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Referat

Zur optimalen Behandlung septischer Patienten bedarf es einer ziigigen und sicheren Diagnose-
stellung. Etablierte diagnostische Parameter erlauben bisher keinen sicheren Ausschluss anderer
Differentialdiagnosen ohne weitere - oft therapieverzogernde - Untersuchungen. Ziel dieser Ar-
beit war daher zu untersuchen, ob Verdnderungen in der Serumkonzentration von miRNAs bei
septischen Patienten als sicheres diagnostisches Kriterium geeignet sind. Zur Ermdglichung wei-
tergehender Studien wurde zudem nach konstitutiv exprimierten miRNAs (,,Housekeepern‘) ge-
sucht, die eine quantitative Bestimmung von miRNAs in septischem Milieu mit dem etablierten
Routineverfahren qRT-PCR erlauben.

Fiir die Studie wurden Serumproben von Patienten mit gesicherter Sepsis, Patienten mit intensiv-
medizinischem Versorgungsbedarf ohne Sepsis sowie gesunden Probanden genutzt. Nach Aus-
wahl potenzieller miRNA-Marker iiber Hochdurchsatz-Sequenzierung und Literaturrecherche
wurde die Expression mittels ddPCR absolut quantifiziert und die diagnostische Aussagekraft mit
klassischen Entziindungsmarkern und intensivmedizinischen Scoring-Systemen verglichen. Zur
Identifizierung potenzieller Housekeeper-miRNAs wurden Zellkulturproben in septischem Mi-
lieu mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung untersucht und die Daten anschlieend mithilfe von
gqRT-PCR und ddPCR validiert.

Alle in der Studie analysierten diagnostischen Parameter hatten nur eine eingeschriankte Aussa-
gekraft. Gegeniiber den klassischen Entziindungsparametern CRP und WBC sowie den intensiv-
medizinischen Scores zeigte sich die einzelne Bestimmung von miRNAs als nicht {iberlegen. Die
Beriicksichtigung der Kopienzahl von miR-193-3p in einem modifizierten SOFA-Score fiihrte
jedoch zu einer klinisch relevanten Steigerung der Validitdt. Die Zusammenfassung mehrerer Pa-
rameter zu einem fiir diagnostische Zwecke optimierten Score kdnnte somit einen vielverspre-
chenden Losungsansatz fiir die Suche nach validen Sepsismarkern darstellen.

Zur Normalisierung von qRT-PCR-Daten konnten die konstitutiv exprimierten miRNAs let-7g-
5p, let-7i-5p, miR-127-3p, miR-151a-5p (humane Endothelzelllinie ,,TIME®) sowie miR-16-5p,
miR-27b-3p, miR-103a-3p und miR-423-3p (murine Makrophagenzelllinie ,,RAW 264.7°) iden-
tifiziert werden. Aufgrund ihrer Stabilitéit in besonderem Mal3e eignen sich hierbei miR-151a-5p,
miR-27b-3p und miR-103a-3p. Die Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit gewebs- und

milieuspezifischer Housekeeper fiir miRNA-Studien unter septischen Umgebungsbedingungen.

Link, Fabian: Sepsis-assoziierte Verdnderungen in der Expression von mikroRNAs im Serum als

diagnostischer Biomarker, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 66 Seiten, 2022
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
AUC Area Under The Curve

CRP C-reaktives Protein

cDNA Complementary DNA

DAMP Danger Associated Molecular Pattern
ddPCR Droplet Digital Polymerase Chain Reaction
DIC Disseminated Intravasal Coagulation

DNA Deoxyribonucleic Acid

GM-CSF Granulomonocyte Colony Stimulating Factor
IFN-y Interferon-y

IFNGR IFN-y-Rezeptor

IL-1B Interleukin-1

IL-1R1 Interleukin-1-Rezeptor-1

IL-1R2 Interleukin-1-Rezeptor-2

IL-6 Interleukin-6

iNOS Inducible Nitric Oxide Synthase

LPS Lipopolysaccharid

miRISC miRNA-induced Silening Complex
miRNA Micro Ribonucleic Acid

mRNA Messenger Ribonucleic Acid

mTNF-a Membrangebundener TNF-a

NLR Neutrophil To Lymphocyte Ratio

PAMP Pathogen-associated Molecular Pattern
PCT Procalcitonin

PRR Pattern Recognition Receptor

ROC Receiver Operating Characteristic
qRT-PCR Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
SAP-Score Simplified Acute Physiology Score

sIL-6R Soluble Interleukin 6 Receptor

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
SOFA-Score Sequential Organ Failure Assessment Score
sTNF-a Soluble Tumor Necrosis Factor o

TACE TNF-a Converting Enzyme

TF Tissue Factor

II



TLR3
TLR4
TNF-o
TNFR1
TNFR2
VCAM-1
WBC

Toll Like Receptor 3

Toll Like Receptor 4
Tumornekrosefaktor-a
TNF-a-Rezeptor 1
TNF-a-Rezeptor 2

Vascular Cell Adhesion Molecule 1
White Blood Cell Count

III



1 Einleitung und Zielstellung

1.1  Definition und Epidemiologie der Sepsis

In ihrer aktuell giiltigen Definition aus dem Jahr 2016 ist die Sepsis beschrieben als ein infekti-
onsbedingtes Syndrom, bei dem eine {iberschieBende Immunantwort tiber verschiedene moleku-
lare Pathomechanismen Endorganschidden und so ein lebensbedrohliches Multiorganversagen
verursacht [1]. Das Konsenspapier verschiedener Fachgesellschaften nennt fiir die Diagnosestel-
lung zwei zu erfiillenden Kriterien: (1.) eine Infektion mit einem Pathogen ohne spezifische Ein-
schrankungen beziiglich des Erregertyps und (2.) eine durch Dysregulation der Immunabwehr
bedingte Fehlfunktion eines Organs beziehungsweise Organsystems [1]. AnstoBpunkt einer Sep-
sis kann somit eine bakterielle, virale, parasitire oder fungale Infektion sein, die {iber verschie-
dene klinische, labormedizinische und mikrobiologische Befunde nachgewiesen werden kann.
Das Kriterium des Organversagens wurde mittels des sequenziellen Organversagensbewertungs-
wert (Sequential Organ Failure Assessment Score, SOFA-Score) fiir die klinische Praxis operati-
onalisiert [1]. Sepsis ist folglich keine einheitliche Krankheitsentitét. Vielmehr beschreibt eine
Sepsis die durch pathophysiologische Gemeinsamkeiten gekennzeichnete Endphase tddlich ver-
laufender Infektionskrankheiten. Das Vollbild der Erkrankung ist der septische Schock; hier fiih-
ren erhebliche Storungen des Herz-Kreislaufsystems und des Zellstoffwechsels zu einem erheb-
lichen Anstieg der Patientensterblichkeit [1].

Das 1992 erstveroffentlichte und 2003 aktualisierte Konzept der Sepsis als infektionsbedingter
Subtyp des Systemischen inflammatorischen Response-Syndroms (Systemic Inflammatory
Response Syndrome, SIRS) wurde mit der Neudefinition verlassen [2, 3]. Die bis dahin giiltigen
SIRS-Kriterien hatten sich als zu unspezifisch erwiesen und waren unabhingig vom Vorliegen
einer Sepsis auf einen Grofteil der kritisch kranken Patienten auf einer Intensivstation anwendbar
[4]. Uber die Neudefinition wurde eine Abgrenzung gegeniiber weniger lebensbedrohlichen so-
wie nichtinfektios bedingten Krankheitszustdnden geschaffen [1]. Die Untergruppe der schweren
Sepsis wurde nicht in das aktualisierte Konsenspapier {ibernommen, wobei sich durch Beriick-
sichtigung der Organdysfunktion in den Sepsiskriterien das Spektrum in den Bereich der

Schwerstkranken verschob.

Die Sepsis ist von einer hohen Letalitdt geprigt. Auch in hochentwickelten Landern ist die effek-
tive Behandlung weiterhin eine Herausforderung. Eine Metaanalyse zur globalen Inzidenz der
Sepsis schitzte fiir die Jahre 2003-2015 jahrlich 437 Félle pro 100 000 Personen bei einer Sterb-
lichkeit von 21% [5]. Das entspriche etwa 31,5 Millionen Sepsisfillen und iiber fiinf Millionen
todlicher Verldufe weltweit [5].



In Deutschland gab es von 2007 bis 2013 mit steigender Tendenz jahrlich 256335 registrierte
Fille pro 100 000 Einwohner mit einer Krankenhaussterblichkeit von 24,3-27,0% trotz guter Ver-
fiigbarkeit intensivmedizinischer Versorgung [6]. Méanner hatten im Vergleich zu Frauen ein 1,8-
faches Risiko eine Sepsis zu entwickeln und ein 2-faches Risiko zu versterben [6].

Eine jiingere Studie zur Epidemiologie der Sepsis in den USA ermittelte eine Gesamtsterblichkeit
von 12,5%, konnte zwischen den Geschlechtern allerdings keinen signifikanten Unterschied er-
mitteln [7]. Eine besonders hohe Letalitit von 45% zeigte sich in einer franzdsischen Studie aus
2005 fiir Septitiden bei nosokomial erworbener Infektion [8]. Die Vergleichbarkeit dieser epide-
miologischen Untersuchungen ist mitunter begrenzt, da diese auf uneinheitlichen Krankheitsde-
finitionen und diagnostischen Kriterien beruhen. Dennoch zeigen die Daten ein weiterhin beste-

hendes erhebliches Sterblichkeitsrisiko fiir betroffene Patienten.

1.2 Pathophysiologie

Definitionsgemil kommt es bei der Sepsis durch eine Infektion zur dysregulierten und systemi-
schen Immunantwort, die im Gegensatz zur geordneten und lokalen Reaktion auf Pathogene die
patienteneigenen Organsysteme schidigt. Die Immunantwort wird durch Zellen der angeborenen
Abwehr initial aktiviert [9]. Zu diesen gehoren dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten,

natiirliche Killerzellen, Monozyten und die sich hieraus entwickelnden Makrophagen [9].

Nach Eindringen eines Keims erfolgt die Bindung von hochkonservierten Pathogen-assoziierten
molekularen Mustern (Pathogen-associated Molecular Patterns, PAMPs), welche sich auf der
Oberflache der Krankheitserreger befinden, an die Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recog-
nition Receptors, PRRs) zirkulierender Abwehrzellen [10]. Zu den PRRs gehoren neben den Toll-
like-Rezeptoren auch die RIG-1-like-Rezeptoren, NOD-like-Rezeptoren und C-Typ-Lektin-Re-
zeptoren [10]. Verschiedene Rezeptortypen binden hierbei an unterschiedliche, zum Teil erreger-
spezifische Biomolekiile. So besitzt etwa der Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3) eine Spezifitit fiir vi-
rale doppelstriangige Desoryribonukleinsdure (Deoxyribonucleic Acid, DNA) [11], wéahrend der
Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) durch das Lipopolysaccharid (LPS) aus der dufleren Membran gram-
negativer Bakterien aktiviert wird [12]. Einige der PRR reagieren auch auf Gefahren-assoziierte
molekulare Muster (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs), die nicht von Pathogenen
stammen, sondern durch Schiadigung korpereigener Zellen freigesetzt werden [13]. Beispielhaft
seien die zytoplasmatischen Molekiile Adenosintriphosphat, Harnsdure, das S100-Protein sowie
die nukledren Proteine HMGB1 und HMGNI1 genannt [13]. Abhingig vom jeweiligen Rezeptor
und der exprimierenden Zelle fiihrt eine Ligandenbindung zur Aktivierung vielfaltiger Signal-
kaskaden, an deren Ende die Bildung immunmodulatorischer Mediatoren steht [10]. So fiihrt eine

Bindung von LPS an TLR4 iiber die Aktivierung des Myeloid-Differentiation-Primary-Response-



Gene-88 (MyDB88)-abhingigen Signalwegs sowie des Toll-IL-1-Resistance-Domain-containing-
Adaptor-inducing-IFN-f (TRIF)-abhéngigen Signalwegs zur Bildung der Effektoren C-X-C-mo-
tif-Ligand 10 (CXCL10), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Granulozyten-Monozyten-Kolonien-
stimulierenden Faktor (Granulomonocyte Colony Stimulating Factor, GM-CSF), Interleukin-1
(IL-1p), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10) sowie der induzierbaren NO-Synthase
(inducible NO Synthase, iNOS) [14, 15].

Uber die Freisetzung dieser Effektoren durch ansissige Immunzellen werden umliegende Gefife
zur besseren Durchblutung des Gewebes dilatiert [16]. Das Endothel schiittet chemotaktische Zy-
tokine aus und exprimiert adhédsive Molekiile auf der Oberfléche, um eine Einwanderung weiterer
Abwehrzellen in das Gewebe zu ermdglichen [16]. Vermittelt iiber Selektine und das vaskuldre
Zelladhdsionsmolekiil 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1, VCAM-1), das an a4f1-Integrin
auf Leukozyten bindet, werden an der GefdBwand entlangstromende Abwehrzellen gebremst und
die Transmigration ins Gewebe initiiert [16]. Durch diese Rekrutierung zusitzlicher Immunzellen
soll eine lokale Infektionskontrolle erreicht werden. Das besser durchblutete Gewebe erwarmt
sich und schwillt durch eine erhohte Endothelpermeabilitét an [17]. Die ausgeschiitteten Zytokine
fiihren iiber Sensibilisierung von Nozizeptoren zu Hyperalgesie [17]. So kommt es zu den klassi-
schen Zeichen der Entziindung: Rotung, Schwellung, Schmerz, Uberwidrmung und Einschrin-

kung der Funktion [17].

Die gleichzeitige Freisetzung entziindungsfordernder wie -hemmender Faktoren moduliert und
begrenzt die Inflammation [18]. Die Aktivitit des Immunsystems fokussiert sich so auf das be-
fallene Kompartiment [18]. Wird die Erregerausbreitung jedoch nicht eingeddmmt, kénnen die
Pathogene kontinuierlich umliegende Gewebe infizieren und schlieBlich tiber himatogene oder
lymphogene Absiedlung in eine Allgemeininfektion iibergehen. Infolgedessen kann es durch eine
iibermifige Freisetzung proinflammatorischer Zytokine im Rahmen eines ,,Zytokinsturms* zur
Dysbalance der Mediatoren und Uberaktivierung des Immunsystems kommen. Das eigentlich

streng lokale entziindliche Milieu folgt der Allgemeininfektion nach und generalisiert [19].

Parallel zur Organschédigung durch tiberméBige Immunaktivitét ldsst sich bei septischen Patien-
ten insbesondere nach prolongiertem Krankheitsverlauf auch eine erworbene Immundefizienz
durch Apoptose von Zellen der angeborenen und erworbenen Abwehr beobachten [20]. Das Aus-
mal des lymphozytdren Zelluntergangs ist iiber eine gesteigerte Anfalligkeit fiir Sekundéirinfek-

tionen mit dem Outcome assoziiert [21].



1.3  Klinisches Bild

Die individuellen Auspriagungen der Sepsis sind vielfaltig. Neben der Konstitution des Patienten
spielen hier insbesondere das jeweilige Pathogen und die aktivierten inflammatorischen Signal-
kaskaden eine entscheidende Rolle [22]. Die pathophysiologischen Korrelate auf Gewebeebene
sind Endothelschidigung sowie gestorte Vasomotorik; die resultierende Schrankenstérung fiihrt
zum Austritt von Fliissigkeit, Proteinen und Zellen in das Interstitium [23]. Typische Folgen sind
ein akutes Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS) durch eine diffuse
Schadigung des pulmonalen Gewebes mit Diffusionsstorung, ein akutes Nierenversagen bei Be-
teiligung renaler GefdBe und die septische Enzephalopathie bei desintegrierter Blut-Hirn-
Schranke [9]. Das Herz-Kreislaufsystem ist aufgrund einer massiven Freisetzung von Stickstoff-
monoxid durch die iNOS beeintrachtigt [24]. Es kommt zur reduzierten kardialen Kontraktilitét
mit kombinierter systolisch-diastolischer Dysfunktion sowie zu massiver Vasodilatation mit kon-
sekutivem Blutdruckabfall bis zum Schock [24]. Initial ist der kardiale Auswurf trotz myokardi-
aler Dyskinesie durch den reduzierten GefaSwiderstand erh6ht, im Verlauf féllt dieser jedoch ab

und es kommt zur peripheren Minderperfusion [24].

Eine erhohte Expression von Gewebefaktor (Tissue Factor, TF) auf Monozyten, die gesteigerte
Freisetzung prokoagulatorischer Faktoren und eine gestorte Endothelfunktion begiinstigen die in-
travasale Gerinnung [25]. Entsprechend kann sich im Rahmen einer Sepsis eine disseminierte
intravasale Koagulation (Disseminated Intravasal Coagulation, DIC) mit sowohl zahlreichen
Thrombosen als auch einer Blutungsneigung durch verbrauchte Gerinnungsfaktoren entwickeln

[25].

