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Referat

Inhalt der Dissertation ist ein Vergleich der Amplifikationsmethoden gRT-PCR und ddPCR. Es
wurde untersucht, ob die Ergebnisse der beiden Verfahren kongruent sind und in welcher
Weise sie miteinander korrelieren. Hierfir wurde gepriift, ob Effekte eines inflammatorischen
Milieus auf die Genexpression mikrovaskularer Endothelzellen durch beide Methoden
gleichermallen abbildbar sind. Zur Bearbeitung der Fragestellung dienten humane
mikrovaskuldre Endothelzellen (Zelllinie TIME, ATCC® CRL-4025), welche durch die Zytokine
TNF-a, IL-1B und INF-y stimuliert wurden, um eine Entziindungsreaktion zu simulieren.
Zusatzlich wurden die Endothelzellen in einem weiteren Versuchsansatz mit unterschiedlichen
mehrfach-ungesattigten Fettsduren (PUFA) versetzt, um den Effekt dieser nutritiven
Komponente auf eine Inflammation darzustellen. Die anschlieRend durch beide Methoden
gemessenen Verdnderungen der Genexpression wurden einander gegeniibergestellt. In Bezug
auf den Nachweis eines Stimulationseffektes einschlieRlich seiner Richtung ergab sich fir die
beiden Methoden eine Ubereinstimmung bei 94,7% der durchgefiihrten Analysen. Die
Gegeniiberstellung der mittels gRT-PCR und ddPCR indizierten Ratios zwischen stimulierten
und unstimulierten Proben (= Effektausmal der Stimulation) zeigte, dass bei keiner der beiden
Methoden eine Tendenz zur generellen Uber- bzw. Unterschitzung des Stimulationseffektes
vorlag. Diskrepanzen bei den durch qRT-PCR bzw. ddPCR ermittelten Effektausmaflen waren
vordergriindig durch Messdaten bedingt, welche an den Grenzbereichen der jeweiligen
linearen dynamischen Reichweite der getesteten Verfahren lagen. Dies unterstreicht die
Bedeutung der linearen dynamischen Reichweite fiir die Validitat der erzielten Daten bei
beiden Analysemethoden. Dariliber hinaus wurde ein negativ-exponentieller Zusammenhang
zwischen den per qRT-PCR ermittelten CT-Werten und den fir identische Proben per ddPCR
ermittelten Kopienzahlen/ul festgestellt, welcher aber nicht geeignet ist, um aus semi-
guantitativen Daten der qRT-PCR auf die Konzentration des analysierten Zielgens zu schlieRen.
Fiir die absolute Quantifizierung einer Probe bleibt die ddPCR daher das Verfahren der Wahl.
Vor dem Hintergrund der Entbehrlichkeit einer externen Kalibrierung mittels Referenzgen
empfiehlt sich die ddPCR zudem immer dann, wenn die Expression klassischer Referenzgene
durch die Versuchsbedingungen beeinflusst wird. Die Stirken der gRT-PCR liegen in einer
héheren dynamischen Reichweite und einem geringeren Ressourcenbedarf. Zudem ermoglicht

die seit Jahrzehnten etablierte Methode einen hohen Durchsatz und eine Automatisierung.

Kuhlmann, Kevin: Analyse von Anderungen der Genexpression mikrovaskuldrer Endothelzellen im pro-
inflammatorischen Milieu: Gegeniberstellung von relativer und absoluter Quantifizierung, Halle (Saale),
Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2020
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1 Einleitung

1.1 Quantifizierungsmethoden und ihre Anwendungsgebiete

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist ein laborchemischer
Prozess, der den physiologischen Vorgang der Replikation in Korperzellen nachahmt. Im
Bereich der Forschung wird die PCR in vitro zur Genamplifikation genutzt. Sie ermdoglicht es
kleinste Mengen von Desoxyribonukleinsdure-Sequenzen (DNS, engl. desoxyribonucleic acid,
DNA) in hoher Zahl zu vervielfaltigen. Angewandt wird die PCR dabei in vielen
unterschiedlichen medizinischen Bereichen: in der forensischen Medizin zur Identifizierung
von Personen und zur Abklarung von Verwandschaftsverhiltnissen [1], zur Detektion von
Erkrankungen z.B. Virusinfektionen anhand von viraler RNA oder DNA [2,3], zur pranatalen
Diagnostik [4] sowie im Rahmen der Herstellung von Medikamenten mittels gentechnisch
veranderter Mikroorganismen [5]. In der medizinischen Grundlagenforschung wird die PCR
haufig auch zur Klarung der Frage angewandt, inwiefern sich die Genexpression von Zielgenen
(engl. gene of interest, GOI) in humanen Kérperzellen unter bestimmten Voraussetzungen (z.B.
Anderungen des duBeren Milieus) dndert. Voraussetzungen einer PCR sind: (1) eine zumindest
teilweise bekannte Nukleinsdure-Sequenz, also die genaue Abfolge der Nukleotide, (2) zu
dieser bekannten Sequenz passende Oligonukleotid-Primer, (3) Desoxy-Nukleosidtriphosphat-
Molekiile (engl. desoxy-nucleoside triphosphate, dNTPs) als Bausteine fiir die zu
synthetisierende DNA und (4) eine hitzestabile Polymerase. Die PCR l|auft in drei sich vielfach
wiederholenden Phasen ab. Die erste Phase ist die Denaturierung, bei der sich unter hoher
Temperatur (ca. 96°C) die Wasserstoffbriickenbindungen des Nukleinsdure-Doppelstranges
aufspalten und zwei separate Einzelstrange freigeben. Wahrend der Primerhybridisierungs-
oder Annealing-Phase lagern sich die Oligonukleotid-Primer am 3‘-Ende der Nukleinsdure-
Einzelstrange an. Die hierfiir notige Reaktionstemperatur ist abhangig vom eingesetzten
Primerpaar (ca. 55-65°C). Bei der darauf folgenden Elongationsphase synthetisiert die
Polymerase bei ca. 72°C, ausgehend von den an die Nukleinsdure-Einzelstrange angelagerten
Primern unter Verbrauch der dNTPs, komplementire Einzelstrange. Uber mehrere Durchléufe
dieser Phasen wird hierdurch die betrachtete Nukleinsdure-Sequenz vervielfaltigt. Flr die
erforderlichen wechselnden Temperaturstufen kommt in der Regel ein PCR-Thermozykler zum

Einsatz.



1.1.1 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Eine Variante der PCR ist die sogenannte quantitative Echtzeit-PCR (engl. quantitative real-
time PCR, qRT-PCR), bei der durch ein Fluoreszenzsignal eine Quantifizierung des Amplifikats
simultan zur Synthese moglich ist. Die Signalstarke nimmt dabei proportional zur DNA-Menge
zu. In der vorliegenden Dissertation wurde die SYBR-Green gRT-PCR genutzt [6]. Bei dieser
Methode wird ein Cyanin-Farbstoff verwendet, welcher sich sequenzunabhangig zwischen die
Einzelstrange von doppelstrangiger DNA anlagert und im gebundenen Zustand ein
Fluoreszenzsignal aussendet. Mit zunehmender Menge an doppelstrangiger DNA im Rahmen
der Amplifikation nimmt die Starke des Fluoreszenzsignals proportional zu [7].

Bei der relativen qRT-PCR wird das gemessene Fluoreszenzsignal des betrachteten Zielgens auf
dasjenige eines Referenzgens bezogen. Grundlage ist die Annahme, dass sich die Expression
dieser im englischen auch als housekeeping gene (dt. Haushaltsgen) bezeichneten Kontrolle
auch unter Anderungen der duReren Rahmenbedingungen (z.B. Anderungen des pH-Wertes
oder in der Anwesenheit von Botenstoffen) im Idealfall nicht verdndert. Dadurch kdénnen

ACT_Methode, Aussagen dariber getroffen werden,

mittels einer Berechnungsmethode, der 2°
wie sich die Expression des Zielgens relativ verdndert, z.B. eine Erhéhung auf das Doppelte
oder eine Reduktion auf ein Drittel [8,9]. In dieser Arbeit wurden 2 etablierte Referenzgene
verwendet: in Ansatz 1 die 185 rRNA [10] und in Ansatz 2 humanes B-Aktin (engl. B-actin,
ACTB) [11]. Ribosomale Ribonukleinsduren (engl. ribosomal ribonucleic acid, rRNA) sind
funktionaler Bestandteil der Ribosomen, welche fiir die Proteinsynthese in eukaryotischen
Zellen verantwortlich sind. Die Abkiirzung ,S“ ist hierbei ein Mal3 flir die GroRRe der jeweiligen
rRNA, bemessen an ihrem Sedimentationsverhalten in Svedberg. Die 18S rRNA ist Teil der
kleinen Untereinheit 40S und eine wichtige Komponente aller eukaryotischen Ribosomen.
ACTB ist ein ubiquitdar vorkommendes Protein, welches unabdingbar ist fir Aufbau, Struktur

und Integritat von Zellen durch Ausbildung von Zytoskelettfilamenten. Dariber hinaus ist ACTB

beteiligt an Prozessen der Zellmotilitat und dem Kontraktionsvorgang von Muskelzellen [12].

1.1.2 Digitale Droplet PCR (ddPCR)

Die digitale Droplet PCR (engl. digital droplet polymerase chain reaction, ddPCR) ist eine seit
2011 verfliigbare Methode, mit der eine absolute Quantifizierung von Genmaterial maoglich ist
[13,14]. Bei der Analyse werden grundsatzlich die gleichen Reagenzien und Prozessschritte
verwendet wie bei der qRT-PCR. Die Besonderheit der Methode liegt in der Aufteilung des
Reaktionsansatzes vor der Amplifizierung im PCR-Thermozykler in ca. 20-25.000
Kompartimente bzw. Reaktionsrdume in Form von Nano-Tropfchen (engl. droplet). Diese

Tropfchen werden durch eine Wasser-Ol-Emulsion erzeugt und schlieBen die PCR-Reagenzien



ein. Nach der Amplifizierung der untersuchten Gene innerhalb der Nano-Trépfchen werden die
Fluoreszenzsignale jedes einzelnen Kompartiments registriert und ausgelesen. Hierbei wird
erfasst, in wie vielen Kompartimenten die Zielsequenz amplifiziert wurde. Die Auslesung
unterscheidet hierbei jedoch nur zwischen positiven und negativen Reaktionen. Die jeweilige
Menge an Amplifikat pro Kompartiment wird nicht beriicksichtigt. Um diese in die Analyse mit
einzubeziehen, wird unter Anwendung der Poisson-Verteilung die Konzentration des Zielgens
in der untersuchten Probe ermittelt. Bei der ddPCR sind im Vergleich zur qRT-PCR keine
Standardkurven anhand von Referenzgenen notwendig. Zusatzlich kann der Einfluss von PCR-
Inhibitoren und Probenkontaminationen durch Endpunkt-Messungen reduziert werden
[15,16]. Die Detektion von sehr seltenen Zielsequenzen soll durch die Kompartimentierung der
PCR-Gesamtreaktion erleichtert werden, da hier auch einzelne vorhandene Kopien pro Nano-
Tropfchen (iber die absolute Quantifizierung erfasst werden konnten [17]. Der dynamische

Messbereich der ddPCR liegt laut Herstellerangaben zwischen 0,05 und 6000 Kopien/ul [18].

1.2 Mikrovaskulare Endothelzellen

Das Endothel bildet die innerste auskleidende Schicht des menschlichen Blut- und
LymphgefiRsystems. Es besitzt eine Oberfliche von ca. 5000 m? [19] und besteht aus einem
einschichtigen Plattenepithelverband, welcher einer Basallamina aufliegt. Die luminal an den
Endothelzellen aufsitzende Glykokalyx besitzt wichtige Barrierefunktionen im Rahmen des
transzellularen Stofftransportes und reguliert somit den Stoffaustausch zwischen Plasma und
Gewebe [20]. Weitere Funktionen sind die Regulation der Perfusion [21] und des Blutdrucks
[22-24] sowie die Initiierung bzw. Unterdriickung von Gerinnungsprozessen [25]. Bei pro-
inflammatorischen Prozessen spielt das Endothel sowohl als Zielstruktur als auch im Rahmen
der Aufrechterhaltung von Entziindungen eine wichtige Rolle.

Mikrovaskulare Endothelzellen bezeichnen diejenigen gefalRauskleidenden Zellen, die sich in
Arteriolen, prakapillaren Sphinktern, Kapillaren, postkapillaren Venolen und muskuldren
Venolen befinden. Fir die durchgefiihrten Versuche wurde die humane Telomerase-
immortalisierte mikrovaskuldre endotheliale Zelllinie TIME (ATCC® CRL-4025™, American Type
Culture Collection) verwendet [26]. Urspriinglich wurden diese Zellen aus gesundem dermalem
Gewebe neonataler Vorhaut gewonnen und anschlieRend durch eine gezielte Infektion mittels
dem Retrovirus WZLblast3:hTERT mit humaner Telomerase Reverse Transkriptase (engl.
human telomerase reverse transcriptase, hTERT) immortalisiert. Bei Ansicht unter dem
Lichtmikroskop zeigt diese Zelllinie eine endotheliale Morphologie. Die TIME-Zelllinie ist diploid

mit normalem méannlichen Karyotyp (46, XY) und geringer Rate von Polyploidie.



1.3 Einfluss von Inflammation auf die Funktion endothelialer

Zellen

1.3.1 Perfusion von Gewebe und Gefafdpermeabilitat

Eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit einer pro-inflammatorischen systemischen Reaktion
spielt die Regulation der Gewebeperfusion und die Verdnderung der Permeabilitdt von
Gefallen fir 16sliche Stoffe sowie fiir Zellen des Immunsystems. Im Zentrum dieser Reaktionen
stehen drei zentrale Regulationssysteme: (1) das Renin-Angiotensin-Aldosteron System (engl.
renin-angiotensin-aldosterone system, RAAS), (2) das sympathische Nervensystem mit seinen
Botenstoffen Adrenalin und Noradrenalin sowie (3) das Endothelin-System.

Das RAAS steuert Uber verschiedene Botenstoffe die Durchblutung von Gewebe, die
Permeabilitdit des Endothels und die Aufrechterhaltung bzw. die Initiierung von
Entziindungsreaktionen [27-30]. Eine wichtige Komponente bildet hierbei das Angiotensin IlI.
Angiotensin Il wird durch das Angiotensin-konvertierende Enzym 1 (engl. angiotensine-
converting enzyme 1, ACE1) aus Angiotensin | gebildet, welches durch die Spaltung von
Angiotensinogen in den Hepatozyten synthetisiert wird. Angiotensin Il erhoht die
GefalRpermeabilitdt Uber eine Stimulation der Prostaglandin-Synthese [31] sowie des
vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (engl. vascular endothelial cell growth factor,
VEGF) [32]. Zusatzlich stimuliert Angiotensin |l die Endothelzellen zur Expression von
Adhéasionsmolekiilen wie dem interzelluldren Adhasionsmolekil Typ 1 (engl. intercellular
adhesion molecule type 1, ICAM-1) und dem vaskuldren Zelladhasionsmolekil Typ 1 (engl.
vascular cell adhesion molecule type 1, VCAM-1) an der Zelloberflache sowie zur Produktion
von Chemokinen wie dem Monozytenattraktions-Protein 1 (engl. monocyte chemoattractant
protein type 1, MCP-1), Interleukin 6 (engl. interleukin 6, IL-6) und Interleukin 8 (engl.
interleukin 8, IL-8) [33-35]. Im Rahmen dieser Dissertation wurden drei Gene untersucht,
welche die Funktion von Angiotensin Il beeinflussen: ACE1, das Angiotensin II-Rezeptor-
interagierende Protein 1 (engl. angiotensin Il receptor interacting protein type 1, ATIP1) und
das Angiotensin Il-Rezeptor 1 assoziierte Protein (engl. angiotensin Il type 1 receptor-
associated protein, ATRAP). ACE1 steuert die Menge an verfligbarem Angiotensin Il iber die
Spaltung seines Pro-Peptids Angiotensin | [36]. Zudem vermindert ACE1 (iber die Spaltung von
Bradykinin die Stickstoffmonoxid-abhdngige Vasodilatation [37]. ATIP1 beeinflusst die
intrazellularen Signalkaskaden des Angiotensin |lI-Rezeptors Subtyp 2 und vermittelt einen
hemmenden Effekt auf die zellulare Proliferation unabhdngig von der Anwesenheit von

Angiotensin Il [38,39]. ATRAP bindet an den C-terminalen Anteil des Angiotensin lI-Rezeptor 1



und vermindert somit Angiotensin Il-induzierte Funktionen, wie Hypertension und
Gefallpermeabilitatssteigerung [40-42].

Neben dem RAAS besitzt auch das sympathische Nervensystem einen groBen Einfluss auf die
Aufrechterhaltung und Fortflihrung einer bestehenden Inflammationsreaktion. a-
Adrenorezeptoren wie der oy,-Adrenorezeptor (engl. a-adrenergic receptor type 1b, Adralb)
oder der a,4-Adrenorezeptor (engl. a-adrenergic receptor type 1d, Adrald) nehmen Uber die
Aktivierung von Immunzellen direkten Einfluss auf die Entziindungsreaktion [43]. Zudem
vermitteln a-Adrenorezeptoren die Steigerung des Blut- und Lymphflusses in entziindeten
Korperregionen, die Umverteilung von verschiedenen Immunzellen in Erreger-besiedelte
Areale sowie die vermehrte Proliferation von Immunzellen im Knochenmark [44-47]. B-
Adrenorezeptoren wie der B,-Adrenorezeptor (engl. B-adrenergic receptor type 2, Adrb2) sind
ebenfalls an der Aktivierung der Immunzell-Proliferation beteiligt [48]. Weiterhin wirken B-
Adrenorezeptoren forderlich auf die Produktion und Ausschiittung des anti-inflammatorischen
Zytokins Interleukin 10 (engl. interleukin 10, IL-10) durch regulatorische T-Helferzellen [49,50].
Das Endothelin-System besteht aus verschiedenen Rezeptoren, die auf den Botenstoff
Endothelin reagieren und nach Aktivierung eine Regulation des Blutflusses Uber
Vasokonstriktion bzw. -dilatation bewirken. Der Endothelin-A-Rezeptor (engl. endothelin
receptor type A, EdnrA) hat bei Stimulation eine starke Vasokonstriktion zur Folge, besonders
an hirnversorgenden Arteriolen und entlang peripherer Nerven [51-53]. Endothelin-B-
Rezeptoren (engl. endothelin receptor type B, EdnrB) werden in die Subtypen 1 und 2
unterteilt. Subtyp 2 bewirkt wie EdnrA eine Vasokonstriktion, wahrend Subtyp 1 eine

Vasodilatation der betroffenen GefalRe zur Folge hat [54].

1.3.2 Diapedese

Die Diapedese beschreibt den Vorgang des Hindurchtretens von |6slichen Stoffen oder Zellen
durch das Endothel. Sie ist ein wichtiger Faktor zur immunologischen Bekdmpfung von
Pathogenen, wie Bakterien oder Pilzen, in Geweben auBerhalb des Blutgefallsystems. Initial
werden Teile dieser Pathogene von korpereigenen ,Fresszellen”, z.B. Makrophagen,
dendritischen Zellen oder neutrophilen Granulozyten, phagozytiert. Diese schitten
Mediatorbotenstoffe, sogenannte Zyto- und Chemokine aus und aktivieren damit umliegende
Endothelzellen. Es kommt zur Expression verschiedener Oberflachenproteine, welche das
Anheften von Leukozyten an die Zellmembran der Endothelzellen ermdglichen. Diese
Oberflachenproteine werden Adhadsionsmolekiile genannt. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Adhdsionsmolekile sind ICAM-1 und VCAM-1. ICAM-1 und VCAM-1 binden den

leukozytdren Oberflachenrezeptor Integrin und fordern damit die Transmigration der weiRen



Blutkdrperchen durch das Endothel [55-57]. Daneben spielen beide Adhasionsmolekiile eine
wichtige Rolle in der Auflosung der dichten Zell-Zell-Verbindungen von Endothelzellen, den
Zonae occludentes oder ,tight junctions”. Diese verhindern im aktiven Zustand den Durchtritt
von gelosten Stoffen durch die Endothelzellschicht. Bei Auflésung dieser Zell-Zell-
Verbindungen tritt vermehrt Plasma mit gelésten immunologischen Botenstoffen in das
subendotheliale Gewebe ein, wodurch Odembildung und pro-inflammatorische Reaktionen
gefordert werden [55]. Zudem vermitteln ICAM-1 und VCAM-1 durch die Aktivierung von
Endothelzellen Uber intrazelluldre Signalkaskaden indirekt die Rekrutierung und

Differenzierung von Immunzellen [58].

1.3.3 Gerinnungsfunktion

Koagulationsfaktoren vermitteln Reaktionen der Blutgerinnung und Aufldsung von Gerinnseln
innerhalb des menschlichen BlutgefdaRsystems. Sie sind essentiell zur Versorgung von
Verletzungen des GefdlRsystems, zur Perfusionsregulation sowie bei der Signaltransduktion von
pro-inflammatorischen Reaktionen. Die im Rahmen der vorliegenden Versuche untersuchten
Zielgene aus dieser Proteingruppe sind der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (engl.
plasminogen activator inhibitor type 1, PAI-1), der von Willebrand-Faktor (engl. von Willebrand
factor, vWF) und der Gewebefaktor (engl. tissue factor, TF).

