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Referat 

Im klinischen Alltag stellt die Sepsis trotz intensiver Forschung eine lebensbedrohliche 

Erkrankung dar. Daher ist es unabdingbar zu verstehen, welche pathophysiologischen Effekte 

bei einer Sepsis ablaufen. Ein zentrales Problem stellt die exzessive Ausschüttung von Zytokinen 

dar, welche mit einer Störung der endothelialen Barrierefunktion einhergeht. Um diese 

Vorgänge genauer zu untersuchen, wurden humane Endothelzellen (Zelllinie TIME) in An- und 

Abwesenheit der Zytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ kultiviert und mittels Next Generation 

Sequencing (NGS) die mRNA-Expression der Zellen analysiert. Es zeigte sich, dass die Expression 

von mRNAs, welche für die homophilen Zell-Zell-Adhäsion kodieren, signifikant 

herunterreguliert waren. Die Zytokin-indizierte Störung der Zell-Zell-Adhäsion war auch in der 

Zellkultur mittels Impedanzmessung nachweisbar, wobei sowohl der Verlust als auch die 

Wiederherstellung der Integrität der Endothelschicht innerhalb weniger Stunden erfolgte. Dies 

deutet auf eine Beteiligung eines schnellen, posttranskriptionellen Mechanismus hin. Vor 

diesem Hintergrund wurden mittels NGS und ddPCR die miRNAs identifiziert, welche unter 

Zytokinstimulation eine signifikant veränderte Expression zeigten: miR-29a-3p, miR-29b-3p und 

miR-155-5p. Die in silico-Analyse der Zielgene dieser miRNAs belegte, dass zentrale Mediatoren 

endothelialer Zell-Zell-Kontakte wie Claudin 1, β-Catenin, p120-Catenin und Eplin durch miR-

29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p beeinflusst sind. Dies liefert einen klaren Hinweis darauf, 

dass der Verlust der endothelialen Barrierefunktion im entzündlichen Milieu zumindest 

teilweise auf einen posttranskriptionellen Mechanismus zurückzuführen ist. Weitergehende 

Untersuchungen ergaben, dass proinflammatorische Signalkaskaden, wie der NFκB-, der MAPK- 

und der JAK-STAT-Signalweg, welche die miRNA-Expression modulieren, nicht nur durch 

Zytokine sondern auch durch Fettsäuren beeinflusst werden. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Zytokin-induzierte Aufregulierung von miR-29a-3p durch die Anreicherung von Endothelzellen 

mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA) blockiert wird. miR-29a-3p hat die mRNAs von 

PAI-1, TF, vWF, IL-1β, IL-6 und IL-8 als Ziel. Die PUFA-Anreicherung der Endothelzellen führte zu 

einer verminderten Expression der genannten mRNAs. Dies demonstriert, dass die PUFA-

Supplementierung dem entzündlichen Milieu entgegenwirkt. Interessanterweise lässt sich 

dieser antiinflammatorische Effekt sowohl für ω3 als auch bei ω6 Fettsäuren beobachten. 

Intensivpatienten kommen regelhaft mit PUFA als Medikamentenbestandteile in Kontakt. Die 

vorliegenden Ergebnisse liefern schlüssige Hinweise, dass die verabreichten PUFA das Potential 

besitzen im Körper bisher nicht vollständig verstandene Effekte zu entfalten und geben Anlass 

zur weiteren Forschung.  
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1 Einleitung 

1.1 Sepsis 

1.1.1 Definition 

Eine Sepsis ist ein lebensbedrohlicher Zustand, der auf eine inadäquate Reaktion des 

Organismus auf eine Infektion zurückzuführen ist, in deren Folge körpereigene Gewebe 

geschädigt und Organfunktionen eingeschränkt werden [1].  

Die Inzidenz der Sepsis wird weltweit auf 48,9 Millionen Erkrankte pro Jahr geschätzt. Auf einer 

Intensivstation (ITS) ist die Sepsis ein täglich präsentes Krankheitsbild, von dem ca. 18% der 

Patienten betroffen sind [2]. Es wird angenommen, dass 20% aller Sterbefälle mit einer Sepsis 

assoziiert sind [2]. Betrachtet man die Sepsis als isolierte Diagnose wird die Mortalität mit 25-

30% angegeben. Liegt ein septischer Schock vor steigt die Mortalität bis auf 50% [3].  

1.1.2 Pathophysiologie 

Grundlage einer Sepsis ist eine Infektion. Auslöser sind häufig Bakterien, doch können auch Pilze, 

Vieren oder Parasiten Ursache einer Sepsis sein [4]. Die zunächst lokal begrenzte Infektion wird 

durch das Immunsystem bekämpft. Zellen der angeborenen Immunabwehr, wie Makrophagen 

oder neutrophile Granulozyten, erkennen mittels Mustererkennungsrezeptoren (englisch: 

pathogen-associated molecular patterns - PAMPs) pathogenspezifische Strukturen und leiten 

eine Immunantwort ein. Kennzeichnend ist die Ausschüttung immunologischer Botenstoffe (u.a. 

Zytokine, Prostaglandine, NO), welche auf umliegende Zellen und Gewebe Einfluss nehmen [5]. 

Über den Aufbau eines Zytokingradienten werden weitere Immunzellen angelockt, die aus dem 

Blut in das infizierte Gewebe auswandern um dort die Erreger zu eliminieren. Voraussetzung für 

diesen als Diapedese bezeichneten Prozess ist die Überwindung der endothelialen Barriere 

durch die Immunzellen [6].  

Die Zell-Zell Adhäsion des Endothels wird durch tight junctions (TJs) und adherens junctions (AJs) 

gewährleistet. TJs dienen direkt der Abdichtung des parazellulären Raums. AJs vermitteln 

mechanische Festigkeit zwischen den Endothelzellen. Die Zell-Zell-Adhäsion muss präzise 

gesteuert werden, da einerseits Diffusionsprozesse aus dem Gefäß ermöglicht werden müssen, 

andererseits kein unkontrollierter Übertritt von Wasser, niedermolekularen Substanzen oder 

Proteinen in das paravasale Gewebe eintreten darf [7, 8]. Im Rahmen der Diapedese kommt es 

vermittelt durch Zytokine zu einer Reorganisation der Bindungsmoleküle, wodurch die 

endotheliale Barrierefunktion herabgesetzt wird [7, 9, 10]. Durch die verminderte 

Barrierefunktion wird der Übertritt von Immunzellen in das Gewebe überhaupt erst ermöglicht. 

Gleichzeitig kommt es auch zum Austritt von Wasser und zur Ödembildung. 
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Bei unzureichender Immunantwort ist eine Ausbreitung der zunächst lokal begrenzten Infektion 

auf den gesamten Organismus möglich. Diese geht mit einer systemischen Immunreaktion und 

generalisierten Schädigung des Endothels einher. Es kommt im gesamten Organismus zum 

Versagen der Barrierefunktion (endothelial leackage) [8, 10-12]. Durch die Schädigung des 

Endothels sowie prokoagulatorische Mediatoren aus den Granulozyten wird die Gerinnung 

aktiviert [13]. Weitere durch die Immunzellen freigesetzte Mediatoren (Prostaglandine und 

Stickstoffderivate) wirken direkt auf die glatten Muskelzellen der Tunica Media der Gefäße ein 

und induzieren eine Vasodilatation [14, 15]. Die Folge sind die Ausbildung von Mikrothromben, 

eine unzureichende Durchblutung und eine Schädigung von Endorganen. Durch die 

Volumenverschiebung von intravasal nach extravasal kommt es zudem zur Bildung von 

Gewebsödemen und zur Kreislaufstörung [16]. Anhand des beschriebenen Pathomechanismus 

lassen sich klinisch fassbare Phänomene ableiten, die für die Diagnose und zur Beurteilung der 

Erkrankungsschwere entscheidend sind. 

1.1.3 Diagnostik und Therapie 

Die Sepsis selbst hat keine Kardinalssymptome. Dies macht die Diagnose Sepsis ausgesprochen 

schwierig. Anhand des Pathomechanismus lassen sich allerdings Allgemeinsymptome wie 

Fieber, Leukozytose und Kreislaufstörungen ableiten.  