Die im Verlauf der Erkrankung auftretende Immunsuppression kann iiber sekundére Infektionen

oder Reaktivierung latenter Virusinfektionen zu weiteren Komplikationen fiihren [20].

1.4 Diagnostik

Aufgrund der vielfdltigen Auspriagungen des Krankheitsverlaufs und der Notwendigkeit frither
Intervention bei einem fulminantem Fortschreiten der Organschéden ist eine rein klinische Diag-
nosestellung problematisch [26]. Zwar ist die Sepsis in der revidierten Definition klar als Anstieg
des SOFA-Scores um 2 Punkte bei Infektionsnachweis operationalisiert, fiir die klinische Praxis
sind diese Kriterien zur frithzeitigen Diagnostik jedoch nur eingeschrankt geeignet. Insbesondere
der sichere Infektionsnachweis, der meist per mikrobiologischer Anzucht gelingt, ist ein zeitauf-
wendiger Prozess. In einer padiatrischen Multicenterstudie von 2014 dauerte es durchschnittlich
15,4 Stunden bis zu einem ersten positiven Blutkulturbefund, erst 24 Stunden nach Probenent-

nahme waren 90% der Erreger bestimmt [27]. Fiir einzelne Erregerarten lag die durchschnittliche



Bestimmungszeit bei bis zu 59 Stunden [27]. Dem entgegen steht die Zielstellung des ,,one hour
sepsis bundle*: diese zielt auf einen strukturierten Beginn der Behandlung inklusive antiinfektiver
MaBnahmen binnen einer Stunde nach Krankenhausaufnahme ab, da eine verzdgerte Diagnose
als outcomerelevanter Parameter identifiziert wurde [28, 29]. Auch ist die Sensitivitdt der Blut-
kultur als mikrobiologischer Goldstandard in der Sepsisdiagnostik in Abhéngigkeit von der An-
zahl der entnommenen Blutkulturen deutlich eingeschrankt [28, 30]. Eine in der klinischen Praxis
héufig vorkommende vorzeitige Gabe von Antibiotika kann die Detektionsrate weiter reduzieren

[31].

Die Surviving Sepsis Campaign definierte daher bereits im Jahr 2018 die Identifizierung von Bi-
omarkern, die eine frithzeitige und verléssliche Sepsisdiagnostik ermoglichen, als eines der wich-
tigsten Forschungsziele zur Verbesserung der Patientenoutcomes [32]. Die Studienlage konnte
hierbei — trotz zahlreicher Untersuchungen zu verschiedenen Biomolekiilen — noch keinen opti-

malen Krankheitsmarker validieren.

1.4.1 Klassische Laborparameter

Weit verbreitet in der Diagnostik der Sepsis sind die klassischen Inflammationsmarker Leukozy-
tenzahl im Vollblut (White Blood Cell Count, WBC) sowie die Konzentrationen der Eiweille C-
reaktives Protein (CRP) und Procalcitonin (PCT) im Serum [33].

Der WBC ist ein weltweit verfiigbarer und kostengiinstig bestimmbarer Parameter, der hierdurch
in der Routinediagnostik entziindlicher Krankheitszustéinde grole Verbreitung gefunden hat. Al-
lerdings ist die Leukozytenzahl auch beeinflusst durch zahlreiche andere Faktoren — etwa hama-
tologisch-onkologische Krankheiten, Glukokortikoidbehandlung, Traumata, Schwangerschaft,
Tabakkonsum und ein hohes Lebensalter [34-37]. Entsprechend zeigten sich in Studien zur diag-
nostischen Aussagekraft bei Sepsis Sensitivititen und Spezifititen von unter 60% [38-41]. Die
Feindifferenzierung der Leukozyten zur Berechnung des Neutrophilen-Lymphozyten-Quotienten
(Neutrophil To Lymphocyte Ratio, NLR) kann hierbei die diagnostische Validitit steigern [42,
43].

CRP gehort zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine [44]. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe
von Plasmaproteinen, deren Konzentration sich im Rahmen akuter und chronischer entziindlicher
Prozesse kurzfristig verdndert [44]. Das aus flinf gleichen Untereinheiten bestehende cyclische
Pentamer CRP wird maBgeblich in der Leber synthetisiert und wirkt regulatorisch auf verschie-

dene Zellen der angeborenen Abwehr und das Gerinnungssystem [45]. Bei gleichzeitiger Bindung



von Komplementfaktor C1q und Phosphocholin, das auf der Oberflache bakterieller, eukaryoti-
scher und fungaler Zellen vorkommt, hat CRP zudem eine opsonierende Wirkung [45]. Fiir die
Diagnostik infektioser Prozesse wurden fiir den CRP-Spiegel im Blut eine hohere Sensitivitit und
Spezifitit dokumentiert als fiir den WBC [46, 47]. Durch inflammatorische Stimuli wird eine
erhebliche Verdnderung der Plasmakonzentrationen bewirkt; gegeniiber gesunden Personen kann
die Konzentration um den Faktor >300 vergroBert sein [44]. Zur Differentialdiagnose der Sepsis
bei kritisch kranken Patienten ist allerdings auch dieser Marker nur eingeschrinkt geeignet [48,
49]. Storfaktoren, die den individuellen Ausgangswert gegeniiber der Normalbevdlkerung veran-
dern und so die Interpretation verdnderter CRP-Spiegel erschweren konnen, sind unter anderem
onkologische, rheumatologisch-autoimmune, hepatologische und pulmologische Erkrankungen,

Alter und Adipositas [37, 50-54].

Ebenfalls zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine gehort PCT, der Protein-Vorldufer des Proteohor-
mons Calcitonin [55]. Zur Regulation der Calcium-Homgostase wird Preprocalcitonin in den neu-
roendokrinen C-Zellen der Schilddriise synthetisiert, aus dem proteolytisch PCT und hieraus das
hormonell aktive Calcitonin gebildet werden [55]. Das bei entziindlichen Prozessen zum Teil um
mehrere Groflenordnungen ansteigende PCT im Blutplasma stammt jedoch nicht aus der Schild-
driise; vielmehr wird durch Zytokine eine Synthese in zahlreichen extrathryeoidalen Geweben,
unter anderem in Leber, Lunge und Hoden stimuliert [56-58]. Zahlreiche Studien haben die Eig-
nung von PCT in der Sepsisdiagnostik untersucht, hdufig im direkten Vergleich mit CRP. In einer
groBen Metaanalyse aus dem Jahr 2006 konnte sowohl eine erhohte Sensitivitét als auch diagnos-
tische Genauigkeit nachgewiesen werden. Dennoch blieb bei Diagnostik auf PCT-Basis der Se-
rumspiegel in jedem fiinften Kasus unter den in den Studien gesetzten Grenzwerten, sodass auch
dieser Parameter nicht als eindeutig interpretierbare Losung betrachtet werden kann [59]. Dieses

Ergebnis bestitigte sich in auch einer jliingeren Metaanalyse aus dem Jahr 2013 [60].

1.4.2 Zytokine

Die Zell-Zell-Kommunikation zur Regulation der Proliferation und Differenzierung von Immun-
zellen bei entziindlichen Prozessen wird vermittelt {iber die Ausschiittung und Rezeption von Zy-
tokinen [9]. Zu dieser heterogenen Gruppe von Proteinen gehdren sowohl proinflammatorische
(TNF-a, Interleukin 1, IL-6, Interleukin 12, Interferon-y (IFN-y), Makrophagen-Migrations-inhi-
bierender-Faktor) als auch entziindungshemmende (Interleukin 4, Interleukin 10, transformieren-
der Wachstumsfaktor f) Mediatoren, die ihre Wirkung tiber eine Vielzahl von Signalkaskaden
entfalten [61]. Im Rahmen der Sepsis nehmen proinflammatorische Zytokine eine zentrale Rolle
ein: die Ausschiittung unphysiologisch hoher Mengen der Mediatoren im Rahmen eines ,,Zyto-

kinsturms* wird als grundlegender pathophysiologischer Mechanismus betrachtet, was etwa



durch die Anwendung zytokinadsobierender Verfahren auch in der klinischen Praxis beriicksich-
tigt wird. [62, 63]. Die Messung der Serumkonzentration bestimmter Zytokine zur Diagnostik der

Sepsis wurde bereits frith diskutiert. Im Fokus standen vorrangig TNF-o, und IL-6.

TNF-o wird maBgeblich nach Stimulation von Gewebsmakrophagen der monozytiren Linie
(Langerhans-Zellen, Hortega-Zellen, Kupffer-Zellen, Alveolarmakrophagen) sezerniert [64].
Hierfiir wird membrangebundener TNF-a auf der Leukozytenoberfldche durch das TNF-a-kon-
vertierende Enzym proteolytisch zum aktiven 16slichen TNF-a gespalten [64]. Seine Wirkung als
proinflammatorischer Mediator entfaltet TNF-a durch Bindung an die TNF-a-Rezeptoren Typ 1
und 2 (TNFR1, TNFR2) [64]. Uber diese wirkt der Mediator unter anderem regulierend auf die
Proliferation und Apoptose von Makrophagen sowie stimulierend auf die Migration von Makro-
phagen ins Gewebe [64]. Die Studienlage zu erhéhten Blutspiegeln von TNF-o bei septischen
Patienten ist uneindeutig, moglicherweise bedingt durch eine kurze Halbwertszeit und dadurch

hohe Abhéngigkeit des Messergebnisses vom Zeitpunkt der Probenentnahme [65-67].

Das ebenfalls proinflammatorisch wirkende IFN-y ist der einzige Vertreter der Typ-II-Interferone
und wird hauptséchlich von Zellen der angeborenen und adaptiven Immunabwehr ausgeschiittet
[68]. Stimulation durch Interleukin-12 und Interleukin-18 fiihrt bei Antigen-présentierenden Zel-
len, NK-Zellen und T-Lymphozyten zur Sekretion von IFN-y [68]. IFN-y hat insbesondere in
Friihphasen einer Infektion eine relevante direkte antivirale Wirkung. Uber Bindung an den IFN-
v-Rezeptor (IFNGR) vermittelt es zudem immunmodulatorische Effekte durch Regulation der
Transkription zahlreicher Gene [68]. Obwohl mechanistische Uberlegungen, die einen Anstieg
des IFN-y-Serumspiegels bei Sepsis vermuten, anhand der physiologischen Wirkung des Zyto-
kins plausibel erscheinen, konnte dieser Zusammenhang bisher nicht empirisch bestétigt werden

[69].

Das zur Interleukin-1-Zytokinfamilie gehorende IL-13 wird groBtenteils von aktivierten Makro-
phagen synthetisiert [70]. Seine Wirkung vermittelt IL-1p durch die Bindung an Interleukin-1-
Rezeptor-1 (IL-1R1) und Interleukin-1-Rezeptor-2 (IL-1R2), die beide sowohl in membrange-
bundener als auch 16slicher Form vorkommen [70]. IL-1R1 wird von Fibroblasten, T-Lymphozy-
ten und Gefédfendothelzellen gebildet, wohingegen sich IL-1R2 insbesondere auf den Zellen der
Blutbildung sowie B-Lymphozyten findet [70]. Wahrend IL-1R1 iiber MyD8&8-stimulierte Sig-
nalwege intrazelluldre Prozesse reguliert, ist [L1-R2 ein Koderrezeptor ohne gekoppelte intrazel-
luldre Wirkung — seine Expression auf Zellen wirkt demzufolge hemmend auf die umliegenden
IL-1R1 [70]. An IL-1R1 gebundenes IL-1B bewirkt als entziindungsférdernder Mediator eine

Freisetzung von Vasodilatatoren und chemotaktischer Stoffe, wodurch eine verstirkte Leukozy-



teneinwanderung erreicht wird [70]. Uber die Bildung entziindungsférdernder Prostaglandine in-
duziert 1L-1p eine Erhohung der Korperkerntemperatur bis zum Fieber [71]. Zur Eignung des IL-

1P als diagnostischer Sepsismarker wurden bisher keine klinischen Studien verdffentlicht.

IL-6 konnte als einziges Zytokin Relevanz als klinisch-chemischer Parameter in der Praxis etab-
lieren [72]. Insbesondere wird es im Bereich der padiatrischen Intensivmedizin eingesetzt, da bei
Neonaten die eingeschrénkte Leberfunktion eine deutlich reduzierte Akute-Phase-Antwort be-
dingt, wodurch CRP und PCT keine vergleichbaren Anstiege wie bei erwachsenen Patienten zei-
gen [72]. Das Zytokin wird hauptsdchlich in Monozyten und Makrophagen produziert, kann aber
auch von B- und T-Lymphozyten, Endothelzellen sowie von Binde- und Fettgewebe sezerniert
werden [73]. Man unterscheidet bei der IL-6-Wirkung den klassischen Signalweg vom trans-Sig-
nalweg [74]. Der klassische Signalweg vermittelt antiinflammatorische Wirkungen {iber den
membrangebundenen Interleukin-6-Rezeptor (mIL-6R) und ist limitiert auf Zellen mit Expression
von mIL-6R [73, 74]. Dagegen wirkt der trans-Signalweg iiber den l6slichen Interleukin-6-Re-
zeptor (sIL-6R), welcher liber das ubiquitér gebildete Glykoprotein-130 auch an Zellen ohne mIL-
6R binden und dort proinflammatorische Effekte bewirken kann [73, 74]. Wichtige systemische
Wirkungen des IL-6 sind etwa die Initiierung der Akuten-Phase-Reaktion und die Modulierung
von Zellbildung und -differenzierung im Rahmen der Entziindung [73, 74]. Septische Patienten
zeigen erhohte Serumspiegel von Interleukin-6, die mit Krankheitsschwere und dem Patienten-
outcome korrelieren [75, 76]. Zur diagnostischen Validitit bei erwachsenen septischen Patienten
existieren einige Studien, die einen Vorteil in der diagnostischen Prézision gegeniiber den Akute-
Phase-Proteinen anzeigen [67, 77, 78]. Allerdings gibt es auch hier Storvariablen. So steigt der
IL-6-Serumspiegel selbst nach gering invasiven chirurgischen Eingriffen und im Rahmen einer

Transplantatreaktion signifikant an [79, 80].

1.4.3 Intensivmedizinische Scores

Ein medizinischer Bewertungswert (Score) ist eine Erhebung, die verschiedene Messwerte unter-
schiedlicher physikalisch-chemischer Einheiten auf einen Punktwert reduziert, um eine spezifi-
sche Fragestellung zu beantworten. In der Intensivmedizin werden verschiedene Scoring-Systeme
zur Beurteilung der Patienten eingesetzt. Hiufige Anwendung finden der Vereinfachte-Akut-Phy-
siologie-Bewertungswert (Simplified Acute Physiology Score, SAP-Score) sowie der SOFA-

Score.

Der SAP-Score in der revidierten zweiten Version fasst Alter sowie einige Vital- und Laborpara-
meter zusammen, um den allgemeinen gesundheitlichen Zustand des Patienten auf einer Punk-

teskala von 0 bis 163 zu beschreiben [81]. Ein hoherer Punktwert zeigt hierbei eine schlechtere



korperliche Verfassung an [81].. Entwickelt wurde der Score fiir die Einschitzung von Probanden
klinischer Studien, anschlieBend folgte die Validierung fiir die Verwendung als klinischer Prog-

noseschatzer [82, 83].

Der SOFA-Score dagegen wurde initial entworfen, um den progredienten Organausfall bei inten-
sivmedizinischen Patienten im Zeitverlauf abzubilden [84]. Aus sechs Vital- und Laborparame-
tern wird hier ein Punktwert von 0 bis 34 bemessen, der ebenfalls mit einem schlechterem Allge-
meinzustand ansteigt [84]. Auch fiir den SOFA-Score wurde in einigen Studien der Nutzen fiir

die Prognosestellung untersucht und bestétigt [84-86].

Insgesamt handelt es sich sowohl beim SAP- als auch SOFA-Score um gut validierte Werkzeuge
zur Prognoseabschétzung bei kritisch kranken Patienten, ihre Wertigkeit in der Diagnosefindung

wurde dagegen bislang nicht diskutiert.

1.44 miRNAs

Mikro-Ribonukleinséuren (Micro Ribonucleic Acid, miRNA) sind kurzkettige Nukleinséuren mit
einer Lange von 18-24 Basenpaaren, die nicht selbst in Eiweile translatiert werden, sondern in
der Steuerung der Genexpression wirksam sind. Hierfiir kann eine miRNA durch Bindung an
bestimmte intrazelluldre Proteine einen miRNA-induzierten Silencing-Komplex (miRNA-In-
duced Silening Complex, miRISC) bilden [87]. Der miRISC als funktionelle Einheit bindet dann
an Boten-Ribonukleinsduren (Messenger Ribonucleic Acid, mRNA); in Abhéngigkeit von der
Komplementaritit der Basenpaare kommt es dadurch zur Hemmung der Translation oder Zersto-
rung der mRNA [87]. Insgesamt sind derzeit (Stand 03/2022) 1917 verschiedene miRNAs beim
Menschen bekannt [88].