PAI-1 wirkt als Hemmstoff der Blutgerinnselauflésung, der sogenannten Fibrinolyse, im
menschlichen BlutgefdaBsystem. Dabei hat PAI-1 eine direkte hemmende Wirkung auf Proteine,
die Gerinnsel effektiv auflésen wie z.B. Urokinase oder den gewebespezifischen
Plasminogenaktivator (engl. tissue plasminogen activator, t-PA) [59,60]. Diese Proteine
aktivieren die Protease Plasminogen und wandeln sie in Plasmin um. Plasmin baut Fibrinketten
zu Fibrinogen ab und I6st somit letztlich den stabilen ,Fibrinthrombus” auf. PAI-1 liegt in
aktivierter Form sowohl in Granula der Thrombozyten als auch in Endothelzellen vor.

Auch vWF befindet sich sowohl in Thrombozyten innerhalb aktivierbarer Granula als auch in
der subendothelialen extrazellularen Matrix von Endothelzellen. VvWF spielt eine
entscheidende Rolle in der Initiierung der =zellularen Gerinnungskaskade, indem er
Thrombozyten (ber spezielle Oberflichenrezeptoren, die Glykoproteine b, llb und llla
miteinander verbindet und somit einen sogenannten , Plattchenthrombus® bildet [61]. Im
Bereich der plasmatischen Gerinnung stabilisiert der vWF den Gerinnungsfaktor VIII, welcher
in aktiviertem Zustand und in Verbindung mit dem Gerinnungsfaktor IXa die Thrombokinase
(Faktor Xa) aktiviert. Der freigesetzte Faktor Xa spaltet anschlieRend Fibrinogen zu Fibrin und

bereitet somit den Weg zur Bildung eines stabilen ,, Fibrinthrombus“ [62].



Der TF ist ein transmembrandser Zellmembran-Rezeptor, welcher sich im subendothelialen
Gewebe befindet. In Verbindung mit anderen Gerinnungsfaktoren wie Faktor Vlla katalysiert er
die Bildung von aktivierter Thrombokinase Xa [63]. Die Freilegung von TF durch eine
Verletzung des Gefdlles mit Kontaktbildung zwischen subendothelialem Gewebe und
Bestandteilen der plasmatischen Gerinnung ist hierfiir malRgebend. Weiterhin wird TF durch
pro-inflammatorische Zytokine aktiviert und steuert die Differenzierung und Proliferation von
Leukozyten. Auch die Neubildung von GefiRen (Angiogenese) sowie die Inhibierung der
Auslosung eines programmierten Zelltods, der sogenannten Apoptose, sind wichtige

Funktionen dieses Rezeptorproteins [64].

1.3.4 Entstehung eines pro-inflammatorischen Phanotyps
Pro-inflammatorische Botenstoffe spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung einer Entzindungsreaktion im menschlichen Organismus. Dabei
interagieren viele dieser Botenstoffe mit endothelialen Zellen oder werden direkt vom
Endothel sezerniert, um umliegende Immunzellen und Gewebe zu aktivieren [65—67]. In der
vorliegenden Arbeit wurden als Vertreter dieser Gruppe Interleukin 1 (engl. interleukin 1pB, IL-
1PB), IL-6 und der Tumor-Nekrose-Faktor a (engl. tumor necrosis factor a, TNF-a) betrachtet.
IL-1B spielt eine zentrale Rolle bei der Ausbildung von Fieber, indem es die Bildung von
Prostaglandinen in Endothelzellen vermittelt [68]. Endothelzellen selbst sezernieren im
aktivierten Zustand IL-1B und sind damit direkt an der Rekrutierung und Differenzierung von
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und anderen Immunzellen beteiligt. IL-1B fordert
die Expression von Adhdsionsmolekiilen an der Zelloberflache des Endothels und unterstiitzt
damit den Vorgang der Diapedese [69]. Zudem induziert das Zytokin die Freisetzung von IL-6
und Glukokortikoiden [70].

IL-6 steigert, ahnlich wie IL-1B, die Differenzierung und Proliferation von Leukozyten,
insbesondere B- und T-Lymphozyten aber auch neutrophilen Granulozyten, und wird sowohl
von Endothelzellen ausgeschiittet als auch fir deren Aktivierung bendtigt [71]. Durch die
Anwesenheit von IL-6 wird ebenfalls die Oberflaichenexpression von Adhasionsmolekiilen wie
ICAM-1 und VCAM-1 gesteigert [72,73]. Besonders im spateren Verlauf einer pro-
inflammatorischen Reaktion ist IL-6 fir die Aufrechterhaltung von Fieber verantwortlich [74].
Das Zytokin vermittelt die Freisetzung von Stresshormonen wie Glukokortikoiden,
Somatotropin, Glukagon und Adrenalin [75].

TNF-a ist ein stark pro-inflammatorisch wirkendes Zytokin, welches vor allem von
Makrophagen und aktivierten Endothelzellen synthetisiert und sezerniert wird [76]. Es wirkt

migrationsfordernd auf Leukozyten [77], stimuliert deren Rekrutierung aus dem Knochenmark



und steigert die Proliferationsrate der Immunzellen [78-80]. TNF-a stimuliert analog zu IL-1B
und IL-6 die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, fordert die Bildung von Akute-
Phase-Proteinen in der Leber und ist an der Aufrechterhaltung von Fieber beteiligt [81]. TNF-a
ist ein starker Aktivator fiir Endothelzellen und bewirkt: (1) die Steigerung der Expression von
Adhasionsmolekiilen [82], (2) die Losung von Zell-Zell-Verbindungen zur Férderung des
parazelluldren Stofftransportes [83] wund (3) die Forderung der Synthese von
prothrombotischen Faktoren wie VWF und TF. Gleichzeitig wird TNF-a von aktivierten
Endothelzellen ausgeschittet, um autokrine und parakrine Effekte auf Immunzellen des Blutes

und benachbarte Endothelzellverbdande auszulosen [84].

1.3.5 Zellproliferation und -differenzierung

Proliferations- und Differenzierungsfaktoren steuern die Entwicklung und Reifung
verschiedenster Zelltypen im menschlichen Organismus. Ein wichtiges Glykoprotein, welches
vor allem fiur die Proliferation von myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark und deren
Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten und Makrophagen verantwortlich ist, ist der
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (engl. granulocyte monocyte colony
stimulating factor, GM-CSF) [85]. Er wird vorrangig von dendritischen Zellen, Monozyten und
Endothelzellen sezerniert und Uber BlutgefaBe weitertransportiert [86,87]. Bei adulten
Immunzellen stimuliert GM-CSF die Migration in Gewebe und fordert in Endothelzellen die
Expression von Selektinen und anderen Adhasionsmolekilen [88]. AuRerdem fordert es liber

TNF-atin ,Fresszellen” die Effektivitat der Phagozytose [89].

1.3.6 Chemokine

Chemokine sind korpereigene |6sliche oder zellmembrangebundene Signalproteine, welche
eine gezielte Migration von verschiedenen Zellen bewirken. Dieser Bewegungsprozess wird
Chemotaxis genannt. Dabei bewegen sich Zellen, z.B. Immunzellen, entlang eines
Konzentrationsgradienten zum Ort der groRten Chemokinkonzentration. Eine zentrale Rolle
spielen Chemokine bei der gezielten Bewegung von weiRen Blutkérperchen aus dem Blut in
entziindete Gewebe. Chemokine werden in erster Linie von phagozytierenden Immunzellen
und Endothelzellen sezerniert, um den Ort einer inflammatorischen Reaktion im Korper flr das
Immunsystem zu markieren [90-92]. In den vorliegenden Versuchen wurden IL-8 und MCP-1
untersucht. IL-8 fordert speziell die Migration neutrophiler Granulozyten in Richtung des
entziindeten Gewebes [93], indem es u.a. die Expression von Adhdsionsmolekiilen wie ICAM-1
stimuliert. Es wird besonders von Endothelzellen, Monozyten und Fibroblasten produziert und

sezerniert [94,95]. Gleichzeitig hat IL-8 eine pro-angiogenetische Wirkung auf Endothelzellen



[96,97]. Es lasst diese in Gewebe einsprieBen und fordert die Ausbildung neuer
Kapillarstrukturen. MCP-1 ist ein Chemokin, welches hauptsachlich von Monozyten, T-Zellen
und dendritischen Zellen produziert und sezerniert wird [98]. Es stellt einen wichtigen
Botenstoff fir Monozyten, Makrophagen und basophile Granulozyten dar [99,100]. MCP-1

wird zusatzlich auf Osteoklasten und in neuronalem Gewebe exprimiert [101].

1.4 Einfluss von mehrfach-ungesattigten Fettsiduren (PUFA) auf

die Inflammation

Fettsdauren gehoren als Bestandteile von Fetten zu den tdglichen Komponenten einer
ausgewogenen Erndhrung. Man unterscheidet hierbei zwischen gesattigten und ungesattigten
Fettsduren. Ungesattigte Fettsduren besitzen im Gegensatz zu gesattigten Fettsauren
mindestens eine C=C-Doppelbindung. Enthdlt eine Fettsdure mehrere dieser C=C-
Doppelbindungen, wird sie als mehrfach-ungesattigte Fettsdure (engl. polyunsaturated fatty
acid, PUFA) bezeichnet. Einige dieser PUFA kénnen vom menschlichen Kérper nicht aus
einzelnen Komponenten zusammengesetzt werden und missen daher von aulen (iber die
Nahrung zugefihrt werden. Zu diesen ,essentiellen” PUFA gehoéren die Omega-3-Fettsaure a-
Linolensaure (engl. a-linolenic acid, LNA; C18:3n3) sowie die Omega-6-Fettsduren Linolsdure
(engl. linoleic acid, LA; C18:2n6) und Arachidonsaure (engl. arachidonic acid, AA; C20:4n6). In
der aus der Lebensmittelchemie stammenden Nomenklatur ungesattigter Fettsduren steht
,Omega“ fiir das Ende der Kohlenstoffkette, welches der Carboxygruppe gegeniibersteht. Der
Buchstabe ,,n“ in Omega-n-Fettsdauren bezeichnet die Position derjenigen Doppelbindung in
der Kohlenstoffkette der Fettsaure, welche dem ,Omega-Ende” am ndchsten ist. Diese
Position bestimmt den Subtyp der Omega-n-Fettsaure.

PUFA sind am Aufbau von Zellmembranen beteiligt und wirken sich auf den Cholesterinspiegel
und auf entziindliche Prozesse aus [102,103]. Hierbei wirken PUFA Uber mehrere
Mechanismen: (1) Verdnderung der Zusammensetzung von Phospholipiden der
Plasmamembran [104-106], (2) Verdnderung der Fluiditdit der Zellmembran [107], (3)
Beeinflussung von membran-assoziierten Lipid-Raft-Strukturen [108,109], (4) Beeinflussung
von Rezeptorfunktionen [110,111] und (5) Synthese von Lipid-Mediatoren wie Prostaglandinen

[112,113].

1.4.1 Omega-3-Fettsauren
Omega-3-Fettsauren sind Ausgangsstoffe fir die Synthese von Serie-lll-Prostaglandinen wie
dem Prostaglandin E; (engl. prostaglandin E;, PGE;) [114]. Serie-lll-Prostaglandine vermitteln

pro-inflammatorische Effekte, allerdings ist ihre entziindungsférdernde Wirkung deutlich



schwiécher als die von Serie-lI-Prostaglandinen, die zumeist aus Omega-6-Fettsduren entstehen
[115,116]. Daher wird Omega-3-Fettsduren eine entziindungshemmende Wirkung nachgesagt.
In der Tat zeigten sich bei Omega-3-Fettsdure-basierten Didtmodellen vorteilhafte Effekte
hinsichtlich Outcome bei kardiovaskuldaren Erkrankungen sowie der Rate bestimmter
Tumorerkrankungen [117-119]. In Bezug auf die zelluldre Immunreaktion von Monozyten und
Makrophagen wurde unter Omega-3-Fettsauren eine Dampfung der Stimulations-induzierten
Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a und IL-1pB, festgestellt [120,121].
Auch die Aktivitdt von Zersetzungsenzymen, wie Myeloperoxidase oder Lysozym, welche
wahrend der Phagozytose eine wichtige Rolle spielen, war in Anwesenheit von Omega-3-
Fettsduren vermindert [122,123]. Bei Endothelzellen konnte ein hemmender Einfluss auf die
Zytokin-induzierte Expression von Adhdsionsmolekiilen, wie ICAM-1 und VCAM-1, durch die
flinffach-ungesattigte Eikosapentaensdure (engl. eicosapentaenoic acid, EPA; C20:5n3) und die
sechsfach-ungeséttigte Dokosahexaensdure (engl. docosahexaenoic acid, DHA; C22:6n3) auf
Ebene der Transkription wie auch der Translation beobachtet werden [124,125]. Zudem wurde
unter Supplementierung von EPA ein fordernder Effekt auf die endotheliale Produktion von
Zytokinen, wie IL-6, IL-8 und GM-CSF beschrieben [126]. Zu den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Omega-3-Fettsduren zahlt neben EPA und DHA auch LNA.

1.4.2 Omega-6-Fettsauren

Omega-6-Fettsauren sind Ausgangsstoffe fir die Synthese von stark pro-inflammatorischen
Serie-llI-Prostaglandinen wie Prostaglandin E, (engl. prostaglandin E,, PGE,) oder Prostaglandin
I, (engl. prostaglandin I,, PGl,). Serie-ll-Prostaglandine bewirken im Gewebe eine Erhéhung der
GefalRpermeabilitat [127], steigern die Reizweiterleitung von A&- und C-Nervenfasern im
Rahmen der Schmerzempfindung [128,129] und sind malgeblich an der Induktion und
Aufrechterhaltung von Fieber beteiligt [130,131]. Zudem bewirken Prostaglandine dieses
Subtyps eine Reduktion der Magensaureproduktion [132], eine Durchblutungssteigerung des
hepatischen und renalen Kreislaufs [133] sowie eine Bronchodilatation [134]. Vor diesem
Hintergrund wird angenommen, dass ein hohes Omega-6/0mega-3-Verhiltnis sich unginstig
auf entziindliche Erkrankungen wie rheumatoide Arhritis, Arteriosklerose, Sepsis, Neoplasien
und Fettleibigkeit auswirkt [135-140]. Den pro-inflammatorischen Effekten der Serie-Il-
Prostaglandine stehen Beobachtungen anti-inflammatorischer Wirkungen von Omega-6-
Fettsduren gegeniiber. So wurde bei Endothelzellen durch AA ein hemmender Effekt auf die
Zytokin-induzierte Steigerung der Genexpression von Adhdsionsmolekiilen beobachtet [141].
Bei Makrophagen fordert AA ebenso wie DHA die Differenzierung zum Phagozytose-aktiven

M2-Typ [142]. Offenbar besteht ein positiver Zusammenhang zwischen dem Anteil
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ungesattigter Fettsduren innerhalb der Plasmamembran von Immunzellen und deren
Phagozytoseaktivitat [143,144]. Weiterhin wurde fir den Signaltransduktionsweg des pro-
inflammatorischen Toll-like-Rezeptor 4 (engl. toll-like receptor, TLR4) sowie den nukledren
Transkriptionsfaktor , Kappa-Leichtketten-Verstarker” aus aktivierten B-Zellen (engl. nuclear
factor ,kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells, NF-kB) (bereinstimmend ein
hemmender Effekt von Omega-3- wie auch Omega-6-Fettsduren beschrieben [145,146]. Zu

den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Omega-6-Fettsauren zahlt neben AA auch LA.
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2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Vergleich der absoluten Quantifizierungsmethodik ddPCR
mit dem bereits seit Jahren etablierten relativen Quantifizierungsverfahren gRT-PCR. Die
zentralen Fragestellungen der Arbeit lauten:
1. Sind die Daten von qRT-PCR und ddPCR vergleichbar? In welcher Weise korrelieren die
Ergebnisse von qRT-PCR und ddPCR miteinander?
2. Ist eine der beiden verwendeten Methoden der jeweils anderen in bestimmten
Punkten Uber- oder unterlegen?
Um dieses Ziel zu erreichen, wird eine differenzierte Genexpressionsanalyse auf Grundlage
inflammatorisch stimulierter humaner Endothelzellen (Sepsismodell) parallel mit beiden
Quantifizierungsmethoden durchgefiihrt. Hierbei sollen durch strikte Angleichung der
Rahmenbedingungen beider Verfahren aussagekraftige Daten gewonnen werden, auf deren
Basis Empfehlungen zum Einsatz von qRT-PCR und ddPCR abgeleitet werden kénnen. Dies wird
umgesetzt durch: (1) Verwendung identischer Proben, (2) Nutzung identischer Primerpaare
und standardisierter Thermozykler-Programme und (3) Anwendung kongruenter statistischer
Verfahren. Dariiber hinaus liefert die vorliegende Arbeit umfassende Daten beziiglich der
Anderungen der Genexpression mikrovaskuldrer Endothelzellen im pro-inflammatorischen
Milieu unter Fokussierung auf Zielgene, welche im Rahmen eines entziindlichen Prozesses

zentrale Rollen innerhalb der endothelialen Reaktionskaskade einnehmen.
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Gerite

Bezeichnung

Hersteller

8-Kanal-Multipipette Acura® manual 855
8-Kanal-Multipipette Pipet-Lite L8 50XLS+

48-Well PCR-Cycler MiniOpticon real-time
PCR detection

96-Well PCR-Cycler BioRad C1000 Touch™
Abzug Typ TA 1200v900-900

Biometra UNO-Thermoblock R$232
Bunsenbrenner Fuego SCS
Kohlenstoffdioxid (CO,)-Inkubator B6060
Elektrophoresenetzgerat E143
Gefrierschrank MDF-U5386S-PE

Gelelektrophoresekammer Compact S
Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus
Inverses Mikroskop: Wilovert S
Kuhlschrank GNP 2613 Comfort NoFrost
Kihltransportbehilter

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank,
Klasse Il MSC-Advantage 0,9

Mikrowelle MW 721

Photoreader BioDoc-IT Imaging System
Plattenreader Infinite M200

Pipette 0,5-10 ul Eppendorf Reference
Pipette 2-20 ul Eppendorf Reference
Pipette 10-100 ul Eppendorf Reference
Pipette 100-1000 pl Eppendorf Reference
Pipettierhilfe accu-jet pro

PX1™ PCR Plate Sealer

QX200™ Droplet Digital™ PCR System

Skyline Orbital Shaker ELMI S-3.02 10L Analog

10 mm Amplitude

Spektrophotometer NanoVue
Tischzentrifuge Sprout™
Ultratiefkiihlschrank Forma 905 -86°C ULT
Freezer

Vortexmischer Vortex Genie 2

Wasserbad WNB 7
Well-Platten-Zentrifuge Perfect Spin P

Socorex Isba S.A., Ecublens, Schweiz
Mettler-Toledo Rainin, LLC, Greifensee,
Schweiz

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Kottermann GmbH & Co KG, Uetze/Hanigsen
Biometra GmbH, Go6ttingen

WLD Tec GmbH, Gottingen

Kendro Laboratory Produkts GmbH, Hanau
CONSORT nv, Turnhout, Belgien

Panasonic Marketing Europe GmbH,
Hamburg

Biometra GmbH, Gottingen

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland
Liebherr GmbH, Bulle, Schweiz

Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Clatronic International GmbH, Kempen
Ultra-Violet Products Ltd, Cambridge, UK
Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

BRAND GmbH & Co KG, Wertheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ELMI Ltd., Riga, Lettland

GE Healthcare GmbH, Solingen
Heathrow Scientific, lllinois, USA
Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Scientific Industries, Inc., New York, USA
Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
VWR International GmbH, Erlangen
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Bezeichnung

Hersteller

Zahlkammer Neubauer improved

Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Centrifuge
Refrigerated

Zentrifuge Thermo Scientific Heraeus
Multifuge 1S-R

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen
Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

0,5 ml ReaktionsgefaRe mit Deckel Typ
SafeFit

1,5 ml ReaktionsgefaRe mit Deckel Typ
SafeFit

6-well Platten TC-Platte 6 Well, Standard, F
8er Multiply-uStrip, 0,2 ml Kette, Farbmix
48-well PCR-Platten Multiplate Low-Profile
48-Well Unskirted PCR Plates

75 cm? Zellkulturflaschen, 250 ml, PS, Filter-
Schraubverschluss rot, transparent, Cellstar
TC, steril

96-well PCR-Platten Eppendorf twin.tec®,
semi-skirted, 250 ul, farblos

96-well PCR-Platten Multiplate Low-Profile
96-Well Unskirted PCR Plates

96-well Platten Zellkultur Mikroplatte, 96
Wells, PS, F-Boden, Kaminform, weiR, Cellstar
TC, Abdeckplatte mit Kondensationsringen,
steril, 8 Sttick/Beutel