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik wird bereits seit mehreren Jahrzehnten an einer 

Sepsisdefinition gearbeitet. Maßgebliche Konsensuskonferenzen fanden 1991 und 2001 [17, 18] 

statt. Im Rahmen dieser Konferenzen wurde die Sepsis als das systemic inflammatory response 

syndrom (SIRS) durch eine Infektion definiert [17, 18]. Die Diagnose Sepsis konnte demnach bei 

Vorliegen von zwei der vier SIRS Kriterien (Tabelle 1) in Kombination mit einem mikrobiellen 

Nachweis gestellt werden. Bei der Einteilung des Schweregrads wurde zwischen Sepsis (ohne 

Organdysfunktion), schwerer Sepsis (mit Organdysfunktion) und septischen Schock (arterieller 

Blutdruck <90mmHg, Laktat > 2mmol/l) unterschieden. 

 

Tabelle 1: SIRS-Kriterien 

Köpertemperatur über 38 °C oder unter 36 °C 

Herzfrequenz über 90 /min 

Atemfrequenz über 20/min oder PaCO2 <32mmHg (4,3kPa) 

Leukozytose (≥ 12 000/µl) oder Leukopenie (≤ 4000/µl) oder Linksverschiebung (>10% unreife Granulozyten im 

Differenzialblutbild) 
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Ein mikrobieller Nachweis gelingt nur in 30% der Fälle [1]. Es gibt also einen großen Anteil an 

Patienten mit einem klinisch hochgradigen Sepsisverdacht, bei denen aber kein Keimnachweis 

vorliegt. Dieser Definitionslücke rechnungtragend fand 2014 eine weitere Konsensuskonferenz 

statt (Sepsis-3) [1]. Konsens dieser Konferernz war, dass die Trennung von SIRS und Sepsis 

aufgehoben wurde. Der Begriff schwere Sepsis wurde verlassen, da nach dem aktuellen 

Verständnis eine derart strikte Trennung nach Vorliegen eines Organversagens nicht möglich ist. 

Der sepsisdefinierende Infektnachweis ist nach Sepsis-3 für eine Diagnosestellung nicht mehr 

notwendig. Ziel der aktuellen Definition ist es bereits milde infektassoziierte 

Organfunktionsstörungen zu erkennen und damit eine frühzeitige Sepsistherapie zu 

ermöglichen. Zur systematischen Beurteilung der Organsysteme wurde bereits im Jahr 1996 der 

Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment Score (SOFA-Score) veröffentlicht [1, 19]. 

Als Novum wurde 2014 nun der qSOFA-Score (quick Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure 

Assessment Score) zur bettseitigen Beurteilung empfohlen. Im qSOFA-Score werden drei 

Vitalparameter beurteilt: Atemfrequenz >22/min, Veränderung der Bewusstseinslage und 

systolischer Blutdruck <100mmHg. Sind zwei dieser Items pathologisch verändert, kann bereits 

von einer Organfunktionsstörung ausgegangen werden [1].  

Eine Sepsis stellt einen medizinischen Notfall dar. Ein zügiger Behandlungsbeginn ist für das 

Überleben essentiell. Im Rahmen der Surviving Sepsis Campain (SSC) wird eine sofortige 

intensivmedizinische Behandlung empfohlen [20]. Zur initialen Stabilisierung des Kreislaufs 

sollen 30ml/kg Körpergewicht balancierte Vollelektrolytinfusion binnen 3 Stunden verabreicht 

werden [20, 21]. Ist dies nicht ausreichend um einen mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) 

von >65mmHg zu gewährleisten, wird als Katecholamin primär Noradrenalin empfohlen. 

Entscheidend für das Überleben ist aber die zügige kalkulierte antibiotische Therapie. Das 

bedeutet, dass der Patient innerhalb der ersten Stunde nach Diagnosestellung eine antiinfektive 

Therapie erhalten soll [20, 21]. Kommt es im Rahmen der Sepsis zur invasiven Beatmung werden 

zur Sedierung Hypnotika wie Propofol empfohlen. Dieses Medikament enthält relevante 

Mengen an Sojaöl als pharmazeutischen Hilfsstoff [22]. 

Ebenfalls ist im Rahmen einer Intensivbehandlung eine kalorisch ausreichende und verträgliche 

Ernährung notwendig. Die verwendeten Präparate können enteral oder parenteral verabreicht 

werden. Die enterale Applikation ist jedoch zu bevorzugen [20]. Auch diese Präparate enthalten 

Fette und sind zum Teil zusätzlich mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren (englisch: 

polyunsaturated fatty acids - PUFA) angereichert.  
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1.2 Lipide 

1.2.1 Klinische Anwendung von Lipiden 

An einer Sepsis Erkrankte stellen ein heterogenes Patientenkollektiv dar, für welche individuell 

eine bedarfsgerechte Ernährung gefunden werden muss. Eine physiologische 

Zusammensetzung der Nährstoffe ist unerlässlich [23, 24]. Aus diesem Grund ist bei jeder 

Applikationsform der Ernährung auf eine geeignete Zusammensetzung von Kohlenhydraten, 

Aminosäuren und Lipiden zu achten. Vor allem Fette stellen einen günstigen Energieträger dar 

um das Kalorienziel des Patienten zu erreichen. Durch diese zusätzliche Energiequelle lassen sich 

Hyperglykämien vermeiden und der Bedarf an essentiellen Fettsäuren wird gedeckt [23].  

Bei einer Sepsis kommt es zur Veränderung des Fettstoffwechsels und zu einer veränderten 

Lipidtoleranz. Insbesondere stellen Hepatozyten, Myokard und Skelettmuskeln bevorzugt auf 

Lipide als Substrat um [23, 25]. Empfohlen wird eine Höchstdosis an Lipiden von 1,5 g/kg 

Körpergewicht/Tag nicht zu überschreiten [23]. Um eine Überalimentierung zu vermeiden sollte 

regelmäßig die Konzentration an Triglyzeriden im Serum bestimmt werden [25]. Auch sollte bei 

der Kalorienberechnung berücksichtigt werden, dass pharmakologische Hilfsstoffe ebenfalls 

einen Brennwert haben und in die Kalorienbilanz einfließen [23]. Ein häufig genutztes 

Medikament auf einer Intensivstation ist Propofol. Aufgrund der schlechten Wasserlöslichkeit 

des Wirkstoffs wird Propofol in einer Sojaöl-Wasseremulsion gelöst. Der Öl-Anteil macht dabei 

bis zu 10% v/v des Gesamtvolumens aus [26]. Geht man davon aus, dass ein Patient eine tiefe 

Sedierung benötigt, ist es durchaus möglich, dass die gesamte Tagesdosis an Lipiden bereits im 

Rahmen der Sedierung verabreicht wurde [23, 26]. In diesem Kontext stellt sich die Frage, wie 

sich die verabreichten Fette auf die Physiologie eines kritisch kranken Patienten auswirken. 

1.2.2 Physiologische Effekte von Lipiden 

Die verabreichten Öle und Fette stellen ein komplexes Gemisch dar, dessen Inhaltsstoffe teils 

stark variieren. Bereits die Definition von Fetten umfasst chemisch ein sehr breites Spektrum. 

Lipide bzw. Fette sind im Allgemeinen hydrophobe oder amphotere Moleküle [27, 28]. Diese 

chemischen Eigenschaften ermöglichen es, dass Lipide zu Tröpfchen zusammengelagert in 

Adipozyten als Energieträger und physikalische Isolatoren gespeichert werden. Die Fähigkeit von 

Lipiden, sich in Lipiddoppelschichten zu organisieren, ist wesentlich für die Bildung der zellulären 

Membranen und für die Kompartimentierung der Zellen [27, 29].  

Weiterhin fungieren Lipide als Hormon oder Signalmoleküle. So stellen die Sterole eines der 

wichtigsten Substrate des endokrinen Systems dar und dienen als Ausgangsstoffe von Glyko- 

und Mineralokortikoiden sowie von Androgenen [27, 30]. Auch das Immunsystem nutzt Lipide, 
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vorrangig ungesättigte Fettsäuren, zur Synthese immunmodulatorisch wirksamer Mediatoren 

wie Eikosanoide oder Resolvine [27]. 

1.2.3 Fettsäuren 

Fettsäuren machen den Hauptanteil der täglich aufgenommenen Lipide aus. In der 

menschlichen Nahrung liegen Fettsäuren mehrheitlich mit Glyzerol verestert als Triglyzeride vor 

[24]. Auch in enteralen oder parenteral applizierbaren Medikamenten werden zumeist 

Triglyzeride als Fettsäurequelle eingesetzt [22, 26, 31]. 

