterien auf Eis aufgetaut und die spater bendtigten Agarplatten sowie das S.0.C. Medium
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(Invitrogen, U.S.A.) auf 37 °C vorgewarmt. Die Bakterien wurden anschliel3end mit 2 pl des
Ligationsansatzes fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der Fremd-DNS wurde
durch einen zwei-minutigen Hitzeschock bei 37 °C bewirkt. Der Ansatz wurde anschliel3end
fur 5 Minuten auf Eis inkubiert und mit 150 pl S.O0.C. Medium versetzt. Nach einer Stunde
Inkubation bei 37 °C und 300 rpm wurde der Ansatz auf einer LB-Amp*-Agarplatte
ausplattiert und fur 16-18 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

3.1.5 Bakterienkultivierung

Um die transformierten E. coli zu kultivieren, wurden diese auf LB-AMP* Agar ausgestrichen
und bei 37 °C Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden einzelne Kolonien von
den Agarplatten gepickt und in Erlenmeyerkolben mit fliissigem LB-Amp* Medium Uberfihrt.
Die Bakterienkulturen wurden dann bei 37 °C und 200 rpm unter aeroben Bedingungen fir
ca. 15-18 Stunden kultiviert. Die Informationen zur Kultivierung wurden aus der Masterarbeit

von Daniel Hofmann (2011) Gbernommen.

3.1.6 Plasmidisolation

Um Plasmide aus E. coli zu isolieren, wurden Plasmid Mini- und Maxipraparationen
durchgefuhrt. Hierbei wurde exakt nach dem Protokoll QIAprep Spin aus dem Handbuch 12 /
2006 von Qiagen gearbeitet. Fir eine Mini-Praparation wurde eine Bakterienkultur von 8 ml,
fur eine Midi Préaparation eine 20 ml Bakterienkultur angesetzt.

Uber eine spektralphotometrische Messung (Nanodrop von Peglab, Deutschland) wurde die
Konzentration der praparierten DNS in den Proben bestimmt.

3.1.7 DNS-Verdau mit Restriktionsenzymen

Das Ergebnis der Ligation des shRNS Konstruktes in den pRNAi-Vektor wurde mit einem
Restriktionsverdau Uberprift. Hierbei werden zwei Restriktionsenzyme so gewahlt, dass die
Schnittstelle des einen Enzyms im shRNS-Insert liegt und die Schnittstelle des anderen
Enzyms aul3erhalb des shRNS-Inserts lokalisiert ist (siehe Abbildung 5). Hierzu wurden je
Plasmid mit shRNS-Insert vier Ansatze vorbereitet. Das Durchfiihrungsprotokoll stammt aus

der Masterarbeit von Daniel Hofmann (2011).

Der erste Ansatz blieb unverdaut und enthielt 10 pl Plasmid-DNS, 2 pl Puffer 3 (NEB,
Deutschland) und 8 pl Nuklease-freies Wasser (Qiagen, U.S.A.). Der Zweite und Dritte, der
Einzelverdau, beinhaltete jeweils 10 pl Plasmid-DNS; 2 ul Puffer 3 (NEB, Deutschland), 1 pl
Enzym (entweder BamHI (NEB, Deutschland), Pacl (NEB, Deutschland) oder Xhol (NEB,
Deutschland) (1 U Enzym fur 1 pg DNS) und 7 pl Nuklease-freies Wasser. Der vierte Ansatz
war der Doppelverdau mit beiden Enzymen und enthielt 10 pl Plasmid-DNS; 2 pl Puffer 3, 1
pl BamHI, 1 ul Xhol und 6 pl Nuklease-freies Wasser.
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Der Verdau wurde mit einem 1 %-igen Agarosegel Uberprift. Als DNS-Marker wurde
zusatzlich ein 1 kb DNS-Marker (O"Gene ruler 1 kb DNA ladder, Thermo Scientific, U. S. A.)
aufgetragen.

BamH 1
é‘ Z 7

o )\Im |

owxs \

pRNAI Vector

Abbildung 5: pRNAi-Vektor System mit den Restriktionsenzymschnittstellen. BamHI schneidet innerhalb
des shRNS-Inserts, Xhol und Pacl auRerhalb. (verandert nach Biosettia ,Single Oligonucleotide RNAi Technology
fur Gene Silencing®)

3.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, um DNS Fragmente mit unterschiedlicher
GroRRe aufzutrennen. Das Gel besteht aus Agarose (Roth, Deutschland), welches ein
komplexes Netzwerk aus Molekilen bildet und je nach Menge der eingesetzten Agarose
eine unterschiedliche Porengrof3e ausbildet. Beim Anlegen eines elektrischen Feldes kommt
es zur Wanderung der negativ geladenen DNS Fragmente durch die Agarosematrix in
Richtung des positiven Pols. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird hierbei durch die GroRRe
des Fragmentes reguliert. LaAngere Fragmente wandern langsamer durch die Matrix als
kirzere Fragmente.

Um ein Agarosegel zu giel3en, bendtigte man Agarose, welche sich unter Erhitzen in Tris-
Acetate-EDTA Puffer (TAE Puffer (1x); 50x TAE-Puffer: 2,00 mol/L Tris base; 1 mol/L
Essigsaure; 0,05 mol/L EDTA (pH 8,5) (alle Komponenten von Sigma Aldrich, U.S.A;;
Protokoll von AppliChem, Deutschland) Ioste. Nach der Polymerisation des Gels werden
1/10000 einer Losung SYBR®-safe (Invitrogen, U.S.A.) als DNS Farbstoff dazugegeben. Die
DNS-Fragmente, wie z.B. von der Hybridisierungsreaktion oder vom DNS
Restriktionsverdau, wurden dann mit Ladepuffer (6x) (Fermentas, U.S.A.) vermischt und
einzeln in die Taschen eines 4 %- oder 1 %-igen Agarosegels geladen. Um die genaue
Grolle der Fragmente zu bestimmen, wurde zusatzlich ein 50 bp- und / oder ein 1 kb-
GrolRenmarker (Fermentas, U.S.A.) auf das Gel aufgetragen.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in TAE-Puffer (1x) bei 100 V fur 60 Minuten
durchgefuhrt. Die Visualisierung der Banden wurde mit einem UV-llluminator mit Kamera
(LAS-3000, Fujifilm) bei einer Belichtungszeit von 1/8 s durchgefuhrt. Die Stromstéarke und

Dauer wurden zuvor an Probegelen experimentell optimiert.
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3.1.9 Zellkultivierung

In dieser Arbeit wurden HelLa-Zellen eingesetzt. Diese stammen urspringlich von humanen
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms ab. HelLa-Zellen wachsen adh&rent und in einer
Monolage. Das Protokoll fur die Zellkultivierung stammt aus der Dissertation von Daniela
Baumann (Max-Planck-Institut fur Polymerforschung, Mainz, 2012). Fur die Kulturen wurden
Zellkulturflaschen (Greiner, Deutschland) mit einer Flache von 175 cm?® verwendet. Bei einer
Konfluenz von ca. 80 % wurden die HelLa-Zellen passagiert. Nach einem Waschschritt mit
DPBS, wurden die Zellen von der Zellkulturflasche mit 4 ml Trypsin (Invitrogen, U.S.A.)
geldst. Nach funf-mindtiger Inkubation bei 37 °C wurde zur Blockierung dieser Reaktion 6 ml
DMEM Volimedium mit 10 % FBS und 1 % Penicillin und Streptomycin (P/S) (Invitrogen,
U.S.A)) dazugegeben. Die Zellsuspension wurde drei Minuten bei 800 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das entstandene Zellpellet in 10 ml frischem Medium
resuspendiert. Daraufhin wurden die Zellen in einem Verhdaltnis von 1:3 in neue
Zellkulturfalschen passagiert und in DMEM Vollmedium Kultiviert.

Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C im Brutschrank, in einer 5 %-igen CO, Atmosphare.

3.1.10 Transfektion von HelLa-Zellen

Um die HelLa-Zellen mit den Plasmiden zu transfizieren, wurden zwei verschiedene
Methoden angewendet.

Eine Methode ist die Lipofektion. Hierbei wurde Lipofektamin 2000 unter Beachtung des
Herstellerprotokolles von Invitrogen (U.S.A.) verwendet. In Tabelle 14 werden die bendtigten
Komponenten und deren eingesetzte Menge angegeben. In zwei Reaktionsgefdl3e wurden
50 ul DMEM gefillt, und eines davon mit Lipofektamin 2000 versetzt. In das andere wurde
75 pmol der siRNS eingertihrt. Nach kurzem Inventieren wurden die Inhalte beider
Reaktionsgefalle miteinander vermischt und bei RT fur funf Minuten inkubiert. Daraufhin
folgte die trépfchenweise Zugabe zu den HelLa Zellen. Der Ansatz wurde dann fir zwei Tage
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Tabelle 14: Reagenzien der Lipofektion.