DG8™ Cartridges fur QX200™/Qx100™
Droplet Generator

DG8™ Gaskets fur QX200™/QX100™ Droplet
Generator

Handschuhe Latex Sempercare Premium
Handschuh, puderfrei, unsteril, Naturlatex
Handschuhe Nitril Vasco Nitril white
Kryoréhrchen Cryo.s, 2 ml, runder Boden,
Innengewinde

PCR-Folie 96-Well Microseal B Adhasive Seals
PCR-Platten Heat Seal- Folie, durchstechbar
Petrischalen

Pipettenspitzen 0,1-20 ul Biosphere Fil. Tip 20
farblos

Pipettenspitzen 2-100 pl Biosphere Fil. Tip
100 farblos

Pipettenspitzen 200 ul GreenPak™, Filter

Pipettenspitzen 1000 ul Multiguard Barrier
Tips

A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg
A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg
Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Eppendorf AG, Hamburg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Semperit Technische Produkte GmbH, Wien,
Osterreich

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht

Sarstedt AG & Co KG, Niimbrecht
Mettler-Toledo Rainin, LLC, Greifensee,

Schweiz
Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake City, USA
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Bezeichnung

Hersteller

Serologische Pipetten 5 ml Pipettes,
CELLSTAR, 5 ml

Serologische Pipetten 10 ml Pipettes,
CELLSTAR, 10 ml

Serologische Pipetten 25 ml Pipettes,
CELLSTAR, 25 ml

ReaktionsgefaR Biosphere SafeSeal Tube 1.5
mi

Zellschaber TPP-Zellschaber

Zentrifugenrdhrchen, 15 ml, konisch, Falcon™
Zentrifugenréhrchen, 50 ml, konisch, Falcon™

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

3.1.3 Chemikalien und Léosungen

Bezeichnung

Hersteller

1 % Mercaptoethanol

70 % Ethanol

100 % Ethanol

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

a-Tocopherol DL- a- Tocopherol BioChemica
Agua destillata (Aqua dest.)

ddPCR™ Droplet Reader Qil

DNA-Leiter peqGOLD DNA-Leiter Mix 0,1-10
kb

DNAse | RNAse-free, 2000 U (Units)/ml
DNAse | Reaktions-Puffer RNAse-free
Ethidiumbromid

Ladepuffer CoralLoad PCR Buffer, 10x

Lysis Solution Torpedo Ringer
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)/2 %
Fetales Kalberserum (FKS) - Losung
PBS-Puffer

PCR-Supermix PerfeCTa SYBR Green FastMix
Positiv-Kontrolle human heart aorta total
RNA

a-Linolensaure

Arachidonsaure

Dokosahexaensaure

Eikosapentaensaure

Linolsdure

Quanta gScript® cDNA Supermix

QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix
QX200™ Droplet Generation Qil for EvaGreen
Rekombinantes humanes IFN-y
Rekombinantes humanes IL-13
Rekombinantes humanes TNF-a
RNAse-freies Wasser (Aqua ad iniectabilia,
Agua a.i.) Water Molecular Biology Reagent

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl-Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Erlangen

New England Biolabs GmbH, Frankfurt (Main)
New England Biolabs GmbH, Frankfurt (Main)
Merck KGaA, Darmstadt

QIAGEN GmbH Germany, Disseldorf
STRATEC Molecular GmbH, Berlin

Provitro AG, Berlin

Provitro AG, Berlin

Quanta BioSciences, Inc., Gaithersburg, USA
Takara Bio Europe SAS, Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich

Matreya LLC, State College, USA

Matreya LLC, State College, USA

Matreya LLC, State College, USA

Matreya LLC, State College, USA

Matreya LLC, State College, USA

Quanta BioSciences, Inc., Gaithersburg, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
PeproTech Germany, Hamburg

PeproTech Germany, Hamburg

PeproTech Germany, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Bezeichnung

Hersteller

Zell-Farbungs-Puffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) -
Acetat - Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
- Puffer (TAE-Puffer)

Trypanblau Trypan Blue solution, 0.4 %
Trypsin-EDTA Trypsin-Losung, 0,5 g/l porkines
Trypsin und 0,2 g/I EDTA

Zellkulturmedium Microvascular endothelial
cell growth medium, basal, phenol red free,
angereichert mit rekombinantem humanem
vaskuldarem endothelialen Wachstumsfaktor
(rhVEGF, 5 ng/ml), rekombinantem humanem
epidermalem Wachstumsfaktor (rhEGF, 5
ng/ml), rekombinantem humanem
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (rhFGF, 5
ng/ml), rekombinantem humanem
insulindhnlichem Wachstumsfaktor 1 (rhIGF-
1, 15 ng/ml), L-Glutamin (10 mmol/l),
Heparinsulfat (0,75 U/ml), Hydrokortison-
Hemisuccinat (1 pg/ml), Ascorbinsaure (50
pg/ml), FKS (5 %) und Blasticidin (12,5 pg/ml)

Provitro AG, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Provitro AG, Berlin

3.1.4 Zelllinie

Bezeichnung

Hersteller

Zelllinie TIME ATCC® CRL-4025™

American Type Culture Collection, Wesel

3.1.5 Kits

Bezeichnung

Hersteller

InviTrap Spin Universal RNA Mini Kit
RealTime-Glo MT Cell Viability Assay

STRATEC Molecular GmbH, Berlin
Promega, Mannheim

3.1.6 Synthetische Oligonukleotide

Zielgen Annealing- Produkt- Elongations- Sequenzen (Sense / Antisense)
Temperatur  GroR3e zeit

18S 55 °C 101 bp 20 sec GCATATGCTTGTCTCAAAGA /
CCAAAGGAACCATAACTGAT

ACE1 57 °C 187 bp 20 sec AGCCCTCTCAGTGTCTACGC /
CTCCTTGGTGATGCTTCCAT

ACTB 56 °C 112 bp 20 sec GCACAGAGCCTCGCCTT /
CCTTGCACATGCCGGAG

Adralb 57 °C 195 bp 20 sec TCACGAGGACACCCTTAGCA /
GGCTTCAGGGTGGAGAACAA

Adrald 57 °C 150 bp 20 sec TTCTTCTTTGTCCTGCCGCT /
GAAGGCGCGCTTGAACTC
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Zielgen Annealing- Produkt-  Elongations-  Sequenzen (Sense / Antisense)
Temperatur  GroRe zeit
Adrb2 61 °C 173 bp 20 sec TGCTGACCAAGAATAAGGCCC /
AATGGCATAGGCTTGGTTCGT
ATIP1 55°C 173 bp 20 sec AAGCATTCGTCCAGCAGC/
AGAGGTTTCATGCGCAGC
ATRAP 65 °C 196 bp 20 sec GAGCTCCTGGTCCACACTG /
TAGAACGACCTCCCAGGCA
EdnrA 62 °C 195 bp 20 sec AACGAGATGGACAAGAACCGATGT /
GACCGAGGTCATCAGACTTTTGGA
EdnrB 59 °C 200 bp 20 sec TGCTTGCTTCATCCCGTTCA /
ACTTCCCGTCTCTGCTTTAGG
GM-CSF 60 °C 141 bp 20 sec CCATGATGGCCAGCCACTAC/
CTGGCTCCCAGCAGTCAAAG
ICAM-1 60 °C 116 bp 10 sec CTGATGGGCAGTCAACAGCTA /
GCAGCGTAGGGTAAGGTTCT
IL-1B 66 °C 163 bp 20 sec ACGCTCCGGGACTCACAGCA /
TGAGGCCCAAGGCCACAGGT
IL-6 56 °C 106 bp 10 sec AAGCCAGAGCTGTGCAGATG /
CTGGCATTTGTGGTTGGGTC
IL-8 56 °C 197 bp 20 sec CCTGATTTCTGCAGCTCTGTG /
CCAGACAGAGCTCTCTTCCAT
MCP-1 61 °C 100 bp 10 sec GTCTCTGCCGCCCTTCTGTGC /
AACAGCAGGTGACTGGGGCA
PAI-1 54 °C 202 bp 20 sec CAGACCAAGAGCCTCTCC/
ATCACTTGGCCCATGAAAAG
TF 60 °C 177 bp 20 sec CACAGAGTGTGACCTCACCG /
ATTGTTGGCTGTCCGAGGTT
TNF-a 60 °C 54 bp 20 sec AGTTGTGTCTGTAATCGCCCTAC /
CTAAGCAAACTTTATTTCTCGCC
VCAM-1 58 °C 199 bp 20 sec AGTCCCTGGAAACCAAGAGT /
TGCAGCTTTGTGGATGGATT
VvWF 61°C 167 bp 20 sec GGCAATTCCTTCCTCCACAAAC /

CAGTTGACCCGATGACTCTTCA

3.1.7 Software und Datenbanken

Bezeichnung

Hersteller

BioRad CFX-Manager™

GeneRunner

GraphPad Prism 6

i-control™ Microplate Reader Software
Microsoft®-Excel™ 2010
Microsoft®-Word™ 2010
Nukleotiddatenbank des Nationalen
Zentrums flr Biotechnologie Informationen
QuantaSoft™ Software

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
HelioGenetics Inc, New Jersey, USA
GraphPad Software, Kalifornien, USA
Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
Microsoft Deutschland GmbH, Miinchen
Microsoft Deutschland GmbH, Miinchen
National Center for Biotechnology
Information NCBI, Maryland, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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3.2 Methodik

3.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Lieferanten
(American Type Culture Collection, ATCC, Wesel, Deutschland, CRL-4025™) [26]. Zu Beginn
wurde die Arbeitsflache unter der Sterilbank ordnungsgemaR gereinigt und desinfiziert. Alle
Arbeiten erfolgten unter laufender Absaugung und sterilen Kautelen. Die mit 20 ml basalem
Zellkulturmedium befillten Zellkulturflaschen wurden fir 30 Minuten im Brutschrank
aquilibriert. Im nachsten Schritt erfolgte die Ubertragung von jeweils 5*10° Zellen in die
Zellkulturflaschen und anschliefRend eine Inkubation bei 37°C und 5% CO, in feuchter
Atmosphare. Nach jeweils 48 Stunden wurde ein Teilmedienwechsel durchgefiihrt. Hierbei
wurde 15 ml altes Kulturmedium entfernt und durch 15 ml neues aquilibriertes Kulturmedium
ersetzt. Bei der Zellernte wurde das gesamte Kulturmedium abpippetiert und anschlieBend mit
8 ml PBS-Puffer gespiilt. Die Spiillésung wurde verworfen. Die adharenten Zellen wurden mit 4
ml Trypsin-EDTA gelost. Die gewonnene Zelllésung wurde in Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt,
mit 3 ml PBS/2%FKS gespiilt und 10 Minuten bei 250 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 1 ml PBS/2%FKS resuspendiert. Die anschlieRende Zellzéhlung
erfolgte mittels Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurden zundchst 10 ul Trypanblau auf die
seitliche Flache der Zahlkammer gegeben und anschlieBend mit 10 pl Zellsuspension gemischt.
Nach Aufbringen eines Deckglases wurden anschliefend unter dem Lichtmikroskop in allen 4
GroRquadranten diagonal jeweils 4 Kastchen mithilfe des aufgetragenen Gittermusters

ausgezahlt. Aus der gezahlten Zellzahl ergab sich durch Einsatz folgender Formel die Zellzahl

pro pl:

Gezahlte Zellzahl
Gezihlte Oberfliche [mm?] * Kammertiefe [mm] * Verdinnung

(D Zellzahl / pl =

Fir die nachfolgenden PCR-Versuche wurden je 1*10° Zellen in Eppendorf-GefiRe uberfiihrt
und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 240 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die
Zellen wurden zur Vorbereitung fir die im weiteren Verlauf zu erfolgende RNA-Isolation mit
700 ul Lysis Solution Torpedo Ringer + 1% Mercaptoethanol versetzt und bei - 80°C gelagert.

Die hier beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch folgende Mitglieder des
Forschungsteams der Andsthesie und operativen Intensivmedizin unterstiitzt: Simon Trommer,

Anja Leimert, Claudia RoRler und Melanie Cieselski.
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3.2.2 Zell-Stimulation und -Supplementierung

In der vorliegenden Dissertation wurden Versuche mit zwei verschiedenen Ansdtzen
durchgefiihrt. Ansatz 1 beinhaltete eine Stimulation der Zellen mittels der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1B und Interferon y (engl. interferon y, INF-y). Die Zellen
wurden mit einem Gemisch dieser Zytokine in einer Konzentration von je 100 ng/ml fur 24
Stunden inkubiert. Als Kontrollgruppe diente eine parallele Zellkultur, die in Abwesenheit der
Zytokine inkubiert wurde. Ansatz 2 beinhaltete die Supplementierung der Zellen fiir 144
Stunden mit PUFA in Kombination mit einer Stimulation mittels der Zytokine TNF-q, IL-1 und
INF-y in einer Konzentration von je 5 ng/ml in den letzten 24 Stunden der
Fettsduresupplementierung. Aus der Familie der Omega-3-Fettsduren wurden LNA, EPA und
DHA verwendet. Als Reprasentanten der Omega-6-Fettsauren wurden LA und AA eingesetzt.
Tragersubstanz fir die Fettsduren stellte 0,1 Vol.-% Ethanol dar. Die Konzentration der PUFA
im Kulturmedium betrug 15 umol/Il. Jeweils eine der genannten Fettsduren wurde dem
Kulturmedium einer Zellkulturflasche hinzugefiigt. Als Kontrollen dienten parallele
Zellkulturen, die (1) in Abwesenheit der Zytokine bzw. (2) in Abwesenheit von Zytokinen und
Fettsduren kultiviert wurden. Den Kontrollen ohne PUFA-Supplementierung wurde 0,1 Vol.-%
Ethanol zugesetzt. Die hier beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch folgende Mitglieder
des Forschungsteams der Anasthesie und operativen Intensivmedizin unterstiitzt: Simon

Trommer, Anja Leimert, Claudia RoRler und Melanie Cieselski.

3.2.3 Bestimmung der Zellviabilitit

Die Zellviabilitdt der TIME wurde mittels RealTime-Glo MT Cell Viability Assay (Promega,
Mannheim, Germany) bestimmt, um eventuelle Einflisse der Zytokinstimulation und der
Fettsduresupplementierung auf das Zelliberleben aufzuzeigen. Die Handhabung und
Auswertung des Assays erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers [147]. Es
wurde fir die vorliegende Arbeit das Endpunkt-Format gewahlt. Dies bedeutet, dass die Zellen
wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben in 96-Well-Platten stimuliert und supplementiert wurden
und anschliefend die Analyse der zelluldren Viabilitat erfolgte. Hierzu wurden die Zellen 4
Stunden vor Beendigung der Stimulations- und Supplementierungsphase mit 25 pl Mastermix
Viability Reagent, bestehend aus Zellkulturmedium, MT Cell Viability Substrat und NanolLuc®
Luciferase, behandelt. Die Messung der Lumineszenz erfolgte jeweils nach 1 Stunde sowie
nach 4 Stunden fortgesetzter Inkubation bei 37°C und 5% CO, am Plattenreader ,Infinite
M200“. Bei dem hier verwendeten Viabilitdts-Assay handelt es sich um eine biolumineszente
Methode, welche das Zelliiberleben durch eine metabolische Reaktion von vitalen Zellen und

die anschlieBende Messung eines Lumineszenzsignals ermittelt. Hierzu dienten die im Assay
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enthaltene NanolLuc® Luciferase und ein zellpermeables Prosubstrat, das MT Cell Viability
Reagent. Vitale Zellen waren im Gegensatz zu toten Zellen in der Lage dieses Prosubstrat in ein
Substrat fir die NanolLuc® Luciferase umzuwandeln. Das hierdurch ausgesendete
Lumineszenzsignal wurde mittels eines Infinite M200 Plate Reader erfasst und durch die i-
control™ Software analysiert, wobei die Starke des ausgesendeten Signals mit der Anzahl der
vitalen Zellen korrelierte. Die Bestimmung des Zellliberlebens erfolgte grafisch Uber die
Analyse der Lumineszenzstarke pro Zeit. Aus dem Anstieg oder Abfall der Lumineszenz im
linearen Bereich des Graphen lieR sich die Anderung der Zellviabilitit bestimmen. Die hier
beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch folgendes Mitglied des Forschungsteams der

Anéasthesie und operativen Intensivmedizin unterstitzt: Simon Trommer.

3.2.4 RNA-Isolation

Fiir die in den folgenden Schritten beschriebene Extraktion der RNA wurde das InviTrap Spin
Universal RNA Mini Kit nach den Angaben des Herstellers (STRATEC Molecular GmbH, Berlin,
Deutschland) verwendet [148]. Die entsprechend Abschnitt 3.2.1 gewonnenen Zell-Lysate
wurden im Folgenden auf DNA-bindende Spin Filter pipettiert, die zuvor auf 2 ml Receiver
Tubes (mit Verschlusskappe) platziert worden waren. Die Proben wurden fiir 1 Minute stehen
gelassen und anschliefend fir 2 Minuten bei 11000 x g zentrifugiert. Die DNA-bindenden Spin
Filter wurden verworfen. Zu den Proben in den Receiver Tubes wurden 500 ul 70% Ethanol
gegeben und vorsichtig auf- und abpipettiert. Die RNA-haltigen Proben wurden nun auf RNA-
RTA Spin Filter Ubertragen, erneut fir 1 Minute stehen gelassen und fiir 2 Minuten bei 11000 x
g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die RNA-RTA Spin Filter wieder auf die
entleerten Receiver Tubes gesetzt. Im nachsten Abschnitt erfolgten die Waschschritte. 600 pl
Waschpuffer R1 wurden auf die RNA-RTA Spin Filter pipettiert und die Proben im Anschluss fiir
1 Minute bei 11000 x g zentrifugiert. Erneut wurden folgend der Durchfluss sowie die alten
Receiver Tubes verworfen. Die RNA-RTA Spin Filter wurden auf neue Receiver Tubes gesetzt.
Der zweite Waschschritt lief analog zum ersten, nur wurden hier 700 pl des Waschpuffers R2
verwendet. Dieser zweite Wasch-Prozess wurde im Anschluss noch einmal wiederholt. Ein
letztes Mal wurde der Durchfluss verworfen und die RNA-RTA Spin Filter zurtick auf die RTA
Receiver Tubes gesetzt. Reste des 70%igen Ethanols wurden folgend durch eine 4-mintige
Zentrifugation bei 17000 x g entfernt. Die Receiver Tubes wurden nun verworfen, wahrend die
RNA-RTA Spin Filter auf RNase-freie Elution Tubes gesetzt wurden. Je 100 ul Elutionspuffer R
wurden direkt auf die Membranen der RNA-RTA Spin Filter gegeben und anschliefend 2
Minuten inkubiert. Dann wurden die Proben fiir 1 Minute fiir 11000 x g zentrifugiert. Die RNA-

RTA Spin Filter wurden verworfen und die ausgewaschenen RNA-Lésungen sofort bei -80°C
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gelagert. Die hier beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch folgende Mitglieder des
Forschungsteams der Andsthesie und operativen Intensivmedizin unterstitzt: Simon Trommer

und Melanie Cieselski.

3.2.5 Bestimmung der RNA-Konzentration- und Reinheit

Die RNA-Konzentrationen wund die Reinheit der Proben wurden mittels des
Spektrophotometers NanoVue (GE Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland) bestimmt. Vor
jeder Messung erfolgte nach den Anweisungen des Gerateherstellers eine grindliche
Reinigung mit Aqua dest. und ein Nullabgleich mittels Aqua a.i.. Die Funktion , LifeScience”
wurde gewdhlt und anschlieRend erfolgte die Auswahl der Rubrik ,RNA“. AnschlieBend
wurden 1,5 pl der Probe auf den Applikationsort gegeben und die Messung gestartet. Das
Ergebnis der RNA-Konzentration in pg/ml wurde auf dem integrierten Bildschirm angezeigt
und per Knopfdruck ausgedruckt. Zur Bestimmung der Reinheit der RNA-Proben wurde eine
spektrophotometrische Messung der Proben bei je 260 und 280 nm Wellenldange durchgefihrt.
Ein ermitteltes 260/280-Verhéltnis von ca. 2,0 wurde als Indikator fir eine ,reine”“ RNA-Probe
angesehen. Nach der letzten Probe wurde die Applikationsfliche erneut mit Aqua dest.

gereinigt, der Probenkopf gesenkt und die beigelegte Schutzhiille um das Gerat gelegt.

3.2.6 cDNA-Synthese

Fiir die PCR-Untersuchungen wurden jeweils 1 pg Proben-RNA mittels reverser Transkription in
komplementdre DNA (engl. complementary desoxyribonucleic acid, cDNA) umgeschrieben. Um
eventuell in den RNA-Proben enthaltene DNA-Reste zu eliminieren, wurde vorab ein DNAse-
Verdau durchgefiihrt. Hierfiir wurden in 0,5 ml Eppendorf-GefaRen die RNA-Probe mit 1 ul
DNAse | und 1,4 pl DNAse-Puffer gemischt und mit Aqua a.i. auf ein Endvolumen von 14 pl
adjustiert. Die Inkubation erfolgte im Thermoblock fiir 10 Minuten bei 37°C und anschlieRend
fir 10 Minuten bei 75°C.