Aus chemischer Sicht handelt es sich bei Fettsäuren um hauptsächlich unverzweigte 

Kohlenwasserstoffketten, die aus einer Carboxylfunktion am α-C-Atom und einer in der Länge 

variablen Alkyl- oder Alkenylfunktion bestehen [27, 28]. Eine Unterscheidung von Fettsäuren 

kann neben der Anzahl der C-Atome anhand der Anzahl der Kohlenstoffdoppelbindungen 

geschehen [28]. Sind keine Doppelbindungen vorhanden wird die Fettsäure als gesättigt 

angesehen. Im Fall einer Doppelbindung wird die Fettsäure als einfach ungesättigt bezeichnet. 

Bei mehreren Doppelbindungen spricht man von mehrfach ungesättigten Fettsäuren oder PUFA. 

Zur Vereinfachung der Benennung wird die Position der Doppelbindungen aus der Perspektive 

der terminalen Methylfunktion (ω-System oder n-System) benannt [32]. Fettsäuren können 

mehrheitlich durch den Körper selbst synthetisiert werden. Lediglich die essentiellen Fettsäuren 

Linolsäure (LA) und α-Linolensäure (LNA) müssen über die Nahrung aufgenommen werden [33]. 

Fettsäuren können durch die β-Oxidation in Energie umgewandelt werden und stellen so neben 

Kohlenhydraten die Hauptenergielieferanten im Körper dar [30]. Zudem zeigen aktuelle 

Untersuchungen auf, dass die Zusammensetzung der mit der Nahrung aufgenommenen 

Fettsäuren sich nicht nur auf den Fettsäuremetabolismus sondern auch auf die menschliche 

Gesundheit und inflammatorische Prozesse auswirkt [34–37]. 

PUFA, wie die ω6-Fettsäure Arachidonsäure (AA) oder die ω3-Fettsäuren Eikosapentaensäure 

(EPA) und Dokosahexaensäure (DHA) sind Ausgangstoffe für die Synthese von 

Entzündungsmediatoren (Eikosanoide, Resolvine). Die Gruppe der Eikosanoide untergliedert 

sich in Leukotriene, Prostaglandine, Thromboxane und Eikosatriene. Diese Botenstoffe spielen 

eine wichtige Rolle bei lokalen Entzündungsreaktionen, Regulation des Immunsystems, 

Thrombozytenaggregation, Gerinnung und Gefäßtonus , wobei sie eine proinflammatorische 

Wirkung entfalten [38]. Hierbei wirken die Derivate von AA stärker proinflammatorisch als die 

Derivate von EPA [39]. Die ω3-Fettsäuren sind zudem Ausgangspunkt der Bildung der 

antiinflammatorisch wirksamen Resolvine, welche nach erfolgreicher Bekämpfung 

eingedrungener Krankheitserreger die Beendigung der Entzündungsreaktion vermitteln [38]. 
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Ferner fungieren PUFA direkt als Rezeptorliganden. Immunologisch relevant sind die Rezeptoren 

Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma (PPARɣ) und G-Protein-gekoppelter 

Rezeptor 120 (GPR120) [38]. Bei PPARɣ handelt es sich um einen kernständigen 

Hormonrezeptor, der unter anderem an der Regulation der Synthese des Zytokins 

Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α) beteiligt ist [40]. Als natürliche Liganden gelten LA, LNA, AA 

und DHA. GPR120 ist ein Transmembranrezeptor, der langkettige Fettsäuren, wie DHA, bindet. 

Aktivierung von GPR120 induziert eine antiinflammatorische Wirkung durch 

Expressionsminderung des bei Entzündungsprozessen zentralen Transkriptionsfaktors nuclear 

factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFκB) [41].  

Membranständige Rezeptoren können durch Fettsäuren auch indirekt beeinflusst werden. 

Fettsäuren bilden als Phospholipide den größten Anteil der Zellmembran. Grundlegende 

chemische und physikalische Eigenschaften der Membranen, wie die Fluidität, Permeabilität 

und Elastizität, sind durch die Fettsäurezusammensetzung beeinflusst [42, 43]. Dies wirkt sich 

auch auf die Strukturierung der Zellmembran aus. Es ist bekannt, dass die Zellmembran mittels 

Mikrodomänen, den lipid rafts, organisiert ist. Diese Mikrodomänen sind reich an gesättigten 

Fettsäuren und Cholesterol und üben wichtige Funktionen bei Transportprozessen oder der 

Signaltransduktion aus [44, 45]. Es ist bekannt, dass durch Supplementierung von PUFA die 

ungesättigten Fettsäuren in den lipid rafts angereichert werden, wodurch unter anderem die 

Interaktion des immunologisch bedeutsamen Membranrezeptors Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) mit 

seinem Korezeptor Cluster of differentiation 14 (CD14) gestört und die nachgeschaltete 

Aktivierung des Transkiptionsfaktors NFκB vermindert wird [46–48].  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass PUFA sowohl als Ausgangsstoffe für die Synthese 

immunologischer Botenstoffe dienen als auch direkt/indirekt auf Rezeptoren wirken und so in 

die zelluläre Genexpression eingreifen (Abbildung 1). Für die Funktionalität einer Zelle ist aber 

nicht nur die Syntheserate spezifischer mRNAs von Bedeutung. Entscheidend sind auch die RNA-

Stabilität und die Translationsrate, welche posttranskriptionell der Regulation durch 

nichtkodierende RNAs, wie microRNAs (miRNAs), unterliegen [49].  
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1.3 miRNA 

1.3.1 Allgemeines und Nomenklatur 

miRNAs gehören zur Gruppe der nicht-kodierenden RNAs (non-coding RNA; ncRNA) und bilden 

die Klasse der am häufigsten auftretenden kleinen RNAs [50]. Die Erstbeschreibung von miRNAs 

gelang 1993 im Fadenwurm Caenorhabditis elegans [51]. Jedoch blieb das Feld der miRNAs bis 

2001 eher vernachlässigt [52]. Seither wächst jedoch die Menge an bekannten miRNAs stetig. 

Aktuell sind beim Menschen 1917 reife miRNAs bekannt [53]. miRNA-Gene sind über das 

gesamte menschliche Genom verteilt. Meist liegen miRNA-Gene in Gruppen, sogenannten 

Clustern, vor und haben einen gemeinsamen Promotor [54]. Einige miRNAs besitzen eigene 

Promotoren, über welche ihre Expression reguliert wird [55]. Es ist aber auch möglich, dass sich 

miRNA-Gene im Intronbereich von Protein-kodierenden Genen befinden. Der vorgeschaltete 

Promotor reguliert so sowohl die Expression des zu transkribierenden Proteins als auch die 

Expression der miRNA [56]. miRNAs sind über viele Spezies hinweg konserviert und nehmen eine 

wichtige Funktion bei der posttranskriptionellen Genregulation ein [57]. 

Die Benennung der miRNAs bedient sich eines feststehenden Schemas (Abbildung 2: miRNA-

Nomenklatur am Beispiel hsa-miR-29b-3p). Begonnen wird mit der Speziesbezeichnung. 

Stammt die miRNA aus dem menschlichen Genom, lauten die ersten drei Buchstaben „hsa“ für 

homo sapiens. Auf die Spezies folgt die Information, dass es sich um eine reife miRNA handelt 

Abbildung 1: Beeinflussung der zellulären Genexpression durch mehrfach ungesättigte Fettsäuren (PUFA) 
G-Protein-gekoppelter Rezeptor 120 (GPR120); Toll-like Rezeptor 4 (TLR4); Cluster off differentiation 14 (CD14), 
Korezeptor von TLR4 
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[58, 59]. Dies wird mit „miR“ verdeutlicht. Die folgende Nummerierung richtet sich nach der 

Reihenfolge der Erstbeschreibung und bildet eine miRNA-Gruppe. In dieser Gruppe werden 

miRNAs mit sehr ähnlichen Sequenzen zusammengefasst und durch einen lateinischen 

Buchstaben benannt. Das Attribut 5p oder 3p informiert darüber, ob die miRNA Sequenz aus 

dem 5´-Ende oder aus dem 3´-Ende der pre-miRNA stammt [58, 59]. 

 

Abbildung 2: miRNA-Nomenklatur am Beispiel hsa-miR-29b-3p 

 

1.3.2 Aufbau, Synthese und Mechanismus der Genregulation 

Reife miRNAs sind einzelsträngige RNA-Moleküle mit einer Länge von 21-23 Nukleotiden [50]. 