Reagenzien Eingesetzte Menge fir einen Firma
Reaktionsansatz
DMEM ohne Zusatze 100 pl Gibco® by life technologies
(U.S.A)
Lipofectamine 2000 7 pl Invitrogen (U.S.A))
Transfection reagent
SiRNS Konstrukt 75 pmol Siehe Tabelle 13
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Die zweite angewendete Methode ist die Nukleofektion. Mit dieser Methode wurden sowohl
die zuvor isolierten Plasmide, als auch die siRNS transfiziert.

Die Nukleofektion basiert auf einer, hinsichtlich Pufferbedingungen, Spannungspulsstarke
und Frequenz, optimierten Elektroporation (AMAXA, Schweiz). Es handelt sich um eine
etablierte Methode, bei der die Zellmembran vorriibergehend permeabilisiert wird und es
somit zur Aufnahme der Fremd-DNS in den Zellkern kommt (Potter und Heller, 2001). Fur
HelLa-Zellen existieren ein kommerzielles Programm sowie ein entsprechendes
Puffersystem.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Puffersystemoptimierung verschiedene Versuchsreihen
mit unterschiedlichen Puffern durchgefihrt.

Eine Versuchsreihe wurde mit dem Kit ,Cell line Nucleofector Kit L“ durchgefuihrt, wobei
exakt nach dem Herstellerprotokoll (AMAXA) gearbeitet wurde. In einer weiteren Reihe
wurde an Stelle des kommerziellen Puffers DPBS (Invitrogen, U.S.A.) eingesetzt und in einer
dritten Reihe ein selbst hergestellter ,Zytomix Puffer® (van den Hoff et al., 1995) Hierbei
handelt es sich um einen intrazellularen, dem lonenniveau angepassten Puffer. Die
Zusammensetzung dieses Puffers ist in Tabelle 15 zu finden.

Nach der Etablierung fand der intrazellulare Zytomix Puffer weitere Anwendung. Das
Protokoll von Lonza (Schweiz) wurde mit dem ersetzten Puffer befolgt. Die eingesetzten
Mengen der shRNS und siRNS betrugen jeweils 500 pmol pro 500000 HeLa-Zellen.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Zytomix Puffers. Der pH-Wert von 7,6 wurde mit Hilfe von KOH eingestellt.

Komponente Finale Konzentration [mM] Firma

KCI 120 Sigma Aldrich (U.S.A)
CaCl, 0,15 Sigma Aldrich (U.S.A.)
K;HPO, 10 Sigma Aldrich (U.S.A.)
Hepes 25 Sigma Aldrich (U.S.A))
MgCl, 5 Sigma Aldrich (U.S.A))
EGTA 2 Sigma Aldrich (U.S.A)).
ATP 2 Sigma Aldrich (U.S.A)).
Glutathion 5 Sigma Aldrich (U.S.A))..

3.1.11 RNS Isolation

Fur die Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion musste zundchst aus den transfizierten Zellen
die RNS isoliert werden. Hierbei wurde das Protokoll von Qiagen ,RNeasy Mini Kit“ befolgt.
Zusétzlich wurde ein DNase Verdau mit dem RNase-Free DNase Set von Qiagen (U.S.A.)
durchgefihrt. Pro Ansatz wurde 10 pl DNase mit 70 pul RDD Puffer vermischt und fir 15
Minuten bei RT inkubiert. Die RNS wurde dann in 50 ul Nuklease-freiem Wasser eluiert. Die

Konzentration der RNS wurde spektrophotometrisch (Nano Drop, Peglap) bestimmt.
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3.1.12 Komplementare DNS-Synthese

Fur die Analyse der Genexpression ist es auf Grund der Instabilitdt der RNS ndétig die
gesamte RNS mit Hilfe der reversen Transkriptase in komplementare DNS (cDNS)
umzuschreiben.

Fur einen Reaktionsansatz wurde das Protokoll von Biorad (U.S.A.) angewendet. Dazu
wurden 150 ng RNS, 4 pl 5x iScript Reaktionsmix (Bio-Rad, U.S.A.) und 1 pl iScript reverse
Transkriptase (Bio-Rad, U.S.A.) eingesetzt. Der Ansatz wurde mit Nuklease-freiem Wasser
(Qiagen, U.S.A.) auf ein Gesamtvolumen von 20 pl pipettiert. Die cDNS-Synthese wurde in
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Maschine Mastercycler EP S durchgefihrt.

Das folgende Programm wurde fir die cDNS-Synthese verwendet:

Tabelle 16: Programm fiur die cDNS-Synthese.

Zyklus Zeit [min] Temperatur [°C]
1 5:00 25
2 30:00 42
3 5:00 85
4 00 4

3.1.13 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) ist es moglich, die
Menge einer spezifischen Boten RNS (MRNS) zu bestimmen. Die gRT-PCR basiert auf der
gleichzeitigen Amplifikation und Quantifizierung des Reaktionsprodukts. Um eine
Quantifizierung der Produkte zu erreichen, stehen unterschiedliche Methoden zur Auswahl.
In der vorliegenden Arbeit wurde die SYBR® Green-Methode angewendet. Hierbei handelt es
sich um einen Cyanin-Farbstoff, der in doppelstrangige DNS interkaliert und nach Anregung
bei 494 nm grunes Licht bei einer Wellenl&dnge von 521 nm emittiert. Sobald die Primer sich
an die Einzelstrange anlagern und somit die Kettenverlangerung beginnt, nimmt der Anteil
der doppelstrangigen DNS zu und es kommt zu einer erhdhten Fluoreszenz von SYBR®
Green. Im Laufe der gPCR nimmt also mit jedem Zyklus die Intensitat der Fluoreszenz von
SYBR® Green zu, welche in einem exponentiellen Amplifikationsdiagramm dargestellt wird
und somit fur den Nutzer in Echtzeit nachverfolgt werden kann.

Fur die Auswertung muss ein Schwellenwert (c(t)-Wert) der Fluoreszenz bestimmt werden,
an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz Ubersteigt und in
der linearen Amplifikationsphase liegt. Der c(t)-Wert hangt proportional von der in der Probe
enthaltenen Menge an cDNS des Zielgens ab. Je kleiner der c(t)-Wert ist, desto mehr

Ausgangsmaterial war vorhanden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines qRT-PCR Amplifikations-Zyklus.

Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte nach der AAc(t) Methode. Hierbei werden die c(t)-
Werte der zu untersuchenden Gene mit den c(t)-Werten des Referenzgens verrechnet und
somit das Expressionslevel der Marker Gene auf das Level des Referenzgens normiert
(siehe Formel 1). Bei den Referenzgenen handelt es sich um Gene, welche in den Zellen in
gleichen Ausmal3en exprimiert werden und deren Gehalt sich auch durch das Experiment
nicht verandert. In dieser Arbeit wird als Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.

Formel 1: Formel zur Errechnung des Expressionsunterschiedes (Ratio) nach der AAC(t) Methode. Hierbei
ist der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der Kontrolle zum
Referenzgen normalisiert und auf eine Negativkontrolle bezogen (nach Pfaffl, 2004).

AC(t) = C(t)Zielgen - C(t)Haushaltsgen
AAC(t) = AC(t)experimentell behandelte Probe ~— AC(t)Kontrolle

Ratio = 274A¢(®

Zusétzlich wurden die jeweiligen Schmelzkurven analysiert, um die Funktionalitat der Primer
nachzuweisen. Dies ist wichtig, da SYBR® Green beispielsweise auch mit Primerdimeren
oder in unspezifisch entstandenen Amplifikationsprodukten interkalieren kann. Die
Schmelzkurvenanalyse erfolgte nach einem Temperaturgradienten von 65 °C bis 95 °C und
erlaubt die Unterscheidung einzelner Produkte an Hand ihrer Schmelztemperatur.

Die gRT-PCR wurde am CFX96 Real Time System (Bio-Rad, Deutschland) nach dem

Protokoll in der Dissertation von lvonne Bristle (Max-Planck-Institut fur Polymerforschung,

Mainz, 2012) durchgefihrt. Pro Ansatz wurde 507;—“? cDNS eingesetzt, 10 ul SYBR® Green

(Bio-Rad, Deutschland), 25 pmol des Vorwarts-Primer und 25 pmol des Rickwarts-Primer
(siehe Tabelle 11). Als Negativkontrollen diente die cDNS von nicht transfizierten Hela-

Zellen.
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Folgendes Programm wurde fiir die gRT-PCR verwendet:

Tabelle 17: Programm fiur die quantitative qRT-PCR.