Firr die Reverse Transkription der Proben wurden je 10 ul des DNAse-Verdaus zusammen mit
18 ul Aqua a.i. und 7 pl Quanta gScript cDNA Supermix in ein 0,5 ml Eppendorf-GefaR
pipettiert (Gesamtvolumen des Ansatzes: 35 pl). Weiterhin wurde als Kontrolle ein Nicht-
Reverse-Transkriptase (engl. no reverse transcriptase sample, NRT)-Ansatz mittels eines durch
Hitze inaktivieren cDNA Supermix (Inkubation fir 5 Minuten bei 85°C) durchgefiihrt. Hierflr
wurden je 4 ul DNAse-Verdau, 7,2 ul Aqua a.i. und 2,8 pul hitzeinaktivierter Quanta qScript
cDNA Supermix zusammen in ein Eppendorf-GefdR gegeben. Die Proben wurden im
Thermoblock langsam auf 25°C aufgeheizt und anschlieRend bei 42°C fiir 30 Minuten inkubiert.

Die Beendigung der reversen Transkription durch hitzeabhangige Inaktivierung der beteiligten
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Enzyme erfolgte bei 85°C fir 5 Minuten. Die fertigen cDNA-Proben wurden bei -80°C im
Gefrierschrank gelagert. Da fir zwei verschiedene Amplifikationsverfahren cDNA-Proben
benotigt wurden, fanden zwei identische Durchlaufe der oben beschriebenen Ansatze fiir den

DNAse-Verdau und die daraufhin folgende reverse Transkription statt.

3.2.7 Primerkonstruktion und -Etablierung

Zur Konstruktion der bendtigten Primerpaare fir die folgenden Amplifikationsversuche mittels
gRT-PCR und ddPCR wurde die Internetseite der Nukleotiddatenbank des Nationalen Zentrums
fiir Biotechnologie Informationen (engl. National Center for Biotechnology Information, NCBI)
genutzt [149]. Das gewiinschte Zielgen wurde in das eingeblendete Suchfeld eingegeben und
das passende Resultat ausgewahlt. Im Falle mehrerer Transkriptvarianten wurde jenes mit der
langsten Nukleotidsequenz gewdhlt, um alle weiteren Varianten des Zielgens zu
bericksichtigen. Nun wurde die Option ,Run BLAST” ausgewahlt. Diese Modifikation der
Suchfunktion fir die Boten-Ribonukleinsdure-Sequenz (engl. messenger ribonucleic acid,
MRNA) des Zielgens beinhaltete einen Vergleich aller mRNA-Sequenzen der vorhandenen
Transkriptvarianten. Hierzu musste zuvor die Zusatzfunktion , Align two or more sequences”
ausgewahlt und anschliefend die Akzessionsnummern, welche die anderen vorhandenen
Transkriptvarianten des gewiinschten Zielgens codieren, dem Feld ,Enter Subject Sequences”
hinzugefligt werden. Daraufhin wurde mittels der Funktion ,BLAST” der gewlinschte Vergleich
aller Transkriptvarianten gestartet und folgend grafisch und schriftlich angezeigt. Die langste
angezeigte Variante wurde nun ausgewahlt und die dazugehorige mRNA-Sequenz angezeigt.
Als Nachstes wurde die Funktion ,,pick primers” genutzt, um fiir die gewahlte mRNA-Sequenz
passende Oligonukleotidprimer-Paare zu bilden. Die im Folgenden gedffnete Suchmaske
erlaubte die Modifikation der Primer-Eigenschaften. Um eine hohe Spezifitdt der Primer zu
gewadhrleisten wurde eine PCR-Produktlange von 90-300 bp gewadhlt. Die maximale
Schmelztemperatur-Differenz der Primer wurde so gering wie moglich gewahlt, um eine
moglichst effektive Amplifikation der gewlinschten Sequenz des Zielgens, sowohl durch den
Forward-Primer als auch durch den Reverse-Primer zu gewéhrleisten. AnschlieBend wurde die
Funktion ,Intron inclusion aktiviert. Mittels dieser Funktion wurde sichergestellt, dass
Forward-Primer und Reverse-Primer durch mindestens ein Intron der korrespondierenden
genomischen DNA-Sequenz getrennt sind. Bei mehreren Transkriptvarianten des Zielgens
wurde zusatzlich die Reichweite der zu erstellenden Primer auf jene Sequenz eingegrenzt,
welche alle Transkriptvarianten einschlielSt. Mittels der Aktion ,get primers” wurden nun die
modifizierten Primer-Eigenschaften in die Suche mit einbezogen, wodurch anschlieend bis zu

10 verschiedene mogliche Primerpaare mit den zugehoérigen Nukleotidsequenzen
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vorgeschlagen wurden. Diese Primervarianten flr das gewiinschte Zielgen wurden als nachstes
mittels der Software , GeneRunner” auf Temperaturbereiche von moglicher Schleifenbildung
Uberprift. Es wurden nur solche Primerpaare als suffizient ausgewahlt, bei denen dieser
Temperaturbereich und die Annealing-Temperatur der Primer weit auseinanderlagen. Nach
Auswahl der geeigneten Primerpaare fiir die gewlinschten Zielgene wurden diese bei Eurofins
Genomics (Ebersberg, Deutschland) bestellt. Bei Ankunft der Primer wurden diese in den
Transport-Tubes kurz zentrifugiert und mit Aqua a.i. in Volumina nach Angaben des Herstellers
gelost. AnschlieRend erfolgte eine Durchmischung der Primer-Losungen mittels Vortex und
Lagerung bei -20°C. Zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperaturen der bestellten
Primer-Paare sowie zum Ausschluss von eventuellen Nebenprodukten wahrend der
Amplifikation wurde eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Vorbereitend wurden die gelieferten
und gelosten Primer im Verhéltnis 1:10 verdinnt. AnschlieRend wurde der Mastermix fir die
Gradienten-PCR angesetzt: Pro Well wurden je 12,5 ul PCR-Supermix , PerfeCTa SYBR Green
FastMix”, 10,5 ul Aqua a.i. und 1 pl cDNA ,human heart aorta“ zusammenpipettiert, mittels
Vortex gemischt und kurz anzentrifugiert. Je 24 pl dieses Mastermixes wurden pro Well auf
eine 48-Well-PCR-Platte vorgelegt. Nun wurden zu diesem Mastermix je 0,5 ul Sense- und
Antisense-Primer pipettiert. Die PCR-Platten wurden daraufhin mit einer Microsealfolie
abgedeckt und diese mittels eines Kunststoffschabers verschlossen. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation des Gradienten-Ansatzes im 48-Well PCR-Thermozykler entsprechend dem in
Tabelle 1 dargestellten Programm. Die Dauer der Extension war hierbei abhdngig von der
Lange des PCR-Produktes und ergab sich aus dem Quotienten der Lange des PCR-Produktes in

Basenpaaren und der Geschwindigkeit der verwendeten PCR-Polymerase (1kbp/Minute).

Tabelle 1: Programm der Gradienten-PCR

Schritt der Temperatur Verweildauer Zyklen-
Gradienten-PCR Anzahl
Imtla.ﬂe 95°C 3 min 1 Zyklus
Denaturierung
Denaturierung 95°C 10 sec
Primer Annealing T, +/-5°C _ 39 sec _ 45 2yklen
Extension 792°C X sec (abhangig von Lange des
PCR-Produktes)
Finale Extension 72°C 10 min 1 Zyklus
Finale Denaturierung 95°C 2 min 1 Zyklus
65 - 95°C (in
Schmelzkurve Temperaturschritten 5 sec (je Temperaturschritt) 1 Zyklus

von je 0,5°C)

Verwendete Abkirzungen: Schmelztemperatur des verwendeten Primerpaars (T,,), Minuten
(min), Sekunden (sec)
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Zusatzlich zur Schmelzkurvenanalyse der Gradienten-PCR wurde im Anschluss eine
Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate durchgefiihrt. Diese diente zum einen der Bestatigung
der Spezifitat der verwendeten Primer und zum anderen dem Abgleich der ProduktgrofRe der
PCR-Amplifikation mittels einer definierten Basenleiter. Zu Beginn erfolgte die Herstellung des
Agarosegels. Dazu wurde 1 g Agarose in einen weithalsigen Erlenmeyerkolben gegeben und
anschlieRend 100 ml TAE-Puffer hinzugefligt. Die so gebildete Suspension wurde schrittweise
in der Mikrowelle erhitzt bis sich eine homogene Losung ohne feste Bestandteile oder
Schlieren ergab. Hierbei wurde auf das Tragen einer Schutzbrille und wiederholtes Schwenken
der erhitzten Losung mithilfe eines Gummigriffs geachtet. Anschliefend wurde die
Agaroselosung vorsichtig und unter Vermeidung von Blasenbildung in eine Gelkammer
gegossen. Nun wurden die Kimme in das noch flissige Gel eingesetzt, die Kammer beschriftet
und fiir 30 Minuten bei 4°C in den Kiihlschrank gestellt. Daraufhin wurde das Agarosegel in die
Elektrophoresekammer Gberflihrt und nach Entfernung der Kimme vollstandig mit TAE-Puffer
bedeckt. Die Proben aus der Gradienten-PCR wurden mit je 6 ul CoralLoad Ladepuffer versetzt
und der gesamte Inhalt der Wells in die Geltaschen pipettiert. In die duRerste Geltasche
wurden zusétzlich 6 pl CoralLoad Ladepuffer und 5 pl DNA-Leiter ,peqGOLD DNA-Leiter Mix“
0,1-10 kb gegeben. Die dadurch gebildete definierte Basenleiter diente zur spateren
Bestimmung der ProduktgroBe des Amplifikats der PCR. Nun wurde die
Elektrophoresekammer mit 80 V Spannung versorgt und der Lauf regelmafRig beobachtet und
kontrolliert. Nach abgeschlossenem Lauf wurde die Kammer inklusive Gel entnommen und der
TAE-Puffer verworfen. Es folgte das Abtropfen des Gels und die Lagerung in einer groRen
Petrischale. Die nachsten Arbeitsschritte erfolgten unter dem Abzug und der Verwendung von
speziellen Nitril-Schutzhandschuhen. Auf der Arbeitsfliche unter dem Abzug wurde das Gel in
eine Schwenkwanne gelegt und mit Aqua dest. bedeckt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
das Gel bei den Bewegungen der Schwenkwanne nicht an dessen Boden haftete. Im Anschluss
erfolgten die Hinzugabe von 7 ul Ethidiumbromid und eine 30-minlitige Inkubation. Letztlich
wurde das Ethidiumbromid-Wasser-Gemisch in einen unter dem Abzug befindlichen Kanister
entsorgt und das Gel zweimal fir je 15 Minuten mit Aqua dest. in der Schwenkwanne
inkubiert. Im Anschluss an diese Farbeschritte wurde das Gel mittels des Photoreaders
»,BioDoc-IT Imaging System” fotografiert und die Bildqualitdt optimiert. Am Schluss wurden
samtliche Arbeitsflaichen und Gerate unter Berlicksichtigung der Hygienebestimmungen
gereinigt. Die hier beschriebenen Arbeitsschritte der Primerkonstruktion und -Etablierung
wurden durch folgende Mitglieder des Forschungsteams der Andsthesie und operativen

Intensivmedizin unterstitzt: Simon Trommer, Claudia R6Rler und Melanie Cieselski.
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3.2.8 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Zunachst wurde der gPCR-Mastermix hergestellt. Pro benétigtem Well wurden hierzu 12,5 ul
PCR-Supermix ,PerfeCTa SYBR Green FastMix”, 10,5 ul Aqua a.i., 0,5 ul Sense-Primer und 0,5 pl
Antisense-Primer zusammen in ein Reaktionsgefdll pipettiert. Der hergestellte gPCR-
Mastermix wurde anschlieRend mittels Vortex vermischt und kurz anzentrifugiert. Nun wurden
je 24 ul des Mastermix in die Wells einer 96-Well Platte vorgelegt und je 1 ul cDNA-Probe
hinzugefligt. Als Negativkontrolle wurde 1 pl Aqua a.i. und als Positivkontrolle 1 pl cDNA,
generiert ausgehend von ,human heart aorta total RNA“ (von Takara Bio Europe SAS, Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich), verwendet. Nach erfolgter Bestlickung aller Wells wurde die 96-
Well-Platte mittels einer Microseal-Folie abgedeckt und anschlieBend mit einem
Kunststoffschaber versiegelt. Nach kurzer Zentrifugation der PCR-Platte mit einer Well-Platten-
Zentrifuge erfolgte die Inkubation im PCR-Thermozykler mit Ablauf des PCR-Programms

inklusive Schmelzkurve entsprechend Tabelle 2.

Tabelle 2: Programm der quantitativen Real-Time PCR

Schritt der qRT-PCR Temperatur Verweildauer Zyklen-
Anzahl
Inltla.le 95°C 3 min 1 Zyklus
Denaturierung
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing-
Primer Annealing Temperatur des 20 sec 45 Zyklen
Primerpaares
Extension 72°C Elongationszeit des Primerpaares
Finale Extension 72°C 5 min 1 Zyklus
Finale Denaturierung 95°C 2 min 1 Zyklus
65 - 95°C (in
Schmelzkurve Temperaturschritten 5 sec (je Temperaturschritt) 1 Zyklus
von je 0,5°C)

Verwendete Abkirzungen: Minuten (min), Sekunden (sec)

8CT_Methode. Die relative Quantifizierung

Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte mittels der 2
basierte hierbei im Ansatz 1 auf dem Referenz- bzw. ,Housekeeping“-Gen 18S rRNA und im
Ansatz 2 auf dem Referenz- bzw. ,Housekeeping“-Gen ACTB. Um Expressionsunterschiede
zwischen den Proben und den Kontrollen zu berechnen, wurde zuerst die Differenz der CT-
Werte (,,Schwellenwert-Zyklus“, engl. treshold cycle, bei dem das erzeugte Fluoreszenzsignal

erstmalig die Hintergrundfluoreszenz deutlich Gbersteigt) von Ziel- und Referenzgen gebildet:

(2) ACT = CTZielgen - CTReferenzgen
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AnschlieBend wurde die Differenz der ACT-Werte der behandelten Proben und der Kontroll-

Proben berechnet:

(3) AACT = ACTgehandiung — ACTkontrolle

Fir die letztliche Berechnung des Expressionsunterschieds zwischen behandelten Proben und
Kontroll-Proben, also der relativen Quantifizierung (engl. relative quantification, RQ), wurde

der erhaltene AACT-Wert in die 2**“"-Formel eingesetzt:

(4_) RQ — Z—AACT

Die zugehorigen CT-Werte der Proben fiir die jeweiligen PCR-Ldaufe wurden mittels der
Analyse-Software ,BioRad CFX-Manager” angezeigt und fir die folgenden Berechnungen in
Microsoft®-Excel™-Tabellen eingefligt. Die weiteren Berechnungen anhand der oben
beschriebenen Formeln erfolgten mittels Microsoft®-Excel™. RQ-Werte > 1 wurden als
Indikator einer Hochregulation, Werte < 1 als Indikator einer Herunterregulation der
Expression des betrachteten Zielgens von behandelten Proben gegeniber den Kontrollen
angesehen. Die hier beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch folgende Mitglieder des
Forschungsteams der Andsthesie und operativen Intensivmedizin unterstitzt: Simon Trommer

und Melanie Cieselski.

3.2.9 Digitale Droplet PCR (ddPCR)

Zur Herstellung des ddPCR-Mastermix wurden je 11 pl QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix,
5,6 ul Aqua a.i., 2,2 ul Sense-Primer und 2,2 upl Antisense-Primer zusammen in ein
ReaktionsgefaR pipettiert. Der ddPCR-Mastermix wurde mittels Vortex vermischt und kurz
anzentrifugiert. Nun wurden je 21 pl des Mastermix in die Tubes der 8er Combi-
ReaktionsgefdaRe vorgelegt. AnschlieBend wurde zum vorgelegten Mastermix je 1 pl cDNA-
Probe hinzugefiigt. In Analogie zur gRT-PCR wurden als Negativkontrolle Aqua a.i. und als
Positivkontrolle cDNA, generiert ausgehend von ,human heart aorta total RNA“ (von Takara
Bio Europe SAS, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich), eingesetzt. Von den fertigen Mischungen
aus ddPCR-Mastermix und cDNA-Proben wurden nun je 20 ul in die mittleren Wells der
Cartridges Ubertragen. In die unteren Wells der Cartridges wurden jeweils 70 pl ddPCR-OI
gegeben. Nun wurde ein passendes Gasket Uber die Cartridges im Cartridgeholder gespannt
und die Cartridge-Halterung in den QX200 Droplet Generator lberfihrt. Im Anschluss wurden

die fertigen , droplets” auf eine 96-Well PCR-Platte Ubertragen. Daraufhin wurde die belegte
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96-Well Platte mittels einer vorgesehenen Heat-Seal Folie durch den PX1™ PCR Plate Sealer
versiegelt. Nun erfolgte die PCR-Reaktion im Thermozykler. Die verwendeten PCR-Programme
(siehe Tabelle 3) fir die jeweiligen Zielgene wurden an die Protokolle der qRT-PCR angelehnt,
um eine bestmogliche Vergleichbarkeit zu erreichen. Im Ansatz der ddPCR wurde auf die

Schritte der finalen Denaturierung und der anschliefenden Schmelzkurvenanalyse verzichtet.

Tabelle 3: Programm der Digitalen Droplet PCR

Schritt der ddPCR Temperatur Verweildauer Zyklen-
Anzahl
Initiale 95°C 3 min 12yklus
Denaturierung
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing-
Primer Annealing Temperatur des 20 sec 45 Zyklen
Primerpaars
Extension 72°C Elongationszeit des Primerpaares
Finale Extension 72°C 5 min 1 Zyklus
Pause 12°C oo (Infinite hold) 1 Zyklus

Verwendete Abklirzungen: Minuten (min), Sekunden (sec)

Im Anschluss wurde die 96-Well Platte in einer Haltevorrichtung innerhalb des QX200 Droplet
Reader platziert und die Abdeckung geschlossen. Anschlielend erfolgte eine Messung der
Kopienanzahl/ul durch die Detektion eines Fluoreszenzsignals und die folgende automatische
Verrechnung der als positiv (= mit enthaltenem Amplifikat) bzw. negativ (= ohne PCR-Produkt)
identifizierten ,droplets” in einer Poisson-Verteilung. Die Ergebnisse der Messung wurden
anschlieRend mittels der Software ,QuantaSoft” tabellarisch und grafisch fiir die einzelnen

Proben dargestellt, gespeichert und dokumentiert.

3.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism, Version 6
durchgefiihrt. Die Darstellung der Daten erfolgte als arithmetisches Mittel (Mittelwert)
inklusive Standardabweichung. Um signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Daten von gRT-PCR und ddPCR zu identifizieren, wurde fir Ansatz 1 ein gepaarter
parametrischer zweiseitiger t-Test und fiir Ansatz 2 eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-
hoc-Test nach Holm-Sidak durchgefiihrt, denen jeweils ein Signifikanzniveau von p < 0,05 zu
Grunde gelegt wurde.

Fir die Bestimmung der Zellviabilitdit wurde ein biologisches Replikat von N = 6 und ein

technisches Replikat von n = 3 angesetzt.
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Bei der gRT-PCR wurde im Ansatz 1 ein biologisches Replikat von N = 5 und ein technisches
Replikat von n = 9 zu Grunde gelegt. Ansatz 2 beinhaltete ein biologisches Replikat von N = 6
und ein technisches Replikat von n = 3.

In Bezug auf die Versuche der ddPCR wurde im Ansatz 1 ein biologisches Replikat von N = 5
und ein technisches Replikat von n = 3 gewahlt. Ansatz 2 wurde mit einem biologischen

Replikat von N = 6 und einem technischen Replikat von n = 1 angelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellviabilitit

Ein wichtiger Faktor der endothelialen Dysfunktion im Rahmen einer inflammatorischen
Reaktion des menschlichen Korpers ist die vermehrte Leckage des vaskuldren Endothels. Diese
ist u.a. durch gesteigerte apoptotische und nekrotische Prozesse der Endothelzellen bedingt.
Um eine eventuelle Verzerrung der gPCR- und ddPCR-Daten durch ein Stimulations- und/oder
Supplementierungs-induziertes Zellsterben darstellen zu kénnen, wurde ein Zellviabilitats-
Assay durchgefihrt.

Bei dem verwendeten Viabilitats-Assay handelt es sich um eine nicht-lytische Biolumineszenz-
Methode. Die zelluldre Lebensfahigkeit wird anhand einer metabolischen Reaktion der vitalen
Zellen und der Messung des hieraus resultierenden Lumineszenzsignals determiniert. Hierzu
dienen die im Assay enthaltene NanoLuc® Luciferase und ein zellpermeables Prosubstrat, das
MT Cell Viability Substrat. Vitale Zellen sind im Gegensatz zu toten Zellen in der Lage, dieses
Prosubstrat in ein Substrat fir die NanoLuc® Luciferase umzuwandeln. Die Stdrke des
ausgesendeten Lumineszenzsignals korreliert mit der Zahl der vitalen Zellen. Die Auswertung
der Messdaten erfolgt grafisch liber eine Analyse der Lumineszenzstarke pro Zeit.