Die Entstehung einer reifen miRNA erfordert mehrere Schritte, welche im Zellkern und im 

Zytoplasma stattfinden. In Säugetieren wird durch RNA-Polymerase II oder RNA-Polymerase III 

ein Primärtranskript gebildet. Posttranskriptionell wird am 5´-Ende ein 7´-Methylguanylat 

angelagert und am 3´-Ende eine Polyadenylat-Kette angehängt [60]. Diese pri-miRNA bildet 

durch komplementäre Basen eine Haarnadelstrukur (hairpin) aus [55, 60]. Intranukleär lagern 

sich an diese Haarnadelstruktur das Ribonuklease III-Enzym Drosha und das DiGeorge Syndrom 

Cirtical Region 8 (DGCR8 oder Pasha) an [61, 62]. Diese beiden Nukleasen sind für den ersten 

Prozessierungschritt zuständig. DGRC8 erkennt innerhalb der pri-miRNA N6-methyladenylierte 

GGAC-Motive und schneidet an diesen Stellen [61]. Drosha hingegen schneidet an der Basis der 

Haarnadelstruktur, so dass ein zwei Nukleotide langer 3´-Überhang entsteht. Die prozessierte, 

ca. 70 Nukleotide umfassende pre-miRNA bindet an Exportin 5 und wird so aus dem Zellkern in 

das Zytoplasma transportiert [62, 63]. Im Zytosol wird die pre-miRNA durch die RNase III-

Endonuklease Dicer weiter prozessiert. Dicer schneidet als Endonuklease die Schleife ab, die die 

beiden gegenläufigen RNA-Stränge verbindendet, so dass ein miRNA-Duplex entsteht [64]. 

Der vorliegende miRNA-Doppelstrang bestehend aus dem 5p- und dem 3p-Segment wird durch 

eine Helikase entspiralisiert. Anschließend wird einer der miRNA-Einzelstränge durch das 

Agonautenprotein 2 (Ago2) gebunden und in den RNA-induced silincing complex (RISC) 
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importiert [65]. Der Komplex aus miRNA und RISC bildet die funktionelle Einheit, die in der Lage 

ist an der Ziel-mRNA zu binden und so deren Expression zu regulieren [66]. Abhängig von der 

Bindungsstelle und dem Grad an komplementären Basenpaarungen der miRNA an der Ziel-

mRNA zeigen sich unterschiedliche Effekte. Beschrieben ist eine beschleunigte Degradation des 

Poly-A Schwanzes und ein Decapping der Ziel-mRNA, wodurch deren Abbau gefördert wird [66]. 

Weiterhin kann die Bindung des miRNA-RISC-Komplexes an die Ziel-mRNA zur Verminderung 

der Translationseffizienz führen [67]. Unter spezifischen Umständen wurde zudem über eine 

Aktivierung der Geneexpression durch miRNAs berichtet [68]. Durch die inkomplette 

Sequenzhomologie zwischen miRNA und Ziel-mRNA kann eine miRNA verschiedene mRNAs 

modulieren bzw. kann eine mRNA von verschiedenen miRNA reguliert werden [69, 70]. 

Hierdurch ergeben sich komplexe Regelmechanismen der posttranskriptionellen Genregulation, 

die sowohl im physiologischen als auch im pathologischen Bereich relevant sind. 

1.3.3 Sepsis, miRNAs, PUFA 

Bei einer Sepsis kommt es zu einer massiven Störung der Autoregulation des Körpers. Die 

systemisch von den Immunzellen freigesetzten Zytokine induzieren eine Schädigung des 

Endothels [7, 8]. Die endotheliale Dysfunktion, die u.a. durch eine Störung der Barrierefunktion 

des Endothels gekennzeichnet ist, stellt einen wesentlichen Pathomechanismus einer Sepsis dar 

[17, 71]. Es ist bekannt, dass die Störung der endothelialen Barrierefunktion auf eine 

verminderte Expression von Adhäsionproteinen zurückzuführen ist [8, 12]. Ferner ist 

beschrieben, dass immunologisch relevante Rezeptoren, wie TLR4 oder der 

Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF-R), Einfluss auf die Expression und Stabilität endothelialer 

Adhäsionsmoleküle nehmen [8]. Der Fokus der Forschung lag hierbei auf der Modulation der 

Transkriptionseffizienz. Die Bedeutung posttranskriptioneller Regulatoren, wie miRNAs, ist 

hingegen nicht abschließend geklärt.  

Sepsispatienten weisen ein verändertes miRNA-Expressionsprofil auf [72]. Eine Veränderung des 

miRNA-Profils unter septischen Bedingungen ist auch für Endothelzellen beschrieben, wobei 

dies mit einer Störung der endothelialen Barrierefunktion einherging [73-75]. Untersuchungen 

im Zellkulturmodell belegen, dass bestimmte miRNAs in der Lage sind posttranskriptionell die 

Expression von Adhäsionsproteinen, wie e-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1, zu modulieren [75, 

76]. So konnte in vitro an Gehirnendothelzellen gezeigt werden, dass eine induzierte 

Endothelfunktionsstörung durch Hemmung von miR-155 verhindert werden kann [75]. An den 

bisherigen Erkenntnissen lässt sich ein Zusammenhang zwischen Inflammation, Zelladhäsion 

und miRNA ableiten.  
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In klinischen Studien wurde gezeigt, dass die TNF-α Spiegel im Serum bei kritisch Kranken nach 

PUFA-Supplementierung signifikant sanken und antiinflammatorische Mediatoren wie 

Interleukin 10 (IL-10) verstärkt exprimiert wurden [25]. Weiterhin belegen vorangegangene 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass PUFA in der Lage sind die Zytokin-induzierte 

endotheliale Dysfunktion teilweise zu reduzieren [77]. Diese Effekte basieren vermutlich auf der 

Fähigkeit der Fettsäuren die zelluläre Signaltransduktion in vielfältiger Weise zu modulieren 

(Abbildung 1). Neben einer Beeinflussung auf transkriptioneller Ebene, wäre auch eine 

posttranskriptionelle, miRNA-basierte Modulation der Genexpression denkbar. In der Tat zeigen 

Fütterungsversuche an Ratten, dass sich die miRNA-Profile verschiedener Gewebe in 

Abhängigkeit einer PUFA-Alimentierung verändern [78, 79]. Da auch die miRNA-Expression den 

zellulären Signalkaskaden unterliegt, impliziert diese Beobachtung, dass ein Zusammenhang 

zwischen supplementierten Fettsäuren und der zellulären Synthese bestimmter miRNAs 

gegeben sein könnte. Vor dem Hintergrund der während der intensivmedizinischen Behandlung 

an Sepsispatienten verabreichten Lipide wäre ein derartiger Zusammenhang von klinischer 

Relevanz. 
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2 Zielstellung 

Das komplexe Krankheitsbild Sepsis ist auch nach Jahren der Forschung nicht vollständig 

mechanistisch verstanden. In der Klinik sind spezifische therapeutische Optionen limitiert. So ist 

die Sepsis auch bei zeitgerecht begonnener Therapie mit einer hohen Mortalität verbunden. 

Ein wesentlicher Pathomechanismus der Sepsis ist die endotheliale Dysfunktion. Zytokine 

induzieren durch Bindung an Zytokinrezeptoren der Endothelzellen spezifische Signalkaskaden, 

welche die zelluläre Genexpression und damit einhergehend die Funktionalität der Zellen 

modulieren. Es ist bekannt, dass die Genexpression von Endothelzellen sowohl transkriptionell 

als auch posttranskriptionell beeinflussbar ist. Ein relevanter Faktor in der posttranskriptionellen 

Regulation stellen miRNAs dar. Doch während die Veränderung des Transkriptoms von 

Endothelzellen im septischen Milieu gut beschrieben ist, sind die Auswirkungen einer 

Zytokinstimulation von Endothelzellen auf das miRNA-Profil bislang nahezu unbekannt. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war daher zu untersuchen, ob ein septisches Milieu das miRNA-Spektrum 

in Endothelzellen verändert und die betroffenen miRNAs zu identifizieren. 