Zyklus Zeit [min] Temperatur [°C]
1 3:00 95
— 2 0:10 95
3 0:10 59
45 x 4 Fluoreszenzdetektion
5 0:30 72
6 Fluoreszenzdetektion
Schmelz- 7 0:30 95
KUrven- 8 0:05 59
(Gradient von 0,5 °C)
Analyse 9 0:05 95

3.1.14 Nanopartikelzugabe

Um die Aufnahme der Nanopartikel zu untersuchen, wurden zu den transfizierten HelLa
Zellen die superparamagnetische Polystyrol-Nanopartikel (MB-P-107-ap) zugegeben. Zu 1
ml DMEM wurde 150 pg der Nanopartikelsuspension gegeben. Dann erfolgt eine 6-stiindige
Inkubation bei 37 °C.

3.1.15 Immunodetektion der Proteine - Antikorperfarbung fur die Auswertung
mit dem cLSM

Fur den Nachweis von bestimmten Proteinen in den HelLa Zellen wurde die Methode der
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt (Protokoll aus der Masterarbeit von Daniel Hofmann,
2011). Hierbei handelt es sich um eine indirekte Antikérperfarbung. Bei der indirekten
Antikorperfarbung wird zunachst ein primarer Antikdrper (AK) eingesetzt, der erst nach der
Zugabe eines sekundaren fluoreszierenden AK detektierbar wird. Eingesetzt werden u.a.
monoklonale Primarantikdrper, welche auf ein spezielles an den Proteinen vorkommendes
Epitop gerichtet sind und dort eine affine Bindung zu diesem ausbilden. Vor der eigentlichen
AK-Farbung werden die HelLa-Zellen fixiert. Bei der Methanol Fixierung wurden die HelLa
Zellen zunachst mit 2 ml DPBS gewaschen. Nach dem Waschschritt folgte die Zugabe von
500 pl, bei -20 °C gelagertem, Methanol (Sigma Aldrich, U.S.A.). Die Inkubation erfolgte bei -
20 °C fur 15 Minuten. Nach dem zweiten Waschschritt mit 2 ml DPBS folgte die Behandlung
der Zellen mit 500 yl 3 %-igen bovinem Serumalbumin (BSA) (Sigma Aldrich, U.S.A.) fur 30
Minuten bei 37 °C. BSA blockiert freie Bindestellen an proteinbindenden Oberflachen und
soll die unspezifische Bindung der Immunglobuline und somit ein Hintergrundsignal bei
spaterer Detektion verhindern. Nach der nétigen Inkubationszeit wurde 500 pl des jeweilig

priméren Antikbrpers zu den Zellen gegeben und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die
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jeweiligen Verduinnungen der AK in 1 %-igen BSA ist in Tabelle 6 dargestellt. Nach
zweimaligem Waschen mit DPBS und je 2,5 Minuten Inkubation wurde 500 pl des jeweilig
sekundaren AK auf die fixierte Probe gegeben. Diese sind in Tabelle 7 angegeben. Dabei ist
der Wirt des sekundaren AK zu beachten und an den primaren AK anzupassen.

Die Proben mit dem sekundaren AK wurden ebenfalls 1 Stunde bei 37 °C inkubiert und

anschliel3end zweimalig mit je 2,5 ml DPBS gewaschen.

Die PFA Fixierung erfolgte mit der Zugabe von 500 pl 4 %-igem PFA (Sigma Aldrich,
U.S.A.). PFA fuhrt zur Quervernetzung der Proteine. Nach einer 15-minutigen Inkubation bei
RT wurde das PFA mit einer Pasteurpipette (Brand, Deutschland) entfernt und 500 pl 0,1 %-
iges Saponin (Sigma Aldrich, U.S.A.) dazugegeben. Saponin ist ein Detergenz, welches
Cholesterol spezifisch aus der Zellmembran I6st und die Zelle somit zuganglich fur die
spatere Zugabe der AK macht. Nach einer 10-minitigen Inkubation, ebenfalls bei RT, wird
Saponin wieder mit einer Pasteurpipepette entfernt. Die folgenden Schritte gleichen der

Vorgehensweise der MeOH Fixierung nach dem zweiten Waschschritt mit DPBS.

Die Auswertung erfolgte mit dem konfokalen Laser-Rastermikroskop (cLSM). Fir die
Aufnahmen wurde ein 63 x Olobjektiv (HCX PL APO CS 63x/1,4 -0,6 oil) verwendet. Die
Aufnahmen wurden im seriellen Modus aufgenommen. Bei den Detektoren handelt es sich
um Photoelektronenvervielfacher (englisch: photomultiplier), welche die Lichtsignale

verstarken und in digitale Signale umwandeiln.

3.1.16 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (englisch: fluorescent activated cell sorting; FACS) erlaubt eine
gquantitative Analyse der Zellgréf3e und der Granularitat. Die Einzelzellen werden durch einen
Laserstrahl gefuhrt und streuen in Abhéngigkeit der GrofRe und der Granularitat das
einfallende Licht. Im Falle fluoreszierender Partikel kommt es zur Farbstoffanregung durch
den Laser und zur Detektion von zusatzlichen Fluoreszenzsignalen. Beim Passieren der
Zellen durch den Laserstrahl, wird das Streulicht auf unterschiedliche Detektoren geleitet.
Hierbei korreliert die Vorwartsstreuung des Laserlichts (forward scatter FSC) mit der Grol3e
und die Seitwartsstreuung (sideward scatter SSC) mit der Granularitat der Zelle. Bei
fluoreszierenden Komponenten, wie z.B. aufgenommene Nanopartikel, werden diese mit
Licht einer spezifischen Wellenlange angeregt und die Fluoreszenz von unterschiedlichen,
welllenlangenspezifischen Detektoren aufgenommen und in ein elektronisches Signal

umgewandelt.

Fur die FACS Experimente wurde das Protokoll von Daniela Baumann angewendet, welches
aus ihrer Dissertation (Max-Planck-Institut fur Polymerforschung, Mainz, 2012) stammt. Die
Zellen wurden zunachst mit DPBS gewaschen und trypsiniert. Nach einer Zentrifugation bei

800 rpm fir 3 Minuten wurde das Zellpellet in 1 ml DPBS resuspendiert und Uber Zellfilter
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(Celltrics  Einwedfilter) (Partec, Deutschland) in 3,5 ml FACS-Roéhrchen (Partec,
Deutschland) tberfuhrt.

Fur die Optimierung der Pufferbedingungen wurden Hela-Zellen mit der siRNS ATG-7
(Qiagen, U.S.A.) transfiziert. Die siRNS war an AF55 gekoppelt. Die Aufnahme der siRNS in
die Zellen wurde mit dem Bandpassfilter ,IBP-610-30“ (Partec, Deutschland) bei einer
Wellenlange von ca. 580 nm gemessen.

Die Analyse der Nanopartikelaufnahme in die HeLa-Zellen erfolgte mit einem Bandpassfilter
,IBP-527¢ (Partec, Deutschland). Hierbei wird die Fluoreszenz von Bodipy Il detektiert,

welches bei 488 nm angeregt wird und bei 527 nm emittiert.

3.1.17 Herstellung von Zelllysaten

Um Proteine mit Hilfe des Western Blots nachweisen zu koénnen, missen die zu
untersuchenden Zellen zuvor lysiert werden. Hierzu wurde das Protokoll aus der
Masterarbeit von Daniel Hofmann (2011) genutzt, welches vorsieht, die adharenten Zellen
zunachst mit Trypsin vom Boden der Kulturflasche abzulésen. Die Wirkung von Trypsin
wurde mit der Zugabe von DMEM gestoppt. Die Zellsuspension wurde dann bei 800 rpm flr
3 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nach einmaligem Waschen mit DPBS (erneute
Zentrifugation bei 800 rpm fur 3 Minuten) mit 20 pl Lithium-Dodecyl-Sulfat-Puffer (LiDS-
Puffer NuPage, 2x, Invitrogen, U.S.A.) versetzt und anschlie3end fur 5 Minuten auf 95 °C
erhitzt. LiDS-Puffer solubilisiert die Proteine und fuhrt, durch den Einsatz von Dithiothreitol
(DTT) als Reduktionsmittel, zur Spaltung der Disulfidbriickenbindungen und somit zur

Denaturierung der Proteine.

3.1.18 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die  Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) dient als
bioanalytisches Verfahren zur Auftrennung von Proteinen. Die Auftrennung erfolgt nach den
relativen Molekulargewichten der Proteine in einem elektrischen Feld.

Die zuvor hergestellten Zelllysate wurden nach dem Erhitzen auf ein Polyacrylgel in einer
vertikalen Elektrophoresekammer aufgetragen. Als Polyacrylamidgel wurde das Novex
NuPage Bis-Tris Gel (Invitrogen, U.S.A.) mit dem Laufpuffer NuPage MES-SDS Puffer
(Invitrogen, U.S.A.) verwendet. Aufgrund der negativen Ladung wandern die LiDS-
Proteinkomplexe in dem angelegten elektrischen Feld durch das Gel zur Anode. Pro Gel wird
zunachst, wie vom Hersteller Invitrogen (U.S.A.) empfohlen, eine Spannung von 60 V fur 20

Minuten angelegt, welche dann auf 100 V fir 1,5 Stunden erhéht wird.
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3.1.19 Western Blot

Um einen Nachweis der einzelnen Zielproteine zu erbringen, fuohrt man nach der
erfolgreichen LiDS-PAGE eine Western Blot-Analyse durch. Dazu werden die Proteine
zunachst aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran oder eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF-Membran) transferiert. Nach der Ubertragung erfolgt der Nachweis der

Proteine mit Hilfe einer Immunfarbung.