In Abbildung 1 ist die ermittelte Zellviabilitdt humaner Endothelzellen der Zelllinie TIME in
Abhéangigkeit von einer Stimulation mit den Zytokinen TNF-a, IL-1B und INF-y in An- bzw.
Abwesenheit von PUFA dargestellt. Die Zytokinstimulation der Endothelzellen erbrachte eine
signifikante Reduktion der Zellviabilitat. Die Zahl der vitalen Zellen wurde durch die Stimulation
mittels der verwendeten Zytokine um etwa die Halfte verringert. Im Gegensatz hierzu hatte die
PUFA-Supplementierung der Zellen keinen Einfluss auf die zelluldre Viabilitat. Auch die Zytokin-
induzierte Reduktion der zelluldren Viabilitdit wurde durch die jeweilige PUFA-

Supplementierung nicht beeinflusst.
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Abbildung 1: Viabilitait der humanen Endothelzellen TIME in Abhéngigkeit einer
Zytokinstimulation und/oder PUFA-Supplementierung

Die Zellviabilitat wurde mittels des RealTime-Glo MT Cell Viability Assay (Promega, Mannheim,
Deutschland) bestimmt. Die humanen Endothelzellen wurden fir 144 Stunden mit den
ungesattigten Fettsduren LNA, EPA, DHA, LA oder AA (15 uM gel6st in 0,1 Vol.-% EtOH,
Ethanol) bzw. ausschlieBlich in Gegenwart von 0,1 Vol.-% EtOH (Kontrolle) kultiviert. Zur
Stimulation wurden die Zytokine TNF-a, IL-1B und INF-y in Konzentrationen von je 5 ng/ml in
den letzten 24 Stunden der Fettsdauresupplementierung eingesetzt. Die Messwerte sind als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt (N = 6, n = 3). Divergierende Uber den Balken
abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.

4.2 Primeretablierung

Im Rahmen der Etablierung wurden die Primer mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse sowie
einer Gelelektrophorese hinsichtlich Spezifitdt getestet. Die Schmelzkurve wurde im
Temperaturbereich von 65°C bis 95°C in Temperaturschritten von je 0,5°C fur jeweils 5
Sekunden durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich bei keinem der im Rahmen der vorliegenden
Dissertation etablierten Primer zusatzliche Peaks. Es kann daher davon ausgegangen werden,
dass jeweils nur ein einziges PCR-Produkt amplifiziert wurde. Die Spezifitat der Primer wurde
zudem durch die Ergebnisse der gelelektrophoretischen Analyse bestétigt. Im Gel zeigten sich
weder doppelte Banden noch Schlierenbildung. Der Vergleich der GroRRe der PCR-Produkte mit
den Referenzbanden der DNA-Leiter erbrachte bei allen getesteten Primern eine
Ubereinstimmung mit den im Rahmen der Primerkonstruktion berechneten PCR-
ProduktgroBen. Des Weiteren wurden anhand der durchgefiihrten Gradienten-PCR die
optimalen Annealing-Temperaturen fir die verwendeten Primer dokumentiert und fir die

Amplifikationsvorgange mittels gPCR und ddPCR angewendet.
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4.3 Gegeniiberstellung von qRT-PCR und ddPCR

In der vorliegenden Dissertation wurden zwei Methoden der PCR zur Quantifizierung
genetischen Materials verwendet und in ihren Ergebnisse gegenibergestellt: die gRT-PCR als
Verfahren der relativen Quantifizierung und die ddPCR als Vertreter der absoluten
Quantifizierung. Hierbei wurden die Daten der gRT-PCR mittels der 2**“-Methode
ausgewertet. Anhand der im Rahmen der ddPCR erhaltenen Messwerte wurde die
Kopienzahl/ul ermittelt.

Der Vergleich der gRT-PCR und der ddPCR erfolgte anhand von zwei verschiedenen
Stimulations- und Supplementierungsansatzen. Ansatz 1 beinhaltete eine Stimulation humaner
Endothelzellen der Zelllinie TIME fir 24 Stunden mit einem Zytokingemisch bestehend aus
jeweils 100 ng/ml TNF-a, IL-1B und INF-y. Untersucht wurde die Auswirkung dieses pro-
inflammatorischen Milieus auf die Expression von Genen, die an der Regulation der
Gewebeperfusion beteiligt sind. Im Speziellen waren dies: Adralb, Adrald, Adrb2, ACE1,
ATIP1, ATRAP, EdnrA und EdnrB. Als Referenzgen zur Normierung der relativen Quantifizierung
wurde 18S rRNA genutzt. Ansatz 2 beinhaltete eine Supplementierung der TIME fiir 144
Stunden mit den ungesattigten Fettsduren LNA, EPA, DHA, LA oder AA in einer Konzentration
von 15 uM in Kombination mit einer Zytokinstimulation (jeweils 5 ng/ml TNF-a, IL-1B und INF-
y) in den letzten 24 Stunden der Fettsduresupplementierung. Untersucht wurden die Folgen
der kombinierten Supplementierung und Stimulation fir die Expression von Genen, die mit
einer endothelialen Schadigung assoziiert werden, unterteilt in 5 Subgruppen:
Adhasionsproteine, Koagulationsfaktoren, pro-inflammatorische Botenstoffe, Proliferations-
und Differenzierungsfaktoren sowie Chemokine. In der Gruppe der Adhdsionsproteine wurden
ICAM-1 und VCAM-1 untersucht. Als Vertreter der Koagulationsfaktoren wurden PAI-1, vWF
und TF betrachtet. Im Fokus der pro-inflammatorischen Botenstoffe standen IL-18, IL-6 sowie
TNF-a. Als Reprasentant der Proliferations- und Differenzierungsfaktoren wurde GM-CSF
untersucht. Zuletzt betrachtet wurden die Chemokine IL-8 und MCP-1. Als Referenzgen zur
Normierung der gRT-PCR diente ACTB. Um einen Vergleich zwischen gRT-PCR und ddPCR
ziehen zu kénnen, wurden fir beide Ansitze die jeweils mit den Verfahren erzielten
Messdaten grafisch gegeniibergestellt. Hierbei wurde die Ubereinstimmung der Ergebnisse
von gRT-PCR- und ddPCR-Daten in Hinblick auf das Auftreten eines Effektes, die aufgezeigte
Effektrichtung sowie das indizierte Ausmal der Effektstirke bestimmt. AbschlieBend wurde
geprift, ob eine Tendenz zur Effektiiber- bzw. unterschatzung durch eines der Verfahren

vorliegt.
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4.3.1 Ansatz 1
Im Ansatz 1 wurden die Zielgene, welche die Gewebeperfusion beeinflussen, im Rahmen der
gRT-PCR und ddPCR untersucht. Die Untersuchung fand in folgender Reihenfolge statt: (1)

Adrenorezeptoren, (2) Angiotensin-assoziierte Proteine und (3) Endothelin-Rezeptoren.

4.3.1.1 Adrenorezeptoren

Innerhalb von Ansatz 1 wurden drei verschiedene Adrenorezeptoren betrachtet und die
Ergebnisse aus gRT-PCR und ddPCR verglichen. Zwei der untersuchten Zielgene gehorten
hierbei zur Familie der a;-Adrenorezeptoren, wahrend eines der untersuchten Gene zur
Familie der B-Adrenorezeptoren zdhlte. Die a-Adrenorezeptoren wurden von Adralb und
Adrald, die B,-Familie von Adrb2 reprasentiert.

In Hinblick auf Adralb ergab sowohl die gRT-PCR, als auch die ddPCR eine signifikante
Reduktion der Genexpression in Folge der Zytokinstimulation. Die Ergebnisse der qRT-PCR
belegten eine Reduktion der nachweisbaren Adralb-mRNA auf das 0,6-fache bezogen auf
unstimulierte Zellen (Abb. 2). Bei der ddPCR war eine Reduktion auf das 0,8-fache der
Ausgangsexpression zu verzeichnen (Abb. 2).

Auch die Analyse von Adrald zeigte bei beiden Untersuchungsmethoden Zytokin-induziert
eine signifikante Reduktion der Genexpression. Die mittels gRT-PCR nachweisbare mRNA-
Menge von Adrald belief sich auf das 0,1-fache des Wertes der unstimulierten Kontrolle (Abb.
2). Die absolute Quantifizierung erbrachte eine Reduktion der Genexpression von Adrald auf
das 0,5-fache des Wertes unstimulierter Endothelzellen (Abb. 2).

Im Falle von Adrb2 ergaben die getesteten Analysemethoden widerspriichliche Daten. Im
Rahmen der gqRT-PCR zeigte sich eine signifikante Verminderung der Genexpression auf das
0,7-fache bezogen auf unstimulierte TIME (Abb. 2). Die Ergebnisse der ddPCR erbrachten
hingegen eine nicht-signifikante Erhohung der Expression von Adrb2 auf das 1,2-fache des

unstimulierten Zustands (Abb. 2).
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Abbildung 2: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Zytokin-
induzierten Genexpressionsanderungen von Adralb, Adrald und Adrb2

Die Stimulation der humanen Endothelzellen (Zelllinie TIME) erfolgte fir 24 Stunden mit TNF-
a, IL-1B und INF-y in Konzentrationen von je 100 ng/ml. Die Messwerte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt (QRT-PCR: N = 5, n = 9; ddPCR: N = 5, n = 3). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.
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4.3.1.2 Angiotensin-assoziierte Proteine

Die vergleichende Untersuchung der Angiotensin-assoziierten Proteine umfasste ACE1, ATIP1
und ATRAP. ACE1 und ATIP1 erhohen bei vermehrter Expression und Ausschiittung den
Blutdruck Uber eine Aktivierung des RAAS, wohingegen ATRAP eine hemmende Wirkung auf
diese Hormonkaskade austibt und somit bei vermehrtem Vorkommen eine Senkung des
Blutdrucks nach sich zieht.

Sowohl die Daten von gRT-PCR als auch der ddPCR ergaben eine signifikante Reduktion der
ACE1-Expression in Folge der Zytokinstimulation. Laut gRT-PCR verminderte sich die
nachweisbare Menge an ACE1-mRNA auf das 0,1-fache im Vergleich zu unstimulierten
Endothelzellen (Abb. 3). Die ddPCR zeigte eine Verminderung auf das 0,03-fache der
Ausgangsexpression an (Abb. 3).

In Bezug auf die Genexpression von ATIP1 indizierten die erhobenen Werte beider
Analyseverfahren eine Zytokin-vermittelte signifikante Reduktion. Die Zytokinstimulation der
Endothelzellen ging mit einer Verminderung der mRNA-Synthese auf das 0,5-fache (QRT-PCR)
bzw. 0,4-fache (ddPCR) unstimulierter TIME zurick (Abb. 3).

In Hinblick auf ATRAP wurde sowohl mittels qRT-PCR, als auch mittels ddPCR eine signifikante
Erhéhung der Genexpression festgestellt. Die qRT-PCR verzeichnete eine Erh6hung auf das 2,3-

fache und die ddPCR eine Erhéhung auf das 1,8-fache der Ausgangsexpression (Abb. 3).
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Abbildung 3: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Zytokin-
induzierten Genexpressionsanderungen von ACE1, ATIP1 und ATRAP

Die Stimulation der humanen Endothelzellen (Zelllinie TIME) erfolgte fir 24 Stunden mit TNF-
a, IL-1B und INF-y in Konzentrationen von je 100 ng/ml. Die Messwerte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt (qQRT-PCR: N = 5, n = 9; ddPCR: N = 5, n = 3). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.
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4.3.1.3 Endothelin-Rezeptoren

Neben den Adrenorezeptoren und den Angiotensin-assoziierten Proteinen wurden zwei
Endothelin-Rezeptoren, EdnrA und EdnrB, betrachtet und die Untersuchungsergebnisse der
gRT-PCR und ddPCR einander gegenlibergestellt. Beide Rezeptoren vermitteln beim Menschen
eine blutdrucksteigernde Wirkung.

Die Expression des EdnrA war in Folge der Zytokinstimulation der Endothelzellen vermindert,
wobei dieser Effekt ausschlielich mittels der gRT-PCR als signifikant charakterisiert wurde. Die
MRNA-Expression des EdnrA zeigte entsprechend der Daten der gRT-PCR eine Reduktion auf
das 0,2-fache des Wertes der unstimulierten Endothelzellen (Abb. 4). Bei der ddPCR wurde
eine Reduktion der Genexpression von EdnrA auf das 0,4-fache festgestellt (Abb. 4).

Bei EdnrB zeigten die ermittelten Daten der qRT-PCR und der ddPCR Ubereinstimmend eine
signifikante Reduktion der Genexpression an. Entsprechend gRT-PCR war die Expression von
EdnrB nach Zytokin-Behandlung der Endothelzellen auf das 0,09-fache unstimulierter
Kontrollzellen vermindert (Abb. 4). Im Rahmen der ddPCR ergab sich eine Reduktion auf das

0,3-fache der Ausgangsexpression (Abb. 4).
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Abbildung 4: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Zytokin-
induzierten Genexpressionsanderungen von EdnrA und EdnrB

Die Stimulation der humanen Endothelzellen (Zelllinie TIME) erfolgte fiir 24 Stunden mit TNF-
a, IL-1B und INF-y in Konzentrationen von je 100 ng/ml. Die Messwerte sind als Mittelwert *
Standardabweichung dargestellt (qQRT-PCR: N = 5, n = 9; ddPCR: N = 5, n = 3). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.

4.3.2 Ansatz 2

Im Ansatz 2 wurden Zielgene untersucht, welche sich mit folgenden Themenbereichen im
Rahmen einer pro-inflammatorischen Reaktion endothelialer Zellen beschéaftigen: (1)
Adhasionsproteine, (2) Koagulationsfaktoren, (3) pro-inflammatorische Botenstoffe, (4)

Proliferations- und Differenzierungsfaktoren und (5) Chemokine.

4.3.2.1 Adhéasionsproteine

Die Expression von ICAM-1 war in Folge einer Zytokinstimulation signifikant erhoht. Die
relative Quantifizierung mittels gRT-PCR erbrachte eine Steigerung der Expression auf das
154,2-fache (Abb. 5). Mittels absoluter Quantifizierung (ddPCR) wurde eine Steigerung der
ICAM-1-Expression auf das 88,3-fache des Ausgangswertes gemessen (Abb. 5). Die

Auswirkungen einer Fettsduresupplementierung auf die zelluldre Expression von ICAM-1
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stellten sich deutlich geringer dar. Bei unstimulierten TIME wurden in Folge einer PUFA-
Anreicherung der Zellen mittels gRT-PCR keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur
Kontrollprobe ohne Fettsduresupplement (EtOH) festgestellt. Die absolute Quantifizierung
mittels ddPCR indizierte hingegen eine signifikante Steigerung der ICAM-1-Expression bei
Supplementierung mit LNA auf das 1,9-fache und mit LA auf das 2,4-fache im Vergleich zu
unsupplementierten Zellen (Abb. 5). In Folge der kombinierten Behandlung der TIME mit
Zytokinen und Fettsduren resultierten bei beiden Quantifizierungsverfahren signifikante
Unterschiede bei den Fettsduren LNA, DHA und LA. Gemessen mit der qRT-PCR zeigten sich in
Bezug auf die stimulierte und unsupplementierte Kontrolle signifikante Erhéhungen der
Genexpression von ICAM-1 bei Supplementierung von LNA (auf das 1,4-fache) und LA (auf das
1,4-fache) (Abb. 5). Die DHA-Supplementierung der Zellen ging hingegen mit einer
signifikanten Reduktion des Stimulationseffektes auf das 0,7-fache einher (Abb. 5). In
Ubereinstimmung zu den gRT-PCR-Daten erbrachte auch die ddPCR-basierte Analyse eine
signifikante Steigerung des Zytokineffektes bei Supplementierung der Zellen mit den
Fettsduren LNA (auf das 1,4-fache) und LA (auf das 1,3-fache) (Abb. 5). Ebenfalls analog zur
gRT-PCR zeigte sich im Vergleich zur Zytokin-stimulierten und unsupplementierten Kontrolle
eine signifikante Reduktion der Expression von ICAM-1 unter DHA-Supplementierung auf das
0,3-fache (Abb. 5). Zudem stellte sich bei der ddPCR im Gegensatz zu den Daten der gRT-PCR
eine Reduktion der ICAM-1-Expression auf das 0,3-fache in Folge einer AA-Supplementierung
stimulierter TIME dar (Abb. 5).

Auch bei VCAM-1 war durch die Stimulation mittels des Zytokingemisches bei beiden
Quantifizierungsmethoden eine signifikante Erhdhung der Genexpression zu beobachten. Im
Hinblick auf den alleinigen Stimulationseffekt ohne PUFA-Supplementierung zeigte sich eine
Erhéhung der genetischen Expression bei der relativen Quantifizierung auf das 7,0-fache,
wahrend bei der absoluten Quantifizierung sogar eine Erhohung auf das 68,4-fache des
Ausgangswertes ohne Zytokinstimulation zu verzeichnen war (Abb. 5). Bei Betrachtung der
unstimulierten, PUFA-supplementierten TIME wurde mittels gRT-PCR bei allen untersuchten
Fettsduren eine signifikante Reduktion der Genexpression gemessen. Die Expressionsrate sank
bei Anreicherung der Zellen mit LA auf das 0,9-fache, mit LNA auf das 0,4-fache und mit DHA
auf das 0,2-fache (Abb. 5). Die starkste Reduktion der Genexpression in Bezug auf die
unsupplementierte Kontrolle stellte sich bei AA-Supplementierung (auf das 0,1-fache) und
EPA-Supplementierung (auf das 0,1-fache) dar (Abb. 5). Die ddPCR ergab hingegen keine
signifikanten Unterschiede zwischen supplementierten und unsupplementierten Zellen (Abb.
5). Im Hinblick auf die Zytokinstimulation bei gleichzeitiger PUFA-Supplementierung resultierte

Ubereinstimmend bei gRT-PCR und ddPCR eine signifikante Reduktion des Stimulationseffektes
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durch Anreicherung der Zellen mit den Fettsdauren EPA, DHA und AA. In Bezug auf stimulierte
aber unsupplementierte TIME war die Expression von VCAM-1 laut gRT-PCR bei
Supplementierung mit EPA auf das 0,4-fache, mit DHA auf das 0,3-fache und mit AA auf das
0,4-fache vermindert. Die ddPCR erbrachte eine Reduktion der Genexpression durch EPA auf
das 0,2-fache, durch DHA auf das 0,09-fache und durch AA auf das 0,06-fache (Abb. 5).
Weiterhin wurde mittels ddPCR eine signifikante Verminderung der VCAM-1-Expression auf

das 0,7-fache in Folge einer LNA-Supplementierung stimulierter TIME beobachtet (Abb. 5).
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Abbildung 5: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Fettsduren-
und Zytokin-induzierten Genexpressionsanderungen von ICAM-1 und VCAM-1

Die humanen Endothelzellen wurden fiir 144 Stunden mit den ungesattigten Fettsduren LNA,
EPA, DHA, LA oder AA (15 uM geldst in 0,1 Vol.-% EtOH) bzw. ausschlieflich in Gegenwart von
0,1 Vol.-% EtOH (Kontrolle) kultiviert. Zur Stimulation wurden die Zytokine TNF-a, IL-1B und
INF-y in Konzentrationen von je 5 ng/ml in den letzten 24 Stunden der
Fettsduresupplementierung eingesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert =+

Standardabweichung dargestellt (QRT-PCR: N = 6, n = 3; ddPCR: N = 6, n = 1). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.
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4.3.2.2 Koagulationsfaktoren

Bei PAI-1 zeigte sich im Hinblick auf die Zytokinstimulation sowohl bei der gRT-PCR als auch bei
der ddPCR eine signifikante Steigerung der Genexpression. Die Erhdhung der PAI-1-Expression
wurde mittels qRT-PCR auf das 3,7-fache und mittels ddPCR auf das 3,6-fache des Wertes ohne
Stimulation quantifiziert (Abb. 6). Eine PUFA-Supplementierung unstimulierter Zellen zeigte bei
beiden Methoden keine signifikanten Auswirkungen auf die PAI-1-Expression bei Einsatz der
Fettsduren LNA, DHA und LA (Abb. 6). Die Anreicherung der TIME mit EPA bewirkte hingegen
eine signifikante Reduktion der Expression verglichen mit der unstimulierten EtOH-Kontrolle
(gRT-PCR: auf das 0,8-fache, ddPCR: auf das 0,5-fache) (Abb. 6). Zudem ergab die ddPCR eine
signifikante Reduktion der PAI-1-Expression bei AA-Supplementierung auf das 0,1-fache des
Wertes der unsupplementierten und unstimulierten Kontrolle. Die gRT-PCR Analyse von Zellen,
die der kombinierten Behandlung mit Zytokinen und Fettsduren unterzogen wurden, erbrachte
in Bezug auf die stimulierte Kontrolle eine signifikante Reduktion der Genexpression von PAI-1
bei Supplementierung von DHA (auf das 0,9-fache) und AA (auf das 0,8-fache) (Abb. 6). Mittels
ddPCR wurde fir alle untersuchten PUFA ein signifikant hemmender Einfluss auf den
Stimulationseffekt beobachtet. Die PAI-1-Expression wurde durch LNA auf das 0,5-fache, durch
EPA auf das 0,4-fache, durch DHA auf das 0,2-fache, durch LA auf das 0,7-fache und durch AA
auf das 0,1-fache des Wertes der unsupplementierten aber Zytokin-stimulierten Kontrolle
gesenkt (Abb. 6).