Patienten, die an einer Sepsis leiden, erhalten während der intensivmedizinischen Therapie in 

der Regel Medikamente, wie Propofol und Ernährungspräparate, die relevante Mengen an 

Fettsäuren beinhalten. Fettsäuren wirken bekanntermaßen immunmodulatorisch und können 

die zelluläre Genexpression beeinflussen. Auch eine Modulation der Endothelfunktion durch 

Fettsäuren ist beschrieben. Inwieweit Fettsäuren Einfluss auf die miRNA-Expression von 

Endothelzellen nehmen, ist hingegen nicht untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher 

zudem, die Bedeutung von Fettsäuren für die miRNA-Expression von Endothelzellen zu eruieren. 
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3 Diskussion 

Die Stimulation von Endothelzellen durch proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin 1β (IL-

1β), TNF-α und Interferon γ (IFN-γ) , geht mit funktionellen Anpassungen einher [6]. Vorarbeiten 

der Arbeitsgruppe belegen, dass Endothelzellen in Gegenwart eines proinflammatorischen 

Milieus veränderte Syntheseraten von Gerinnungsfaktoren (von-Willebrandfaktor (vWF), Tissue 

Factor (TF)), Adhäsionsproteinen (ICAM-1, VCAM-1) sowie Zytokinen (Interleukin 6 (IL-6), 

Interleukin 8 (IL-8), GM-CSF und MCP-1) aufweisen [77]. Um Einblicke in die zu Grunde liegenden 

Mechanismen zu gewinnen, wurde in der vorliegenden Arbeit die mRNA-Expression von 

zytokinstimulierten und unstimulierten Endothelzellen vergleichend gegenübergestellt. Hierbei 

wurde das Hochdurchsatzverfahren Next Generation Sequencing (NGS) mit der 

bioinformatischen Gene-Set-Enrichment-Analysis (GSEA) kombiniert. GSEA fasst Gene mit 

ähnlicher Funktion in Gengruppen zusammen, so dass statistisch relevante 

Expressionsänderung definierter Gensets im biologischen System abgebildet werden können 

[80]. Es zeigte sich, dass eine Zytokinexposition nicht nur mit einer signifikanten Hochregulation 

von Genen, die einer Entzündungsreaktion zugeordnet sind, einhergeht. Die GSEA-Daten 

belegten ferner eine erhebliche Verringerung der Expression von Membranadhäsionsproteinen, 

welche Zell-Zell-Kontakte vermitteln. Diese Beobachtung fügt sich in das für eine Sepsis typische 

Phänomen, welches auf eine Störung der endothelialen Zell-Zell-Adhäsion zurückzuführen ist 

[8]. Weiterführende Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur endothelialen 

Barrierefunktion bei Zytokinexposition lieferten Hinweise auf den Wirkmechanismus der 

Zytokine. Es wurden Impedanzmessungen der adhärent wachsenden Endothelzellline TIME 

(Telomerase-Immortalized Human Microvascular Endothelial cells) durchgeführt, welche unter 

klassischen Zellkulturbedingungen stabile Zell-Zell-Kontakte ausbildet. Bei der Impedanzanalyse 

ist dies durch einen hohen cell index (CI) gekennzeichnet [81]. Bei Zytokinstimulation wurde eine 

signifikante Abnahme des CI beobachtet, was sich mit dem allgemein akzeptieren Prinzip der 

endothelialen Dysfunktion bei Sepsis deckt [8, 10-12, 37]. Hervorzuheben ist, dass die Zytokin-

induzierte Reduktion des CI durch Austausch des Zytokin-haltigen Zellkulturmediums gegen ein 

Zytokin-freies Zellkulturmedium innerhalb von lediglich vier Stunden vollständig aufgehoben 

werden konnte. Die Beobachtung der Rekonstitution der Endothelzellschicht in einer derart 

kurzen Zeitspanne ist ein klarer Hinweis auf einen schnellen Regulationsmechanismus, welcher 

auf transkriptioneller Ebene nicht umsetzbar wäre. Eine denkbare Möglichkeit ist hingegen eine 

posttrankriptionelle, miRNA-vermittelte Regulation der Synthese von 

Membranadäsionsproteinen. Daher wurde im nächsten Schritt die miRNA-Expression der 

Endothelzellen unter proinflammatorischen Bedingungen genauer beleuchtet. 
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Im menschlichen Genom sind 1917 miRNAs beschrieben [53]. Dies macht ein Screening 

erforderlich. Die verfügbaren Screening-Methoden unterscheiden sich hinsichtlich Spezifität 

und Sensitivität [82]. Deshalb kamen in der vorliegenden Arbeit parallel zwei technisch 

verschiedene Screening-Methoden zum Einsatz: (i) ein Sequenzierungs-basierter Ansatz 

(Illumina HiSeq 2500) und (ii) ein Microarray-Hybridisierung-System (NanoString™). Durch das 

kombinierte Screeningverfahren, welches Schwächen der Einzelmethoden hinsichtlich Spezifität 

und Sensitivität ausgleicht, konnte eine verlässliche Vorauswahl geeigneter miRNA-Kandidaten 

getroffen werden. Die Validierung der miRNAs erfolgte mittels digital droplet PCR (ddPCR). Bei 

diesem Verfahren kann die miRNA-Kopienzahl in der Probe absolut bestimmt werden. Im 

Gegensatz zur Standardmethode der RealTime-PCR ist keine relative Quantifizierung unter 

Bezugnahme auf die Expression eines als stabil exprimiert definierten Haushaltsgens 

erforderlich. Bei Untersuchungen zu miRNAs kommen oftmals kleine nukleäre RNAs, wie U6, als 

Referenzgene zum Einsatz [83, 84]. Allerdings ist beschrieben, dass diese biologischen Standards 

durch Zytokinstimulation in ihrer Expression beeinflusst sind [82, 83, 85]. Vor dem Hintergrund 

dieser Limitation ist eine präzise Bestimmung der miRNA-Expression im inflammatorischen 

Milieu mittels quantitativer RealTime-PCR nur eingeschränkt möglich. Die ddPCR ist die 

Validierungsmethode der Wahl, da eine zuverlässige Quantifizierung auch von Proben unter 

Zytokinexposition möglich ist und so eine hohe Validität der Ergebnisse angenommen werden 

kann. 

Die Untersuchungen zur miRNA-Expression der Endothelzellen ergaben, dass eine Stimulation 

mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1β, TNF-α und IFN-γ zu einer Änderung des miRNA-

Profils der Zellen führt. Im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen waren Endothelzellen nach 

Zytokinexposition durch eine signifikant erhöhte Expression von miR-29a-3p, miR-29b-3p und 

miR-155-5p gekennzeichnet. Bemerkenswert war zudem die hohe Abundanz von deutlich über 

Tausend Kopien dieser miRNAs pro Nanogramm Gesamt-RNA. Dies spricht für ein erhebliches 

Wirkpotential von miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p auf posttranskriptioneller Ebene.  

Die Expression von miRNAs unterliegt in Analogie zu Protein-kodierenden Genen der Regulation 

durch spezifische Transkriptionsfaktoren. Mittels einer Datenbank-Recherche (GeneCards v5.3 

[86]) wurden die Transkriptionsfaktoren identifiziert, welche spezifisch die Transkription von 

miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p beeinflussen können. Die Datenbank liefert 

Informationen darüber, welche Transkriptionsfaktorbindungsstellen vor den miRNA-Genen 

liegen. Diese wurden mit den durch IL-1β, TNF-α und IFN-γ aktivierten Transkriptionsfaktoren 

abgeglichen. Für IL-1β, TNF-α und IFN-γ ist bekannt, dass diese an der Hochregulation von 

CCAAT/enhancer binding protein α und β (C/EBPα und C/EBPβ) aus dem MAPK-Signalweg, der 



 

14 

 

 

p65 Untereinheit aus dem NKκB-Signalweg und des Signal Trancducer and Activator of 

Transcription (STAT1) aus dem JAK-STAT-Signalweg beteiligt sind [87]. Die Daten der in silico-

Analyse legen nun nahe, dass alle drei genannten Signalkaskaden in die Expressionsmodulation 

von miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p involviert sind [89–93]. Zu den Zytokin-induzierten 

Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p 

beeinflussen können, zählen zentrale Mediatoren des NFκB-Signalweges (u.a. RELA, RELB), des 

MAPK-Signalweges (u.a. JUNB, JUND, FOS, FOSL2, CEBPA, CEBPB, CEBPG, ATF2, ATF3, BATF) und 

des JAK-STAT-Signalweges (u.a. STAT3, STAT5A, IRF4, IRF9) (Tabelle 2: Transkriptionsfaktoren, welche 

die Expression von miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p beeinflussen. Recherchiert in der Datenbank GeneCard 

v5.3). In der Summe untermauern die Ergebnisse der in silico-Analyse die Hypothese, dass die 

Aufregulation der miRNAs miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p direkt durch die Zytokine 

IL-1β, TNF-α und IFN-γ vermittelt wird, wobei es zu einem synergistischen Zusammenspiel der 

Zytokine und der durch sie aktivierten Transkriptionsfaktoren kommt. 