Entsprechend ihrer Funktion finden sich miRNAs im Zytosol; sie konnten jedoch auch in allen
anderen Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden, wobei unklar ist, ob freie miRNA eine biolo-
gische Funktion hat [89]. Mit Nachweis der freien miRNA stellte sich die Frage nach der Eignung
als Biomarker, zuerst im Bereich der Onkologie. Hier gibt es bereits zahlreiche Studien, die
miRNA-Spiegel als sowohl diagnostische als auch prognostische Tumormarker validieren [90].
Auch im Bereich der Sepsisdiagnostik wurden einige Studien zur Eignung spezifischer miRNAs
durchgefiihrt. Bei genauerer Betrachtung der Literatur fillt auf, dass die in den Untersuchungen
erhobenen Daten zum Teil widerspriichlich sind [91-95]. Zwar konnte in den Studien jeweils flir
spezifische miRNAs ein Anstieg der Serumkonzentration bei septischen Patienten festgestellt

werden, eine Bestitigung der postulierten miRNA-Marker liber mehrere Studien hinweg gelang



jedoch bisher nicht. Neben den unterschiedlichen zugrunde liegenden Sepsisdefinitionen kann

eine mogliche Erklarung in der diffizilen Quantifizierung von miRNAs liegen.

1.5 miRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR

Um miRNAs als Biomarker fiir Erkrankungen wissenschaftlich untersuchen und gegebenenfalls
langfristig auch in der klinischen Praxis nutzen zu konnen, ist eine zuverlédssige Quantifizierungs-
methode vonnéten. Mit der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Quantitative Real-
Time Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR) steht den Laboren hierfiir ein etabliertes Bestim-
mungsverfahren zur Verfiigung.

Zur Quantifizierung einer spezifischen doppelstringigen DNA mittels qRT-PCT wird die aufbe-
reitete Probe mit thermostabiler DNA-Polymerase, dem fiir die Reaktion notwendigen Substrat
und Primern versetzt [96]. Primer sind kurze Oligonukleotide, deren Basenabfolge komplementér
zu den Einzelstrangen der zu untersuchenden Nukleinsdure ist [96]. Fiir die Untersuchung von
RNA-Proben muss vor Durchfiihrung einer qRT-PCR die RNA in komplementire DNA (com-
plementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Hierfiir wird die Probe mit dem urspriinglich
in Retroviren entdeckten Enzym Reverse Transkriptase versetzt [97]. Die Erhitzung der cDNA-
Probe und das anschlieBende Abkiihlen in einem Thermocycler fithren zur Aufspaltung des Dop-
pelstranges und Bindung der Primer an die komplementéren Einzelstrdnge, sodass nach einer er-
neuten Temperaturanpassung die DNA-Polymerase den gebundenen Primer-Strang vervollstén-
digt [96]. An die nun doppelstringige DNA kann sich ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff
anlagern, dessen Fluoreszenzausbeute hierdurch zunimmt [98]. Dies kann iiber eine optische
Messeinrichtung im Thermocycler tiber den Verlauf der PCR gemessen werden [96].

Durch Wiederholung dieser Reaktionszyklen kommt es zur Vervielfaltigung des urspriinglichen
Probenmaterials mit initial exponentiellem Anstieg gefolgt von einer Sittigungsphase durch er-
schopfte Substrat- und Primermengen [96]. Analog zur zunehmenden DNA-Menge steigt auch
die Menge interkalierten Farbstoffs und somit die Lichtemission an. Uberschreitet die gemessene
Lichtmenge einen definierten Grenzwert, wird dies als qualitativer Nachweis fiir das jeweils un-
tersuchte Gen gewertet. Die Zahl der bendtigten Replikationszyklen bis zum Uberschreiten des
Grenzwerts, der Schwellen-Zyklus (cycle threshold, Ct), gibt dann eine semiquantitative Aus-

kunft tiber die urspriingliche Substratmenge [99].

1.5.1 Housekeeper

Um die Qualitit quantitativer Bestimmungen zu verbessern, miissen in den Proben konstitutiv
exprimierte Gene (housekeeping genes, Housekeeper) als interne Kontrolle mitbestimmt werden
[99, 100]. Die Expression des Zielgens wird dann innerhalb der Probe zur Housekeeperexpression

ins Verhiltnis gesetzt, um interindividuelle biologische Varianz sowie systemische Fehler, die im
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Rahmen der Probenbearbeitung entstehen, zu korrigieren [100, 101]. Hierbei muss eine von den
Versuchsbedingungen unabhingige, stabile Expression des Houskeepers gewahrleistet sein, da
ansonsten die Normalisierung fehlschldgt und die Qualitéit des Datensatzes erheblich gemindert
wird [102]. Aufgrund der geringen Zahl an Basenpaaren und der typischen rdumlichen Haarnadel-
Struktur von miRNAs sind die in der DNA-Analytik hiufig genutzten, deutlich ldngeren Hous-
ekeeper untauglich [102]. Hier ist eine Anpassung fiir miRNA-Studien notwendig; prinzipbedingt
eignen sich durch analoge biochemische Eigenschaften hierfiir insbesondere andere miRNAs
[102, 103]. Problematisch fiir die Auswahl eines Housekeepers fiir Studien unter septischen Be-
dingungen ist der Umstand, dass in stark inflammatorisch gepridgten Milieus konstitutiv expri-
mierte Housekeeper alterniert sein kdnnen, die durch andersartige Experimentalbedingungen

kaum beeinflusst werden [104-106].

1.5.2 ddPCR

Eine Alternative zur Housekeeper-abhéngigen Quantifizierung von Nukleinséduren mittels qRT-
PCR ist die absolute Quantifizierung per digitaler Tropfchen-Polymerasekettenreaktion (Digital
Droplet Polymerase Chain Reaction, ddPCR).

Bei dieser Variante der PCR wird vor Eingabe der Probe in den Thermocycler durch Zugabe von
Ol eine Wasser-in-Ol-Emulsion hergestellt [107]. Durch spezielle technische Verfahren wird an-
schliefend das Probenvolumen in dieser Emulsion auf etwa zwanzigtausend Tropfchen mit einem
Volumen von einem Nanoliter aufgeteilt [107]. In jedem Tropfchen l&duft nun im Thermocycler
separat voneinander die Amplifikation der cDNA ab [107]. Hierbei finden keine Zwischenmes-
sungen statt; Amplifikation und Messung sind getrennte Experimentalschritte [107]. Nach Ab-
schluss einer vordefinierten Anzahl an PCR-Zyklen wird nun die Probe, vergleichbar mit der
Durchflusszytometrie, iiber feine Kapillaren gefiihrt und die Fluoreszenzantwort jedes Tropf-
chens separat bestimmt [107]. Die Verteilung der cDNA-Molekiile bei der Generierung der
Tropfchen folgt der Poisson-Verteilung, sodass sich die absolute Anzahl an Nukleinséduremole-
kiilen statistisch berechnen lésst [107]. Durch die absolute Quantifizierung besteht bei der ddPCR
keine Notwendigkeit, einen Housekeeper zu verwenden. Die ddPCR ist demzufolge auch fiir Un-
tersuchungen geeignet, fir deren Experimentalbedingungen noch keine validierte Referenznuk-

leinsdure vorliegt.
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1.6 Zielstellung

Die Rolle der miRNAs fiir die Diagnostik der Sepsis ist insgesamt unklar. Zwar wurden bereits
Studien publiziert, die einen diagnostischen Mehrwert gegeniiber anderen molekularen Markern
postulieren, den Weg in die Routinediagnostik fand dies bisher jedoch nicht. Die in diesem The-
menfeld bislang durchgefiihrten Untersuchungen, die maB3geblich auf eine Quantifizierung der
miRNAs mittels qRT-PCR setzten, weisen nur eine eingeschrénkte externe Validitit auf. Durch
die Verwendung nicht validierter Referenznukleinsiuren ist die Ubertragbarkeit der Datensitze
stark eingeschrinkt. Zudem fand selten ein unmittelbarer Vergleich mit anderen diagnostischen
Verfahren statt, was die abschlieBende Bewertung erschwert. Eine Zielstellung dieser Arbeit war
daher, mittels einer Housekeeper-unabhingigen Methode zu evaluieren, welches Potenzial miR-
NAs fiir die Sepsisdiagnostik bieten. Zur besseren Einordnung der Ergebnisse wurden WBC,
CRP, proinflammatorische Zytokine sowie SOFA- und SAP-Score bei derselben Studienkohorte
erhoben. Um die Aussagekraft der Studie zu erhohen, wurde die Kohorte der Sepsispatienten mit
zwei Kontrollgruppen verglichen: neben einer Kontrollgruppe bestehend aus gesunden Proban-
den wurde zusétzlich eine zweite Kontrollgruppe aus nichtseptischen Intensivpatienten in die Stu-

die integriert.

Damit bei moglicher hoher diagnostischer Giite eines miRNA-Markers weitere Studien und eine
Implementierung in die Routinediagnostik gelingen kdnnen, muss eine Quantifizierung mittels
gRT-PCR ermoglicht werden, die das etablierte Standardverfahren in wissenschaftlichen und kli-
nisch-chemischen Laboren darstellt. Entsprechend war eine weitere Zielstellung der vorliegenden
Arbeit die Identifizierung eines geeigneten Housekeepers fiir miRNA-Studien unter septischen
Bedingungen. Auf Basis von Zellkulturproben im inflammatorischen Milieu wurde mittels Hoch-
durchsatz-Sequenzierung nach besonders stabilen miRNAs gesucht. AnschlieBend wurden die
Ergebnisse mittels qRT-PCR und ddPCR-Versuchen validiert. Zur Priifung eines potentiellen
Einflusses des Zelltyps auf die miRNA-Expression wurde die Untersuchung sowohl mit der en-
dothelialen Zelllinie TIME als auch mit der Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 durchgefiihrt, um

so nicht nur milieu-, sondern auch gewebespezifische Haushaltsgene zur Verfiigung zu stellen.
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2  Diskussion

2.1 miRNAs in der Sepsis-Diagnostik

Auch fiir die moderne Medizin stellt die Behandlung septischer Patienten mit ihrer komplexen
Pathophysiologie und den vielféltigen akuten und chronischen Folgeschdden eine Herausforde-
rung dar. Fiir das Outcome der Patienten ist dabei entscheidend, dass die Behandlung nicht durch
einen langen Diagnoseprozess verzdgert wird [28, 29]. Durch einen idealen Biomarker kénnte die
Diagnosefindung deutlich vereinfacht und beschleunigt werden. Die etablierten Entziindungszei-
chen wie CRP oder WBC sind jedoch unspezifisch und konnen fiir sich stehend weder eine Di-
agnose sichern noch ausschlieBen. Die Identifizierung neuer Laborparameter mit hoherer Sensi-
tivitdt und Spezifitat fiir Sepsis ist daher eines der vorrangigen Forschungsziele zur Verbesserung

der Patientenversorgung [32].

Die miRNAs sind eine vielfach diskutierte Molekiilklasse, fiir die jedoch héufig in Studien an
Sepsispatienten kein diagnostischer Mehrwert belegt werden konnte. Einige wenige Autoren be-
schreiben fiir ausgewdhlte miRNAs herausragende Eigenschaften [91-95]. Bei kritischer Priifung
dieser Forschungsliteratur féllt jedoch auf, dass beziiglich der moglichen Marker-miRNAs grofe
Uneinigkeit besteht [91-95]. Trotz weitgehender methodischer Uberschneidung kommen die Stu-
dien mit jeweils hoher statistischer Effektstidrke und Signifikanz zu widerspriichlichen Ergebnis-
sen, sodass eine abschlieBende Bewertung bisher nicht mdglich war. Diese inkonsistente Daten-
lage konnte durch fehlerhafte Normalisierung von Rohdaten zu erkléren sein. Das hdufig in Stu-
dien zur Quantifizierung von miRNAs genutzte Verfahren der qRT-PCR erfordert diesen Daten-
bearbeitungsschritt, um biologische Schwankungen und Ungenauigkeiten in der manuellen
Durchfiihrung der Experimente zu korrigieren [99]. Dabei ist die Qualitdt der normalisierten Da-
ten unmittelbar vom gewiéhlten Housekeeper abhéngig, einer Nukleinsdure mit moglichst von den
Experimentalbedingungen unabhéngiger Expression. Fiir die Studien zur Sepsisdiagnostik wur-
den zwar grundsitzlich fiir miRNA-Quantifizierungen geeignete kleine nichtkodierende Nukle-
insduren wie U6 ausgewahlt. Allerdings ist keiner der genutzten Housekeeper fiir ein septisches
Milieu validiert. Es ist bekannt, dass unter dem Einfluss eines stark inflammatorisch gepréigten
Milieus auch sonst konstitutiv exprimierte Nukleinsduren verdndert sein kdnnen [105, 106]. Mit
ungetesteten Housekeepern normalisierte Datensétze konnen daher nur als Screeningdaten ver-

wendet werden und bediirfen einer weiteren experimentellen Bestitigung.
Um eine mogliche Nutzung von miRNAs in der Sepsisdiagnostik kritisch zu tiberpriifen, fithrten

wir daher eine Validierungsstudie durch. Hierfiir wurden zwdlf Patienten mit gesicherter Sepsis

und zwolf Patienten mit intensivmedizinischem Betreuungsbedarf ohne Sepsis auf unserer anés-
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thesiologisch gefiihrten Intensivstation bei Aufnahme Blutproben entnommen. Als weitere Kon-
trollgruppe wurden zudem zwolf Blutspender des universititseigenen Blutspendedienstes in die
Studie eingeschlossen. Um einen direkten Vergleich mit etablierten Laborparametern zu ermog-
lichen, bestimmten wir bei jedem Patienten CRP und WBC sowie die Konzentrationen der Zyto-
kine IL-1p, IL-6, TNF-a und IFN-y im Serum. Zusétzlich wurden SOFA- und SAP-Score zum

Zeitpunkt der Ubernahme auf die Intensivstation dokumentiert.

Aufgrund der groBBen Zahl im menschlichen Serum nachweisbarer miRNAs war es notwendig
eine Vorauswahl zu treffen. Hierfiir nutzten wir ein zweistufiges Verfahren mit Literaturrecherche
und einem experimentellen Screening mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung bei unserer eigenen
Studienkohorte. Da zum Zeitpunkt der Untersuchung kein validierter Housekeeper fiir miRNA-
Experimente in septischen Milieus vorlag, verwendeten wir die ddPCR als alternatives Bestim-
mungsverfahren. Hier ist keine Housekeeper-basierte Normalisierung erforderlich. Zusitzlich
bietet die Methode den Vorteil einer absoluten Quantifizierung der miRNA-Kopienzahl im Se-
rum. Hierdurch konnte eine hohe Qualitit der Datensétze gewahrleistet werden, insbesondere un-
ter Beriicksichtigung der besonderen Eignung fiir niedrigkonzentrierte miRNAs, wie es bei den

vorliegenden Serumproben der Fall war [108].

Fiir die klassischen Laborparameter zeigten sich die Daten analog zu den zuvor publizierten Stu-
dien [34-37, 46, 47]. Die vorbekannten Beschriankungen beziiglich Sensitivitdt und Spezifitéit
durch zahlreiche Storfaktoren [34-36, 50-54] fiihrten auch in unserer Kohorte zu limitierter diag-
nostischer Genauigkeit. So konnte lediglich ein Trend, aber kein signifikanter Unterschied in der
CRP-Konzentration zwischen septischen und nichtseptischen Intensivpatienten nachgewiesen
werden. Ein statistisch gesicherter Unterschied konnte fiir den WBC bestimmt werden, sodass
hier eine Abschitzung der diagnostischen Aussagekraft mittels Grenzwertoptimierungskurve
(Receiver Operating Characteristic Curve, ROC-Kurve) durchgefiihrt wurde. Es ergab sich ein
Flachenintegral (Area Unter The Curve, AUC) von 0,78 £ 0,11. Dies zeigt eine hinreichende,
aber nicht uneingeschriankte diagnostische Genauigkeit an. Auch fiir die untersuchten Zytokine
ergab sich, wie in der Forschungsliteratur zuvor beschrieben, keine eindeutige Distinktionsfahig-
keit zwischen den verschiedenen Studienkohorten [65-67]. Lediglich das in der klinischen Praxis
etablierte IL-6 zeigte eine deutliche Abgrenzung der Patientenkohorten gegeniiber den gesunden
Blutspendern. Allerdings lag kein signifikanter Unterschied zwischen den nichtseptischen und

septischen Patienten vor, daher fiihrten wir keine ROC-Analyse durch.

