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Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache in entwickelten Landern
und machen 31 % der globalen Todesfalle aus. Trotz des signifikanten Fortschritts bei
der Reduzierung von Mortalitat und Morbiditat durch die Einfihrung und Entwicklung von
Stents, ist ihr Nutzen aufgrund biologischer Reaktionen, die durch den Kontakt von Blut
mit artifiziellen Oberflachen ausgel6st werden, begrenzt. Diese Reaktionen wie Protein-
absorption, Zelladhasion, Inflammation und Thrombozytenaktivierung sind flir Komplika-
tionen wie In-Stent Thrombosen und In-Stent Restenosen verantwortlich. Um sie zu mil-
dern und ihre molekularen Mechanismen zu verstehen, wurden umfangreiche For-

schungsbemihungen unternommen.

Eine vielversprechende Forschungsrichtung beinhaltet die Untersuchung von miRNAs,
die kurze, nicht codierende RNA-Molekiile sind und eine wichtige Rolle in der Genregu-
lation spielen. miRNAs sind an vielen biologischen Prozessen wie Zellwachstum und
Zellentwicklung beteiligt. Diese Funktionen erflllen sie, indem sie an komplementare
Strange der mRNA binden und damit deren Expression beeinflussen. Sie reagieren auf
Stimuli und steuern meist durch Post-transkriptionelle Inhibition die Expression von Ge-
nen. In anderen Studien zeigte sich bereits, dass ein kurzer Stimulus ausreichen kann,

um eine Veranderung in der miRNA zu bewirken.

Aufgrund dessen haben wir die Hypothese aufgestellt, dass Anderungen in der
miRNA-Expression eine Rolle bei der unmittelbaren Interaktion zwischen Blut und artifi-
ziellen Oberflachen spielen kénnten. Um diese Hypothese zu testen, haben wir die Ver-
anderung des miRNA-Profils im Blut gesunder Probanden nach einem 30-sekiindigen
Kontakt mit verschiedenen Oberflachen untersucht. Fur diesen Versuch stand eine neu
designte 3-D superhydrophobe Oberflache bestehend aus AlOs Nanowire und einer
PTFEP Beschichtung zur Verfigung. AuRerdem wurde das miRNA-Verhalten auf fol-
genden acht weiteren Oberflachen getestet: Glas, Edelstahl 316L, Cobalt Chrome, Glas-
Kaliumsilicat in Stickstoff gesintert, Glas-Kaliumsilicat in Luft gesintert, Cobalt-Chrom-
Kaliumsilicat in Stickstoff gesintert, Cobalt-Chrom-Kaliumsilicat in Luft gesintert und
Al/Al;Os.

Die Ergebnisse zeigten Veranderungen in den miRNA Profilen nach kurzzeitigem Kon-
takt (30s) von Vollblut mit den Oberflachen. Besonders interessant war der superhydro-
phobe Effekt, der nur bei der Al/Al,O3-PTFEP Oberflache ausgepragt war und zu einem
Abperlen des Vollblutes fiihrte. Es zeigte sich, dass durch Kontakt mit dieser Oberflache
19 miRNAs signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den restlichen acht Oberflachen

exprimiert wurden. Diese miRNAs wurden alle hochreguliert und wiesen teilweise



interessante Funktionen auf, die einen Einfluss auf die biologische Reaktion zwischen

Blut und artifiziellen Oberflachen haben.

Die Hochregulation der miR-130b-3p und der miR-320a wirkt antiinflammatorisch. Die
Hochregulation der miR-320d hat eine wichtige Rolle in der Apoptose von glatten Mus-
kelzellen und kdnnte damit protektiv gegen In-Stent Restenosen wirken. Die Hochregu-
lation von miR-320c ist mit der Hemmung der Thrombozytenaktivierung assoziiert und
kdénnte somit protektiv gegen In-Stent-Thrombosen wirken. Die Hochregulation von
miR-320b und miR-6740-5p wirkt endothelprotektiv und die Hochregulation von
miR-320b und miR-378a-3p wirkt durch den Schutz vor Ischamie- und Reperfusions-
schaden der Kardiomyozyten kardioprotektiv. Somit konnten méglicherweise Komplika-
tionen, die bei gangigen Oberflachenmaterialien entstehen kénnen, unterbunden wer-

den.

Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in developed countries and a
general issue, representing 31% of global deaths. Despite significant progress made in
reducing mortality and morbidity through the introduction and development of stents,
their use is still limited by biological reactions induced by blood contact with artificial
surfaces. These reactions, including protein absorption, cell adhesion, inflammation, and
platelet activation, lead to complications such as in-stent thrombosis and in-stent reste-
nosis. In order to mitigate these responses and understand their underlying molecular

mechanisms, extensive research efforts have been undertaken.