Zur Beantwortung der Frage, ob der reversible Verlust der endothelialen Integrität bei 

Exposition der Zytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ mit der Zytokin-induzierten Aufregulation von 

miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p in Zusammenhang zu bringen ist, wurden die Zielgene 

der miRNAs identifiziert. Hierzu kamen die Datenbanken miRWalk 2.0 [88] und DIANA-TarBase 

v8 [89] zum Einsatz. Mit Hilfe dieser Datenbanken können anhand von Sequenzhomologien 

putative mRNA-miRNA-Interaktionen ermittelt werden. Weiterhin finden sich auch 

Informationen zu experimentell bereits bestätigten Interaktionen. Es zeigte sich, dass für miR-

29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p zahlreiche experimentell gesicherte Interaktionen mit TJ- 

und AJ-kodierenden mRNAs bestehen. Zu den validierten Ziel-mRNAs von miR-29a-3p, miR-29b-

3p sowie miR-155-5p gehören die Transmembranproteine F11-Rezeptor (F11R) und Claudin 1 

(CLDN1) sowie die Adhäsionsproteine β-Catenin (CTNNB1), p120-Catenin (CTNND1) und Eplin 

(LIMA1). Neben den bereits validierten Zielgenen ergab die bioinformatische Auswertung zudem 

zahlreiche weitere putative Zielgene aus der Familie der Adhäsionsproteine. So kann aufgrund 

Tabelle 2: Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p 
beeinflussen. Recherchiert in der Datenbank GeneCard v5.3 

Signalweg miR-29a-3p miR29b-3p miR-155-5p 

NFκB-Signalweg RELA, RELB, NFKBIZ NFKBIZ RELB 

MAPK-Signalweg JUN, JUNB, JUND, FOS, 
FOSL2, CEBPA, CEBPB, 

CEBPG, CREB1, ATF1, ATF2, 
ATF3, ATF4, BATF 

JUND, FOS, FOSL2, CEBPA, 
CEBPB, CEBPG, ATF3, BATF 

JUNB, JUND, CEBPA, 
CEBPB, ATF2, BATF 

JAK-STAT-Signalweg STAT3, STAT5A, IRF2, IRF4, 
IRF9 

STAT3, IRF9 STAT5A, IRF4 

ATF = cAMP depending transcription factor, BATF = Basic leucine zipper ATF-like transcription factor, CEBP = CCAAT enhancer 
binding protein, CREB1 = cAMP responsive element binding protein 1, IRF = Interferon regulatory factor, 
JUN/JUNB/JUND/FOS/FOSL2 = Untereinheiten von AP-1, NFKBIZ = NFκB inhibitor zeta, RELA = p65, STAT = Signal transducer and 
activator of transcription 
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von Sequenzhomologie angenommen werden, dass miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p 

an der Regulation von Occludin (OCLN) und junktionalem Adhäsionsmolekül C (JAM3) beteiligt 

sind. miR-29a-3p und miR-29b-3p sind aufgrund ihrer Sequenzen vermutlich in der Lage mit den 

mRNAs zu interagieren, welche VE-Cadherin (CDH5), α-Catenin (CTNNA1) und Zona Occludens 

2 (TJP2) kodieren. miR-29b-3p und miR155-5p sind mögliche Regulatoren von Claudin 5 (CLDN5).  

γ-Catenin (JUP) und Zona Occludens 1 (TJP1) stellen möglicherweise ein Regulationsziel von miR-

29a-3p und junktionales Adhässionsmolekül B (JAM2) und Vinculin (VCL) ein Regulationsziel von 

miR-155-5p dar.  

Der Befund einer Assoziation der miRNAs miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p mit der Zell-

Zell-Adhäsion von Endothelzellen bestätigte sich auch im Rahmen einer GO (Gene Ontology) -

Anreicherungsanalyse. Es handelt sich hierbei um eine bioinformatische Untersuchung, welche 

auf der Zuordnung von Genen und Genprodukten zu hierarchisch strukturierten feststehenden 

Begriffen beruht [90]. Überschneidungen in den ontologischen Begriffen verschiedener Gene 

weißt auf funktionelle Gemeinsamkeiten der Gene im Organismus hin. Als bioinformatisches 

Werkzeug wurde die Web-basierte Anwendung GOrilla (Gene Ontology enRIchment anaLysis 

and visuaLizAtion tool) [90] genutzt. Die GO-Analyse der Zielgene von miR-29a-3p und miR-29b-

3p ergab in beiden Fällen eine Anreicherung des GO-Begriffes „homophilic cell adhesion via 

plasma membrane adhesion molecules“ (GO:0007156). Für die Zielgene von miR-155-5p wurden 

eine Anreicherung des GO-Begriffes „regulation of cell-cell adhesion“ (GO:0022407) ermittelt. 

Die bioinformatische Analyse liefert somit in Übereinstimmung mit den bereits ausgeführten 

Ergebnissen der Datenbankrecherche einen klaren Beleg dafür, dass miR-29a-3p, miR-29b-3p 

und miR-155-5p modulierend auf die endotheliale Barrierefunktion einwirken können. 

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die endotheliale Zell-Zell-Adhäsion unter 

inflammatorischen Bedingungen auf zellulärer, auf mRNA- und auf miRNA-Ebene zu 

untersuchen. Die durchgeführten Impedanzmessungen zeigen, dass die Zell-Zell-Adhäsion unter 

Zytokinstimulation mit IL-1β, TNF-α und IFN-γ gestört ist. Dies ist ein zellphysiologischer Hinweis 

auf eine durch Zytokine vermittelte Barrierefunktionsstörung des Endothels. Diese Beobachtung 

des Zellverhaltens in Kontext gesetzt mit den Befunden der miRNA-Expressionsanalyse, der 

angeschlossenen in silico-Analyse von miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p sowie der GO-

Anreicherungsanalyse der Zielgene der vorgenannten miRNAs, weisen auf eine 

posttranskriptionelle Regulierung der endothelialen Permeabilität hin. Es lässt sich folgender 

Mechanismus postulieren: Exposition von Endothelzellen gegenüber Zytokinen bewirkt eine 

Hochregulation der miRNAs miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p, welche wiederum eine 

Expressionshemmung endothelialer Adhäsionsproteine vermitteln. Dieser Mechanismus stellt 
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eine Erweiterung des bisherigen Kenntnisstandes dar, insofern Zytokine nicht nur die 

Transkriptionsrate der Gene von Adhäsionsproteinen beeinflussen, sondern auch auf die 

Translationseffizienz einwirken. 

Aus dem beschriebenen Mechanismus lassen sich neue Fragestellungen ableiten. Es gilt in 

weiteren Untersuchungen zu klären, in welchem Ausmaß miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-

5p die Synthese von Adhäsionsproteinen auf posttranskriptioneller Ebene im Vergleich zur 

direkten Genregulation beeinflussen. Ein möglicher Ansatz wäre die Hemmung von miR-29a-3p, 

miR-29b-3p und miR-155-5p mittels Antagomirs [91, 92]. Dieses Verfahren stellt eine 

Möglichkeit dar miRNAs spezifisch stillzulegen und somit auch deren posttranskriptionellen 

Effekt zu negieren. Von besonderem Interesse ist anhand dieser weiterführenden Experimente 

zu beantworten, ob miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p sinnvolle, pharmakologische Ziele 

für die Behandlung von Endothelfunktionsstörungen darstellen. 