Fiir die in die Untersuchung eingeschlossenen intensivmedizinischen Scoring-Systeme SOFA
und SAP lagen keine Voruntersuchungen zur Eignung als diagnostische Parameter vor; sie wur-

den bisher vorrangig als prognostische Marker diskutiert [§2-86]. Dennoch zeigten sich zwischen
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septischen und nichtseptischen Patienten ein signifikanter Unterschied. Fiir den SOFA-Score
ergab sich zudem eine geringfiigige diagnostische Uberlegenheit gegeniiber dem WBC mit einer

AUC von 0,80 £+ 0,09.

Im Literaturscreening identifizierten wir sechs potenzielle miRNA-Sepsismarker (miR-26b-5p,
miR-122-5p, miR-143-3p, miR-146a-5p, miR-193-3p und miR-223-3p), fiir die eine mogliche
Eignung als diagnostischer Parameter beschrieben wurde [91-95]. Mittels Hochdurchsatz-Se-
quenzierung von Serumproben der eigenen Studienkohorte konnten miR-486-3p und miR-486-
5p als weitere Kandidaten vorselektiert werden. In der anschlieBenden Validierung wurde fiir
miR-26b-5p und miR-193-3p ein signifikanter Unterschied in der Kopienzahl im Serum zwischen
septischen und nichtseptischen Patienten nachgewiesen. Einschrinkend ist dabei zu erwihnen,
dass sich die Kopienzahl im Serum der gesunden Blutspender nicht signifikant von denen der
Sepsispatienten unterschied. Hier zeigte sich fiir miR-193-3p zumindest ein Trend. In der ROC-
Kurvenanalyse wurde fiir miR-26-3p eine AUC von 0,80 £ 0,10 ermittelt, welche vergleichbar
mit dem Wert des SOFA-Score ist. Fiir miR-193-3p ergab sich eine etwas hohere diagnostische
Genauigkeit von 0,85 = 0,08. Fiir alle anderen betrachteten miRNAs konnte keine Eignung als

diagnostischer Marker festgestellt werden.

Die erzielten Daten belegen, dass der Zugewinn an diagnostischer Genauigkeit durch Analyse
von Serum-miRNAs eingeschrinkt ist. Zwar zeigte miR-193-3p durchaus eine Verbesserung des
AUC-Werts gegeniiber dem WBC, dennoch ist dies mit Blick auf den fehlenden signifikanten
Unterschied zwischen gesunden und septischen Probanden kritisch zu bewerten. Eine deutlichere
Verbesserung der Aussagekraft konnte hingegen durch die Ergénzung des SOFA-Scores um die
Serum-Kopienzahl von miR-193-3p erreicht werden. So stieg bei einem modifizierten SOFA-
Score, bei dem fiir eine um zwei Standardabweichungen erhohte Kopienzahl ein Punkt und pro
weitere Standardabweichung ein weiterer Punkt auf den Bemessungswert addiert wurde, die AUC
auf 0,91 £ 0,06. Diese Zunahme an diagnostischer Zuverldssigkeit ist als klinisch relevant einzu-

stufen.

Aus den oben dargelegten Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass die Kopienzahl einzelner
miRNAs als alleiniges diagnostisches Kriterium fiir ein komplexes und individuell ausgepréagtes
Syndrom, wie es die Sepsis darstellt, nicht geeignet ist. Die etablierten Scoring-Systeme, obgleich
nicht fiir diagnostische Zwecke optimiert, konnten vergleichbare Genauigkeiten bei geringerem
Aufwand der Bestimmung erreichen. Da bereits eine geringfiigige Modifikation des SOFA-
Scores eine relevante Verbesserung bewirkte, sollte zukiinftig gepriift werden, ob ein umfassend
neu gestalteter, auf die frithe Erkennung der Sepsis hin optimierter Score hier noch bestehendes

Optimierungspotenzial ausschopfen kann.
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2.2 Housekeeper filr miRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR

Mit der ddPCR konnten wir fiir die oben beschriebene Studie eine sichere Quantifizierung der
miRNAs auch ohne Housekeeper fiir septische Milieus durchfithren. Allerdings ist die Verfiig-
barkeit dieser Methode eingeschréinkt. Zudem sind die Kosten pro Bestimmung im Vergleich zur
gqRT-PCR erheblich héher. Um Folgeuntersuchungen zu miRNAs in septischen Milieus zu ver-
einfachen und eine mdgliche klinische Nutzung perspektivisch zu ermdglichen, bedarf es also
validierter Referenznukleinsiuren fiir miRNAs fiir Proben in inflammatorisch hochaktiven Mili-
eus. Zu diesem Zweck fiihrten wir eine experimentelle Studie zur Identifizierung geeigneter kon-

stitutiv exprimierter Nukleinséuren auf Basis von Zellkulturproben durch.

Ein idealer Housekeeper wird konstitutiv und unabhéngig von &ufleren Einfliissen exprimiert,
zeigt also keinerlei inter- oder intraindividuelle Konzentrationsschwankungen. Zugleich sollten
die biochemischen Eigenschaften vergleichbar mit der Ziel-Nukleinsdure sein, um Verzerrungen
durch eine abweichende Effektivitat der DNA-Polymerasen zu vermeiden [102, 103]. Daher be-
schriankten wir uns in der Studie auf miRNAs und schlossen andere, nicht-kodierende kleine Nuk-

leinsduren vorab aus.

Die in vitro-Untersuchungen erfolgten an Zelltypen, welche in der Pathophysiologie der Sepsis
von Bedeutung sind: Endothelzellen und Makrophagen. Zum Einsatz kam die humane Telome-
rase-immortalisierte Endothelzelllinie TIME und die murine Makrophagenzelllinie RAW264.7.
Um ein septisches Milieu zu simulieren wurden die Endothelzellen mit einem Zytokinmix (IL-
1B, TNF-a, IFN-y) und die Makrophagen mit LPS aus Escherichia coli stimuliert. Zudem erfolgte
eine Supplementierung mit den inflammationsmodulierenden ungesittigten Fettsduren Arach-
idonséure und Dokosahexaensdure. AnschlieBend fiithrten wir eine Hochdurchsatz-Sequenzierung
durch, um eine Vorauswahl potenzieller Housekeeper treffen zu konnen. Aufgrund ihrer stabilen
Expression wurden fiir die humanen Endothelzellen let-7g-5p, let-7i-5p, miR-106b-3p, miR-127-
3p und miR-151a-5p und fiir die murinen Makrophagen miR-10a-5p, miR-16-5p, miR-27b-3p,
miR-103a-3p und miR-423-3p vorausgewdhlt. Es folgte ein zweistufiges Validierungsverfahren,
bei dem sowohl qRT-PCT als auch ddPCR eingesetzt wurden. Hier konnten die Ergebnisse aus
der Sequenzierung weitgehend bestétigt werden. Lediglich fiir miR-106b-3p und miR-10a-5p
wurden stirkere Schwankungen in der Expression festgestellt, die gegen eine Verwendung als
Referenznukleinséure sprechen. Aufgrund ihrer Stabilitdt besonders geeignet zeigten sich miR-
151a-5p fiir die Endothelzellen und miR-27b-3p und miR-103a-3p fiir die Makrophagen. Interes-
santerweise wurden die miRNAs miR-103a-3p und miR-151a-5p bereits als Referenzgene fiir
andere Gewebe und Zellkulturen diskutiert; lediglich fiir miR-27b-3p liegt keine entsprechende

Voruntersuchung vor [109-113]. Zur Absicherung der Ergebnisse wurde eine Priifung auf Plau-
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sibilitét mittels in silico-Analyse potenzieller genomischer Bindungsstellen und damit Regulati-
onsmechanismen durchgefiihrt. Hierbei ergab sich fiir alle miRNAs eine nachgewiesene oder
mogliche Interaktion mit zahlreichen biologischen Prozessen, mit Ausnahme von miR-423-3p
aber keine Assoziationen zu Inflammationskaskaden. Es besteht somit kein mechanistischer Zu-
sammenhang der postulierten Housekeeper-miRNAs zu biologischen Abldufen im Rahmen einer

Entziindungsreaktion. Somit konnen die Ergebnisse der Studie als plausibel betrachtet werden.

Um eine hohe Sicherheit bei der Auswahl der Housekeeper zu gewahrleisten, wurden in dieser
Studie mehrere Methoden kombiniert. Die Ergebnisse der Hochdurchsatz-Sequenzierung wurden
mit einem zweistufigen Validierungverfahren gepriift und die anschlieBende in silico-Analyse
konnte fiir die Housekeeper zudem eine Einbindung in Entziindungsreaktionen ausschlieen. Der
Umstand, dass keine gemeinsame Referenznukleinsdure fiir Endothelzellen und Makrophagen
identifiziert werden konnte, bekréftigt jedoch die zuvor diskutierte Notwendigkeit einer gewebe-
und milieuspezifischen Auswahl der Housekeeper [114, 115]. Bei Analysen von menschlichen
Serumproben ist zu beachten, dass das hier vorzufindende miRNA-Profil vorrangig Ergebnis des
gesamten Zellumsatzes ist und somit von zahlreichen Gewebefraktionen beeinflusst wird. Inso-
fern beschriankt sich die Anwendung der von uns benannten miRNA-Housekeeper auf entziin-
dungsbezogene Zellkulturstudien an den entsprechenden Zelltypen; dennoch bilden sie eine Basis

fiir weitere Untersuchungen an anderen Probenarten.

2.3 Ausblick

Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass die alleinige Bestimmung einzelner miRNAs fiir die Diag-
nostik der Sepsis keine geniigende Sicherheit bieten kann; vielmehr scheinen zusammengesetzte
Scoring-Systeme der komplexen Pathophysiologie eher gerecht zu werden. Der SOFA-Score -
obwohl eigentlich fiir prognostische Zwecke entworfen und optimiert - zeigte bereits durch eine
einfache Modifikation mit Ergénzung der miRNA miR-193-3p eine sehr hohe diagnostische Giite.
Ein mit entsprechender Fokussierung auf diagnostische Aussagekraft entworfener Score aus meh-
reren Parametern kann demzufolge ein alternativer Losungsansatz flir das Biomarkerproblem dar-
stellen. Hier konnte auch miR-193-3p eine Komponente sein, die zwar alleinstehend nicht die
Kriterien fiir einen optimalen Biomarker erfiillt, aber zumindest eine gewisse Unterscheidung
zwischen septischen und nichtseptischen Patienten abbildet. Fiir Folgestudien, die miRNAs als
Komponente einschlieen, stehen nun erstmalig Housekeeper zur Verfiigung, die auch unter in-
flammatorischen Bedingungen stabil exprimiert werden. Auch wenn die Validierung fiir mensch-
liche Serumproben noch ausstehend ist, konnte somit ein erster Schritt zur Verbesserung der Ver-

gleichbarkeit von Untersuchungen zu miRNAs in septischen Umgebungen erreicht werden.
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4

Thesen

Bisher konnte kein Biomarker identifiziert werden, der mit hoher Sensitivitdt und Spezi-
fitdt als alleinstehender Parameter eine sichere Diagnosestellung bei septischen Patienten
ermdglicht.

Die in der Literatur diskutierte Messung der Kopienzahl bestimmter miRNAs im Serum
septischer Patienten ist als alleinstehendes diagnostisches Instrument den etablierten Pa-
rametern (WBC, CRP, PCT) und intensivmedizinischen Scoring-Systemen (SOFA-
Score, SAP-Score) nicht iiberlegen.

Eine sichere und friihzeitige Diagnosestellung bei Sepsis kann derzeit nur {iber die Kom-
bination mehrerer Parameter sowie der klinischen Befunde und Bildgebung gewéhrleistet
werden.

Die Quantifizierung von miRNAs in einem septisch-inflammatorischen Milieu mittels
gRT-PCR erfordert spezifisch fiir diese Fragestellungen und Zelltypen validierte Refe-
renznukleinséuren mit vergleichbarer Zahl an Basenpaaren; alternativ kann die ddPCR
als Housekeeper-unabhingige Methode angewendet werden.

Fiir Untersuchungen an der humanen Endothelzelllinie TIME im septischen Milieu sind
die miRNAs miR-151a-5p, let-7g-5p, let-7i-5p und miR-127-3p als Referenznukleinsiu-
ren geeignet.

Fiir Untersuchungen an der murinen Makrophagenzelllinie RAW264.7 im septischen Mi-
lieu sind die miRNAs miR-16-5p, miR-27b-3p, miR-103a-3p und miR-423-3p als Refe-

renznukleinsiduren geeignet.
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Zusammenfassung:

Um eine Verzdgerung des Behandlungsbeginns von Sepsispatienten zu vermeiden, bedarf es sen-
sitiver und spezifischer diagnostischer Marker, die ein schnelles Erkennen septischer Krankheits-
verlaufe ermoglichen. Entsprechend werden verschiedene Laborparameter und Scoring-Systeme
diskutiert, die in zahlreichen Studien separat, aber selten direkt vergleichend untersucht wurden.
Insbesondere miRNAs wurden zuletzt in einigen Publikationen als potenzielle diagnostische In-
strumente vorgeschlagen. Aufgrund der hohen Varianz der bisher vorliegenden Ergebnisse war
die Eignung im Bereich der Sepsisdiagnostik jedoch unklar. Ziel dieser Untersuchung war daher
der strukturierte Vergleich klassischer diagnostischer Parameter mit ausgewdhlten miRNAs er-
hoben fiir dieselbe Patientenkohorte. Wir akquirierten fiir die Studie neben Sepsispatienten auch
nichtseptische Intensivpatienten und Blutspender als gesunde Kontrollgruppe. Erhoben wurden
klassische Inflammationsmarker, die intensivmedizinischen Scoring-Systeme SOFA-Score und
SAP-Score, die Zytokine TNF-a, IL-1f, IL-6 und IFN-y sowie einige vorausgewéhlte miRNAs.
Insgesamt konnte fiir keinen der untersuchten Parameter eine herausragende diagnostische Eig-
nung festgestellt werden; die in Vorstudien beschriebene Eignung bestimmter miRNAs als Bio-
marker bestétigte sich nicht. Es zeigt sich, dass kein einzelner Parameter eine sichere Diagnostik
gewihrleisten kann. Vielmehr ist es notwendig, verschiedene Parameter im Kontext der klini-

schen Prisentation des Patienten zu interpretieren.

Darstellung der Eigenleistung:
Auswertung der Fallberichte, Literaturrecherche, Zytokin-Quantifizierung mittels ELISA, RNA-
Priparation, miRNA-Quantifizierung mittels ddPCR, statistische Auswertung der Datensétze,

Mitverfassen des Artikeltexts.
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Abstract: Sepsis represents a serious medical problem accounting for numerous deaths of critically
ill patients in intensive care units (ICUs). An early, sensitive, and specific diagnosis is considered a
key element for improving the outcome of sepsis patients. In addition to classical laboratory
markers, ICU scoring systems and serum miRNAs are discussed as potential sepsis biomarkers. In
the present prospective observational study, the suitability of miRNAs in sepsis diagnosis was
tested based on proper validated and normalized data (i.e., absolute quantification by means of
Droplet Digital PCR (ddPCR)) in direct comparison to classical sepsis markers and ICU scores
within the same patient cohort. Therefore, blood samples of septic intensive care patients (n = 12)
taken at day of admission at ICU were compared to non-septic intensive care patients (n =12) and a
healthy control group (n = 12). Our analysis indicates that all tested biomarkers have only a
moderate informative power and do not allow an unequivocal differentiation between septic and
non-septic ICU patients. In conclusion, there is no standalone laboratory parameter that enables a
reliable diagnosis of sepsis. miRNAs are not superior to classical parameters in this respect. It
seems recommendable to measure multiple parameters and scores and to interpret them with
regard to the clinical presentation.