One promising approach of research involves the examination of miRNA, a type of small
non-coding RNA molecule that plays a crucial role in gene regulation. miRNAs are in-
volved in a variety of biological processes, including cell growth and development, and
can control gene expression by binding to complementary sequences in mRNA, either
promoting or inhibiting its expression. miRNAs can respond to short stimuli with an im-

mediate change in their expression, which was already demonstrated in other studies.

With this in mind, we have hypothesized that changes in miRNA expression may play a
role in the immediate interaction between blood and artificial surfaces. To test this hy-
pothesis, we analyzed the change in miRNA profile in the blood of healthy subjects fol-
lowing a 30 second contact with various artificial surfaces. For this experiment a newly
designed 3-D superhydrophobic surface consisting of Al.Os; nanowires and a PTFEP
coating was available. The miRNA behavior on eight other surfaces containing: Glass,

stainless steel 316L, cobalt chrome, glass potassium silicate sintered in nitrogen, glass



potassium silicate sintered in air, cobalt chromium potassium silicate sintered in nitrogen,

cobalt chromium potassium silicate sintered in air and Al/Al,O3; was tested as well.

The results of the experiment showed changes in miRNA profiles after brief contact be-
tween blood and the surfaces. Notably, the superhydrophobic effect was only observed
on the Al/Al;03 PTFEP surface, causing the blood to bounce off the surface. Contact
with this surface resulted in 19 miRNAs being expressed significantly differently than with
the other eight surfaces. These miRNAs were all upregulated and some displayed inter-

esting functions.

For example, upregulation of miR-130b-3p and miR-320a was shown to have anti-
infammatory effects, while upregulation of miR-320d was linked to smooth muscle cell
apoptosis, potentially protective against in-stent restenosis. Upregulation of miR-320c
was associated with inhibition of platelet activation, which could have a protective effect
against in-stent thrombosis. In addition, upregulation of miR-320b and miR-6740-5p was
found to be endothelial protective, while upregulation of miR-320b and miR-378a-3p was
shown to be cardio protective, protecting cardiomyocytes from ischemic and reperfusion
injury. This could potentially prevent complications associated with commonly used sur-

face materials.
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1 Einleitung

1.1 Die koronare Herzkrankheit

1.1.1 Hintergrund

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen eine bedeutende Bedrohung fiir die Gesundheit
der Weltbevolkerung dar und sind eine der grofiten Herausforderungen fiir die moderne
Medizin. Der epidemiologische Wandel, der durch Urbanisierung und Industrialisierung
insbesondere in Landern mit niedrigem bis mittlerem Einkommen, beschleunigt wird,
fuhrt zu einer Zunahme degenerativer und gesellschaftlich bedingter Erkrankungen [98].
Kardiovaskulare Erkrankungen wie Herzkrankheiten und Schlaganfalle sind weltweit die
haufigste Todesursache, was jahrlich zu mehr als 17 Millionen Todesfallen fuhrt [98].
Diese Belastung wird in den kommenden Jahren aufgrund von Bevélkerungswachstum,
Alterung und der Annahme westlicher Lebensstile in Entwicklungslandern weiter zuneh-
men [98]. Hervorstechend sind die Herzkreislauferkrankungen, die im Jahr 2016 flr
31,4 % aller Todesfalle weltweit verantwortlich waren [102]. Die Untergruppe koronare
Herzkrankheit ist mit 16,5 % aller Todesfalle am starksten vertreten und ist zugleich die
Erkrankung, die in entwickelten Landern die groten wirtschaftlichen Kosten verursacht
[111]. Obwohl durch neue Therapieansatze, Praventivmalinahmen und 6ffentliche Ge-
sundheitskampagnen die Mortalitatsrate fur kardiovaskulare Erkrankungen in einkom-
mensstarken Landern ricklaufig ist, gewinnt deren Bedrohung weltweit immer weiter an
Prasenz und wird nach Schatzungen aus Daten der Global Burden of disease study im

Jahr 2030 einen vorlaufigen Hochstwert mit 32,5 % aller Todesfalle erreichen [98].

Auch in Deutschland kann man anhand der Todesursachenstatistik des Statistischen
Bundesamtes die Tragweite kardiovaskularer Erkrankungen herauslesen. Im Jahr 2019
verstarben in Deutschland 939 520 Menschen, 331 211 (35,2 %) davon erlagen einer
Herzkreislauferkrankung und von diesen kann man 119 082 (12,7 %) Menschen einen

Tod durch eine koronare Herzkrankheit zuordnen [110].