In der Literatur sind Versuche dokumentiert die Sepsis-Symptomatik, namentlich endotheliale 

Dysfunktion und Hyperinflammation, durch Verabreichung mehrfach ungesättigter ω3-

Fettsäuren zu beeinflussen. [93]. Gründe für diesen Therapieansatz lassen sich aus der 

Verstoffwechslung der Fettsäuren ableiten. Es ist bekannt, dass Fettsäuren bzw. von Fettsäuren 

abgeleitete Mediatoren (Eikosanoide, Resolvine) über die Bindung an Rezeptoren, wie 

Eikosanoid-/Resolvinrezeptor und GPR120, immunologisch relevante zelluläre Signalkaskaden 

aktivieren [38, 40]. Weiterhin zeigen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, dass der Einbau 

ungesättigter Fettsäuren in die Plasmamembran zur Störung der lipid rafts in der 

Plasmamembran führt, wodurch die TLR4-Signalkaskade gestört wird [46-48]. Nach aktuellem 

Kenntnisstand unterliegen der NFκB-Signalweg, der MAPK-Signalweg und der JAK-STAT-

Signalweg der Modulation durch Fettsäuren [48, 94, 95]. So wurde in vivo bei Ratten eine 

verminderte Expression von C/EBPα nach gezielter Fütterung von PUFA erreicht [96]. In vitro 

konnte an glatten Gefäßmuskelzellen gezeigt werden, dass die Supplementierung mit ω3-

Fettsäuren die IL-1β-induzierte Expression von C/EBPα und p65 hemmt [97]. In vitro-

Untersuchung an HEK-Zellen belegen eine PUFA-vermittelte Hemmung von NFκB [48]. Darüber 

hinaus wurde durch DHA eine reduzierte Bindungsaktivität von AP-1 an der DNA beobachtet 

[98]. Für den JAK-STAT-Weg ist eine Blockierung der IFN-γ vermittelten Phosphorylierung von 

STAT1 beschrieben, welche sowohl durch ω3 als auch durch ω6 PUFA vermittelt wird [94, 95]. 

Die Überschneidung der durch proinflammatorische Zytokine wie auch Fettsäuren modulierten 

Signalkaskaden wirft die Frage auf, ob die durch IL-1β, TNF-α und IFN-γ induzierte 

Hochregulation der miRNAs miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p einer Beeinflussung durch 
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ungesättigte Fettsäuren unterliegt. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Expressionslevel 

der miRNAs vergleichend in PUFA-supplementierten und unsupplementierten Endothelzellen 

gegenübergestellt. Die Ergebnisse der ddPCR-Analysen zeigten, dass die Supplementierung mit 

PUFA sich weder alleine noch im inflammatorischen Milieu auf die Expression von miR-29b-3p 

und miR-155-5p auswirkt. Indessen wurde ein deutlicher Effekt einer PUFA-Anreicherung von 

Endothelzellen auf die Zytokin-induzierte Aufregulation von miR-29a-3p beobachtet. Die 

Supplementierung der Endothelzellen mit der ω3-Fettsäure DHA oder der ω6-Fettsäure AA 

führte zu einer fast vollständigen Suppression der Zytokin-induzierten Expressionssteigerung 

von miR-29a-3p. Ein Einfluss von DHA oder AA auf das Expressionsniveau von miR-29a-3p 

unstimulierter Endothelzellen wurde hingegen nicht beobachtet. Entsprechend blieb in PUFA-

supplementierten Zellen die Kopienzahl von miR-29a-3p unabhängig von der An- oder 

Abwesenheit von IL-1β, TNF-α und IFN-γ nahezu konstant.  

Zu den Zielgenen von miR-29a-3p gehören neben den bereits ausgeführten Adhäsionsproteinen 

auch Gerinnungsfaktoren, wie SERPINE1 (Gen kodiert für PAI-1), F3 (Gen kodiert für TF) und VWF 

(Gen kodiert für vWF) sowie Zytokine, wie IL1b (Gen kodiert für IL-1β), IL6 (Gen kodiert für IL-6) 

und CXCL8 (Gen kodiert für IL-8). Die im Rahmen der vorliegenden Studie vorgenommenen 

ddPCR-Analysen belegen, dass es bei Exposition von Endothelzellen mit proinflammatorischen 

Zytokinen zu einer vermehrten Expression von PAI-1, TF, IL-1β, IL-6 und IL-8 sowie zu einer 

signifikant reduzierten Expression von vWF kommt. Wurden die Endothelzellen vorab der 

Zytokinstimulation mit PUFA angereichert, veränderte sich das Bild deutlich. Die Zytokin-

induzierte Hochregulierung der mRNAs von PAI-1, TF, IL-1β, IL-6 und IL-8 wurde durch die PUFA-

Supplementierung signifikant vermindert. Des Weiteren wurde bei PUFA-angereicherten 

Endothelzellen eine Verstärkung der Zytokin-induzierten Herabregulation von vWF beobachtet. 

Die PUFA-Anreicherung von Endothelzellen wirkt sich somit sowohl auf die Expression von miR-

29a-3p aus, als auch auf die Expression der Zielgene von miR-29a-3p. Hieraus ergibt sich das Bild 

eines komplexen PUFA-vermittelten Zusammenspiels von Genexpression und 

posttranskriptioneller Regulation. Die vorliegende Arbeit liefert somit erste Hinweise, dass PUFA 

ihre entzündungsmodulierende Wirkung sowohl auf transkriptioneller als auch auf 

posttranskriptioneller Ebene vermitteln. Ein möglicher Erklärungsansatz der PUFA-Wirkung ist, 

dass nicht nur Zytokine sondern auch ungesättigte Fettsäuren in die Lage sind die Expression der 

Transkriptionsfaktoren C/EBP, p65, AP-1 und STAT1 zu beeinflussen [48, 96, 97].  

Das entzündungshemmende Potential von PUFA ist seit langem Gegenstand der Forschung. 

Inwiefern Unterschiede in der Wirkung zwischen verschiedenen Fettsäuren bzw. bestimmten 

Fettsäurefamilien bestehen, ist Inhalt kontroverser Diskussionen. Bei ω3-Fettsäuren, wie DHA, 
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wird angenommen, dass diese antiinflammatorisch wirken [38]. Den ω6-Fettsäuren, wie AA, 

wird hingegen eine proinflammatorische Wirkung unterstellt [36]. Entsprechend stellt die 

Verstoffwechslung von AA ein wesentliches Ziel für nichtsteroidale Antirheumatika dar. Die 

Pauschalisierung der ω6-Fettsäuren als proinflammatorische Mediatoren wird jedoch auch 

kritisch diskutiert. Bekannt ist, dass viele von AA abgeleitete Derivate, wie Prostaglandine und 

Leukotriene, proinflammatorisch wirken [99]. Neuere Studien weisen jedoch darauf hin, dass 

eine erhöhte Zufuhr von AA keine gesteigerte Entzündungsaktivität nach sich zieht [99]. Dies 

steht im Einklang mit Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, in denen gezeigt wurde, dass eine AA-

Supplementierung von Endothelzellen in Analogie zu einer Supplementierung mit den ω3-

Fettsäuren DHA und EPA sich hemmend auf die Zytokin-induzierte Hochregulierung des 

Adhäsionsproteins VCAM-1 auswirkt [77]. Entsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit 

beobachtet, dass die Zytokin-bedingte Aufregulation von miR29a-3p sowohl durch DHA- als 

auch durch AA aufgehoben werden kann. Auch hinsichtlich der Inhibition des Zytokineffektes 

auf die mRNA-Expression von PAI-1, TF, IL-1β, IL-6, IL-8 und vWF wurde kein Unterschied 

zwischen ω3- und ω6-Fettsäure festgestellt.  

Daten aus der Literatur deuten darauf hin, dass die antiinflammatorische Wirkung von ω3- und 

ω6-Fettsäuren rezeptorvermittelt sein könnte. Für die Rezeptoren PPARγ und GPR120 ist 

bekannt, dass diese sowohl DHA als auch AA binden können [100, 101], wobei speziell für 

GPR120 gezeigt wurde, dass beide Fettsäuren im gleichen Maße eine Aktivierung des Rezeptors 

bewirken [100]. Die Aktivierung von GPR120 vermittelt antiinflammatorische Effekte in der 

Zelle, indem die proinflammatorischen Signalkaskaden von TLR und des TNFα gehemmt werden 

[102]. Hierauslässt sich die Hypothese ableiten, dass DHA und AA durch die Interaktion mit 

GPR120 einen antiinflammatorischen Effekt vermitteln können.  

In der vorliegenden Studie wurde sowohl die ω3-Fettsäure DHA als auch die ω6-Fettsäure AA 

untersucht, unter der Prämisse die Wirkung beider PUFA-Klassen auf das 

Entzündungsgeschehen zu analysieren. Die erzielten Daten weisen deutlich auf einen 

entzündungshemmenden Effekt beider Fettsäuren hin. Dennoch bedarf dieses Feld weiterer 

Forschung, da der Mechanismus der PUFA-vermittelten antiinflammatorischen Wirkung nach 

wie vor nicht abschließend geklärt ist.  