Keywords: sepsis; inflammation; biomarker; sequential organ failure assessment (SOFA) score;
miRNA; cytokines

1. Introduction

Sepsis represents a serious medical problem that affects about two percent of hospital
admissions in developed countries [1] and remains one of the leading causes of death in critically ill
patients in intensive care units (ICUs) [2]. To improve the outcome of septic patients, therapy has to
start as soon as possible [3], which demands a quick and precise diagnosis. Consequently, the
Surviving Sepsis Campaign declared the verification of rapid diagnostic tests as a sepsis research
priority [4]. At present various biomarkers have been assessed for their suitability in sepsis
diagnostics, while few could be established in clinical practice [5]. The most commonly used markers
encompass white blood cell count (WBC) as well as the acute phase proteins C-reactive protein
(CRP) and procalcitonin (PCT) [6]. A major disadvantage of these inflammation parameters is their
limited specificity since they do not allow for an unambiguous distinction between septic and other
critically ill patients [5-7]. Further inflammatory mediators involved in sepsis pathogenesis are the
pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-a (TNF-a), interferon-y (IFN-y), and the
interleukins IL-1f and IL-6 [8,9]. Cytokine concentration in the serum of septic patients, though, was
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found to be very variable and strongly dependent on the time of blood collection which restricts the
diagnostic usability [8,10-16]. Indeed, the only cytokine commonly used in clinical practice for sepsis
diagnostics is IL-6 in neonatology [17]. For outcome prediction of septic patients in ICUs, various
clinical parameters are combined into complex scores. The sequential organ failure assessment
(SOFA) score and the simplified acute physiology score II (SAPS II) are well established with respect
to a high prognostic significance [18,19]. However, while there are studies on the accuracy of
outcome prediction, the suitability for initial diagnostics in sepsis has hardly been investigated.
Recently, serum-circulating miRNAs were discussed as new sepsis biomarkers [20-32]. miRNAs are
small, single-stranded, and non-coding nucleotides involved in the regulation of gene expression
[33]. According to miRBase (release 22.1) there are 1917 precursors and 2654 mature miRNAs in
humans [34]. miRNAs are present in all body fluids and can, therefore, be easily analyzed in a
patient’s blood sample. In the medical field of oncology certain miRNAs have already been
confirmed as biomarkers for specific tumor entities [35]. With regard to sepsis diagnostics, the
situation is less clear. There are scientific publications proposing certain miRNAs as sepsis
biomarkers [20,23,26,31,32], but study results are characterized by great discrepancies with respect
to the recommended miRNAs. These conflicting data may be due to insufficient normalization. In
fact, the majority of studies are characterized by a lack of validity as they merely use screening data
or on qPCR data normalized using inappropriate housekeepers like U6 snRNA [36,37]. As a
consequence, no miRNA marker has been established as a sepsis biomarker in clinical practice so far
[38-40]. Against this background, the aim of the present study was to evaluate the suitability of
miRNAs in sepsis diagnostics based on proper validated and normalized data in direct comparison
to classical sepsis markers and ICU scores within the same patient cohort.

To avoid bias caused by improper normalization, miRNA quantification was performed by
means of ddPCR. In this method, samples with a calibrated nucleic acid concentration are dispersed
in droplets before polymerase chain reaction starts [41]. After thermocycling, the fluorescence signal
is read for all droplets individually [41]. Data processing is based on the Poisson distribution to
correct for variant allocation of nucleotides in droplets [41]. Previous studies have shown high
accuracy and reliability of data for investigations on miRNAs [42,43]. Thus, the strength of this study
is the sophisticated implementation of ddPCR, which allows for an absolute quantification of
miRNAs thereby bypassing the critical issue of selecting an appropriate normalization model.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics

This prospective observational study was performed at the University Hospital Halle (Saale,
Germany). The study protocol was approved by the responsible Ethics Committee of the Medical
Faculty of the Martin Luther University Halle-Wittenberg without any ethical objections to the
conduct of the study (approval code: 2016-24, approval date: 20. April 2016). All experiments were
performed in accordance with relevant guidelines and regulations. In consultation with the ethics
committee, a group size of n = 12 was defined per study group in order to evaluate whether the
concept of using miRNAs as sepsis biomarkers is likely to yield results. Only in case of a positive
evaluation based on this number of included patients and volunteers the study protocol provided
for a second step in terms of an expansion of the group size to n = 100 per group. All study
participants or their next of kin gave written informed consent.

2.2. Study Population and Sample Collection

Three study groups were investigated: healthy control (HC) group, septic intensive care (SIC)
group, and non-septic intensive care (NIC) group. The HC group represented blood donors
matching the requirement profile of the hospital’s blood donation service. SIC and NIC groups were
recruited at the ICU of the Clinic for Anesthesiology and Surgical Intensive Care, University
Hospital Halle (Saale, Germany). Enrolment took place from August 2016 till February 2018.
Exclusion criteria were age under 18 years, simultaneous or previous (within 30 days prior to study
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inclusion) participation in a clinical trial, lack of consent, pregnancy, AIDS, palliative situation,
immunosuppressive therapy, active gastrointestinal bleeding, or the need for immediate surgery.
Allocation to the SIC group was based on the Sepsis-3 criteria with evidence of severe infection and
recurrent organ failure via clinical, radiological, and laboratory findings [44]. ICU patients with
signs of recurrent organ failure and pathological leucocyte count or CRP values not fulfilling
Sepsis-3 criteria were assigned to the NIC group. The determination of the laboratory parameters
and the classification in the corresponding reference range was performed by the central laboratory
of the University Hospital.

Blood samples were taken at day of admission using serum separating tubes (S-Monovette,
Sarstedt, Niimbrecht, Germany). According to the study protocol, blood sampling for subsequent
miRNA analysis was permitted within the first 24 h after admission to ICU concerning both the
standardized procedures of initial sampling in intensive care patients for diagnostic purposes and
time dependent variations of miRNA expressions. Blood samples were centrifuged immediately at
1400 g for 15 min. Serum was taken off and stored at -80 °C.

Clinical and epidemiological parameters of the SIC and NIC patients (age, gender, main
diagnosis, routine blood test results, results of blood culture, SOFA score, SAPS II, and 28-day
mortality) were collected in case reports.

2.3. Literature Research

Electronic searches were performed on 1 March 2018 in the following databases: (i)
PubMed/MEDLINE, and (ii) Web of Science. Search terms included “sepsis”, “miRNA*”,
“biomarker*” combined with the Boolean operator “AND”. An abstract screening was performed to
identify eligible articles based on following exclusion criteria: no original research article, no human
model, participant’s age < 18 years, reference to sepsis-related secondary diseases, no qPCR
validated data. Remaining articles were assessed in full text regarding miRNA-based sepsis
biomarkers.

2.4. RNA Isolation

Total RNA was isolated using TriFast FL (VWR/Peqlab, Erlangen, Germany) following the
manufacturer’s standard protocol for serum extraction. To purify samples, a routine precipitation of
RNA was performed based on Ambion® molecular biology grade 5 M ammonium acetate solution
(Invitrogen/Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Germany). Concentration and quality of the isolated
RNA was determined using the NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Dreieich,
Germany). An absorbance quotient A260/280 > 1.8 was considered appropriate for further
procedures.

2.5. Deep Sequencing and Analysis of Deep Sequencing Data

miRNA expression was analyzed by next generation sequencing (NGS) in the Core Unit DNA,
Medical Faculty, Leipzig University by means of an Illumina HiScan sequencer (Illumina Inc., San
Diego, CA, USA) as previously described [45]. Samples were processed using the TruSeq Small RNA
Prep kit v2 (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) following the manufacturer’s standard protocol. Size
restriction (140-165 bp), purification, and quantification of barcoded libraries were performed using
the library quantification kit, Illumina/Universal (KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA). For
cluster generation up to 10 libraries per lane were factored using an Illumina cBot. An Illumina
HighScanSQ sequencer was used to perform 50 bp sequencing based on version 3 chemistry and
flowcell following the manufacturer’s standard protocol.

For deep sequencing data analysis, the adapter sequences were removed from raw sequences
using Cutadapt software, version 1.9.1. To verify that small RNAs other than mature miRNAs are
filtered out from the data only sequences 15-27 bases long were analyzed. These reads were aligned
to the human genome (GRCh38: NCBI_Assembly:GCA_000001405.15) as well as mature sequences
of miRBase v21 using the bowtie aligner. An error rate of 1 nt per mature miRNA sequence was
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accepted. For data compression to bam format, Samtools were used. Mapped reads count was
determined using the R/Bioconductor programming environment by application of the ShortRead
library. Sequence analysis after mapping against mature sequences of miRBase v21 is not affected by
counts for other small RNAs (e.g., IRNA, tRNA fragments) because these sequences are not present
in the reference sequences. For mapping against the whole genome reference rRNA or tRNA
fragments are usually below 1-2% in the 15-27 bp fraction. Reads that map to their respective loci
were removed before analysis using genome coordinates. Normalization of data was performed by
independent application of the DESeq 2 and the TMM (EdgeR) algorithm. NGS was performed for
four individuals of every study group.

2.6. Droplet Digital PCR

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using the miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany) according to standard protocol. To avoid bias due to incorrect normalization,
expression analysis of the human miRNAs miR-26b-5p, miR-122-5p, miR-143-3p, miR-146a-5p,
miR-193-3p, miR-223-3p, miR-486-3p, and miR-486-5p was performed by means of the
housekeeper-independent Droplet Digital PCR technology (BioRad, Munich, Germany) following
the manufacturer’s instructions. Suitable miRCURY LNA miRNA PCR assay primers (QIAGEN,
Hilden, Germany) and ddPCR EvaGreen Supermix (Bio-Rad, Munich, Germany) were used. PCR
reaction was performed in a T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Munich, Germany). Measurement of
positive droplets per puL sample was performed on a QX200 ddPCR Droplet Reader (Bio-Rad,
Munich, Germany). Based on the droplet count and according to Poisson Distribution, absolute
nucleic acid copy count was calculated. Data output was converted into nucleic acid copy count per
ng RNA. ddPCR reaction was performed in duplicates for each individual analyzed.

2.7. ELISA

Quantification of the cytokines IL-1fB, IL-6, TNF-a, and IFN-y in the serum was performed
using suitable human ELISA kits (Invitrogen/Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Germany)
following the manufacturer’s standard protocol. Absorbance was determined on an EnSpire
multimode plate reader (PerkinElmer, Rodgau, Germany) at 450 nm wavelength. ELISA was
performed in duplicates for each individual analyzed.

2.8. Statistical Analysis

If not stated otherwise data are shown as median + interquartile range (IQR). To identify
significant differences, a nonparametric Mann-Whitney U test was performed in two group
comparisons and a nonparametric Kruskal-Wallis one-way analysis of variances by ranks followed
by Dunn’s corrected multiple testing was used in three group comparisons. Categorical variables
were compared using the x? test. The statistical analysis was carried out by means of the program
GraphPad Prism 6 (GaphPad Software, La Jolla, CA, USA). In all cases, p < 0.05 was assumed to
indicate significant differences.

3. Results

3.1. Characteristics of the Study Population

This study included 36 study participants enrolled in three groups: healthy control (HC) group
(n=12), septic intensive care (SIC) group (n = 12), and non-septic intensive care (NIC) group (n =12).
Epidemiological, clinical, and routine laboratory parameters of the study population are shown in
Table 1. Overall median age was 58 (IQR 73-47). While SIC and NIC group were quite comparable in
age (p = 0.322), the HC group was significantly younger (p < 0.01). This was to be expected due to the
requirement profile of the blood donation service. The gender distribution was quite balanced (p =
0.66) between all groups. Also, there were no significant differences between SIC and NIC group
regarding routine laboratory parameters (hemoglobin, hematocrit, erythrocyte or thrombocyte cell

31



Diagnostics 2020, 10, 701 5 of 15

count, creatinine, bilirubin). A major difference, however, was seen regarding the 28-day mortality
rate. In comparison to the NIC group, the number of deaths in the SIC group was twice as high (31%
versus 17%). Of note, for the vast majority of SIC patients (11 out of 12 enrolled patients) blood
cultures were positive, which underscores the validity of data collected. The remaining patient had
clinical evidence of infection with extensive endocarditis. Sepsis was mainly caused by urogenital
infection (42%), followed by intestinal perforation (25%), and endocarditis (17%).

Table 1. Epidemiological, clinical, and routine laboratory parameters of the study participants at

admission.
Chaseate HC Group SIC Group NIC Group
n=12 n=12 n=12
Age (years) 441+19.5 61.5 (73-45) 72 (77.5-55.5)
Sex, male (%) 60 66 50
28-day mortality (%) - 33 16.7
BMI - 229 (26.5-21.0) 24.1 (28.7-23.1)
Hemoglobin (mmol/L) - 5.9 (6.2-5.3) 6.4 (6.9-5.2)
Hematocrit (%) - 27.0 (28.8-27.0) 0.28 (0.33-0.24)
Erythrocytes (10'2/L) - 3.2 (3.6-3.0) 3.2 (3.8-2.8)
Leukocytes (10°/L) - 17.7 (31.2-12.5) 10.1 (12.3-9.1)
Thrombocytes (10°/L) - 134.5 (307.0-100.0)  200.5 (262.0-142.5)
Creatinine (umol/L) - 101.5 (274-61) 101 (141-61)
Bilirubin (umol/L) ) 12.2 (29.6-12.2) 8.5 (15.8-6.9)
SOFA score - 7.5(10.8-5.3) 4.5 (6.0-1.5)
SAPS II score - 45.5 (51.5-38.0) 31.5 (39.8-23.0)

Data are presented as median (IQR); the asterisk denotes significance (p < 0.05) versus the HC group.
BMI, body mass index; HC, healthy control; IQR, interquartile range; NIC, non-septic intensive care;
SAPS 1, simplified acute physiology score II; SIC, septic intensive care; SOFA, sequential organ
failure assessment.

3.2. Classical Sepsis Markers and Scores

ICU patients were routinely tested for WBC as well as serum levels of CRP at day of admission.
In addition, the SOFA score and the SAPS II were determined immediately after hospitalization in
intensive care. Compared to the NIC group, WBC was significantly elevated in SIC patients
(1.9-fold), while CRP showed a non-significant trend (Figure 1). Significant differences between the
SIC group and the NIC group were also found with respect to the established sepsis scores SOFA
and SAPS II (Figure 1). Compared to the NIC group, SIC patients were characterized by increased
levels of both the SOFA score (1.9-fold) and the SAPS II(1.4-fold).

32



Diagnostics 2020, 10, 701 6 of 15

WBC CRP
601 * 475
| — |
450 L]
55 L] =
s 5 S 300
5 £ A
© =
c c - as
= % S 200 al® -1
3 - s O
o 20 b ;é; [
3 ) A S 100 Ala
o 10 -ﬁ-.$‘-ﬁ- s
) . la
° 0 . S
SOFA score SAP score
20 . 80 *
T 1 1
]
154 u 60
Aa
[ N—
10 "i'—. R 404 =
g 7 Sl L i
5 - n 20 Ear
™ AA
0 23 0

= SIC group A NIC group

Figure 1. White blood cell count (WBC), serum level of C-reactive protein (CRP), the sequential
organ failure assessment (SOFA) score, and the simplified acute physiology (SAP) score II were
determined for every patient enrolled in the septic intensive care (SIC) and the non-septic intensive
care (NIC) group. The blood sample was taken immediately after admission to the intensive care unit
(ICU). Data are presented as median + interquartile rande (IQR; n = 12); the asterisk denotes a
significant (p < 0.05) group difference.

3.3. Cytokines

Serum levels of the pro-inflammatory cytokines TNF-a, IFN-y, IL-1B, and IL-6 were measured
using highly sensitive ELISA assays. Remarkably, the concentrations of TNF-a and IFN-y were
found to be below the assay’s detection limit for the majority of tested individuals independent of
group assignment (TNF-a detection limit of 0.5 pg/mL exceeded by only 11 of 36 study participants;
IFN-y detection limit of 0.24 pg/mL exceeded by only 15 of 36 study participants). The concentration
of IL-1B could be determined for 19 of 36 study participants, the statistical analysis showed no
significant differences between groups (Figure 2). IL-6 could be measured for all test subjects except
for four healthy test persons (Figure 2). Compared to the HC group, the serum level of IL-6 was
significantly increased in both SIC and NIC patients. However, the group comparison between SIC
and NIC patients revealed no significant differences, which questions the suitability of these
parameter as specific sepsis marker.
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Figure 2. Serum concentrations of the pro-inflammatory cytokines interleukin 13 (IL-1B) and
interleukin 6 (IL-6) were determined by means of suitable ELISA kits. The blood sample was taken
immediately after admission to the intensive care unit (ICU). Data are presented as median + IQR;
the asterisk denotes a significant group difference (* p <0.05, *** p <0.001).

3.4. miRNAs

3.4.1. Screening

Two independent screening approaches were used to identify potential miRNA-based sepsis
markers. First, a structured web search for scientific publications dealing with this topic was
performed. Details of the literature search are shown in Figure 3. Second, an NGS (next generation

sequencing) profiling of serum miRNAs was conducted based on four representative individuals of
each study group.