Fur den Proteintransfer von dem SDS-Gel auf die PVDF Membran (Sigma Aldrich, U.S.A.),
wurde die Western Blot-Apparatur ,iBlot® dry blotting system® (Invitrogen, U.S.A.) und deren
Herstellerprotokoll verwendet. Hierbei wurde das SDS-Gel auf eine Anoden-Membran
(Sigma Aldrich, U.S.A) gelegt, welche zuvor mit Ethanol aktiviert (Sigma Aldrich, U.S.A.) und
mit Nuklease-freiem Wasser gespllt wurde. Auf das SDS-Gel wurden die PVDF-Membran
und zwei Filterpapiere gelegt, welche zuvor ebenfalls in Nuklease-freiem Wasser
angefeuchtet wurden.

Die oberste Schicht umfasste die Kathoden-Membran (Sigma Aldrich, U.S.A), welche wie die
Anoden-Membran behandelt wurde und einen Schwamm (Sigma Aldrich, U.S.A), um den
Stromfluss zu gewahrleisten.

Der Proteintransfer wurde bei einer funf-minttigen Spannung von 25 V durchgefuhrt.

Fur den Proteintransfer von dem SDS-Gel auf die Nitrocellulosemembran erfolgte der Aufbau
wie in Abbildung 7. Die Spannung betrug 100 V und wurde fur eine Stunde angelegt. Die
Filterpapiere wurden zuvor in Transferpuffer (Transferpuffer: 25 mM Glycin 20% Methanol;
192 mM Tris-Base, pH = 8,3) (alle Komponenten von Sigma Aldrich, U.S.A; Protokoll der
Firma Carl Roth ,Tris-Glycin Puffer nach Tobwin®) getrankt.
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Abbildung 7: Allgemeiner Aufbau der Western Blot-Apparatur bei der Verwendung einer
Nitrocellulosemembran.

Nach einem erfolgreichen Proteintransfer werden die Banden auf den Membranen mit Hilfe
einer Immunfarbung nachgewiesen. Hierbei wurde das Herstellerprotokoll von Invitrogen
(U.S.A)) befolgt, welches die Anwendung des Novex® Western Breeze Kits beschreibt. Die
Auswertung erfolgte mit dem LAS 3000 Imager, welcher die auftretende Chemilumineszenz
der Reaktion zwischen der alkalischen Phosphatase und deren Substrat detektieren kann.
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4 Ergebnisse

Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der Bachelorarbeit dargestellt. Fir die
Herunterregulation der Tetraspanine (CD63, CD9, CD81 und CD82) und weiterer Proteine
wie Flotillin-1, Caveolin-1, Clathrin (schwere Kette) und Dynamin-1 wurden shRNS
Konstrukte  hergestellt.  Die  Funktionalitat dieser wurde  anschlieBend  mit
Agarosegelelektrophoresen und dem konfokalen Laser-Rastermikroskop Uberpruft. Auf
Grund von geringen Transfektionseffizienzen der HelLa-Zellen mit den shRNS-Konstrukten,
wurden die Versuche mit siRNS weitergefiihrt. Die Uberprifung einer effizienteren
Transfektion, und somit einer effizienteren Herunterregulation, erfolgte ebenfalls mit dem
konfokalen Laser-Rastermikroskop sowie auf Proteinebene Uber den Western Blot und auf
der mRNS-Ebene mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion.

Nachdem die Herunterregulationen der spezifischen Proteine erfolgreich nachgewiesen
wurden, erfolgten die Nanopartikelaufnahmestudien. Hierzu wurden die Polystyrol-Magnetit-
Nanopartikel MB-P-107-ap eingesetzt. Die Aufnahme der Nanopartikel in HeLa-Zellen wurde
quantitativ Uber die Durchflusszytometrie und qualitativ Uber die konfokale Laser-
Rastermikroskopie analysiert.

4.1 Hybridisierung der Einzelstrange

Fur die Klonierung der shDNS in den Plasmidvektor pRNAi-H1-green wurden die
komplementéaren Einzelstrangoligonukleotide in einer Reaktion Zu
Doppelstrangoligonukleotiden hybridisiert. Nach der Auftrennung der Fragmente in der
Gelelektrophorese, wurden zwei unterschiedlich hohe Banden bei ca. 50-25 bp detektiert
(siehe Abbildung 8 A). Die obere Bande repréasentiert die doppelstrangigen Oligonukleotide.
Die untere Bande stellt die nicht-hybridisierten Oligonukleotide dar.

Alle Konstrukte, ausgeschlossen Caveolin-1, zeigten eine nachweisbare Hybridisierung. Die
Hybridisierungseffizienz wurde mit dem Programm ImageJ quantifiziert (Abbildung 8 B).

Caveolin-1 war hierbei nicht auswertbar.
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Abbildung 8: Hybridisierungsreaktion der Oligonukleotide und Quantifizierung der
Hybridisierungseffizienz. (A) Nach der Hybridisierung der Einzel- und Doppelstrangoligonukleotide wurden
diese in einer Gelelektrophorese in einem 4%e-igen Agarosegel aufgetrennt. Die Spuren 2 bis 8 zeigen die
hybridisierten Proben der Oligonukleotide. Die obere Bande reprasentiert die doppelstrangigen Oligonukleotide,
die untere die nicht-hybridisierten Oligonukleotide (Marker = 50 bp Marker). (B) Die Quantifizierung der
Hybridisierung erfolgte durch eine Bandenanalyse in ImageJ. Das Quantifizierungsdiagramm zeigt den
prozentualen Anteil der erfolgreich hybridisierten Oligonukleotide. Die Hybridisierungen und deren Quantifizierung
wurden dreifach durchgefihrt.
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Die erfolgreiche Hybridisierung war die Voraussetzung fir die Klonierung der Oligonukleotide
in den pRNAIi-H1-green Vektor. Uber einen Kontrollverdau wurde die Ligation tberpruft.

4.2 Kontrollverdau der hybridisierten Oligonukleotide in pRNAi-H1-green

Um die erfolgreiche Ligation der shRNS in pRNAi-H1-green zu uberprufen, wurde ein
Restriktionskontrollverdau durchgefiihrt. Die einzelnen Konstrukte wurden Uber eine
Agarosegelelektrophorese analysiert (Abbildung 9). Zur Auswertung des Agarosegels
wurden die Sequenzen der Zielproteine virtuell im Programm Geneious (Biomatters U.S.A.)
verdaut und mit den Bandengréf3en von Abbildung 9 verglichen.

Abbildung 9 zeigt den Restriktionsverdau der shRNS-Konstrukte im Vektor pRNAi-H1-green.
Hier ist zu erkennen, dass in den Spuren der unverdauten Probe (Spur 2, 6,10,14,18, 22, 26,
30 und 34) jeweils eine breite Bande im Bereich zwischen 4000 und 3000 Basenpaaren (bp)
zu finden ist. Die Spuren mit den einzelverdauten Proben, mit Xhol oder BamHI, weisen
jeweils eine groRere Bande auf, welche bei einer GroBe von ca. 4300 bp liegt. Die
doppeltverdauten Proben mit Xhol und BamHI (Spuren 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29 und 33),
weisen alle zwei Banden auf. Die obere befindet sich bei ca. 3700 bp und die untere Bande
bei ca. 600 bp. Vergleicht man die entstandenen Banden mit der Restriktionskarte in
Abbildung 5, so bestehen beide Banden jeweils aus unterschiedlich grof3en

Vektorsequenzen und Teilsequenzen des shRNS-Insert.
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Abbildung 9: 1%-iges Agarosegel des Restriktionsverdaus der ligierten Probe im pRNAi-Vektor H1-green. Spur 1: 1 kb Marker, Spur 2-33 zeigen die verschiedenen
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Nach der Klonierung folgten die Isolation der Plasmide und die Transfektion dieser in HelLa-
Zellen. Nach der Expression der spezifischen mRNS folgte der Nachweis der Protein-

Herunterregulation.