Bei VWF war durch die Zytokinstimulation bei beiden Quantifizierungsmethoden eine
signifikante Reduktion der Genexpression zu beobachten. Im Hinblick auf den alleinigen
Stimulationseffekt ohne PUFA-Supplementierung zeigte sich eine Reduktion der vWF-
Expression auf das 0,8-fache (qRT-PCR) bzw. auf das 0,1-fache (ddPCR) der unstimulierten
Kontrolle (Abb. 6). Bei Betrachtung der unstimulierten, PUFA-supplementierten TIME wurde
durch die gRT-PCR bei vier der finf untersuchten PUFA eine signifikante Reduktion der
Genexpression gemessen. Die Expressionsrate sank bei Supplementierung der TIME mit LNA
auf das 0,8-fache, mit EPA auf das 0,7-fache, mit DHA auf das 0,5-fache und mit AA auf das 0,6-
fache (Abb. 6). Die ddPCR ergab bei allen PUFA signifikante Unterschiede zwischen
supplementierten und unsupplementierten Zellen (Abb. 6). Es zeigte sich eine signifikante
Verminderung der vWF-Expression bei Supplementierung von LNA auf das 0,4-fache, von EPA
auf das 0,5-fache, von DHA auf das 0,3-fache, von LA auf das 0,4-fache und von AA auf das 0,2-
fache (Abb. 6). Bei Betrachtung der Zytokinbehandlung unter gleichzeitiger PUFA-
Supplementierung resultierte bei qRT-PCR und ddPCR eine verstarkte Reduktion der vWF-

Expression unabhangig von der Art der untersuchten Fettsaure. In Bezug auf stimulierte aber
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unsupplementierte TIME war die VWF-Expression laut gRT-PCR bei Supplementierung von LNA
auf das 0,4-fache, von EPA auf das 0,4-fache, von DHA auf das 0,4-fache, von LA auf das 0,6-
fache und von AA auf das 0,4-fache reduziert. Die ddPCR erbrachte eine Reduktion der
Genexpression durch LNA auf das 0,3-fache, durch EPA auf das 0,3-fache, durch DHA auf das
0,1-fache und durch LA auf das O0,7-fache (Abb. 6). Die deutlichste Reduktion der
Genexpression in Bezug auf die stimulierte EtOH-Probe stellte sich bei AA-Supplementierung
auf das 0,02-fache dar (Abb. 6).

Die Expression von TF zeigte sich in Folge einer Zytokinstimulation signifikant erhéht. Die qRT-
PCR erbrachte eine Steigerung der Expression auf das 2,4-fache des Kontrollwertes (Abb. 6).
Mittels ddPCR wurde eine Steigerung der Expression von TF auf das 11,2-fache gemessen (Abb.
6). Bei Untersuchung des PUFA-Effekts bei unstimulierten TIME wurden mittels qRT-PCR
signifikante Unterschiede bei allen untersuchten Fettsduren im Vergleich zu EtOH festgestellt.
Es zeigte sich eine signifikante Erh6hung der Genexpression bei Supplementierung von LNA auf
das 2,2-fache, von EPA auf das 1,9-fache, von DHA auf das 2,7-fache, von LA auf das 2,0-fache
und von AA auf das 2,2-fache (Abb. 6). Die ddPCR indizierte eine signifikante Steigerung der
Genexpression von TF lediglich bei DHA-Supplementierung (1,7-fach im Vergleich zu EtOH)
(Abb. 6). Zudem zeigte sich eine Reduktion der Genexpression unter Supplementierung von AA
auf das 0,4-fache des Wertes der unstimulierten Kontrolle. In Folge der kombinierten
Behandlung der TIME mit Zytokinen und PUFA wiesen beide Verfahren auf signifikante
Unterschiede bei unterschiedlichen Fettsauresupplementen hin. Bei der gRT-PCR zeigten sich
in Bezug auf die stimulierte EtOH-Probe signifikante Erhéhungen der Genexpression von TF bei
Supplementierung von LNA (auf das 1,9-fache), von LA (auf das 1,5-fache) und von AA (auf das
1,4-fache) (Abb. 6). Die Supplementierung der TIME mit EPA ging hingegen mit einer
signifikanten Reduktion des Stimulationseffektes auf das 0,7-fache einher (Abb. 6). Bei DHA
hingegen zeigte sich eine nicht signifikante Reduktion des Effektes durch die
Zytokinstimulation auf das 0,8-fache (Abb. 6). In Ubereinstimmung mit den Daten der gRT-PCR
indizierte auch die ddPCR-basierte Analyse eine signifikante Steigerung des Zytokineffektes bei
Supplementierung der Zellen mit den Fettsauren LNA (auf das 1,4-fache) und LA (auf das 1,5-
fache) (Abb. 6). Ebenfalls analog zur qRT-PCR zeigte sich bei der ddPCR eine signifikante
Reduktion der Expression von TF unter EPA-Supplementierung (auf das 0,5-fache) (Abb. 6).
Reduktionen der Genexpression in Bezug auf die unsupplementierte Kontrolle stellten sich
ebenso bei DHA-Supplementierung auf das 0,4-fache und unter AA-Supplementierung auf das

0,5-fache dar (Abb. 6).
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Abbildung 6: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Fettsdauren-
und Zytokin-induzierten Genexpressionsanderungen von PAI-1, vWF und TF

Die humanen Endothelzellen wurden fiir 144 Stunden mit den ungesattigten Fettsduren LNA,
EPA, DHA, LA oder AA (15 uM geldst in 0,1 Vol.-% EtOH) bzw. ausschlieBlich in Gegenwart von
0,1 Vol.-% EtOH (Kontrolle) kultiviert. Zur Stimulation wurden die Zytokine TNF-a, IL-1B und
INF-y in Konzentrationen von je 5 ng/ml in den letzten 24 Stunden der
Fettsduresupplementierung eingesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt (QRT-PCR: N = 6, n = 3; ddPCR: N = 6, n = 1). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.
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4.3.2.3 Pro-inflammatorische Botenstoffe

Bei Betrachtung von IL-1B zeigte sich in Folge einer Zytokinstimulation der Zellen bei beiden
genutzten Analyseverfahren eine signifikante Steigerung der Genexpression. Die Erhéhung der
Expression von IL-1B wurde mittels gRT-PCR auf das 5,5-fache und mittels ddPCR auf das 61,3-
fache des Ausgangswertes ohne Zytokinstimulation quantifiziert (Abb. 7). Eine PUFA-
Supplementierung unstimulierter Zellen hatte laut beider Quantifizierungsmethoden keine
signifikanten Auswirkungen auf die IL-1B-Expression (Abb. 7). Die gRT-PCR-Analyse von TIME,
die der kombinierten Behandlung mit Zytokinen und Fettsduren unterzogen wurden, erbrachte
in Bezug auf die stimulierte und unsupplementierte Kontrolle eine signifikante Reduktion der
Genexpression von IL-1B bei Supplementierung von LNA (auf das 0,7-fache), DHA (auf das 0,8-
fache) und AA (auf das 0,6-fache) (Abb. 7). Mittels ddPCR wurde fiir alle untersuchten PUFA
ein signifikant hemmender Einfluss auf den Stimulationseffekt beobachtet. Die Genexpression
wurde durch LNA auf das 0,4-fache, durch EPA auf das 0,6-fache und durch LA auf das 0,7-
fache des Wertes der Zytokin-behandelten, unsupplementierten Kontrolle gesenkt (Abb. 7).
Die starkste Reduktion der Genexpression von IL-18 stellte sich bei Supplementierung von DHA
bzw. AA (jeweils auf das 0,2-fache) dar (Abb. 7).

Im Hinblick auf IL-6 war durch die Zytokinstimulation bei beiden Quantifizierungsmethoden
eine signifikante Steigerung der Genexpression zu beobachten. Die relative Quantifizierung
ergab eine Erhohung der messbaren Menge an IL-6-mRNA auf das 9,6-fache, die absolute
Quantifizierung sogar eine Steigerung auf das 12,0-fache des Wertes unstimulierter Zellen
(Abb. 7). Bei Betrachtung der unstimulierten, PUFA-supplementierten TIME zeigten sich bei der
gRT-PCR keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur unstimulierten und
unsupplementierten Kontrolle (Abb. 7). Die ddPCR hingegen ergab bei den PUFA DHA und AA
signifikante Effekte. Hier stellte sich eine Reduktion der IL-6-Expression bei Supplementierung
von DHA auf das 0,7-fache und von AA auf das 0,6-fache dar (Abb. 7). Bei Betrachtung der
Zytokinstimulation unter gleichzeitiger PUFA-Supplementierung wurde im Rahmen der gRT-
PCR-Analyse bei Supplementierung von EPA bzw. AA eine signifikante Steigerung der IL-6-
Expression auf das 1,9-fache (EPA) bzw. auf das 2,1-fache (AA) beobachtet (Abb. 7). Unter
Supplementierung mit DHA zeigte sich hingegen eine signifikante Reduktion der
Genexpression von IL-6 auf das 0,6-fache des Wertes der stimulierten und unsupplementierten
Kontrolle (Abb. 7). Im Gegensatz zu den Daten der qRT-PCR erbrachte die ddPCR ausschlieRlich
PUFA-bedingte signifikante Verminderungen des Stimulationseffektes (durch LNA auf das 0,5-
fache, durch DHA auf das 0,3-fache und durch LA auf das 0,7-fache) (Abb. 7).
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Auch bei TNF-a war durch die Stimulation mittels des Zytokingemisches bei beiden
Quantifizierungsmethoden eine signifikante Erhohung der Genexpression zu beobachten. Im
Hinblick auf den alleinigen Stimulationseffekt ohne PUFA-Supplementierung zeigte sich eine
Erhohung der genetischen Expression bei der relativen Quantifizierung auf das 2,1-fache,
wahrend bei der ddPCR sogar eine Erhohung auf das 129,9-fache des Wertes unstimulierter
Zellen zu verzeichnen war (Abb. 7). Bei Betrachtung der unstimulierten, PUFA-
supplementierten TIME wurde mittels qRT-PCR bei 3 der 5 untersuchten Fettsdauren eine
signifikante Reduktion der Genexpression gemessen. Die Expressionsrate sank bei
Anreicherung der Zellen mit EPA auf das 0,5-fache, mit DHA auf das 0,4-fache und mit AA auf
das 0,5-fache (Abb. 7). Die ddPCR ergab hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen
supplementierten und unsupplementierten Zellen (Abb. 7). Im Hinblick auf die
Zytokinstimulation bei gleichzeitiger PUFA-Supplementierung resultierte bei gRT-PCR und
ddPCR eine signifikante Reduktion des Stimulationseffektes durch PUFA-Anreicherung der
Zellen bei allen untersuchten Fettsduren. In Bezug auf stimulierte und unsupplementierte
TIME war die Expression von TNF-a gemessen mittels gRT-PCR unter Supplementierung mit
LNA auf das 0,7-fache, mit EPA auf das 0,5-fache, mit LA auf das 0,4-fache und mit AA auf das
0,5-fache vermindert. Die starkste Reduktion der Genexpression von TNF-a in Bezug auf die
Kontrolle stellte sich bei DHA-Supplementierung (auf das 0,08-fache) dar (Abb. 7). Die ddPCR
erbrachte eine PUFA-vermittelte Reduktion des Stimulationseffektes durch LNA auf das 0,4-
fache, durch EPA auf das 0,3-fache, durch LA auf das 0,4-fache und durch AA auf das 0,3-fache
(Abb. 7). Weiterhin wurde mittels ddPCR Ubereinstimmend mit den Daten der gRT-PCR-
Analyse in Folge einer DHA-Supplementierung stimulierter TIME eine signifikante
Verminderung der Zytokin-induzierten TNF-a-Expression auf das 0,1-fache beobachtet (Abb.
7).
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Abbildung 7: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Fettsdauren-
und Zytokin-induzierten Genexpressionsanderungen von IL-18, IL-6 und TNF-a

Die humanen Endothelzellen wurden fiir 144 Stunden mit den ungesattigten Fettsdauren LNA,
EPA, DHA, LA oder AA (15 uM geldst in 0,1 Vol.-% EtOH) bzw. ausschlieBlich in Gegenwart von
0,1 Vol.-% EtOH (Kontrolle) kultiviert. Zur Stimulation wurden die Zytokine TNF-a, IL-1B und
INF-y in Konzentrationen von je 5 ng/ml in den letzten 24 Stunden der
Fettsduresupplementierung eingesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt (QRT-PCR: N = 6, n = 3; ddPCR: N = 6, n = 1). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.
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4.3.2.4 Proliferations- und Differenzierungsfaktoren

Die GM-CSF-Expression war in Folge einer Zytokinstimulation signifikant erhéht. Die relative
Quantifizierung mittels gRT-PCR erbrachte eine Steigerung der Expression auf das 594,8-fache
(Abb. 8). Mittels absoluter Quantifizierung wurde eine Steigerung der Genexpression auf das
1209,5-fache des Ausgangswertes gemessen (Abb. 8). Auch bei Betrachtung unstimulierter,
PUFA-supplementierter TIME zeigten sich sowohl mittels qRT-PCR als auch mittels ddPCR
signifikante Unterschiede im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle. Die relative
Quantifizierung indizierte eine signifikante Steigerung der GM-CSF-Expression bei
Supplementierung von DHA auf das 1,4-fache und von LA auf das 1,6-fache im Vergleich zu
unsupplementierten Zellen (Abb. 8). Mittels ddPCR wurde eine signifikante Steigerung der GM-
CSF-Expression bei Supplementierung von LA (auf das 2,1-fache) sowie eine signifikante
Reduktion bei Supplementierung von AA (auf das 0,3-fache) ermittelt (Abb. 8). In Folge der
kombinierten Behandlung der TIME mit Zytokinen und Fettsduren wurden durch beide
Quantifizierungsverfahren signifikante Unterschiede bei Einsatz der Fettsduren LNA, DHA und
AA beobachtet. Gemessen mit der gRT-PCR zeigte sich in Bezug auf die stimulierte und
unsupplementierte Kontrolle eine signifikante Erhéhung der Genexpression von GM-CSF bei
Supplementierung von LNA (auf das 1,3-fache), EPA (auf das 1,6-fache) und AA (auf das 1,5-
fache) (Abb. 8). Die DHA-Supplementierung der Zellen ging hingegen mit einer signifikanten
Reduktion des Stimulationseffektes auf das 0,5-fache einher (Abb. 8). Im Gegensatz zu den
gRT-PCR-Daten erbrachte die ddPCR-basierte Analyse fir die Fettsduren LNA, DHA und AA eine
signifikante Reduktion des Zytokineffektes auf das 0,6-fache, 0,1-fach bzw. 0,4-fache des

Wertes der stimulierten und unsupplementierten Kontrolle (Abb. 8).
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Abbildung 8: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Fettsduren-
und Zytokin-induzierten Genexpressionsanderungen von GM-CSF

Die humanen Endothelzellen wurden fiir 144 Stunden mit den ungesattigten Fettsduren LNA,
EPA, DHA, LA oder AA (15 uM gel6st in 0,1 Vol.-% EtOH) bzw. ausschlieflich in Gegenwart von
0,1 Vol.-% EtOH (Kontrolle) kultiviert. Zur Stimulation wurden die Zytokine TNF-a, IL-1B und
INF-y in Konzentrationen von je 5 ng/ml in den letzten 24 Stunden der
Fettsduresupplementierung eingesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt (QRT-PCR: N = 6, n = 3; ddPCR: N = 6, n = 1). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.

4.3.2.5 Chemokine

Die Genexpression von IL-8 war in Folge einer Zytokinbehandlung der Zellen signifikant
gesteigert. Im Hinblick auf den alleinigen Stimulationseffekt ohne PUFA-Supplementierung war
mittels gRT-PCR eine Erhohung der IL-8-Expression auf das 1447,2-fache, mittels ddPCR eine
Steigerung auf das 37,2-fache der Kontrolle zu beobachten (Abb. 9). Bei Betrachtung
unstimulierter, PUFA-supplementierter TIME ergab die gRT-PCR-basierte Analyse eine
signifikante Erh6hung der IL-8-Expression bei Supplementierung von LNA (auf das 1,4-fache)
und LA (auf das 1,5-fache), verglichen mit der unstimulierten und unsupplementierten
Kontrolle (Abb. 9). Zudem wurde bei EPA-Supplementierung eine signifikante Verminderung
der Genexpression auf das 0,6-fache gemessen (Abb. 9). Die ddPCR ergab eine signifikante
Reduktion der IL-8-Expression bei Supplementierung von EPA (auf das 0,4-fache) bzw. AA (auf
das 0,3-fache) (Abb. 9). Bei Betrachtung der Effekte einer Zytokinstimulation bei gleichzeitiger
PUFA-Supplementierung war die IL-8-Expression im Vergleich zu stimulierten und
unsupplementierten Zellen laut gRT-PCR bei Supplementierung von LNA auf das 1,8-fache, von
EPA auf das 1,9-fache, von LA auf das 1,4-fache und von AA auf das 2,1-fache erhoht (Abb. 9).
Auch bei der ddPCR zeigte sich eine signifikante Erh6hung der Genexpression durch LA (auf das

1,6-fache) im Vergleich zur stimulierten und unsupplementierten Kontrolle (Abb. 9). Im
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Gegensatz zur gRT-PCR-basierten Analyse indizierte die ddPCR zudem eine signifikante
Verminderung der IL-8-Expression in Folge einer DHA-Supplementierung (auf das 0,4-fache)
sowie einer AA-Supplementierung (auf das 0,5-fache) (Abb. 9).

Die MCP-1-Expression war in Folge einer Zytokin-Stimulation signifikant erhéht. Die gRT-PCR
erbrachte eine Steigerung der Expression auf das 262,8-fache, wahrend bei der ddPCR eine
Steigerung der Genexpression auf das 28,4-fache des Ausgangswertes gemessen wurde (Abb.
9). Bei Betrachtung der Auswirkungen einer PUFA-Supplementierung unstimulierter TIME
indizierte die relative Quantifizierung eine signifikante Verminderung der MCP-1-Expression
bei Supplementierung von EPA (auf das 0,4-fache), DHA (auf das 0,4-fache) und AA (auf das
0,5-fache) im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle (Abb. 9). Zudem wurde eine
signifikante Steigerung der Genexpression von MCP-1 unter LA-Supplementierung auf das 1,4-
fache des Wertes unstimulierter und unsupplementierter Zellen gemessen (Abb. 9). In
Ubereinstimmung mit den qRT-PCR-Daten ergab die ddPCR-Analyse eine signifikante
Reduktion der Genexpression von MCP-1 in Folge einer Supplementierung unstimulierter
Zellen mit den Fettsduren EPA (auf das 0,2-fache), DHA (auf das 0,2-fache) und AA (auf das 0,1-
fache) (Abb. 9). Die kombinierte Behandlung der TIME mit Zytokinen und Fettsduren
resultierte entsprechend den Daten der gRT-PCR in einer signifikanten Erhéhung der
Genexpression auf das 1,8-fache des Wertes stimulierter und unsupplementierter Zellen bei
Anreicherung von LNA (Abb. 9). Im Gegensatz hierzu indizierte die ddPCR-basierte Analyse eine
signifikante Verminderung des Zytokineffektes bei Supplementierung der Zellen mit den
Fettsduren LNA (auf das 0,7-fache), EPA (auf das 0,5-fache), DHA (auf das 0,2-fache) und AA
(auf das 0,2-fache) (Abb. 9).
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Fettsduren-
und Zytokin-induzierten Genexpressionsanderungen von IL-8 und MCP-1

Die humanen Endothelzellen wurden fiir 144 Stunden mit den ungesattigten Fettsduren LNA,
EPA, DHA, LA oder AA (15 uM geldst in 0,1 Vol.-% EtOH) bzw. ausschlieflich in Gegenwart von
0,1 Vol.-% EtOH (Kontrolle) kultiviert. Zur Stimulation wurden die Zytokine TNF-a, IL-1B und
INF-y in Konzentrationen von je 5 ng/ml in den letzten 24 Stunden der
Fettsduresupplementierung eingesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert £
Standardabweichung dargestellt (qQRT-PCR: N = 6, n = 3; ddPCR: N = 6, n = 1). Divergierende
Uber den Balken abgebildete Buchstaben symbolisieren signifikante Unterschiede.