In der Intensivmedizin gilt das Dogma, dass ω6-Fettsäuren proinflammatorisch und ω3-

Fettsäuren antiinflammatorisch wirken. Auch wenn sich aus den beschriebenen in vitro-

Versuchen keine allgemeingültigen Schlussfolgerungen über die Wirkung von PUFA im 

menschlichen Körper ableiten lassen, unterstreichen die vorliegenden Daten die Notwendigkeit 
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des Aufbrechens dieses Dogmas. Intensivpatienten kommen nachweislich in den Kontakt mit 

PUFA. Quelle hierfür sind Ernährungspräparate und pharmakologische Hilfsstoffe. Die hier 

gezeigten Ergebnisse liefern schlüssige Hinweise, dass die verabreichten PUFA das Potential 

besitzen im Körper weitreichende und bisher nicht vollständig verstandene Effekte zu entfalten 

und geben Anlass zur weiteren Forschung. 
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5 Thesen 

 

I. Zytokinexposition (IL-1β, TNF-α und IFN-γ) schwächt die endotheliale Expression von 

Molekülen der homophilen Zell-Zell-Adhäsion und führt zum Verlust der Integrität der 

Endothelzellschicht. Die Barrierefunktionsstörung ist nach Entfernung der Zytokine 

reversibel. 

II. Sowohl der Verlust als auch die Wiederherstellung der Integrität der Endothelschicht 

erfolgt in weniger als vier Stunden. Dies indiziert die Beteiligung eines schnellen 

Regulationsmechanismus. 

III. Die Exposition von Endothelzellen gegenüber proinflammatorischen Zytokinen führt zu 

einer signifikant gesteigerten Expression der miRNAs miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-

155-5p. 

IV. Der Nachweis einer Zytokin-induzierten Aufregulierung von miR-29a-3p, miR-29b-3p 

und miR-155-5p zusammen mit der bereits in Datenbanken dokumentierten 

Beobachtung, dass wichtige Mediatoren endothelialer Zellkontakte Ziele dieser miRNAs 

sind, liefert einen klaren Hinweis darauf, dass der Verlust der endothelialen 

Barrierefunktion im entzündlichen Milieu zumindest teilweise auf einen 

posttranskriptionellen Mechanismus zurückzuführen ist. 

V. Die Zytokin-induzierte Aufregulierung von miR-29a-3p wird durch die Anreicherung von 

Endothelzellen mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA) blockiert. 

VI. Die mRNA-Kopienzahlen der miR-29a-3p-Ziele, namentlich der Gerinnungsfaktoren PAI-

1, TF und vWF sowie der proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und IL-8, sind in 

PUFA-angereicherten Endothelzellen im Vergleich zu unsupplementierten Zellen 

vermindert, was der stimulierenden Wirkung eines entzündlichen Milieus 

entgegenwirkt 
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6.1 Publikation 1 

Loss of Endothelial Barrier Function in the Inflammatory Setting: Indication for a Cytokine-

Mediated Post-Transcriptional Mechanism by Virtue of Upregulation of miRNAS miR-29a-3p, 

miR-29b-3p, and miR-155-5p 

 

Autoren: Daniel Maucher, Birte Schmidt und Julia Schumann  

Journal: Cells (Impact Factor 2021: 7,666) 

DOI:  10.3390/cells10112843 

Zusammenfassung: Eine Störung der endothelialen Barriere spielt eine zentrale Rolle in der 

Pathogenese von akuten und chronischen Entzündungsprozessen wie Sepsis oder 

Atherosklerose. Durch die Abschwächung der Endothelzellkontakte kommt es zu einem 

vermehrten Transfer von Blutproteinen und Flüssigkeit in das umgebende Gewebe, was mit 

Ödembildung und Verteilungsstörungen einhergeht. Allerdings sind die Mechanismen, die 

dieser Reaktionen zugrunde liegen, nicht vollständig verstanden. In dieser Studie wurde der 

Verlust der Barrierefunktion in einem entzündlichen Milieu in vitro an humanen Endothelzellen 

nachgeahmt. Es zeigte sich, dass eine geschwächte endotheliale Barriere nach 

Zytokinstimulation mit signifikanten Veränderungen des Transkriptoms einhergeht. Auffallend 

war eine Depletion von mRNAs, die für Zelladhäsionsmoleküle kodieren. Darüber hinaus war zu 

beobachten, dass die Zytokinbehandlung von Endothelzellen eine Hochregulierung von miR-

29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p auslöste. miRNAs sind dafür bekannt, dass sie die Stabilität 

und Translationseffizienz von Ziel-mRNAs negativ beeinflussen. Bemerkenswerterweise wurde 

bereits beschrieben, dass miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p die mRNAs zentraler Tight- 

und Adhärent-Junction-Proteine wie F11-Rezeptor, Claudin 1, β-Catenin, p120-Catenin und Eplin 

angreifen. Dies zusammengenommen deutet auf die Existenz eines posttranskriptionellen 

Mechanismus für die Expressionshemmung zentraler Adhäsionsproteine hin, der durch 

entzündliche Zytokine ausgelöst und durch miR-29a-3p, miR-29b-3p und miR-155-5p vermittelt 

wird.  

Darstellung der Eigenleistung: Hypothesenentwicklung und Planung der notwendigen 

Versuche; Extraktion und Aufarbeitung der RNA aus der Endothelzelllinie TIME; Auswertung der 

generierten NGS- und Nanostring-Daten; Identifizierung und Auswahl vielversprechender 

miRNA-Kandidaten; Validierung der miRNAs mittels ddPCR; in silico-Analyse der validieren 

miRNAs einschließlich Identifizierung von Zielgenen aus der Gruppe endothelialer 

Adhäsionsmoleküle
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6.2 Publikation 2 

Polyunsaturated Fatty Acids of Both the Omega-3 and the Omega-6 Family Abrogate the 

Cytokine-Induced Upregulation of miR-29a-3p by Endothelial Cells 

 

Autoren: Daniel Maucher, Birte Schmidt, Kevin Kuhlmann und Julia Schumann  

Journal: Molecules (Impact Factor 2021: 4,927) 

DOI:  10.3390/molecules25194466 

Zusammenfassung: Die Kontrolle der Proteinexpression ist von grundlegender Bedeutung für 

zelluläre Prozesse. Hierbei wird die Proteinexpression sowohl auf der transkriptionellen als auch 

auf der posttranskriptionellen Ebene reguliert. Es ist bekannt, dass PUFA die Gentranskription 

beeinflussen können. Die vorliegende Studie wurde durchgeführt, um die Frage zu beantworten, 

ob PUFA auch in der Lage sind, die miRNA-vermittelte posttranskriptionelle Feinabstimmung der 

mRNA-Kopienzahl zu beeinflussen. Zu diesem Zweck wurden zelluläre miRNA-Profile PUFA-

angereicherter und unsupplementierter Endothelzellen, die einem entzündlichen Milieu 

ausgesetzt waren, vergleichend mittels Next-Generation-Sequencing und NanoString-Analyse 

untersucht. Die Validierung erfolgte mittels digitaler Tröpfchen-PCR, die eine absolute 

Quantifizierung der RNA-Kopienzahl ermöglichte. Die Analysen zeigten, dass die 

stimulationsinduzierte Hochregulierung von miR-29a-3p durch die PUFA-Anreicherung der 

Endothelzellen blockiert wird. Darüber hinaus waren die mRNA-Kopienzahlen der miR-29a-3p-

Ziele, namentlich der Gerinnungsfaktoren PAI-1, TF und vWF sowie der proinflammatorischen 

Zytokine IL-1β, IL-6 und IL-8, in PUFA-angereicherten Endothelzellen im Vergleich zu 

unsupplementierten Zellen reduziert. Diese Daten deuten auf einen neuen Wirkmechanismus 

hin, durch den PUFA die Funktionalität von Endothelzellen modulieren und der stimulierenden 

Wirkung einer entzündlichen Umgebung entgegenwirken. Offenbar werden die 

entzündungshemmenden Eigenschaften von PUFAs auch auf der posttranskriptionellen Ebene 

vermittelt. 

Beiträge des Autors: Hypothesenentwicklung und Planung der notwendigen Versuche; 

Extraktion und Aufarbeitung der RNA aus der Endothelzelllinie TIME; Auswertung der 

generierten NGS-und Nanostring-Daten; Identifizierung und Auswahl vielversprechender 

miRNA-Kandidaten; Validierung der miRNAs mittels ddPCR;. in silico-Analyse der miRNAs 

einschließlich Zuordnung der Signalwege, welche die miRNA-Expression kontrollieren; 

Beurteilung des PUFA-Effekts
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