4.3 cLSM-Nachweis der Protein-Herunterregulation mit shRNS-Konstrukten

Nachdem die Ligation erfolgreich nachgewiesen wurde, wurden die aus E .coli isolierten
Plasmide in HeLa-Zellen nukleofektiert. Nach einer dreitatigen Zellkultivierung wurden diese
mit dem konfokalen Laser-Rastermikroskop auf deren erfolgreiche Herunterregulation
analysiert. Dazu wurden die Zellen fixiert und die zu untersuchenden Proteine in den Zellen
mit Hilfe einer Antikdrperfarbung durch spezifische Fluoreszenz markiert (Abbildung 10).
Abbildung 10 zeigt HelLa-Zellen mit den herunterregulierten Proteinen. In den Proben von
CD82, CD9, CD63 und CD81 wurden GFP-positive Zellen detektiert, in denen keine Signale
des Antikorpers (rot) fir die jeweilig spezifische Zielsequenz (CD82, CD9, CD63 und CD81)
sichtbar waren. Die GFP-positiven Zellen zeigten eine erfolgreiche Herunterregulation der
Proteine. Der Durchlichtkanal zeigt alle Zellen in der Aufnahme, auch die GFP-negativen
Zellen, welche noch das Zielprotein exprimieren.

In den anderen transfizierten Proben, wie z.B. in den Caveolin-1 oder Clathrin (schwere
Kette) herunterregulierten Zellen, waren entweder keine Antikorpersignale zu detektieren,
oder es wurden zu wenig GFP-positive Zellen gefunden, sodass keine zuverlassige Aussage

uber die Effizienz der Konstrukte gemacht werden konnte.

41



Ergebnisse

GFP

.
DL

ORI

.

20 um

I

GFP

20 um

Abbildung 10: Analyse der spezifischen Protein-Herunterregulation in HelLa-Zellen. Die Aufnahmen
erfolgten mit dem konfokalen Laser-Rastermikroskop. In griin ist das GFP-Signal der transfizierten Zellen
dargestellt und in rot das Antikorpersignal der Zielproteine. Auf der rechten Seite befinden sich die
Durchlichtaufnahmen der Proben (DL). Die Antikdrperfarbung und dessen Auswertung wurden fuinffach Gberpruft.
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Auf Grund der geringen Nukleofektionseffizienz der HeLa-Zellen mit den shRNS-Konstrukten
wurden die Untersuchungen des Einflusses der Tetraspanine auf die Aufnahme von
superparamagnetischen Nanopartikeln mit SiRNS weitergeftihrt. Durch die Transfektion von
Fluoreszenz-markierten sSiRNS wurde zunachst die Nukleofektion mit der Lipofektion
verglichen. Die Transfektion tiber die Methode der Nukleofektion fiihrte zu einer Effizienz von
knapp 95 %. Aus diesem Grund fand die Nukleofektion eine hthere Anwendung als die
Lipofektion. Die mit den shRNS-Konstrukten optimierten Bedingungen der Nukleofektion
wurden nun fir die Anwendung der siRNS weiter optimiert.

Es wurde unter anderem die Auswirkung von unterschiedlichen Puffern auf die Effizienz der
Nukleofektion getestet. Dabei ergab ein selbsthergestellter Zytomix eine sehr gute Effizienz,
welcher mit geringen Kosten verbunden war.

Nach der Optimierung folgten die Nukleofektionen der siRNS und deren Auswertungen.

4.4 gRT-PCR der mit siRNS transfizierten HeLa-Zellen

Nach der Optimierung des Nukleofektionsprotokolles fiir die siRNS wurden die
Funktionalitaten der eingesetzen siRNS auf der mRNS-Ebene Uberpriift. Nach drei Tagen
Inkubationszeit wurde die Herunterregulation mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion analysiert und quantifiziert (siehe Abbildung 11).

Abbildung 11 zeigt die prozentuale Herunterregulation der jeweiligen Proteine in den Zellen.
Die Herunterregulation der einzelnen mRNS wurde in technischen und biologischen
Triplikaten gemessen. Die Ergebnisse zeigen, dass CD63 im Vergleich zur Negativkontrolle
(NK) eine Herunterregulation von ca. 94 % aufweist. AuRerdem wird sichtbar, dass CD81 in
den Zellen zu 71 % herunterreguliert wurde, die Proteine CD9 67 % und CD82 85 % weniger
Expression in der Zelle zeigt. Des Weiteren war Clathrin (schwere Kette) nur noch zu 49 % in
den transfizierten Zellen vorhanden. Von Caveolin-1 wurde in den Zellen noch 12 % Protein
nachgewiesen. Von Flotillin-1 war noch 32 % Protein vorhanden. Die geringste

Herunterregulation erfolgte bei Dynamin I/1l mit 43 %.
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Abbildung 11: Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion der herunterregulierten mRNS in
nukleofektierten HelLa-Zellen. Die Analysen fanden drei Tage nach der Nukleofektion statt. Die prozentuale
Herunterregulation bezieht sich auf die Negativkontrollen (NK). Die Analyse erfolgte mit der SYBR® Green AA CT-
Methode. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten t-Test, bezogen auf die jeweilige
Negativkontrolle (*p= 0, 01-0.05; **p= 0, 001- 0, 01; **p< 0, 001) (n= 3). Der Fehlerbalken gibt die
Standardabweichung wieder.

Neben der mRNS-Ebene wurde die Herunterregulation in den Hela-Zellen auch auf
Proteinebene untersucht.

4.5 Nachweis der Protein-Herunterregulation im Western Blot

Die Uberprufung auf Proteinebene wurde im Western Blot gezeigt und anschlieRend mit
ImageJ quantifiziert (Abbildung 12 B). Als Ladekontrolle wurde im Western Blot ein
Antikorper gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) eingesetzt.

Der Western Blot zeigt, dass die jeweils erste Bande intensiver ist als die zweite. Bei CD63
und Clathrin (schwere Kette) ist eine dritte Bande sichtbar, welche noch schwéacher als die
zweite ist. Die Ladekontrolle GAPDH ist jeweils als untere Bande sichtbar (ca. 36 kDa). In
der Quantifizierung des Western Blots wird deutlich, dass alle untersuchten Proteine auf

mindestens 39 % herunterreguliert wurden. Ebenfalls wird sichtbar, dass die Analyse der

44



Ergebnisse

Nukleofektion nach 6 Tagen bei CD63 und Clathrin (schwere Kette) zu einer geringeren
Proteinkonzentration in den Zellen fiihrte, als eine Nukleofektion nach 3 Tagen.

Die Herunterregulation von CD82 konnte im Western Blot auf Grund eines nicht
detektierbaren Antikdrpers nicht nachgewiesen werden. Auch nach der Verwendung eines
neuen Antikorpers konnte kein CD82 auf dem Western Blot detektiert werden.

45



Ergebnisse

A

CD9 CD81 CD63
NK 3dKD NK 3dKD NK 3dKD 6dKD

- ‘d

v— -

| GAPDH

Caveolin 1 Clathrin (schwere Kette)  Flotillin-1 Dynamin /Il
3dKD | 3dKD 6dKD NK 3dKD NK 3d KD

- R L
-

*kk

Prozentuale
Herunterregulation [%]

Abbildung 12: Western Blot-Analyse und Quantifizierung der Herunterregulationen (KD) auf der
Proteinebene. (A) Immunfarbung der Negativkontrolle und der Herunterregulation gegen das jeweilige
Zielprotein. In allen Fallen wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Ladekontrolle
verwendet. Die Proteinanalyse erfolgte 3 Tage (3d) oder 6 Tage (6d) nach der Nukleofektion. Der Western Blot
wurde je Konstrukt dreifach bis vierfach durchgefuhrt. (B) Die Quantifizierung der Banden erfolgte mit ImageJ.
Dargestellt ist die prozentuale Herunterregulation der Zielproteine, bezogen auf die jeweilige Negativkontrolle. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten t-Test, bezogen auf die jeweilige Negativkontrolle
(*p=10, 01 - 0, 05; *p= 0, 001 - O, 01; ***p< 0, 001) (n= 3). Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichung an.
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Nachdem die Werkzeuge fir die Herunterregulation der Proteine etabliert und Uberprift
wurden, erfolgten die Experimente zur Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln.

4.6 Kinetik der Nanopartikelaufnahme

Vor den eigentlichen Nanopartikelaufnahmestudien wurde eine Aufnahmekinetik des
verwendeten Nanopartikels durchgefuhrt. Die Kinetik in Abbildung 13 zeigt einen stetigen
Anstieg der Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zeit. In den vierstiindig inkubierten Proben
wurde eine hohere Fluoreszenz gemessen als in den zweistiindig inkubierten Proben. Ein

weiterer Anstieg ist nach 6 Stunden zu sehen.
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Abbildung 13: Kinetikstudie der Nanopartikelaufnahme in HelLa-Zellen. Analysiert wurde die
Nanopartikelaufnahme mit der Durchflusszytometrie. Eingesetzt wurden 150 pg/ml Nanopartikel, welche bis zu
sechs Stunden mit den HelLa-Zellen inkubiert wurden. Die Kinetikstudie wurde meinerseits zweifach bestimmt und
deckte sich mit Kinetikstudien gleicher Bedingungen von Daniel Hofmann.
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Nachdem die Bedingungen optimiert wurden, folgten die Nanopartikelaufnahmestudien.