4.3.3 Vergleich der Daten von qRT-PCR und ddPCR bei Ansatz 1

Bei sechs von acht Zielgenen ergab sich eine Ubereinstimmung der Ergebnisse in Bezug auf das
Vorliegen und die Richtung des gemessenen Effektes. So indizierten sowohl gRT-PCR als auch
ddPCR bei den Zielgenen Adralb, Adrald, ACE1, ATIP1 und EdnrB in Folge der Zellstimulation
eine signifikante Reduktion der Genexpression und beim Zielgen ATRAP eine signifikante
Steigerung der Genexpression (Abb. 10). Bei EdnrA zeigte sich bei beiden Methoden eine
Reduktion, welche jedoch nur im Falle der gRT-PCR signifikant war (Abb 10.) Widerspriichliche

Daten wurden bei Adrb2 erzielt. Wahrend die qRT-PCR eine signifikante Reduktion anzeigte,
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ergab sich im Rahmen der ddPCR-basierten Analyse eine nicht-signifikant gesteigerte
Genexpression (Abb. 10).

Die Gegeniberstellung der durch gRT-PCR und ddPCR indizierten Effektausmale (= Ratio
zwischen stimulieren und unstimulierten Proben) erbrachte bei den Zielgenen Adralb, ATIP1
und ATRAP ein hohes Mal? an Kongruenz. Der Prozentfaktor, kalkuliert aus dem Verhaltnis des
durch qRT-PCR bzw. ddPCR indizierten EffektausmaRes, betrug fiir Adralb, ATIP1 sowie ATRAP
jeweils 1,3. Im Gegensatz dazu ergaben sich bei Adrald, ACE1 und EdnrB deutliche
Abweichungen, welche sich in einem Prozentfaktor > 3 widerspiegeln (Adrald: 3,6; ACE1: 3,0;
EdnrB: 3,2). Wie in Abbildung 10 ersichtlich lassen sich diese Diskrepanzen nicht auf eine
generelle Uber- oder Unterschitzung des Effektes durch eines der beiden Analyseverfahren
zurickfiihren. Vielmehr sind die Unstimmigkeiten zwischen gRT-PCR und ddPCR auf jene
Zielgene beschrankt, bei deren Analyse Messwerte an den Grenzen der dynamischen

Reichweiten der Verfahren, d.h. CT-Werte > 28 bzw. Kopienzahlen/pul < 10 erzielt wurden.

Vergleich gPCR und ddPCR
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Abbildung 10: Vergleich der qRT-PCR- und ddPCR-Daten von Ansatz 1 beziiglich indizierter
Effektrichtung und ermitteltem Effektausmaf}

Dargestellt sind die Ratios der Genexpression zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen,
gemessen durch gRT-PCR und ddPCR. Der Ratio-Wert von 1 (entspricht einer fehlenden
Zytokin-induzierten Genexpressionsdanderung) wird durch eine vertikale unterbrochene Linie
hervorgehoben. Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt (qRT-
PCR:N=5,n=9;ddPCR: N=5,n =3).

Bei einer Effizienz der PCR-Reaktion von 100 % (Idealbedingung; unter Laborbedingungen ist

eine PCR-Effizienz von 90-100% dokumentiert [150,151]) ist pro Zyklus eine Verdopplung des
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Amplifikats zu erwarten. Eine Verminderung des CT-Wertes um den Faktor 1 (z.B. von CT=25
auf CT=24) wirde bei idealen Bedingungen somit einer Verdopplung (2') und eine
Verminderung des CT-Wertes um den Faktor 2 (z.B. von CT=25 auf CT=23) einer
Vervierfachung (22) der Amplifikatmenge entsprechen. Die Auftragung der mittels ddPCR
gemessenen Kopienzahlen/ul gegen die mittels qRT-PCR gemessenen CT-Werte sollte
demnach eine negativ-exponentielle Korrelation ergeben. Diese zu erwartende negativ-
exponentielle Korrelation liegt bei Ansatz 1 vor (Abb. 11). Aus Abbildung 11 geht zudem
hervor, dass einzelne Messwerte deutlich vom ldealverlauf abweichen kénnen. Es ist nicht
moglich, aus dem gemessenen CT-Wert mit ausreichender Genauigkeit die Anzahl der
Genkopien abzuleiten. Der durch die gRT-PCR erhaltene CT-Wert erlaubt demzufolge lediglich
eine grobe Abschatzung der Abundanz eines Zielgens. Um die Konzentration der Kopienanzahl
eines Zielgens in einer Probe zu bestimmen, ist es zwingend erforderlich eine ddPCR

durchzufihren.
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Abbildung 11: Korrelation der Messwerte der qRT-PCR und der ddPCR von Ansatz 1
Dargestellt sind die ermittelten Mittelwerte der Kopien/ul der ddPCR-Analyse in
Gegenlberstellung zu den Mittelwerten der CT-Werten der gRT-PCR-Analyse. Zusatzlich wurde
eine nonlineare Regressionskurve ermittelt und in die Grafik eingefligt, die den zweiphasigen
negativ-exponentiellen Charakter der Korrelation darstellt.

4.3.4 Vergleich der Daten von qRT-PCR und ddPCR bei Ansatz 2

Die gRT-PCR-Analyse und die ddPCR-Analyse erbrachten bei allen Zielgenen beim Vergleich
stimulierter Endothelzellen zur unstimulierten Kontrolle (bereinstimmende Ergebnisse in
Bezug auf das Vorliegen und die Richtung des gemessenen Stimulationseffektes. Bei zehn der

elf untersuchten Zielgene wurde durch beide Methoden ein signifikanter Anstieg der
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Genexpression in Folge der Stimulation indiziert (Abb. 12). Und bei einem der elf untersuchten
Zielgene (VWF) ergaben sowohl gRT-PCR als auch ddPCR eine signifikante Reduktion der
Genexpression (Abb. 12).

Vergleich qPCR und ddPCR
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Abbildung 12: Vergleich der qRT-PCR- und ddPCR-Daten beziiglich der Zytokin-induzierten
Genexpressionsanderungen von Ansatz 2

Dargestellt sind die Ratios der Genexpression zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen,
gemessen durch gqRT-PCR und ddPCR. Der Ratio-Wert von 1 (entspricht einer fehlenden
Zytokin-induzierten Genexpressionsanderung) wird durch eine vertikale unterbrochene Linie
hervorgehoben. Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt (qRT-
PCR:N=6,n=3;ddPCR:N=6,n=1).

Unterschiede traten in Bezug auf das angezeigte Ausmald des Effektes auf. Bei Betrachtung der
Folgen der Stimulation ergab sich im Fall von ICAM-1, PAI-1 und IL-6 eine Ubereinstimmung
des durch gqRT-PCR und ddPCR indizierten EffektausmaRes. Der kalkulierte Prozentfaktor fiir
das Verhéltnis des durch qRT-PCR bzw. ddPCR indizierten Effektausmalles betrug fiir ICAM-1
1,4, fur PAI-1 1,1 und fir IL-6 1,2. Bei zwei der elf untersuchten Zielgene trat hingegen eine
Abweichung im indizierten EffektausmalR in einer Dimension gréRer Prozentfaktor 2 (TF: 4,7;
GM-CSF: 2,1), bei drei untersuchten Zielgenen groRRer Prozentfaktor 5 (VWF: 9,2; IL-1PB: 8,6;
MCP-1: 9,2) und bei drei weiteren Zielgenen groRer Prozentfaktor 10 (VCAM-1: 11,7; TNF-a:
66,8; IL-8: 38,7) auf (Abb. 12).

Der Vergleich der qRT-PCR- und ddPCR-Daten PUFA-supplementierter TIME erbrachte in 73%
der Gegeniiberstellungen eine Ubereinstimmung in Bezug auf das Vorliegen und die Richtung

des gemessenen Effektes. Im Hinblick auf das ermittelte AusmaR der Folgen einer PUFA-
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Supplementierung waren die Ergebnisse von qRT-PCR und ddPCR in 22% der Félle kongruent.
Bei 24% der Analysen wurde hingegen eine Abweichung groRer Prozentfaktor 2, bei 20% der
Analysen groRer Prozentfaktor 5 und bei 34% der Analysen groRer Prozentfaktor 10
beobachtet. Analog zu Ansatz 1 wurde auch bei Ansatz 2 keine Tendenz fiir eine durchgehende
Uber- oder Unterschitzung des EffektausmaRes durch eines der beiden
Amplifikationsverfahren festgestellt. Ebenso zeigte sich in Ubereinstimmung zu Ansatz 1, dass
Diskrepanzen im indizierten EffektausmalR jene Zielgene betraf, deren CT-Werte bzw.
Kopienzahlen an den Grenzbereichen bzw. aullerhalb der dynamischen Reichweite der
genutzten Verfahren lagen, d.h. bei CT-Werten > 28 bzw. Kopienzahlen/ul < 10. Die Auftragung
der ermittelten CT-Werte gegen die ermittelten Kopienzahlen der Proben ergab wie in Ansatz
1 die zu erwartende negativ-exponentielle Korrelation (Abb. 13). Der Vergleich der fir Ansatz 1
und Ansatz 2 ermittelten Regressionskurven zeigt zudem, dass die mittels gRT-PCR

gemessenen CT-Werte nicht mit festen Kopienanzahlen/ul korrelieren.
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Abbildung 13: Korrelation zwischen Werten der Kopien/pl und CT von Ansatz 2

Dargestellt sind die ermittelten Mittelwerte der Kopien/ul der ddPCR-Analyse in
Gegenlberstellung zu den Mittelwerten der CT-Werten der gRT-PCR-Analyse. Zusatzlich wurde
eine nonlineare Regressionskurve ermittelt und in die Grafik eingefligt, die den zweiphasigen
negativ-exponentiellen Charakter der Korrelation darstellt.
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5 Diskussion

Die absolute Quantifizierung mittels ddPCR ist seit dem Jahr 2011 kommerziell verfiigbar und
wird unterdessen in zunehmendem Mal$ angewendet. Dennoch zeigt sich auch fast 10 Jahre
nach Einfihrung dieses Verfahrens eine Studienlage, auf deren Basis keine klare Empfehlung
fur oder gegen die ddPCR im Vergleich zu langer erprobten Amplifikationsverfahren wie der
gRT-PCR gegeben werden kann. Vor diesem Hintergrund war das Ziel der vorliegenden
Dissertation zu zeigen, ob die Daten von gRT-PCR und ddPCR miteinander vergleichbar sind
und auf welche Art die Ergebnisse miteinander korrelieren. Zusatzlich sollte untersucht
werden, ob eine der beiden durchgefiihrten Methoden gegeniiber der jeweils anderen bei

bestimmten Anwendungsbereichen eine Uberlegenheit zeigt.

5.1 Versuchsdesign

In der vorliegenden Arbeit wurde die Telomerase-immortalisierte Endothel-Zellline TIME
verwendet. Die Auswahl dieser Zellen erfolgte aufgrund ihrer Stabilitdit in Bezug auf
charakteristische Expressionsmuster mikrovaskuldrer endothelialer Zellen, wie beispielsweise
Unterscheidungsgruppe 31 (engl. cluster of differentation 31, CD31) oder aVB3-Integrin, auch
nach mehr als 25 Populations-Verdopplungen [26].

Zur Stimulation der TIME wurde ein pro-inflammatorisch wirksames Zytokingemisch
bestehend aus TNF-a, IL-1B und INF-y in zwei verschiedenen Konzentrationsbereichen
eingesetzt: in Ansatz 1 wurden Konzentrationen von je 100 ng/ml, in Ansatz 2 Konzentrationen
von je 5ng/ml verwendet. Konzentrationen von 100 ng/ml liegen oberhalb des in vorherigen
Studien festgestellten Niveaus im Serum, jedoch wurden bereits dahnlich hohe Konzentrationen
dieser pro-inflammatorischen Botenstoffe bei lokalen und systemischen Entziindungen im
lokalen Zellmilieu oder anderen Untersuchungsmedien wie z.B. ZerebrospinalflUssigkeit
ermittelt [152,153]. Der Konzentrationsbereich um 5 ng/ml entpricht Werten dieser pro-
inflammatorischen Zytokine im lokalen Milieu verschiedener Zelltypen wie z.B. peripheren
mononukledren Blutzellen im Rahmen einer gramnegativen Septikdmie [154] oder in
Sputumproben von Patienten mit akutem Lungenversagen (engl. acute respiratory distress
syndrom, ARDS) [155]. Im Ansatz 2 wurden die TIME zudem fir 144 h mit PUFA
supplementiert. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass es in diesem Zeitrahmen
zu einem Einbau der supplementierten PUFA in die Zellmembran sowie zu einer Zunahme des
sogennanten Methylen-Briicken-Index (engl. methylene bridge index, MBI) kommt, welcher

ein Indikator fir die Desaturation einer Fettsdauresuspension ist [144]. Die verwendete
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Konzentration der PUFA von 15 pmol/l befindet sich im physiologischen Bereich der
Plasmaserum-Werte von gesunden Probanden, welche eine nutritive orale Therapie mit
Fischol-Kapseln erhalten [156,157].

Sowohl die RNA-Isolation aus den gewonnenen Zelllysaten als auch die Bestimmung der RNA-
Menge innerhalb der Proben wurde standardisiert und nach Angaben der jeweiligen Hersteller
durchgefihrt [148]. Zur Bestimmung der RNA-Menge und -Reinheit wurde das
Spektrophotometer NanoVue verwendet. Die spektrophotometrische Bestimmung von RNA-
Menge und -Reinheit zeigte sich in vergangenen Studien sowohl fiir die gRT-PCR [158,159] als
auch fir die ddPCR [160-162] als suffizient und valide. Das Risiko fir fehlerhafte Messungen
wurde durch strikt standardisiertes Vorgehen und eine griindliche Reinigung vor jeder
Probenauslesung minimiert.

In Bezug auf die verwendeten Primerpaare wurden fir beide Quantifizierungsverfahren die
gleichen Oligonukleotidprimer in identischer Konzentration innerhalb des erzeugten
Mastermix verwendet. Zur Erzielung einer moglichst hohen Primerspezifitdat und -effektivitat
wurde eine PCR-Produktlange von 90-300 bp und eine moglichst geringe maximale
Schmelztemperatur-Differenz ausgewahlt. Zur Reduktion des Risikos der Schleifenbildung der
ermittelten Primer wurden jene Oligonukleotidsequenzen innerhalb des Programms der
Primersynthese [149] ausgewahlt, bei denen der Temperaturbereich fiir eine Loop-Bildung und
die jeweilige Annealing-Temperatur weit auseinanderlagen. Im Rahmen der Primeretablierung
wurden Uberdies Schmelzkurvenanalysen und Gelelektrophoresen durchgefiihrt, um ein
Vorhandensein von Nebenamplifikaten zur gewtiinschten Zielsequenz auszuschlieRen.

Im Hinblick auf die beiden Quantifizierungsverfahren wurde auf eine hohe Vergleichbarkeit bei
der Durchfihrung geachtet. Es wurden bis auf die verfahrensspezifischen vorgefertigten
Supermix-Lésungen flr beide Amplifikationsmethoden die gleichen Reagenzien und
Materialien verwendet. Sowohl fiir die qRT-PCR als auch fiir die ddPCR kamen identische
Konzentrationen von Primern, cDNA und Aqua a.i. zum Einsatz. Ebenso wurden die Negativ-
und Positivkontrollen kongruent gewahlt. Zudem wurde darauf geachtet, die Programme der
genutzten Thermozykler fiir gRT-PCR und ddPCR zu standardisieren und einander anzugleichen
(vgl. Tabelle 2 und 3). Hierdurch sollten Beeintrachtigungen in der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse minimiert werden. Zur Prazisierung der Pipettiertechnik wurde vor Beginn der
Versuchsreihe ein zweiwdchiges Pipettiertraining unter Zuhilfenahme einer Prazisions-

Analysewaage durchgefiihrt.
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5.2 Folgen eines pro-inflammatorischen Milieus

5.2.1 Ansatz 1

Im  Hinblick auf die oy-Adrenorezeptoren  zeigten  die  Resultate  beider
Quantifizierungsmethoden in die gleiche Richtung: unter Einfluss von TNF-a, IL-1B und INF-y
kam es sowohl bei Adralb als auch bei Adrald zu einer Reduktion der Genexpression. Dies
deutet in Ubereinstimmung zu Ergebnissen anderer Studien darauf hin, dass der
vasokonstriktive  Effekt der a-Adrenorezeptoren in entziindeten Gebieten des
Endothelzellverbands herabgesenkt und damit einhergehend eine Weitstellung der Gefal3e
und eine Auflosung von Zell-Zell-Verbindungen ausgelost wird [163-165]. Die daraus
entstehende Zunahme des trans- und paravasalen Flusses beglinstigt in inflammatorisch
veranderten Geweben das Anfluten von l6slichen Zytokinen sowie zellularen Komponenten
des Immunsystems [166]. Im Hinblick auf Adrb2 zeigte sich im Rahmen der gRT-PCR eine
signifikante Reduktion, bei der ddPCR hingegen eine nicht-signifikante Steigerung der
Genexpression nach Zytokinstimulation. Eine Steigerung von B-Adrenorezeptoren-Aktivitat lield
sich in dhnlichen Versuchen mit einer vermehrten Proliferation und Differenzierung von
Immunzellen in Einklang bringen [167,168]. Die hohen verwendeten Zytokinkonzentrationen
von 100 ng/ml befinden sich jedoch auRerhalb der sonst erfassten Plasma-Serumwerte von
TNF-a, IL-18 und INF-y. Dies konnte im Rahmen einer inflammatorisch bedingten
Apoptosereaktion der Endothelzellen auch eine Suppression der Genexpression erkldren, wie
es in diesem Falle im Rahmen der qRT-PCR festzustellen war [169].

Bei den Angiotensin-assoziierten Proteinen zeigten gRT-PCR und ddPCR kongruente
Ergebnisse. Im Fall von ACE1 und ATIP1 wurde eine signifikante Reduktion der Genexpression
mittels beider Verfahren festgestellt. Die Reduktion der ACE1-Expression geht mit einer
Herabsetzung der enzymvermittelten Spaltung von Bradykinin einher, wodurch die
Stickstoffmonoxid-abhangige Gefaldilatation gesteigert wird [170]. ACE1 hat zudem einen
direkten positiven Einfluss auf die Menge an vorhandenem Angiotensin Il, welches wiederum
einen steigernden Effekt auf die GefaBpermeabilitdt hat [171]. Darliber hinaus verstarkt
Angiotensin Il die Stimulation der Synthese von pro-inflammatorischen Serie-Il-
Prostaglandinen sowie des pro-angiogenetischen Faktors VEGF [31,32]. In anderen Studien
wurde gezeigt, dass Angiotensin Il die Expression von Adhdsionsmolekilen auf der
Zelloberflache verstarkt und damit einen steigernden Einfluss auf die Diapedese besitzt [33].
Die Hemmung der ACE1-Expression nimmt also eine anti-inflammatorische Rolle innerhalb der
Entziindungsreaktion ein. ATIP1 hat im physiologischen Setting einen hemmenden Einfluss auf

den Angiotensin-lI-Rezeptor Subtyp 2. Eine Verminderung der Expression von ATIP1 zeigte sich
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unter Inflammation bereits in mehreren Studien und markiert einen pro-inflammatorischen
Weg der Entzlindungsreaktion, welcher die Diapedese, die Sezernierung von
inflammatorischen Interleukinen wie IL-6 und IL-8 und die Expression von Adhasionsmolekiilen
wie ICAM-1 fordert [172—-174]. ATRAP besitzt dhnlich wie ATIP1 hemmende Funktionen auf
den Angiotensin-lI-Rezeptor, allerdings nur in Anwesenheit von Angiotensin-Il. Im Rahmen der
Versuche konnte eine signifikante Steigerung der Genexpression dieses Zielgens festgestellt
werden. Dies zeigt anders als bei ATIP1 an, dass ATRAP vor allem eine anti-inflammatorische
Rolle im Rahmen der Entziindungsreaktion einnimmt [175]. Dies konnte auch in anderen
Zelltypen wie z.B. Adipozyten gezeigt werden [176].

Fiir die Endothelin-Rezeptoren A und B wurde Ubereinstimmend bei beiden Amplifikations-
verfahren eine Reduktion der Genexpression ermittelt. Im Fall von EdnrB war die Reduktion
sowohl bei der gRT-PCR als auch bei der ddPCR signifikant. Im Fall von EdnrA ergab sich im
Rahmen der gRT-PCR eine signifikante Reduktion, bei der ddPCR hingegen aufgrund einer
hohen Streuung der Werte lediglich ein Trend. Eine Reduktion der Genexpression von
Endothelin-Rezeptoren stimmt mit der aktuellen Studienlage Gberein und lasst sich mit einer
Verminderung der Vasokonstriktion unter inflammatorischen Bedingungen in Einklang bringen
[177]. Die dilatierende Wirkung auf das lokale Gefallbett spricht - in Analogie der Effekte bei

den a-Adrenorezeptoren - fir eine inflammatorisch bedingte Zunahme der Paravasation.