112 records identified through
database searching

53 records excluded:

* 1o human model

After removal of duplicates * probands age <18 years

BE ibchaits s » refer to secondary diseases
of sepsis

* o qCPR validation

* review/no original research

13 full-text articles assessed
for eligibility

5 full-text articles described 6 different
miRNAs as potencial biomarkers

8 full-text articles failed in experimental
miRNA biomarker identification

Figure 3. Literature research was performed on 1 March 2018 utilizing the databases
PubMed/MEDLINE and Web of Science by means of the search terms “sepsis”, “miRNA*”,
“biomarker*” combined with the Boolean operator “AND”.
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The literature search resulted in 13 full-text original research articles; eight of these described a
failed experimental validation of a miRNA-based sepsis marker. Nevertheless, we identified five
full-text articles that proposed particular miRNAs as potential sepsis markers (Table 2). These
studies were characterized by a remarkable lack of agreement on the suggested miRNA-based
markers. In summary, the following six miRNAs were suggested: miR-26b-5p [32], miR-122-5p [23],
miR-143-3p [31], miR-146a-5p [20,26], miR-193-3p [26], and miR-223-3p [20,26].

Table 2. miRNAs proposed in literature as sepsis markers.

Proposed Biomarker Housekeeper Used Article DOI
miR-26b-5p Mean of hsa-miR-185-5p and hsa-miR-25-3p 10.1111/jcmm. 13162
miR-122-5p U6 10.1097/TA.0b013e31825a7560
miR-143-3p U6 10.1177/0300060516645003
miR-146a-5p Spike-in (mmu-miR-295) 10.1016/j.bbrc.2010.02.145

U6 10.3892/etm.2013.937
miR-193-3p U6 10.1097/TA.0b013e31825a7560
miR-223-3p Spike-in (mmu-miR-295) 10.1016/j.bbrc.2010.02.145

U6 10.1097/T A.0b013e31825a7560

NGS analysis resulted in the detection of 256 miRNAs with a great variability in abundancy.
Selection of potential miRNA-based sepsis markers was linked to the following criteria: (i) high
abundancy (>100 reads in average); and (ii) effect strength of Cohen’s D > 0.8, which is considered a
large effect size [46]. The only miRNAs fulfilling both criteria were miR-486-3p and miR-486-5p.

3.4.2. Validation

To validate the potential miRNA-based sepsis markers identified in the previous screening
process a housekeeping gene independent absolute quantification by means of ddPCR was
performed. All eight miRNAs identified during screening were included into the validation process.

Intra-group validity was assessed by means of the coefficient of variation (CV) for every
miRNA investigated (please see Supplementary Materials Table S1). All miRNAs showed a high
variability within the healthy control group, complicating the specification of a threshold value.
Copy counts also fluctuated strongly in the SIC group and the NIC group, which suggests that there
may be further interfering factors.

For estimation of the influence of sepsis on the particular miRNA, expression changes were
calculated for each individual SIC and NIC patient as fold changes compared to the HC group and
were visualized in a scaled heat map (Figure 4).

Differently expressed miRNAs

miR-26b-5p
<] > X miR-122-5p
miR-143-3p
miR-146a-5p
miR-193-3p
miR-223-3p
miR-486-3p
miR-486-5p

RS

NN MDD

> S >
S ¥ &
© O

log, fold change

Figure 4. Serum copy counts of miRNAs miR-26b-5p, miR-122-5p, miR-143-3p, miR-146a-5p,
miR-193-3p, miR-223-3p, miR-486-3p, and miR-486-5p were determined in septic intensive care
patients (SIC) and non-septic intensive care patients (NIC) by means of the Droplet Digital PCR
technology. Data are presented for each individual patient as logz fold change of miRNA compared
to the healthy control group.
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The resulting picture does not show clustering of miRNA expression levels, which prevents a
correct classification of patients as septic or non-septic on this basis. Comparing the SIC group, NIC
group, and HC group, four miRNAs (miR-122-5p, miR-143-3p, miR-486-3p, miR-486-5p) showed no
significant group differences at all (Figure 5). For miR-146a-5p, a significant group difference was
found between the HC group and the NIC group (Figure 5). Expression of miR-223-3p was found to
be diminished in SIC patients compared to the HC group (Figure 5). However, the group
comparison between SIC and NIC patients revealed almost equal expression levels of both
miR-146a-5p and miR-223-3p, which makes these miRNAs unsuitable for the identification of sepsis
patients on ICUs (Figure 5). The only miRNAs with demonstrably significant differences in
expression between SIC and NIC patients were miR-26b-5p and miR-193-3p (p < 0.05; Figure 5).
Nevertheless, suitability of these miRNAs as sepsis markers is limited by the fact that there was no
clear distinction between healthy and critically ill patients (either septic or non-septic; Figure 5).
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Figure 5. Serum copy counts of the miRNAs miR-26b-5p, miR-122-5p, miR-143-3p, miR-146a-5p,
miR-193-3p, miR-223-3p, miR-486-3p, and miR-486-5p were determined by means of the Droplet
Digital PCR technology. The blood sample was taken immediately after admission to the intensive
care unit (ICU). Data are presented as median + IQR (n =12, n = 2); the asterisk denotes a significant (p
<0.05) group difference.
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3.5. Diagnostic Capability

In order to estimate the diagnostic capability of the tested sepsis markers that enabled a
statistically valid differentiation between SIC and NIC patients (i.e., WBC, SOFA score, SAPS II,
miR-26b-5p, miR-193-3p) a ROC curve analysis was performed (Figure 6). The calculated AUC for
WBC was 0.78 + 0.11 (95% CI: 0.56-0.99; p = 0.02). The sepsis scores, which have so far been used
primarily for prognostic purposes, reached comparable values of 0.80 + 0.09 (95% CI: 0.62-0.98; p =
0.01; SOFA score) and 0.76 + 0.10 (95% CI: 0.56-0.96; p = 0.03; SAP score II). The miRNA miR-26b-5p
showed a similar diagnostic capability reaching an AUC of 0.80 + 0.10 (95% CI: 0.60-0.99; p = 0.01). A
slightly better suitability to differentiate between the SIC and NIC groups was indicated for
miR-193-3p reaching an AUC of 0.85 + 0.08 (95% CI: 0.69-1.00; p = 0.004).

WBC SOFA score
100+ 100+
2 2
= 50 £ 504
7] [}
c c
] ]
0 T T T T 1 0 T 1
0 20 40 60 80 100 0 50 100
100% - Specificity% 100% - Specificity%
SAP score miR 26b-5p
100+ 100-
b :
2 50 2 504
13 [}
c c
Y 3
n 7]
0 T 1 0 T 1
0 50 100 0 50 100
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miR-193-3p
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2
£
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c
3
]
0
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Figure 6. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was performed on all parameters
that showed significant group differences between the septic intensive care (SIC; n =12, n=2) and the
non-septic intensive care (NIC; n =12, n = 2) groups.

To test whether the integration of miRNA quantity as an additional parameter could optimize

diagnostic informative power, we modified the calculation of the SOFA score. Based on the mean
and standard deviation of miR-193-3p copy counts in the NIC group, we added one score point for a
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number of copies exceeding two standard deviations and up to four points for each further standard
deviation above. Direct comparison of the SOFA score and modified SOFA score is displayed in
supplementary Figure 1. The AUC for the modified SOFA score was 0.91 + 0.06 (95% CI: 0.80-1.00; p
=0.0007), which is a relevant improvement compared to the unmodified scoring system.

4. Discussion

A key element for improving the outcome of sepsis patients—who despite all developments in
intensive care medicine continue to show a high mortality rate—is the identification of biomarkers
that allow an early, sensitive, and specific diagnosis [44]. A particular challenge is the differentiation
from other patients in critical care who suffer, for instance, from burn injuries or polytrauma. So far,
numerous studies have tested various parameters, such as acute phase proteins, cytokines, and
different scoring systems [47,48]. However, no universally accepted standard in clinical practice
could be established with regard to the ambiguous study situation [4]. The classical laboratory
parameters including WBC, CRP, and cytokines are widely used in sepsis diagnostics. Advantages
are broad availability and relatively low costs of determination [6]. Yet it is known that many other
factors besides sepsis have an influence on the serum concentration of these markers, e.g., hepatic
function, immunosuppression, antibiotic therapy, or time of blood sampling [5,6]. The low
specificity of the classical laboratory parameters is also reflected by the data obtained in our study.
WBC, CRP, and cytokine levels of the study patients were on average higher than the reference
values for the general population, but a significant difference between septic and non-septic
intensive care patients was observed only for WBC. The AUC of elevated WBC (0.78 + 0.11) indicates
an acceptable diagnostic accuracy. There are, however, sepsis courses with normal WBC or
leukopenia that are not covered by this parameter [49].

With regard to the proven suitability of miRNAs as biomarkers in oncology, the determination
of these nucleic acids is discussed as a potential tool for sepsis diagnostics as well. Our structured
web search of the current scientific literature shows that the majority of relevant studies failed to
identify a miRNA-based biomarker that allows a clear distinction between septic and non-septic
intensive care patients. Besides, the comparison of the few proposed biomarker miRNAs reveals
inconsistent study results on the basis of which no conclusive assessment can be made. The
contradictory findings may possibly be explained by the normalization methods used for the
qPCR-based miRNA quantification. It should be noted that many authors used qPCR housekeeping
oligonucleotides, such as the snRNA U6, which are unsuitable under septic conditions and,
therefore, lead to data sets with limited validity and reproducibility [36,37]. Against this
background, we have re-examined all miRNA-based biomarkers that have been suggested in the
scientific literature allowing for the first time a direct comparison of these miRNAs in the same study
cohort. The list of the investigated miRNA-based biomarker candidates was extended by those
miRNAs that could be identified in an experimental approach using NGS. To avoid distortions due
to incorrect normalization, miRNA quantification was done using the housekeeper-independent
method ddPCR, which has not been applied in this field of research until now. The ddPCR allows an
absolute quantification of individual nucleotide molecules leading to an excellent quality and
comparability of data. We could already confirm the validity of this method in an earlier publication
on quantification of nucleic acids under septic conditions [45]. Accordingly, we considered it
particularly appropriate for the objectives of this study. In our study none of the examined miRNAs,
neither the candidates derived from literature nor the candidates derived from sequencing, showed
a diagnostic power superior to other parameters. Of the eight miRNAs tested, two miRNAs
(miR-26b-5p and miR-193-3p) displayed a significant difference between septic and non-septic
intensive care patients at time of admission to ICU. However, it should be noted that these miRNAs
did not allow the differentiation between healthy volunteers and septic patients. The diagnostic
validity of these miRNAs is therefore questionable. One reason for this could be the rapidity with
which miRNAs are up- or down-regulated under inflammatory conditions. According to an
examination on mice there are considerable fluctuations within a few hours [50]. This considerably
reduces the time window for blood sampling and thus the usability of miRNA-based sepsis
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biomarkers in clinical diagnostics. In fact, there might be significant changes in miRNA serum levels
of particular miRNAs at certain points of sepsis progression. However, this is not relevant for the
use of biomarkers, since such a parameter needs to be stable over time for a reliable diagnosis in
clinical practice. Moreover, for three of the candidates (miR-122-5p, miR-143-3p, miR-486-3p) it has
already been demonstrated that these are significantly influenced by gender and age [51]. Since it is
unclear which other factors can influence the serum concentrations of miRNAs in sepsis patients, the
eligibility of miRNAs in sepsis diagnostics appears doubtful.

The SOFA score and SAPS II achieved the most coherent results in this study. These scoring
systems were developed in the 1990s to predict the outcome of patients in intensive care units
independent of the underlying disease [52-54]. According to our data, both scoring systems allow
the distinction of septic and non-septic intensive care patients with a relatively low variance and a
high diagnostic quality (AUC of SOFA score: 0.80 + 0.09; AUC of SAP score II: 0.76 + 0.10), which
may be explained by the complex composition of the scores that corresponds to the pathophysiology
of sepsis as a multi-organ failure. Our data also indicate that the SOFA score can be further
improved by including additional parameters. The miRNA miR-193-3p might be a possible item
here in an updated version. For this reason, we recommend the use of complex scoring systems,
especially the SOFA score, not only for prognostic but also for diagnostic purposes.

5. Conclusions

Summarizing, all markers described for sepsis have only a moderate informative power on
their own and do not allow an unequivocal differentiation between septic and non-septic intensive
care patients. Our study shows that the SOFA score is most likely to provide a reliable diagnosis but
cannot provide certainty as a standalone. Hence, various parameters should be measured and
always be considered in the context of the clinical picture and dynamics. A significantly increased
SOFA value can, however, be a clear indication of the development of sepsis, especially if there is a
clinically plausible suspicion of infection.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/2075-4418/10/9/701/s1, Figure
S1: title, Table S1: title, Video S1: title.
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Supplementary Figure 1. The sequential organ failure assessment (SOFA) score was
determined for every patient enrolled in the septic intensive care (SIC) and the nonseptic
intensive care (NIC) group. Modification of SOFA score was based on copy count of the potential
miRNA marker miR-193-3p. For determination of the modified SOFA score the mean and
standard deviation of miR-193-3p copy counts in the NIC group were calculated. One score point
was added for a number of copies exceeding two standard deviations and up to four points for

each further standard deviation above. Data are presented as median + IQR; the asterisk denotes a
significant group difference (*p < 0.05, **p < 0.001).
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Supplementary Table 1. Intra-group variability of miRNA expression

miRNA HC group SIC group NIC group
n=12 n=12 n=12
miR-26b-5p 84,9% 85,6% 69,5%
miR-92-3p 160,6% 93,5% 93,6%
miR-122-5p 120,7% 197,3% 79,9%
miR-143-3p 35,9% 56,2% 30,1%
miR-146a-5p 73,7% 110,7% 139,0%
miR-193-3p 103,2% 66,4% 67,0%
miR-223-3p 188,0% 74,4% 115,2%
miR-486-3p 57,9% 45,5% 43,0%
miR-486-5p 122,6% 134,5% 159,1%

To assess the intra-group variability of selected miRNAs, the coefficient of variation (CV) was calculated
individually for the study groups. Data are presented as percentage.
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Zusammenfassung:

Die bei der Quantifizierung von Nukleinsdure-Polymeren per quantitativer Echtzeit-Polymerase-
kettenreaktion (quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR) gewonnenen Rohda-
ten miissen mittels eines Housekeepers normalisiert werden, um vergleichbare Datensétze zu ge-
nerieren. Das Ziel der vorliegenden Studie war daher die Identifizierung von geeigneten Refe-
renznukleinséuren zur Untersuchung von miRNAs in entziindlichen Milieus fiir Endothelzellen
(Zelllinie: TIME) und Makrophagen (Zelllinie: RAW264.7). In der Versuchsgruppe wurden Zel-
len mit entziindungsmodulierenden Mediatoren (Zytokinen, Lipopolysacchariden und ungeséttig-
ten Fettsduren) behandelt; die Kontrollgruppe bildeten unbehandelte Zellen der gleichen Zelllinie.
Die Vorauswahl geeigneter miRNAs wurde auf Basis einer Hochdurchsatz-Sequenzierung ge-
troffen und die Daten anschlieBend mittels qRT-PCT und digitaler Tropfchen-Polymeraseketten-
reaktion (digital droplet polymerase chain reaction, ddPCR) validiert. Fiir die Endothelzelllinie
TIME zeigten sich miR-151a-5p sowie let-7g-5p, let-7i-5p und miR-127-3-p stabil exprimiert und
somit als Housekeeper geeignet. Fiir Experimente an der Makrophagenzelllinie RAW264.7 konn-
ten miR-27b-3p, miR-103a-3p, miR-16-5p und miR-423 als geeignete Housekeeper identifiziert

werden.
Darstellung der Eigenleistung:

Vorbereitung der Experimente, RNA-Préparation; miRNA-Quantifizierung mittels gqRT-PCR
und ddPCR; statistische Auswertung der Datensdtze, Mitverfassen des Artikeltexts.
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Identification of stably expressed
housekeeping miRNAs in
endothelial cells and macrophages
in an inflammatory setting

Fabian Link?, Knut Krohn(? & Julia Schumann®?

Reliable quantification of miRNA expression by qRT-PCR crucially depends on validated housekeepers
for data normalization. Here we present thoroughly tested miRNAs eligible as references in
immunological studies utilizing endothelial cells and macrophages, respectively. Endothelial cells

(cell line: TIME) and macrophages (cell line: RAW264.7) were treated with various pro- and anti-
inflammatory mediators (cytokines, LPS, unsaturated fatty acids) given as either single substances orin
combination. Isolated RNA was screened for stably expressed miRNAs by next generation sequencing.
Housekeeper candidates were thereafter validated by means of two independent quantification
techniques: qRT-PCR for relative quantification and ddPCR for absolute quantification. Both methods
consistently confirmed the suitability of let-7g-5p, let-7i-5p, miR-127-3p and miR-151a-5p in cytokine/
fatty acid-treated TIME and miR-16-5p, miR-27b-3p, miR-103a-3p and miR-423-3p in LPS/fatty acid-
treated RAW264.7, respectively as housekeeping miRNAs. With respect to abundancy and over all
expression stability the miRNAs miR-151a-5p (cell line: TIME) as well as miR-27b-3p and miR-103a-3p
(cell line: RAW264.7) can be particularly recommended for normalization of qRT-PCR data.