4.7 Nanopartikelaufnahmestudien

Die quantitativen Analysen der Aufnahme der Nanopartikel erfolgten mit dem konfokalen
Laser-Rastermikroskop (cLSM) (Abbildung 14), und die qualitativen Analysen Uber die
Durchflusszytometrie (Abbildung 15). Fur beide Analysen wurden siRNS behandelte Hela-
Zellen fur sechs Stunden mit den Nanopartikeln MB-P-107-ap inkubiert. Fir die Analyse mit
dem cLSM wurden die behandelten Zellen anschlief3end fixiert und immunologisch mit

Antikoérpern gefarbt.

Abbildung 14 zeigt die cLSM Aufnahmen der jeweiligen Proben vor und nach der
Herunterregulation. Die Herunterregulation zeigt qualitativ keine deutlichen Veranderungen

in der Aufnahmekinetik der Nanopartikel.
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Negativkontrolle Herunterregulation

Abbildung 14: Qualitative Analyse der Nanopartikelaufnahmestudie in siRNS behandelten HelLa-Zellen.
Die Aufnahmen erfolgten mit dem konfokalen Laser-Rastermikroskop. Die Zielproteine wurden (ber eine
Immunfluoreszenz mit dem jeweiligen Antikérper angefarbt (rot). In grin sind die Nanopartikel (NP) dargestellt,
welche zuvor fur sechs Stunden mit den HelLa-Zellen inkubiert wurden (DL= Durchlicht). Die Auswertung erfolgte
nach dreifacher, teilweise auch vier- oder fiinffacher experimenteller Durchfiihrung.
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Nach der qualitativen Begutachtung der Nanopartikelaufnahme wurde die quantitative
Analyse der Nanopartikelaufnahme mit dem Durchflusszytometer durchgefuihrt. Aus
Abbildung 15 wird deutlich, dass die prozentuale Aufnahme der Partikel in die transfizierten
Zellen bei CD81 und Flotillin-1 signifikante Abweichungen von 14 % bzw. 13 % aufwiesen.
Bei den anderen herunterregulierten Zellen ergab die Durchflusszytometrie keine
signifikanten Abweichungen. Hierbei ist eine Schwankung von 0,98 % bis 3,34 % um den

Wert der Negativkontrolle mit Nanopartikeln zu beobachten.
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Abbildung 15: Quantitative Analyse der Nanopartikelaufnahme in der Durchflusszytometrie. Die Aufnahme
in die nukleofektierten HelLa-Zellen bezieht sich prozentual auf die Aufnahme der Nanopartikel der nicht
transfizierten HelLa-Zellen (NK). Die Messung erfolgte nach einer sechs-stiindigen Nanopartikel-Inkubation. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem ungepaarten t-Test (**p= 0, 001 - 0, 01; ***p< 0, 001) (n= 3). Der
Fehlerbalken gibt die Standardabweichung an.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die siRNS eine hohere Transfektionseffizienz als die
shRNS erbringt. Die Herunterregulation der Proteine Uber die siRNS hatte erfolgreich
funktioniert. Die Nanopartikelaufnahmestudien der superparamagnetischen Polystyrol-
Nanopartikel in die transfizierten HelLa-Zellen ergaben quantitativ bei CD81 und Flotillin-1
signifikante Veranderungen, bezogen auf die Aufnahme in nicht-transfizierten HelLa-Zellen.
Bei den anderen transfizierten Zellen kam es zu keiner signifikanten Anderung des

Aufnahmeverhaltens.
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5 Diskussion

Dos Santos et al. (2011) verdéffentlichten, dass die gleiche Art von Nanopartikeln von einem
Zelltyp Uber viele unterschiedliche endozytotische Wege aufgenommen werden kann. Das
heiRt, dass Zellen trotz einer Herunterregulation oder Inhibition von spezifischen

Endozytosewegen immer noch in der Lage sind, Nanopartikel aufzunehmen.

Die aktuelle Literatur lasst jedoch keine abschlieliende Charakterisierung der Aufnahme von
Polystyrol-Nanopartikeln in HeLa-Zellen zu. Diese Bachelorarbeit hatte daher zum Ziel, die
Rolle der Tetraspanine und der Proteine Caveolin-1, Clathrin (schwere Kette), Dynamin-1
und Flotillin-1 bei den Aufnahmemechanismen superparamagnetischer Polystyrol-
Nanopartikel ndher zu untersuchen. Ausgangspunkt der Arbeit war die ldentifikation der
Zielproteine mittels Peptidmassenspektrometrie. Zusatzlich wurden Dynamin und Clathrin
(schwere Kette) wegen der Hinweise in der Literatur Rolle der Proteine in der Endozytose
untersucht. Dazu wurden experimentell ShRNS-Konstrukte kloniert und u. a. SiRNS getestet.
Nachdem die Herunterregulation Utber die indirekte Immunfluoreszenz-Analyse, auf mRNS-
Ebene durch die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion und auf Proteinebene
durch die Western Blot Analyse gezeigt wurde, erfolgten die Nanopartikelaufnahmestudien
mit superparamagnetischen Polystyrol-Nanopartikeln in HeLa-Zellen. Die Aussagen uber das
Aufnahmeverhalten der Nanopartikel in die transfizierten Zellen wurden durch die

signifikanten Herunterregulationen der Proteine unterstitzt.

5.1 shRNS-Konstrukt- und siRNS-induzierte Protein-Herunterregulation

Die Anwendung der shRNS Konstrukte bendétigte eine vorherige Hybridisierung und Ligation
der Oligonukleotide in einen pRNAIi-Vektor. Abbildung 8 zeigt an Hand einer Bande bei 50 bp
eine erfolgreiche Hybridisierung der Konstrukte, mit der Ausnahme von Caveolin-1.
Abbildung 9 zeigt an Hand des Vorhandenseins von zwei Banden beim Doppelverdau mit
BamHI und Xhol, dass die shRNS Oligonukleotide erfolgreich in den Vektor ligiert wurden.
Ware das Insert nicht im Vektor vorhanden, wirde bei einem Doppelverdau nur ein lineares
Plasmid entstehen, da sich die Schnittstelle fur BamHI im shRNS-Insert befindet (siehe
Abbildung 5). In diesem Fall ware nur eine Bande im Gel sichtbar. Trotz fehlender Nachweis
der Hybridisierung von Caveolin-1 und einer nur geringen Hybridisierung von Dynamin-1
(Abbildung 8) ist in Abbildung 9 (Spur 21 und 33) sichtbar, dass der geringe doppelstrangige
Anteil der Ansatze fir eine Ligation ausgereicht hat.

Die Betrachtung der transfizierten HeLa-Zellen unter dem konfokalen Laser-Rastermikroskop
zeigte nur geringe Transfektionseffizienzen von unter 10 % (Abbildung 10). Ein mdglicher
Grund daflr kénnte in der GrolRe der elektroporierten Poren und des Plasmids liegen. Laut

Herstellerinformationen (Lonza, Schweiz) sollte jedoch die GroRe von 4219 bp kein
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limitierender Faktor bei der Transfektion darstellen. Mdglicherweise spielen hier die
Schutzmechanismen der Zelle eine Rolle, durch die das Plasmid oder das shRNS-Insert
direkt von Enzymen geschnitten wird (Goebel und Schiel3, 1975).

Die siRNS erzielte eine hohere Transfektionseffizienz und konnte somit qualitativ und
quantitativ auf die Herunterregulation getestet werden. Die Untersuchung mittels der qRT-
PCR (Abbildung 11) und dem Western Blot (Abbildung 12), ergaben dass CD63 im Vergleich
zur Negativkontrolle (NK) eine Herunterregulation von ca. 94 % aufweist, CD81 wurde in den
Zellen zu 71 % herunterreguliert und die Proteine CD9 und CD82 waren jeweils zu 67 %
bzw. 85 % herunterreguliert. Von Flotillin-1 war noch 32 % Protein vorhanden und von
Caveolin-1 wurde in den Zellen noch 12 % Protein nachgewiesen. Die geringste
Herunterregulation erfolgte bei Clathrin (schwere Kette) mit 49 % und Dynamin I/Il mit 43 %.

Auf dem Western Blot (Abbildung 12) waren bei Dynamin I/ll noch 22 % und bei Clathrin
(schwere Kette) noch 60 % Protein nachweisbar. Laut Herstellerinformationen liegt die
prozentuale Herunterregulation von Dynamin I/ll im erwarteten Normbereich. Es ist mdglich,
dass diese geringeren Protein-Herunterregulationen von Clathrin (schwere Kette) und
Caveolin-1 biologisch keine relevanten Auswirkungen auf die Zellen haben. Um eine
effizientere Herunterregulation in zukinftigen Experimenten zu gewahrleisten, sind weitere
Optimierungen notwendig. Eine mdgliche Optmierung konnte die Nukleofektion der HelLa-
Zellen mit mehreren, auf eine mRNS gerichtete, sSiRNS sein. Hier konnte beispielsweise eine

Endoribonuklease-vorbereitete siRNS (esiRNS) eingesetzt werden (Kittler et al., 2004).