5.2.2 Ansatz 2

Bei Betrachtung der untersuchten Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 zeigten sich bei
beiden genutzten Analyseverfahren kongruente Effekte einer Stimulation mit TNF-a, IL-1 und
INF-y. Bei beiden Zielgenen wurde eine deutliche Steigerung der Genexpression festgestellt.
ICAM-1 und VCAM-1 steigern die Diapedese von Leukozyten und Zytokinen durch das Endothel
in subkutane Gewebe wahrend einer Entziindungsreaktion [56,57]. Die Erhéhung der
Genexpression bedeutet, dass innerhalb der pro-inflammatorischen Reaktion vermehrt
Komponenten des Immunsystems zum Ort der Entziindung gelangen kénnen, um dort zur
Bekdampfung von Pathogenen wie Bakterien, Viren oder Pilzen zur Verfligung zu stehen. Der
Stimulationseffekt auf die ICAM-1-Expression wurde den Ergebnissen beider
Untersuchungsmethoden zufolge bei Supplementierung von LA oder LNA signifikant verstarkt.
Es ist bekannt, dass die Omega-6-Fettsdure LA Uber die Bildung von Serie-ll-Prostaglandinen
entziindungsfordernde Effekte auf Endothelzellen ausiiben kann [178,127]. In der
wissenschaftlichen Literatur finden sich (iberdies Belege, dass die Omega-3-Fettsdaure LNA in
den ersten 24 Stunden einer Entziindungsreaktion die Infiltration mit pro-inflammatorischen

Zytokinen und Immunzellen fordert, wahrend in der nachfolgenden Periode ein eher anti-
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inflammatorischer Effekt zu beobachten ist [179]. Dies steht in Einklang mit der beobachteten
Expressions-Erhéhung von ICAM-1 durch LNA-supplementierte Zellen nach 24-stiindiger
Stimulation. Interessanterweise zeigte sich bei DHA-supplementierten Zellen eine signifikante
Reduktion des Zytokineffektes. Dies spricht fiir eine protektive Wirkung von DHA als Vertreter
der Omega-3-Fettsdauren in Anwesenheit einer lokalen Entziindungsreaktion und konnte auch
anderweitig bereits bestatigt werden [180,181]. Bei der absoluten Quantifizierung mittels
ddPCR wurde eine signifikante Reduktion der ICAM-1-Expression auch bei AA-
supplementierten Zellen festgestellt. Dies erscheint zunachst kontrar zu den postulierten pro-
inflammatorischen Eigenschaften von Omega-6-Fettsdauren (iber die Bildung von Serie-lI-
Prostaglandinen. Es ist allerdings bereits durch andere Studien bekannt, dass erhoéhte
Plasmawerte von AA mit einer Reduktionen pro-inflammatorischer Botenstoffe, wie IL-6 und
dem Tumor-Wachstumsfaktor B (engl. tumor growth factor B, TGF-B), einhergehen [182]. Auch
bei VCAM-1 zeigte sich eine deutliche Reduktion des Zytokineffektes bei Supplementierung der
Zellen mit EPA, DHA und AA, wobei die Wirkung von AA im Vergleich zu den PUFA EPA und
DHA mild ausfiel. Im Rahmen der ddPCR wurde zudem ein signifikanter Reduktionseffekt durch
LNA indiziert. Die erzielten Daten stehen im Einklang mit weiteren Studien, welche einen anti-
inflammatorischen Effekt der Omega-3-Fettsduren LNA, EPA und DHA erfassen konnten
[179,182,183].

Bei den Koagulationsfaktoren konnte im Rahmen der Versuche durch beide Analyseverfahren
eine signifikante Steigerung der Expression von PAI-1 und TF vermerkt werden, wahrend vWF
eine signifikante Reduktion unter Zytokinstimulation zeigte. Die Reduktion der vWF-Expression
kann im Rahmen der Entziindungsreaktion damit erklart werden, dass in der Anfangsphase die
thrombolytische Komponente der Gerinnungskaskade (berwiegt, um den Fluss der
Blutbestandteile in entziindete Gewebe voranzutreiben. Die Steigerung von PAI-1 hat im
Gegensatz zu VWF eine prothrombotische Wirkung, welche die spate inflammatorische oder
postinflammatorische Phase der Geweberegeneration unterstitzt [184,185]. Die Funktionen
von TF bei der Proliferations- und Differenzierungsforderung von Leukozyten, der
Apoptosehemmung von Immunzellen und der Bildung neuer GefdRe erklart sowohl in der
Friih- als auch in der Spatphase der Entziindung seine Genexpressionssteigerung [64]. Im
Hinblick auf die PUFA-Supplementierung zeigte sich bei PAI-1 eine signifikante Reduktion des
Zytokineffektes unter der Omega-3-Fettsdure DHA und unter der Omega-6-Fettsdure AA
(Daten gRT-PCR) bzw. bei allen getesteten PUFA (Daten ddPCR), wobei auch hier die starksten
PUFA-Effekte fiir DHA und AA ermittelt wurden. Ebenfalls eine zum Zytokineffekt gegenlaufige
PUFA-Wirkung wurde Ubereinstimmend durch beide genutzte Verfahren bei der Analyse der

Genexpression von VWF ermittelt. Bei TF waren die Folgen einer PUFA-Supplementierung
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stimulierter Zellen hingegen von der Art der supplementierten Fettsdure abhangig. Es zeigte
sich eine weitere Amplifikationssteigerung unter LNA und LA sowie laut gRT-PCR auch unter
AA [186]. Gleichzeitig wurde unter EPA- und DHA-Supplementierung eine Reduktion des
Zytokineffektes festgestellt. Eine Minderung der Zytokinwirkung wurde im Rahmen der ddPCR
zudem fir AA festgestellt. Insgesamt wurde bereits in mehreren Studien gezeigt, dass
insbesondere durch DHA und EPA die inflammatorische Steigerung der Genexpression von PAI-
1 und TF gesenkt wird [187,188].

Bei den drei betrachteten pro-inflammatorischen Botenstoffen IL-1B, IL-6 und TNF-a zeigte
sich bei beiden Analysenmethoden eine signifikante Steigerung der Genexpression nach
erfolgter Zytokinstimulation. Dies steht in Ubereinstimmung mit Ergebnissen zahlreicher
anderer Versuchsreihen [189-195]. Die PUFA-Supplementierung bewirkte bei IL-1B laut qRT-
PCR im Fall von LNA, DHA und AA eine signifikante Reduktion des Zytokineffektes. Die ddPCR
indizierte bei allen untersuchten PUFA eine signifikante Minderung des Zytokineffektes, wobei
die deutlichste Reduktion sich auch hier bei DHA und AA zeigte. Es ist hervorzuheben, dass
PUFA-Effekte vorrangig unter inflammatorischen Bedingungen, nicht aber bei unstimulierten
Endothelzellen auftraten. Dies lasst darauf schlieRen, dass die PUFA nicht a priori anti-
inflammatorisch wirken, sondern der protektive Effekt erst nach Initiierung einer endothelialen
Entziindungsreaktion einsetzt [196—198]. In Ubereinstimmung zu den fiir IL-1B erzielten Daten
wurde im Rahmen der ddPCR-basierten Analyse auch bei IL-6 ein hemmender Effekt der PUFA
LA, LNA und DHA auf die Zytokinwirkung festgestellt. Die Inhibition des Zytokineffektes auf die
IL-6-Expression zeigte sich fiir DHA auch im Rahmen der qRT-PCR-Analyse und steht in Einklang
mit Beobachtungen anderer Studien [199,121]. Allerdings wurde mittels gRT-PCR eine
Steigerung der IL-6-Expression durch EPA und AA angezeigt, was speziell mit Blick auf die
Omega-3-Fettsaure EPA kontrar zu anderen Studienergebnissen steht. Fiir TNF-a wurde bei
beiden Analysemethoden (bereinstimmend bei allen getesteten PUFA eine Inhibition der
Zytokinwirkung festgestellt, wobei auch hier DHA durch die gréRte Effektstarke
gekennzeichnet war. Zusammenstellend mit den weiteren Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
spricht dies fir einen anti-inflammatorischen Effekt der PUFA, speziell von DHA, in der
Initialphase einer Entziindung des Endothels [200-202].

Beim Proliferations- und Differenzierungsfaktor GM-CSF zeigte sich unter Betrachtung beider
Verfahren eine signifikante Steigerung der Genexpression durch pro-inflammatorische
Stimulation. Im Zusammenspiel von Stimulation und PUFA-Supplementierung stellte sich ein
differenziertes Bild dar. Fir die Omega-3-Fettsdaure DHA ergab sich Gbereinstimmend bei qRT-
PCR und ddPCR eine signifikante Hemmung des Stimulationseffektes. Auch unter LNA und AA

indizierte die ddPCR eine signifikante Reduktion der Expression. Bei der qRT-PCR zeigte sich

59



hingegen eine Expressionssteigerung unter LNA, EPA und AA. Diese widerspriichlichen Daten
lassen sich moglicherweise darauf zurlckfiihren, dass die Messwerte bei beiden Verfahren
auBerhalb der linearen dynamischen Reichweite lagen [203].

Bei den beiden Chemokinen IL-8 und MCP-1 wurde unter Zytokinstimulation eine signifikante
Genamplifikationssteigerung festgestellt. Diese Erhohung der beiden Chemokine reprasentiert
vermutlich eine verstdarkte Anlockung von Immunzellen im entziindlich veranderten Gewebe
entlang eines Konzentrationsgradienten im Rahmen der Pathogenese, um dort eine effiziente
Bekampfung von Pathogenen zu erreichen [91,93]. Der Stimulationseffekt auf die IL-8-
Expression war laut qRT-PCR bei LNA-, EPA-, LA- und AA-supplementierten Zellen weiter
gesteigert. Die Ergebnisse der ddPCR differierten hierzu. Laut ddPCR war eine weitere
Steigerung der Genexpression nur bei LA zu verzeichnen, wohingegen es bei Supplementierung
von DHA bzw. AA zu Inhibition des Zytokineffektes kam. Der Blick in die wissenschaftliche
Literatur zeigt, dass sowohl eine Steigerung als auch eine Reduktion der Expression von IL-8
durch AA durch aktuelle Studien gestiitzt werden kann [126,204]. Bei Betrachtung von MCP-1
konnte bei beiden Verfahren eine signifikante Reduktion der Amplifikation unter EPA, DHA und
AA beobachtet werden, wobei diese bei der qRT-PCR jedoch ausschlielRlich in Abwesenheit
einer Zytokinstimulation auftrat. In Tierversuchen konnte ebenfalls eine Reduktion der
Genexpression von MCP-1 unter Supplementierung von EPA und DHA gezeigt werden,
allerdings zeigte sich diese Transkriptionsverminderung unter vorheriger Stimulation mittels

TNF-a [205].

5.3 Gegeniiberstellung von qRT-PCR und ddPCR

Im Zusammenblick aller erfassten Ergebnisse zeigte sich eine gute Vergleichbarkeit zwischen
den Daten der qRT-PCR und den Daten der ddPCR. Die Ubereinstimmung der Effektrichtung
war mit Ausnahme eines getesteten Gens (Adrb2) in allen Fallen gegeben. Das entspricht einer
Ubereinstimmungsrate von 94,7%. Differenzierter fillt das Urteil in Bezug auf das indizierte
Ausmal der Effekte aus. Hier zeigten sich in einigen Fallen teils deutliche Differenzen zwischen
gRT-PCR und ddPCR. Auffillig war hierbei, dass Abweichungen groBer Prozentfaktor 5 fast
ausschlieBlich unter der Voraussetzung auftraten, dass sowohl die Resultate der relativen als
auch der absoluten Quantifizierung auBerhalb der linearen Bereiche der dynamischen
Reichweite der Verfahren lagen. In der wissenschaftlichen Literatur wird im Rahmen der gRT-
PCR ein Idealbereich bei CT-Werten von ca. 15 bis 30 angenommen [206]. Herstellerangaben
der ddPCR sprechen von einem dynamischen Bereich von 0,05 bis 6000 Kopien/ul [18]. Diese
Herstellerangabe sollte jedoch eher kritisch betrachtet werden. Bislang verdffentlichte

Versuchsreihen indizieren einen Bereich der dynamischen Reichweite der ddPCR zwischen 25-
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1500 Kopien/ul mit einem Idealbereich von 100-1000 Kopien/ul [203]. Auch bei den Versuchen
innerhalb dieser Dissertation konnten vermehrt Unsicherheiten und héhere Streuungsmalie
vermerkt werden, wenn die Ergebnisse unterhalb einer Grenze von 50 bzw. oberhalb einer
Grenze von 2000 Kopien/ul lagen. Die Herstellerangabe einer dynamischen Reichweite von
0,05-6000 Kopien/ul weist also eher auf den moglichen Bereich der Detektion hin und ist nicht
als derjenige Bereich anzusehen, innerhalb derer mit validen Ergebnissen gerechnet werden
kann. Gleiches gilt auch fiir die Angaben der qRT-PCR. Die experimentell validierte dynamische
Reichweite der qRT-PCR ist grofRer als die der ddPCR [206]. Innerhalb dieser Spannweite
besteht eine negativ-exponentielle Korrelation zwischen den mittels qRT-PCR ermittelten CT-
Werten und den fiir identische Proben gemessenen Kopienanzahlen pro pl. An Randbereichen
oder bei Werten auRerhalb dieser Grenzen sollte stets eine kritische Evaluierung der
Ergebnisse erfolgen, um Verzerrungen durch Primer-Hybridisierungen, Dimer- und
Schleifenbildungen sowie Auftreten unspezifischer Nebenamplifikate auszuschlieRen
[15,16,207]. Zudem empfiehlt es sich bei beiden Verfahren initial Verdinnungsreihen
durchzufiihren, um Messwerte innerhalb der dynamischen Reichweiten der Analyseverfahren
zu erzielen und somit valide und sichere Ergebnisse zu erhalten. Fir die absolute
Quantifizierung mittels ddPCR sollte hierfiir eine Kopienanzahl von > 100/ul und < 1000/pl
angestrebt werden. Auch ist es ratsam, mehrere technische Replikate mitzufiihren, wobei die
Erhéhung der Validitdt und Sicherheit einerseits und der ©6konomische und zeitliche
Mehraufwand andererseits sorgfaltig abgewogen werden sollten. Im Hinblick auf die gRT-PCR
muss zudem die Stabilitdt und Reliabilitdt der genutzten Referenzgene gewahrleistet sein. In
Meta-Analysen mehrerer Gewebetypen konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit einer
Zytokinstimulation durch Botenstoffe wie TNF-a die Stabilitait und Reliabilitdit wvon
Referenzgenen wie ACTB, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder 18S
deutlich beeinflusst sein kann [208-210]. In der Tat wurde in der vorliegenden Dissertation
speziell bei Ansatz 1 eine Schwéache des genutzten Referenzgens 18S festgestellt, die durch
Unterschiede in den gemessenen CT-Werten zwischen unstimulierten und stimulierten Proben
um etwa 3 bis 3,5 gekennzeichnet waren. Dies schrinkt die Aussagekraft der mittels gRT-PCR
erzielten Daten deutlich ein. Moglicherweise sind hieraus auch erhéhte Abweichungen
zwischen den Ergebnissen der beiden PCR-Verfahren bedingt.

Im Vergleich zur qRT-PCR bietet die ddPCR klare durch Studien belegte Vorteile: (1) keine
Notwendigkeit von externer Kalibrierung mittels Standardkurven, (2) keine Notwendigkeit zur
Nutzung von Referenzgenen und (3) eine deutlich hohere Resilienz gegeniiber unspezifischen
PCR-Inhibitoren und Hintergrund-DNA innerhalb des Versuchsansatzes, wodurch in vielen

Fillen eine héhere Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden kann. Klare Uberlegenheit der
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ddPCR gegeniiber der gRT-PCR konnte in Bereichen gezeigt werden, bei denen die Detektion
geringer Kopienanzahlen notig war, um eine weiterfihrende Aussage treffen zu kénnen,
beispielsweise im Fall von viralen [211] oder kanzerdsen Mutation [212] oder bei der Detektion
von sogenannten Kopienzahlvarianten (engl. copy number variations, CNV) [203].
Demgegeniiber steht allerdings ein erhéhter Kosten- und Arbeitsaufwand der ddPCR
[213,214]. Die Durchfiihrung der ddPCR ist auf das 96-Well-Format beschrankt, so dass der
Probendurchsatz im Vergleich zur qRT-PCR deutlich reduziert ist. Zudem ist der bendtigte
Zeitaufwand pro Durchlauf durch zusatzlich erforderliche Arbeitsschritte erhéht. Auch die
angesprochene Widerstandsfahigkeit gegen PCR-Inhibitoren [15] muss dahingehend
eingeschrankt werden, dass das Ausmal® dieser Resilienz der ddPCR abhéangig von Art und
Menge der vorhandenen Inhibitoren innerhalb der Kompartimente ist [215]. Die Entscheidung
fiir eines der beiden Analyseverfahren kann daher nicht pauschal getroffen werden. Vielmehr
ist durch den Wissenschaftler vorab eine Abwagung der genannten Punkte vorzunehmen, um

die fur die geplanten Untersuchungen optimale Methode auszuwahlen.
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6 Zusammenfassung

Die ddPCR ist eine geeignete Methode zur absoluten Quantifizierung von Zielgensequenzen
und konnte im Laufe der nachsten Jahre zunehmend an Bedeutung gewinnen. Sie bietet
gegenliber der gRT-PCR den Vorteil der Unabhangigkeit von Referenzgenen und ist zudem
dieser Methode bei einigen Versuchskonzepten wund Fragestellungen in ihrer
Reproduzierbarkeit voraus. Vor Anwendung der ddPCR sollte allerdings darauf geachtet
werden die Versuchsbedingungen zu optimieren, u.a. durch die Anwendung von
Verdlinnungsreihen zur Ermittlung der optimalen Zielgenkonzentrationen innerhalb des
Reaktionsansatzes. Auch sollte in Bezug auf 6konomische und zeitliche Faktoren eine strenge
Indikationsstellung fiir diese Methodik getroffen werden.

Im Hinblick auf die innerhalb der Dissertation ermittelten Ergebnisse kann festgestellt werden,
dass sich die Mehrheit der erzielten Daten mit der derzeitigen Studienlage in Einklang bringen
lassen. Im inflammatorischen Milieu kommt es demnach zur (1) Suppression von
vasokonstriktorischen Effekten, (2) Auflosung fester Zell-Zell-Kontakte zur Steigerung der
Paravasation und (3) Verminderung der entziindungsférdernden Effekte des Angiotensin Il
innerhalb einer Inflammation von endothelialem Gewebe. Uberdies bewirkt die
Zytokinstimulation von Endothelzellen die vermehrte Expression (1) der Adhdsionsmolekiile
ICAM-1 und VCAM-1 sowie (2) von pro-inflammatorischen Botenstoffen und Chemokinen. Im
Bereich der Gerinnungsfunktion zeigte sich das Bild einer fulminanten disseminierten
intravasalen Koagulopathie (engl. disseminated intravascular coagulation, DIC). Mit Blick auf
die untersuchten PUFA-Effekte unterstltzen die erzielten Daten den Trend aktueller Studien
zur Lockerung der Einteilung von ausschlieBlich pro- bzw. anti-inflammatorisch wirksamen
PUFA. Zwar lieRen sich zu erwartende Effekte bestdtigen, die dem Muster der anti-
inflammatorisch wirksamen Omega-3-Fettsduren und der pro-inflammatorisch wirksamen
Omega-6-Fettsauren folgen. Allerdings konnten sowohl bei LNA als Vertreter der Omega-3-
Familie als auch bei AA als Mitglied der Omega-6-Familie sowohl anti- als auch pro-
inflammatorische Effekte festgestellt werden. Dies lasst die alte, starre Fassade der Einteilung
der PUFA in ,gut” und ,bose” etwas brockeln und zeigt, dass eine kritischere Betrachtung
angebracht ist, die die Art des Zielgens und die Phase der inflammatorischen Reaktion mit

einbezieht.
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8 Thesen

1.

Die gRT-PCR und ddPCR zeigen (ibereinstimmende Ergebnisse in Bezug auf das
Vorliegen und die Richtung des gemessenen Effektes

Mit steigender Abweichung der ermittelten Daten von gRT-PCR und ddPCR vom
Bereich der linearen dynamischen Reichweite nimmt die Diskrepanz des
Effektausmalies zwischen den Ergebnissen der beiden Verfahren zu

Die Ergebnisse von qRT-PCR und ddPCR zeigen in weiten Bereichen die im Vorfeld
erwartete negativ-exponentielle Korrelation zueinander

Bestimmten CT-Werten lassen sich keine exakten Kopienzahlen/pl zuweisen

Weder qRT-PCR noch ddPCR zeigen eine generelle Uber- oder Unterschitzung eines
Stimulations- bzw. Supplementierungseffektes

Die Stimulationseffekte der untersuchten Zielgene stimmen mit Ergebnissen der
Literatur Uberein

Es kann kein generell anti-inflammatorischer bzw. pro-inflammatorischer Effekt
einzelner verwendeter PUFA festgestellt werden

Keine der beiden angewandten Amplifikationsverfahren zeigt sich der jeweils anderen

gegeniber als generell Gber- bzw. unterlegen
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