MicroRNAs (miRNAs) have become an object of intense research in biomedical sciences as they play an impor-
tant role in the regulation of complex biological systems by repressing gene translation'->. For example, miR-
NAs are involved in inflammatory processes and have been linked to endothelial dysfunction*-¢ and macrophage
polarization’-*. Further on, miRNA expression alterations have been described in oncological'® or various other
diseases'"'? which makes them a promising tool in clinical diagnostics. In order to gain a detailed molecular and
mechanistic understanding of miRNA functions as well as to verify the usefulness of miRNAs as innovative diag-
nostic biomarkers precise quantification tools are imperatively required.

A method often used for miRNA quantification is the Real-Time polymerase chain reaction (QRT-PCR)"*!.
Modern qRT-PCR systems detect the fluorescent signal of a reporter dye after every cycle and determine the cycle
in which the signal exceeds an arbitrarily set threshold"*. This cycle number (called “Ct value”) is a measuring unit
for the target abundance relative to a defined housekeeping nucleic acid which is used for normalization'®. An
absolute prerequisite to reliably compensate procedural and biological variability is the independency and stabil-
ity of the chosen housekeeper'”-’. The selection of an adequate housekeeper, therefore, is a key point in qRT-PCR
analysis. However, with respect to miRNA quantification this has proven to be a difficult issue.

Housekeeping genes typically used for messenger RNA (mRNA) quantification like GAPDH and B3-actin are
considerably larger than miRNAs. As the amplification efficiency depends on DNA size these housekeepers are
inappropriate for miRNA qRT-PCR?'. Small nuclear and nucleolar RNAs, such as U6 or SNORD44, are more suit-
able with respect to size but their eligibility has been found to be limited, too. There is evidence that the expression
rate of these housekeepers differs among tissue types and shows inter-individual variations®?. In addition, these
normalizers seem to be affected by the surrounding milieu, e.g. the presence of cytokines?*-*. Another problem
is that the nuclear/nucleolar RNAs differ from miRNAs in biochemical properties which could lead to normali-
zation bias’*?’. Housekeepers belonging to the same type of RNA, therefore, appear to be particularly appropriate

*Clinic for Anaesthesiology and Operative Intensive Care, University Hospital Halle (Saale), Halle, Saale, Germany.
2Core Unit DNA Technologies, Medical Faculty, Leipzig University, Leipzig, Germany. Correspondence and requests
for materials should be addressed to J.S. (email: julia.schumann@uk-halle.de)
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Coefficientof | Stability
Cell line miRNA variation value
TIME let-7g-5p 0.13 0.20
TIME let-7i-5p 0.14 0.19
TIME miR-106b-3p | 0.14 0.16
TIME miR-127-3p | 0.14 0.20
TIME miR-151a-5p | 0.09 0.09
RAW2647 | miR-10a5p | 0.11 0.12
RAW2647 | miR-16-5p 0.09 0.12
RAW2647 | miR27b3p | 0.10 0.11
RAW2647 | miR-103a3p | 0.10 0.12
RAW2647 | miR-423-3p | 0.09 0.09

Table 1. Potential housekeeping miRNAs selected from screening based on NGS.

for normalization. Hence, there is a need for the identification of stably expressed housekeeper miRNAs with
respect to the experimental setting.

Here we present thoroughly tested miRNAs eligible as housekeepers in immunological studies utilizing
endothelial cells and macrophages, respectively. The expression rate of the identified housekeeper miRNAs was
proven to be virtually unaffected by several pro- and anti-inflammatory mediators (cytokines, LPS, unsaturated
fatty acids) given as either single substances or in combination.

Results

Next generation sequencing (NGS). To identify adequate housekeeping genes for qRT-PCR on endothe-
lial cells (cell line: TIME) and macrophages (cell line: RAW264.7) under inflammatory conditions a NGS-based
screening was carried out. In TIME treated with the cytokines IL-183, TNF-o and IFN-~ (5ng/ml each) 1173 dif-
ferent miRNAs were detected compared with 1093 miRNAs in unstimulated control cells. In RAW264.7 treated
with LPS (1 pg/ml) 236 different miRNAs were detected compared with 235 miRNAs in unstimulated control
cells. For those miRNAs detectable in both stimulated and unstimulated cells the coefficient of variation (CV) and
NormFinder stability value over all samples was calculated to find the most stable expressed ones. Low CV and
stability value indicate a stable miRNA expression. The five miRNAs with the lowest CV and stability value were
elected for both cell types as potential housekeeper candidates (Table 1).

Quantitative real-time PCR (QRT-PCR).  Eligibility of selected miRNAs as housekeepers under the influ-
ence of inflammatory mediators was validated by means of qRT-PCR. The melting curves confirmed the specific-
ity of all primers used. An amplification efficiency between 0.90 and 1.10 was considered sufficient.

All of the five housekeeper candidates for TIME were detected in QRT-PCR while they differed substantially
in abundance. The highest expression rate was measured for let-7i-5p with a mean Ct value of 26.52. Lowest
abundancy was found for miR-106b-3p with a mean Ct value of 35.25. As expected from NGS screening data
expression rates of the miRNAs let-7g-5p, let-7i-5p, miR-127-3p and miR-151a-5p were not significantly affected
by cytokine stimulation (Fig. 1). Likewise, supplementation of unsaturated fatty acids or a combination of
cytokine and fatty acid treatment did not alter the expression rate (Fig. 1). Of those miRNAs with a mean Ct value
below 30, miR-151a-5p showed the lowest over all variation at implemented experimental conditions. Unlike the
aforementioned miRNAs the miR-106b-3p displayed significant group differences between treatment groups
(Supplementary Fig. S1) which render it unsuitable as a housekeeper.

For RAW264.7 qQRT-PCR-based detection was successful for each of the five housekeeping candidates. miR-
27b-3p was found to be the most abundant one with a mean Ct value of 25.98. The lowest expression rate was
detected for miR-10a-5p with a mean Ct value of 35.44. As displayed in Fig. 2 the miRNAs miR-16-5p, miR-
27b-3p, miR-103a-3p and miR-423-3p were nearly unaltered under the influence of LPS stimulation, unsaturated
fatty acid supplementation or combination treatment. Of those miRNAs with a mean Ct value below 30, miR-
27b-3p and miR-103a-3p were the most invariant ones. On the contrary miR-10a-5p showed some variations in
expression rates due to cytokine and/or fatty acid treatment (Supplementary Fig. S2).

Droplet digital PCR (ddPCR). For a deeper insight on expression changes of housekeeper candidates we
additionally performed an absolute quantification of the miRNAs by means of the Droplet Digital PCR (ddPCR)
technology.

In line with the results from the qRT-PCR in TIME cells let-7i-5p showed the highest abundancy (25089
copies per ng RNA on average of all test groups) and miR-106b-3p the lowest abundancy (380 copies per ng RNA
on average of all test groups) of the analysed miRNAs. The ddPCR analysis further confirmed the eligibility of
the miRNAs let-7g-5p, let-7i-5p, miR-127-3p and miR-151a-5p as housekeepers under the influence of cytokines
and/or unsaturated fatty acids (Fig. 3). The fold changes in miRNA expression rate induced by cytokine treatment
and/or unsaturated fatty acid supplementation did not exceed 0.25 for all of these miRNAs (Fig. 3) which is also
evident from the low average differences in absolute copy counts of stimulated compared to unstimulated TIME
cells (Table 2). For miR-106b-3p the fold change in miRNA expression rate was found to be higher but not signif-
icantly altered compared to untreated control (Supplementary Fig. S1).
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Figure 1. qRT-PCR data of TIME cells. TIME were stimulated with a cytokine mix consisting of IL-18,

TNF-a and IFN-~ (each in a concentration of 5 ng/ml) and/or supplemented with the unsaturated fatty

acids docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) or arachidonic acid (AA, C20:4n6). Quantification of miRNA
expression was performed by means of the miRCURY LNA SYBR Green PCR kit and appropriate miRCURY
LNA miRNA PCR assay primers on a CFX96 Touch Real Time PCR detection system (N =4, n=2). The
fluorescence signal of all samples was measured at the end of every PCR cycle as relative fluorescent unit (RFU).
miRNA expression is displayed as mean difference to unstimulated control on the basis of raw Ct values. The
mean RFU values and standard deviations are plotted as a sigmoidal curve.

Likewise for RAW264.7 a high consistency was seen between qRT-PCR and ddPCR data. With a mean of
121174 copies per ng RNA miR-27b-3p was the most abundant of the miRNAs analysed. The lowest expres-
sion rate (1975 copies per ng RNA on average of all test groups) was found for miR-10a-5p. LPS stimulation

SCIENTIFICREPORTS | (2079) 9:12786 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-49241-7

48



www.nature.com/scientificreports/

Macrophage

Mean difference to control

T_Lm

72 L oh x

41
£ 7
a
5 8o
o
.
B 7
-4
< 47
<
+
(%] 2
o
-
4
-2
-4
<
2
[a)
0 “
24
So;
$ 2
o .
&=
w
o 24
.
4 %0-
24
-4

Figure 2. qRT-PCR data of RAW264.7 cells. RAW264.7 were stimulated with LPS (1 pg/ml) and/or
supplemented with the unsaturated fatty acids docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) or arachidonic acid

(AA, C20:4n6). Quantification of miRNA expression was performed by means of the miRCURY LNA SYBR
Green PCR kit and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR assay primers on a CFX96 Touch Real Time PCR
detection system (N =4, n=2). The fluorescence signal of all samples was measured at the end of every PCR cycle
as relative fluorescent unit (RFU). miRNA expression is displayed as mean difference to unstimulated control on
the basis of raw Ct values. The mean RFU values and standard deviations are plotted as a sigmoidal curve.

and/or unsaturated fatty acid supplementation did not lead to significant alterations in the expression of miR-
16-5p, miR-27b-3p, miR-103a-3p and miR-423-3p (Fig. 4). The induced fold change in miRNA expression rate
did not exceed 0.40 for all of these miRNAs (Fig. 4). This can also be deduced from the average differences in
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Figure 3. ddPCR data of TIME cells. TIME were stimulated with a cytokine mix consisting of IL-13, TNF-a
and IFN-~ (each in a concentration of 5 ng/ml) and/or supplemented with the unsaturated fatty acids
docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) or arachidonic acid (AA, C20:4n6). Absolute quantification of miRNA
expression was performed by means of the EvaGreen Supermix and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR
assay primers on a QX200 ddPCR droplet reader system (N =4, n=2). miRNA expression was measured as
RNA molecules per pl sample. Results are displayed as fold change to unstimulated control.

Mean copy countof | Mean difference induced by LPS/
Cell type miRNA untreated control cytokines and/or fatty acids
TIME let-7g-5p 15111 2332
TIME let-7i-5p 27198 4807
TIME miR-127-3p 1675 189
| TIME [ miR-151a-5p | 8965 1279
RAW264.7 | miR-16-5p 105490 21978
RAW264.7 miR-27b-3p 164010 51403
'RAW2647 | miR-103a-3p | 19291 2841
RAW264.7 | miR-423-3p 4667 545

Table 2. miRNA copy count differences induced by inflammatory mediators (cytokines, LPS, unsaturated fatty
acids).

absolute miRNA copy counts of LPS and/or fatty acid treated RAW264.7 compared to unstimulated controls
(Table 2). Expression rate of miR-10a-5p was significantly affected by LPS and/or unsaturated fatty acid treatment
(Supplementary Fig. S2).

Discussion
Due to their important role in gene regulation and their potential as diagnostic markers miRNAs have become
an important research area in recent years. For quantification of miRNAs qRT-PCR is a common tool providing
sensitive and reliable data. However, a basic condition for gaining a sound database is the application of control
measures and a proper normalization strategy. To this end different methods are available which should be used
with careful consideration.

Spike-in oligonucleotides are exogenous controls added to samples in a constant concentration. They enable
monitoring of cDNA synthesis efficiency and are of use for detection of inter-assay variabilities?®?. Normalization
based on global mean expression is mainly intended for parallel measurement of multiple targets and miRNA
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Figure 4. ddPCR data of RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were stimulated with LPS (1 ug/ml) and/or
supplemented with the unsaturated fatty acids docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) or arachidonic acid (AA,
C20:4n6). Absolute quantification of miRNA expression was performed by means of the EvaGreen Supermix
and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR assay primers on a QX200 ddPCR droplet reader system (N =4,
n=2). miRNA expression was measured as RNA molecules per ul sample. Results are displayed as fold change
to unstimulated control.

arrays®®?’. In experiments with a limited number of target miRNAs the usability of this method is restricted with
respect to the small data record?®?. Housekeepers, in contrast, may even be used for normalization of single
target QRT-PCR experiments. These nucleic acids are known to be stably expressed and, therefore, indicate poten-
tial intra-assay and inter-assay variabilities?®?. Yet, certain basic conditions have to be met in order to prevent
normalization bias. The main criterion for suitability of a housekeeper is a stable expression rate with respect to
the analysed cell/tissue type as well as the experimental setting. Further on, an optimal level of conformity in bio-
chemical properties needs to be reached. For that reason housekeeper and target should be of the same RNA type.

A few reports describe the successful application of housekeeping miRNAs in certain disease models and
experimental settings investigating particular cells/tissues and treatment conditions (Supplementary Table S1). It
should be noted that these studies show considerable variations in the proposed reference miRNAs. This could be
attributed to the fact that miRNA expression is described to not only vary among cell and tissue types but also to
depend on the surrounding milieu®*-*2 It seems that there is no miRNA that is eligible as universal housekeeper.
Thus, there is a need for defining adequate housekeeping miRNAs with respect to the intended model system. The
present study was undertaken in order to establish valid housekeepers for miRNA studies on endothelial cells or
macrophages in an inflammatory setting.

Three different techniques were used in a systematically manner. First, NGS was applied to screen all expressed
miRNAs (1173 miRNAs for endothelial cell line TIME, 236 miRNAs for macrophage cell line RAW264.7) for
their potential eligibility as housekeepers. For both cell lines the five most invariant miRNAs were selected for
further validation. Candidates identified were let-7g-5p, let-7i-5p, miR-106b-3p, miR-127-3p and miR-151a-5p
for TIME as well as miR-10a-5p, miR-16-5p, miR-27b-3p, miR-103a-3p and miR-423-3p for RAW264.7.

In the next step those miRNAs were analysed using two independent quantification methods: relative quanti-
fication by means of QRT-PCR and absolute quantification by means of ddPCR. Both techniques consistently con-
firmed the suitability of the above mentioned miRNAs as housekeepers in the presence of cytokines/LPS and/or
unsaturated fatty acids except for miR-106b-3p (TIME) and miR-10a-5p (RAW264.7). In particular, miR-151a-5p
in TIME as well as miR-27b-3p and miR-103a-3p in RAW264.7 can be highly recommended as housekeeping
miRNAs with respect to abundancy and over all expression stability.
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Previous studies propose the use of the geometric mean of multiple housekeepers as an elegant option to
minimize normalization bias?****4, The validation of four housekeeping miRNAs for both cell types analysed,
therefore, represents an opportunity to further optimize qRT-PCR-based quantification.

Remarkably, the majority of the miRNAs identified in our study have already been proposed as housekeepers
in the literature (Supplementary Table S1). Whether the identified reference miRNAs might be applied to further
cell/tissue types and experimental conditions carefully needs to be validated before being used in any deviant set-
tings. Yet, it is probable that let-7g-5p, let-7i-5p and miR-151a-5p are generally suitable as housekeeping miRNAs
in immunological studies investigating vessel cells of mammalian origin. Complementary investigations of our
laboratory provides evidence that these miRNAs are stably expressed not only in the endothelial cell line TIME
but also in primary murine endothelial cells (mEC) and vascular smooth muscle cells (mVSMC) in either pres-
ence or absence of cytokine stimulation (Supplementary Fig. $3).

In order to check the plausibility of the results, the biological function of the proposed reference miRNAs was
assessed based on in silico prediction of genomic binding sites from mirWalk®. For GO enrichment focussed on
the ontology domain “biological process” G:profiler*® was used and redundant GO terms were removed by subset
analysis by means of REVIGOY. Altogether 546 GO term subsets in the biological process domain could be iden-
tified. As expected, interrelations of each miRNA with biological processes are diverse and complex. Nevertheless
certain functionalities are frequently present. For example, all proposed miRNAs are involved in processes at the
neuronal synapse like “synapse organization” (GO:0050808) and “learning and memory” (GO:0007611). Another,
frequently occurring pattern is the functional connection to formation of the urogenital tract (GO:0001655) and
reproductive system (GO:0061458). A link to inflammatory processes is only found for miR-423-3p as terms
like “immune effector process” (GO:0002252) or “leucocyte differentiation” (GO:0002521) are assigned to this
miRNA. In this respect, the in silico data are consistent with the results of our study, as the putative and validated
functional relations, with the exception of miR-423-3p, do not suggest any change due to an inflammatory milieu.