5.2 Aufnahme der superparamagnetischen Polystyrol-Nanopartikel in HeLa-Zellen

Die Aufnahmestudien mit negativ geladenen superparamagnetischen Polystyrol-
Nanopartikeln erfolgten mit der Methode der Durchflusszytometrie und der indirekten
Fluoreszenz-Analyse von transfizierten Zellen mit den entsprechenden Antikorpern. Auf
Grund der Fluoreszenzmarkierung der Nanopartikel durch Bodipy Il sind diese mit den aus

der Literatur bekannten Absorption- und Emissionswerten detektierbar.

Betrachtet man die qualitativen (Abbildung 14) und quantitativen (Abbildung 15) Ergebnisse
der Nanopartikelaufnahme der Zellen mit den Herunterregulationen von Clathrin (schwere
Kette), Caveolin-1, Dynamin-1, und der Tetraspaninen CD63, CD9 CD82, so ist kein
signifikanter Unterschied zur Aufnahme der Nanopartikel in nicht transfizierten HelLa-Zellen
sichtbar. Die Ergebnisse der Herunterregulation von CD81 und Flotillin-1 zeigen jedoch
signifikante Aufnahmeé&nderungen.

Mogliche Aufnahmemechanismen stellen u. a. die Clathrin-abhdngige Endozytose, die
Caveolin-abhangige Endozytose und die Clathrin- / Caveolin-unabhéngige Endozytose dar
(Mukherijee et al., 1997). Sowohl die Clathrin- und die Caveolin-abhéngige Endozytose sind

Dynamin-abhangig. Zu den Clathrin- und Caveolin-unabhdngigen Wegen gehdrt die
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Aufnahme Uber Flotillin-1 und Gber die Tetraspanin-angereicherten Mikrodomanen (Glebov
et al., 2005; Spodon et al., 2008).

Die Aufnahmeergebnisse von Clathrin (schwere Kette) und Caveolin-1 herunterregulierten
Zellen decken sich mit der Literatur. In der Literatur sind einige Inhibitor-Experimente zur
Aufnahme von negativ geladenen Nanopartikeln in Zellen zu finden. Diese Experimente
zeigen, dass die Aufnahme von negativ geladenen Polystyrol- oder Polymilchséure-
Nanopartikeln nicht tber den Clathrin- oder Caveolin-vermittelten Endozytoseweg erfolgt
(Harush-Frenkel et al., 2007; dos Santos et al., 2011). Dies wurde auch fur die Aufnahme
von Ricin-Quantum Dots gezeigt (Iversen et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden an
Stelle von Inhibitoren siRNS eingesetzt, welche Sequenz-spezifisch nur die einzelnen
Proteine herunterreguliert (Whitehead et al., 2009). Dieser Ansatz stellt eine spezifische
Erganzung und Bestatigung zur bekannten Literatur dar. Jedoch ist zu beachten, dass von
Clathrin (schwere Kette) nur eine Herunterregulation auf dem Proteinlevel von 51% vorliegt.
Es ist also mdglich, dass der noch vorhandene Anteil in den Zellen ausreicht, um Clathrin
umgebene Membraneinstilpungen in ausreichender Menge zu bilden. In Zukunft sollten
weitere Experimente mit einer Visualisierung von Transferrin gemacht werden. Transferrin ist
ein Glykoprotein und stellt einen Marker fir einen Clathrin-abhéngigen Endozytoseweg dar
(Nichols und Lippincott-Schwartz, 2001).

Dausend et al. (2008) zeigten, dass die Aufnahme von positiv und negativ geladenen
Polystyrol-Nanopartikeln Dynamin-abhangig ist. Dies bedeutet, dass es neben der Clathrin-
und Caveolin-vermittelten Aufnahme noch weitere Aufnahmemechanismen fir negativ
geladene Partikel gibt, welche Dynamin-abhangig aber Clathrin- und Caveolin-unabhangig
sind. Beispielsweise ist nach Herskovitz (1993) Dynamin ebenfalls an einfachen
Membranabschnirungen beteiligt. Eine weitere Mdglichkeit eines Clathrin- und Caveolin-
unabhangigen, aber Dynamin-abh&nigen Aufnahmeweges findet man in der Internalisierung
des Interleukin 2 Rezeptors (IL2R3) (Doherty et al., 2009). Ebenfalls ist der Weg Uber die
GTPase Proteine Ras homologes Genfamilienmitglied A (RhoA) und Ras-verwandtes C3
Botulinumtoxinsubstrat-1 (Rac-1) Dynamin-abhangig, aber Caveolin- und Clathrin-

unabhangig (Sandvig et al., 2011).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Dausend et al. (2008) zeigen die Experimente dieser
Arbeit jedoch, dass es zu keinem signifikanten Unterschied bei der Aufnahme in den
Dynamin I/l sSiRNS behandelten Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle kommt. Dies spricht
fur die Vermutung, dass negativ geladene Polystyrol-Nanopartikel iber Dynamin-abhangige
Wege aufgenommen werden kénnen, aber auch andere Wege in die Zelle nutzen, welche

Dynamin-unabhangig sind.

Beispielsweise fiihrt nach Dausend et al. (2008) und dos Santos et al. (2011) die Inhibition

von F-Aktin und Mikrotubulin vor allem bei gréReren Partikeln zu einer Verminderung der
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Aufnahme. Nach Mercer und Helenius (2009) spielt F-Aktin eine wichtige Rolle in der
Ausbildung von Makropinosomen. Es konnte also sein, dass die Partikel tber die
Makropinozytose aufgenommen werden, die laut Literatur sowohl Dynamin-unabhangig als
auch Dynamin-abhangig ist (lversen et al., 2011; Mulherkar et al., 2011). Zusétzlich ist in der
Vergffentlichung von Harush-Frenkel et al. (2007) zu finden, dass die Inhibtion der Caveolin-
und Clathrin-abhangigen Wege zu einer Stimulation der Makropinosomen fiihrt.

Ein weiterer Aufnahmeweg koénnte in diesem Falle Uber die Tetraspanin-angereicherten
Mikrodoménen sein, da dieser Weg nach Spodon et al. (2008) weder Clathrin- noch
Caveolin- oder Dynamin-abhangig ist. Des Weiteren sind in der Literatur mogliche
Aufnahmewege Uber Flotillin zu finden. Diese kénnen sowohl Dynamin-abhéngig als auch
-unabhangig sein und somit auch in den Dynamin I/ll herunterregulierten Zellen genutzt

worden sein (Sandvig et al., 2011).

Flotillin-1 wird in der Literatur mit der Internalisierung von Glutamatrezeptoren und
Dopaminrezeptoren in Verbindung gebracht (Cremona et al., 2011). Zur Rolle von Flotillin in
der Aufnahme von Nanopartikeln ist bisher wenig in der Literatur zu finden. Nach Kasper et
al. (2013) spielen in der Aufnahme von 30 nm bis 300 nm groRRen Silica-Nanopartikeln die
konventionellen Wege uber Clathrin oder Caveolin keine Rolle. Die Partikel wurden in dieser
Studie Uber den Flotillin-Aufnahmeweg internalisiert. Diese Arbeit zeigt, dass die
Herunterregulation von Flotillin-1 zu signifikanten Aufnahmeanderungen fihrte. Die geringe
Verminderung der Aufnahme um 13 % zeigt jedoch, dass eine Vielzahl der Nanopartikel
dennoch (ber andere Wege aufgenommen wurden, welche Caveolin-, Clathrin- und

Flotillin-1-unabhangig sind.

Die Herunterregulation der Tetraspanine zeigte in dieser Arbeit bei drei der vier
Tetraspaninen (CD63, CD9 und CD82) keine signifikante Verminderung oder Zunahme in
der Aufnahme der Nanopartikel. Bei der Aufnahmestudie der CD81 herunterregulierten
Zellen  zeigte sich  eine  signifikante  Verminderung (um 14 %) der

Nanopartikelinternalisierung.

In der Literatur findet man zu der Rolle der Tetraspanine in der Endozytose viele
Aufnahmestudien mit Viren. Die Untersuchungen von Spodon et al. (2008) ergaben, dass
Tetraspanin-angereicherte Mikrodomanen (TEMs) als Plattformen fir einen Clathrin-,
Caveolin- und Dynamin-unabh&ngigen Aufnahmeweg fiur Viren agieren kénnen. Rubinstein
et al. (1996) und Nydegger (2006) postulierten, dass die Tetraspanine an der
Membranoberflache miteinander interagieren und nach Deneka et al. (2007), Xu et al. (2009)
und Li et al. (2011) stellen diese Tetraspanine Eintrittswege fir den humanen
Immundefizienz Virus Typ 1 (HIV-1) dar. In T-Zellen sind vor allem die Tetraspanine CD81
und CD9 am viralen Eintritt und an der Freisetzung von HIV-1 beteilgt (van Spriel und Figdor,

2010). Pileri und seine Kollegen (1998) demonstrierten, dass die extrazellulare Schleife von
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CD81 mit dem Glycoprotein E2 des Hepatitis C Virus (HCV) interagieren kann und somit
einen zellularen Rezeptor fur HCV darstellt. Nach Rocha-Perugini et al. (2011) ist CD81
notwendig, aber alleine nicht ausreichend fur die Aufnahme des Hepatitis C Virus. Des
Weiteren findet man Informationen tber die Rolle von CD81 bei Aufnahme von parasitaren
Sporozoiten, z.B. von Plasmodium falciparum (Silvie et al., 2002).

Die Untersuchungen der Tetraspanine in dieser Studie zeigen, dass CD81 eine wichtigere
Rolle in der Aufnahme der superparamagnetischen Polystyrol-Nanopartikel als CD9, CD63
und CD82 spielt. In der Literatur wird CD81 als ein wichtiger Parameter bei der
Virusaufnahme genannt. Die verwendeten Nanopartikel besaf3en eine durchschnittliche
GroRRe von 120 nm, die humanen Immundefizienz Viren Typ 1 eine Gréf3e von 100-120 nm
(Campbell und Rein, 1999). Reduziert man die Ergebnisse der Virenaufnahmestudien auf
den GroRenparameter und wendet diese auf die vorliegenden Ergebnisse der
Nanopartikelaufnahme Uber TEMs an, so bedeutet dies, dass die Nanopartikel unter
anderem mit CD81 interagieren. Jedoch ist auch hier zu beachten, dass die Abweichung der
Aufnahme nur 14 % betragt. Dies bedeutet, dass die Polytsyrol-Nanopartikel ebenfalls Uber

CD81-unabhéangige Wege internalisiert werden.

Ebenfalls verotffentlichte Xu et al. (2009), dass keine Colokalisation zwischen Komponenten
der TEMs mit Flotillin besteht. Dies kénnte bedeuten, dass die Nanopartikel in den Flotillin-1
SsiRNS behandelten Zellen eventuell einen Endozytoseweg uber die TEMs genommen haben
und in den CD81 siRNS behandelten Zellen eventuell einen Weg uber Flotillin-1 Doménen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie ergaben, dass die Polystyrol-Nanopartikel keine der
untersuchten Proteine und deren Endozytosewege als Hauptaufhahmeweg nutzten, es
jedoch zZu geringen signifikanten Aufnahmeverringerungen bei den

Proteinherunterregulationen von CD81 und Flotlillin-1 in HeLa-Zellen kam.

5.2.1 Proteinunabhangige Aufnahmemechanismen

4 °C Versuche von dos Santos et al. (2011) ergaben, dass die Endozytose ein
energieabhangiger Prozess der Zelle ist. Dies wiirde bedeuten, dass die Aufnahme dennoch
von Proteinen abhangig ist. Jedoch ergaben die Untersuchungen von Vranic et al. (2013),
dass es ebenfalls passive Aufnahmeprozesse gibt, bei denen Nanopartikel auch bei 4 °C
aufgenommen werden. Es gibt weitere Literatur zur mechanischen Aufnahme (ber
endozytotisch-unabhangige Wege, wie z.B. in roten Blutkérperchen uber starke lokale
Membrandeformationen (Rothen-Rutishauser et al., 2006; Zhao et al., 2011). Weitere
passive Aufnahmewege wurden von Le Bihan et al. (2009) untersucht, bei denen der
Krimmungswinkel der Membran im Verhéltnis zu den Nanopartikel eine entscheidende Rolle
spielt. Ebenso spielen Bedingungen, wie die Konzentration der Nanopartikel und deren

GrolRe, eine Rolle (Jaskiewicz et al., 2012).
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Die vorliegenden Untersuchungen und Vergleiche mit der Literatur fuhren zu der Annahme,
dass die Vielzahl an unterschiedlichen Protein-abhangigen und -unabhé&ngigen
Aufnahmewegen von Polystyrol-Nanopartikeln in HeLa-Zellen ein moglicher Grund fir die
nicht signifikanten Ergebnisse sein kénnte. Mdglicherweise werden die Partikel gleichzeitig
uber die verschiedenen Wege aufgenommen, oder gleichwertige Alternativwege genutzt,
sobald bestimmte Aufnahmewege herunterreguliert werden (Abbildung 16). Ein weiterer
Grund konnte eine zu geringe Protein-Herunterregulation mit der siRNS sein. Die
Anwendung der siRNS sollte in Zukunft weiter optimiert werden. Mdgliche Ansatze fir
zuklnftige Analysen sind, mehrere Aufnahmewege gleichzeitig in einer Zelle Uber siRNS
herunter zu regulieren und mit diesen Zellen Aufnahmestudien durchzufihren. Damit
koénnten magliche ~LAusweich“-Wege identifiziert werden. Um nahere
Aufnahmewegidentifikationen durchzufthren, ist die Kombination von Ergebnissen
unterschiedlicher Herangehensweisen wichtig. Hierbei konnte man die siRNS Ergebnisse mit
Experimenten vergleichen, in denen pharmakologische Inhibitoren der jeweiligen
Aufnahmewege verwendet werden. Uber den Einsatz von Immunfluoreszenz sind mdgliche
Colokalisationen zwischen Nanopartikeln und Proteinen zu detektieren. Ebenso sind
Aufnahmen nicht nur mit dem konfokalen Laser-Rastermikroskop durchzufiihren, sondern

ebenfalls mit einem Transmissionselektronenmikroskop.

| Endozytose |
| Protein-abhiingig | Protein-unabhingig |
\ Dynamin-abhangig* \Dynamin-unabhéngig*\

Clathrin-abhangig* Flotillin-1* 2B:

Caveolin-1 abhangig* Makropinozytose Membrandeformation

RhoA Konzentrations-abhangig
Rac-1 Groéfien-abhangig

IL2RR

Abbildung 16: schematische Darstellung mdglicher Endozytosewege von Nanopartikeln.
Zusammengefasst an Hand der Literaturhinweise, die in der Einleitung und in der Diskussion beschrieben sind
(*=in dieser Arbeit untersuchte Endozytosewege).
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6 Zusammenfassung

Nanopartikel finden immer Ofter eine wichtige Anwendung beim Transport von
Medikamenten zu bestimmten Zielstrukturen (Soppimath et al., 2001). In der Literatur sind
viele Aufnahmestudien mit Nanopartikeln zu finden. Die meisten Studien verwenden
Inhibitoren, welche die Aufnahmewege teilweise nur unspezifisch blockieren (Vercauteren et
al., 2008). Um eine nicht spezifische Blockierung zu umgehen, wurden in dieser Arbeit
shRNS-Konstrukte und siRNS Konstrukte eingesetzt. Diese filhren zu einer gezielten
Herunterregulation der Proteine (Caplen, 2001). Nach der Herunterregulation der Proteine
folgten die Aufnahmestudien der superparamagnetischen Polystyrol-Nanopatrtikel.

Der Einfluss der Tetraspanine und weiterer Proteine, wie z.B. Caveolin-1 und Dynamin-1,
wurde in dieser Arbeit ndher untersucht. Dies erfolgte auf Grund von Literaturhinweisen zur
Rolle dieser Proteine in endozytotischen Aufnahmewegen und der Identifikation der
Tetraspanine auf Endosomen durch Daniel Hofmann.

Die Ergebnisse zeigen, dass die siRNS induzierte Herunterregulation eine hohere
Transfektionseffizienz zeigte als die Herunterregulation mit ShRNS-Konstrukten. Die siRNS
fuhrte bei allen untersuchten Proteinen zu einer Herunterregulation in den Zellen (34 % - 94
%). Die Nanopartikelaufnahmestudien zeigten in den transfizierten Zellen bei CD81 und
Flotillin-1 signifikante Abweichungen, bezogen auf die Negativkontrolle. CD63, CD82, CD9,
Caveolin-1, Clathrin (schwere Kette) und Dynamin-1 zeigten keine signifikanten

Aufnahmeabweichungen.

Schlussfolgernd ist zu sagen, dass in dieser Studie sowohl die spezifische
Herunterregulation der Tetraspanine CD9, CD63, und CD82 als auch die Herunterregulation
von Caveolin-1, Dynamin-1 und Clathrin (schwere Kette) in HeLa-Zellen keinen signifikanten
Einfluss auf die Aufnahme von superparamagnetischen Polystyrol-Nanopartikeln hatte. Bei
CD81 und Flotillin-1 wurden Signifikanzen im Bezug zur Aufnahme der Nanopartikel in der
Negativkontrolle gefunden. Hierbei kam es jeweils zu einer Verminderung der Aufnahme.
Dies spricht fir einen Einfluss von CD81 und Flotillin-1 auf die Internalisierung der

superparamagnetischen Polystyrol-Nanopartikel.
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