Over and above the presented data underlines the suitability of ddPCR for a housekeeper-independent abso-
lute quantification of miRNAs. The method has shown to deliver highly reliable and comparable results without
necessity of any reference for normalization. In spite of the extra effort and cost this technique might be of benefit
in case of unsatisfactory housekeepers.

Materials and Methods

Cell lines and culture media. If not stated otherwise, materials were provided by Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germany). Commercially available cell lines (LGC Standards, Wesel, Germany) were used: the
human telomerase-immortalized microvascular endothelial cell line TIME (ATCC number: CRL-4025) as well as
the murine macrophage cell line RAW264.7 (ATCC number: TIB-71). TIME were cultured in basal microvascu-
lar endothelial cell growth medium (Provitro, Berlin, Germany) enriched with 5ng/ml VEGE, 5 ng/ml EGF, 5ng/
ml FGE, 15 ng/ml IGF-1, 10 mM L-glutamine, 0.75 U/ml heparin sulphate, 1 ug/ml hydrocortisone hemisucci-
nate, 50 pg/ml ascorbic acid (all Provitro, Berlin, Germany), 5% v/v FCS, and 12.5 pug/ml blasticidin (Invitrogen/
Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Germany). Cell culture medium used for RAW264.7 was RPMI 1640 (PAN-
Biotech, Aidenbach, Germany) enriched with 5% v/v fetal calf serum (FCS).

Fatty acid supplementation and stimulation of cells.  For cellular fatty acid enrichment TIME as well
as RAW264.7 were incubated in cell culture medium supplemented with either docosahexaenoic acid (DHA,
C22:6n3) or arachidonic acid (AA, C20:4n6) (both Biotrend, Koln, Germany) in a final concentration of 15pM
for 72 hours. For stimulation TIME were treated with a cytokine mix consisting of IL-13, TNF-a and IFN-~, each
in a concentration of 5ng/ml (all PeproTech, Hamburg, Germany) and RAW264.7 were treated with 1 ug/ml LPS
(from E. coli serotype 0111:B4). Stimulation was performed in the last 24 hours of fatty acid supplementation.

RNA isolation. Total RNA isolation was performed using TriFast FL (VWR/Peqlab, Erlangen, Germany)
following the manufacturer’s standard protocol. RNA concentration and quality was determined by means
of a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Germany). An absorbance quotient
A260/280 > 1.8 was considered appropriate for following procedures. Complementary DNA (cDNA) was syn-
thesized by means of the miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to standard protocol.
Synthesized cDNA was used for both QqRT-PCR and ddPCR miRNA expression quantification.

Deep sequencing and analysis of deep sequencing data. miRNA expression analysis was performed
using high-throughput sequencing by means of an Illumina HiScanSQ (Illumina Inc., San Diego, USA) in the
Core Unit DNA at the Medical Faculty, Leipzig University. In every test group three biological replicates were ana-
lysed. Samples were processed using the TruSeq Small RNA Prep kit v2 (Illumina Inc., San Diego, USA) following
the manufacturer’s standard protocol. Size restriction (140-165bp), purification and quantification of barcoded
libraries were performed using the Library quantification kit - Illumina/Universal (KAPA Biosystems, Woburn,
USA). For cluster generation up to 10 libraries per lane were factored using an Illumina cBot. 50bp sequencing
was performed using an Illumina HighScanSQ sequencer based on version 3 chemistry and flowcell following the
manufacturer’s standard protocol.

For deep sequencing data analysis the adapter sequences were removed from raw sequences by means of
Cutadapt software, version 1.9.1%. To verify that small RNAs other than miRNAs are filtered out from the
data only sequences 15-27 bases long were analysed. These reads were aligned to human (GRCh38: NCBI_
Assembly:GCA_000001405.15) and murine (GRCm38): NCBI_Assembly:GCA_000001635.2) genome as well as
mature sequences of miRBase v21 using the bowtie2 aligner®. An error ratio of 1 nt per mature miRNA sequence
was accepted. For data compression to bam format Samtools*’ were used. Mapped reads count was determined
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using the R/Bioconductor programming environment*! by application of the ShortRead library*>. Sequence anal-
ysis after mapping against mature sequences of miRBase v21 is not affected by counts for other small RNAs (e.g
rRNA, tRNA fragments) because these sequences are not present in the reference sequences. For mapping against
the whole genome reference rRNA or tRNA fragments are usually below 1-2% in the 15-27bp fraction. Reads
that map to their respective loci were removed before analysis using genome coordinates. Normalization of data
was performed by independent application of the DESeq 2 and the TMM (EdgeR) algorithm*,

Stability of miRNA expression was assessed based on coefficient of variation (CV), which is defined as the ratio
of standard deviation to the mean. In addition the bioinformatic VBA tool NormFinder v.0.953 for Microsoft
Excel was used to confirm expression stability considering the intra- and intergroup variation*.

Quantitative real-time PCR (qQRT-PCR). Relative expression of miRNAs was analysed by means of
the miRCURY LNA SYBR Green PCR kit and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR assay primers (both
QIAGEN, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. Thermal cycling was performed on a
CFX96 Touch Real Time PCR detection system (BioRad, Munich, Germany). The cycling conditions comprised
initial heat activation at 95 °C for 2 minutes, 40 cycles at 95°C for 10 seconds and 56 °C for 60 seconds followed
by a melt curve analysis. qRT-PCR reactions were performed in duplicates of four biological replicates in every
test group.

Droplet digital PCR (ddPCR). miRNA copy counts were determined by means of the Droplet Digital PCR
technology (BioRad, Munich, Germany) following the manufacturer’s standard protocols. Appropriate miR-
CURY LNA miRNA PCR assay primers (QIAGEN, Hilden, Germany) and ddPCR EvaGreen Supermix (Bio-Rad,
Munich, Germany) were used. Measurement of the nucleic acid copy count per pl sample was performed on a
QX200 ddPCR Droplet Reader (Bio-Rad, Munich, Germany). Data output was converted into nucleic acid copy
count per ng RNA. ddPCR reaction was performed in duplicates of four biological replicates in every test group.

Statistical analysis. Data are presented as means + standard deviation (SD). To identify statistical differ-
ences between means one-way analysis of variance and multiple comparisons with Tukey correction was used.
Statistical analysis was performed by means of the GraphPad Prism 6 statistics software (GraphPad Software, La
Jolla, USA). A p value < 0.05 was assumed as an indicator of significant differences.

Data Availability
Deep sequencing datasets generated and analysed during the current study are available in the Gene Expression
Omnibus (GEO) repository, accession number GSE132361.
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Figure S1: Expression alterations of miR-106b-3p in endothelial cell line TIME.

TIME were stimulated with a cytokine mix consisting of IL-1, TNF-o, and IFN-y (each in a concentration of 5
ng/ml) and/or supplemented with the unsaturated fatty acids docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) or
arachidonic acid (AA, C20:4n6). Relative quantification of miRNA expression (QRT-PCR) was performed by
means of the miRCURY LNA SYBR Green PCR kit and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR assay
primers on a CFX96 Touch Real Time PCR detection system (N = 4, n = 2). miRNA expression is displayed
as mean difference to unstimulated control on the basis of raw Ct values. Absolute quantification of miRNA
expression(ddPCR) was performed by means of the EvaGreen Supermix and appropriate miRCURY LNA
miRNA PCR assay primers on a QX200 ddPCR droplet reader system (N = 4, n = 2). miRNA expression was
measured as RNA molecules per pl sample. Results are displayed as fold change to unstimulated control.
*p<0.05 *p<0.01; *p < 0.001
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Figure S2: Expression alterations of miR-10a-5p in macrophage cell line RAW264.7.

RAW264.7 were stimulated with LPS (1 pg/ml) and/or supplemented with the unsaturated fatty acids
docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) or arachidonic acid (AA, C20:4n6). Relative quantification of gene
expression (QRT-PCR) was performed by means of the miRCURY LNA SYBR Green PCR kit and appropriate
miRCURY LNA miRNA PCR assay primers on a CFX96 Touch Real Time PCR detection system (N=4,n =
2). miRNA expression is displayed as mean difference to unstimulated control on the basis of raw Ct values.
Absolute quantification of miRNA expression (ddPCR) was performed by means of the EvaGreen Supermix
and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR assay primers on a QX200 ddPCR droplet reader system (N =
4, n = 2). miRNA expression was measured as RNA molecules per pl sample. Results are displayed as fold
change to unstimulated control.

*p<0.05; *p<0.01; **p < 0.001
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Figure S3: Expression rates of let-7g-5p, let-7i-5p, and miR-151a-5p in primary murine vascular cells.
Murine endothelial cells (mEC) were isolated from murine mesenteries and vascular smooth muscle cells
(mVSMC) from lungs of C57BL/6 mice. Cells were stimulated with a cytokine mix consisting of IL-1f3, TNF-c, and
IFN-y (each in a concentration of 5 ng/ml). Relative quantification of miRNA expression was performed by means
of the miIRCURY LNA SYBR Green PCR kit and appropriate miRCURY LNA miRNA PCR assay primers on a
CFX96 Touch Real Time PCR detection system (N = 4, n = 2). miRNA expression is displayed as mean
difference to unstimulated control on the basis of raw Ct values.
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Table S1: Summary of miRNAs discussed as data normalizers in different human studies

Condition

miRNA

Source

Reference

Bladder cancer

Breast cancer

Cervical cancer

Chronic kidney
disease

Colorectal cancer

Diffuse large B-cell
lymphoma

Dihydrotestosterone

treatment

Esophageal cancer

Gastric cancer

Heart failure /
hypertension

Hepatitis B

Kidney cancer

Low/high estrogen
levels

Lung cancer

Major depressive
disorder

Neuronal
differentiation

Ovarian cancer

Prostate cancer

Stable coronary
artery disease

Thyroid cancer

Training status

Vulvar cancer

miR-16-5p, miR-193a-5p
miR-101, miR-125a-5p, miR-148b,
miR-151-5p, miR-181b, miR-874
miR-16, miR-425
let-7a, miR-16
miR-16-5p, miR-29a-3p
miR-23a, miR-191
miR-151-5p, miR-152-3p, miR-423-3p
miR-16

miR-191-5p
miR-25-3p, miR-93-5p, miR-106b-5p
let-7g, miR-27a, miR-193a-5p
miR-16, miR-345
miR-345, miR-520d, miR-1228

miR-24

miR-16, miR-1228-3p

miR-28-5p, miR-34a-5p, miR-186-5p
miR-16, miR-93
miR-101-3p, miR-140-3p
let-7i, miR-16

miR-22*, miR-26a, miR-221
miR-24-3p, miR-151a-5p, miR-425-5p
miR-28, miR-103, miR-106a
miR-188-5p, miR-222-3p

miRNA-192
miR-93-5p, miR-101-3p

miR-26b, miR-103, miR-106b

miR-191-5p
miR-191
miR-130b
miR-4516, miR-6090

miR-99a-5p, miR-151a-3p, miR-197-
3p, miR-214-3p
miR-320d
miR-93-5p, miR-425-5p

Serum
Tissue

Blood
Tissue
Tissue
Tissue
Tissue

Urinary exosomes

Serum
Serum
Tissue
Tissue
Tissue, plasma,
exosomes

Tissue

Prostate cells lines
RWPE-1, LNCaP,

22RV1, DU145, PC-3

Tissue

Serum
Tissue

Serum

Serum
Cell line HepG2

Tissue

Plasma

Pleural effusion
Plasma

Cell lines SK-N-
BE(2)C, neuro-2a,
NG108-15, PC12;
ENStem-A neural

progenitor cells

Tissue

Urine sediments
Tissue

Plasma

Aspiration smears

Plasma

Plasma

doi:10.3892/mmr.2015.3428
doi:10.1371/journal.pone.0039309

doi:10.1371/journal.pone.0083718
doi:10.1186/1471-2199-9-76
doi:10.3390/ijms17020156

doi:0.3858/emm.2011.43.6.039
doi:10.1016/j.tranon.2018.12.010

doi:10.1371/journal.pone.0183435

doi:10.1371/journal.pone.0083025
doi:10.1038/srep35611
doi:10.1371/journal.pone.0150593
doi:10.1186/1471-2407-10-173
doi:10.1038/s41598-017-08784-3

doi:10.1136/jclinpath-2012-201021

doi:10.1038/s41598-018-19458-2

doi:10.1007/512032-016-0860-7

doi:10.1007/s10620-011-1981-7
doi: 10.1016/j.gene.2017.04.016

doi:10.21037/jtd.2018.04.128

doi:10.1007/512033-011-9414-6
doi:10.1186/513104-016-1848-2

doi:10.1016/j.ab.2011.06.009
doi:10.1186/s13104-017-2636-3

doi:10.3892/0l.2014.2404
doi:10.1016/j.jad.2013.12.035

doi:10.1016/j.neuroscience.2011.10.024

doi:10.1111/jcmm.12927

doi: 10.1155/2015/973597
doi:10.3858/emm.2010.42.11.076

doi:10.5603/CJ.2016.0109

doi:10.3892/0r.2016.5113

doi:10.1038/541598-019-38505-x
doi:10.1177/1010428317717140

58



OPEN

Published online: 03 October 2019

www.nature.com/scientificreports

SCIENTIFIC
REPORTS

natureresearch

Author Correction: Identification
of stably expressed housekeeping
miRNAs in endothelial cells and
macrophages in an inflammatory
setting

Fabian Link?, Knut Krohn(®? & Julia Schumann®?

Correction to: Scientific Reports https://doi.org/10.1038/s41598-019-49241-7, published online 04 September
2019

The Acknowledgements section in this Article is incomplete.

“The authors wish to thank Claudia Rofler, Anja Leimert and Melanie Cieselski for their great assistance in cell
culture and RNA isolation. Special thanks to the Hans Bockler Foundation that supported this work by a schol-
arship (Grant number 394216).

Should Read:

“The authors wish to thank Claudia R6fler, Anja Leimert and Melanie Cieselski for their great assistance in cell
culture and RNA isolation. Special thanks to the Hans Bockler Foundation that supported this work by a schol-
arship (Grant number 394216). We acknowledge the financial support within the funding program Open Access
Publishing by the German Research Foundation (DFG)”.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International

= License, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or
format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Cre-
ative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this
article are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the
material. If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not per-
mitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the
copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

© The Author(s) 2019

IClinic for Anaesthesiology and Operative Intensive Care, University Hospital Halle (Saale), Halle, Saale, Germany.
2Core Unit DNA Technologies, Medical Faculty, Leipzig University, Leipzig, Germany. Correspondence and requests
for materials should be addressed to J.S. (email: julia.schumann@uk-halle.de)

SCIENTIFICREPORTS |

(2019) 9:14466 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-51008-z

59



Erklirung iiber frithere Promotionsversuche und Selbststiindigkeitserklirung

(1) Ich erklére, dass ich mich an keiner anderen Hochschule einem Promotionsverfahren

unterzogen bzw. eine Promotion begonnen habe.

(2) Ich erklére, die Angaben wahrheitsgeméf gemacht und die wissenschaftliche Arbeit an keiner
anderen wissenschaftlichen Einrichtung zur Erlangung eines akademischen Grades eingereicht zu

haben.
(3) Ich erklédre an Eides statt, dass ich die Arbeit selbststéndig und ohne fremde Hilfe verfasst
habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden eingehalten; es wurden keine an-

deren als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und die den benutzten Werken

wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht.

Halle (Saale), Datum Fabian Link

v



Danksagung

Fiir die zur Erstellung dieser Arbeit unbedingt notwendige Unterstiitzung bedanke ich

mich bei

- meiner Frau und meiner Familie, die mich in allen Bearbeitungsphasen unterstiitzt

und motiviert haben;

- der Hans-Bockler-Stiftung, die mit ihrer Forderung die Erstellung einer Arbeit

dieses Umfangs fiir mich erst ermdglichten;

- den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Julius-Bernstein-Instituts fiir die Be-

reitstellung der Laborpldtze und Gerite;

- den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern im &rztlichen und pflegerischen Bereich
der anésthesiologischen Intensivstation fiir ihre Mitwirkung bei der Probandenak-

quise;

- Frau Anja Leimert fiir ihre Hilfe bei der Einarbeitung in die Arbeitsabldufe im
Labor;

- zuletzt, jedoch in besonderem Malle Frau Dr. Julia Schumann fiir die herausra-
gende und wertschitzende Betreuung wéhrend der vergangenen Jahre, die maB-

geblich zum erfolgreichen Verlauf dieser Forschungsarbeit beigetragen hat.