Es stellt sich als von groRer Bedeutung heraus, kardiovaskulare Erkrankungen zu unter-
suchen, da sie als die haufigste Todesursache weltweit anerkannt sind und durch die
Entwicklung innovativer Therapieansatze und Praventionsstrategien eine signifikante
Anzahl an Leben gerettet werden konnten. Diese Erkenntnisse kdnnten dazu beitragen,
die Belastung der Gesellschaft durch diese Erkrankungen zu reduzieren und somit einen

positiven Einfluss auf die Gesundheit der Bevolkerung haben.



1.1.2 Definition

In den Nationalen Versorgungsleitlinie wird die koronare Herzerkrankung folgenderma-

Ren definiert:

»Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist die klinisch relevante Manifestation der Athero-
sklerose an den Herzkranzarterien. Sie fiihrt hdufig zu einem Missverhéltnis zwischen
Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot im Herzmuskel. Eine KHK ist mit einem
erhéhten Morbiditdts- und Mortalitétsrisiko verbunden und manifestiert sich typischer-

weise als Angina pectoris [109]."

Die zugrunde liegende Atherosklerose ist eine Erkrankung der grof3en und mittelgrof3en
Arterien, die gepragt ist durch eine chronische Entziindungsreaktion in der GefaRintima,
welche durch herdférmigen Lipid- und diffuse Kollagenfaseranhaufungen auf der Basis

einer Endothellasion ausgeldst wird [79].

1.1.3 Pathophysiologie und Atiologie der Atherosklerose am Herzen

Es ist hinreichend bekannt, dass wie eingangs erwahnt die Manifestation der Athero-
sklerose an den Herzkranzgefallen fir die koronare Herzkrankheit verantwortlich ist.
Doch obwohl die Atherosklerose seit vielen Jahren Gegenstand der Forschung ist, sind
einige grundlegende Charakteristika in ihren Einzelheiten nicht ausreichend geklart.
Heutzutage nimmt man an, dass der Anfang der diskontinuierlich entstehenden Plaques
durch ,Fatty Streaks“ (Fettstreifen) hervorgerufen wird [53]. Diese entstehen durch An-
lagerung und Oxidierung von Lipoproteinen insbesondere Low-Density-Lipoproteine
(LDL) im Bereich der extrazelluldren Matrix der Gefallintima. Es lagern sich
proinflammatorische Monozyten ab. Dies wird beglinstigt durch Leukozytenadhasions-
molekule, die bevorzugt in Bereichen distal von arteriellen Aufzweigungen auftreten, da
dort der inhibierende Faktor der laminaren Scherkrafte weniger vertreten ist [92]. Nach-
dem die Monozyten vor allem an diesen Pradilektionsstellen in die Intima eingedrungen
sind, werden sie als Makrophagen bezeichnet, versuchen die Lipoproteine zu phagozy-

tieren und transformieren sich dabei in Schaumzellen um.

Wenn die Menge der eindringenden Lipide die Menge der Lipide, die durch Makropha-
gen und andere Mechanismen heraustransportiert wird, Gberschreitet, bilden sich durch
Akkumulation und Verdichtung Uber langere Zeit Atherome [53]. Im Zentrum der sich
vergroRernden Intimaldsion gehen als Nachstes Schaumzellen in Apoptose und formen
damit einen lipidreichen, nekrotischen Kern [79]. In der Entzliindungsreaktion werden
Zytokine wie beispielsweise Interleukin-1(IL-1) und der Tumornekrosefaktor (TNF) von

Makrophagen freigesetzt und induzieren die lokale Produktion von Wachstumsfaktoren



[63,64]. Der plattchenabhéangige Wachstumsfaktor (PDGF) und der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor sorgen fur die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen, die
normalerweise in der Tunica media sitzen, und fir deren Produktion von extrazellularer
Matrix. Dieser Schritt stellt eine kritische Veranderung dar und markiert den Ubergang
in eine bindegewebige fetthaltige Lasion [53]. Zu einer weiteren Progression kdnnen
Mikrothromben flhren, die sich in die Endothellasionen setzen, welche durch athero-
gene Risikofaktoren begunstigt werden und nach Kontakt mit der hochthrombogenen
Matrix der Basalmembran durch die Ausschittung von Faktoren wie PDGF den Prozess

weiter anheizen.

Atherome unterliegen in ihrer Entstehung standigen Umbauprozessen, die entscheidend
fur ihre mannigfaltigen klinischen Manifestation sind. Viele Plaques fuhren trotz jahre-
langem Wachstum zu einer stabilen Symptomatik und verursachen selbst bei einer kom-
pletten Stenose eines Herzkranzgefalles nicht zwingend einen Myokardinfarkt, weil der
Korper in diesem Zeitraum in der Lage ist Kollateralkreislaufe auszubilden [64]. Beson-
ders gefahrlich sind vulnerable Plaques, die durch eine diinne fibrése Hille und einen
grof3en Lipidkern gekennzeichnet sind. Durch deren Instabilitat kann es zu einer Plaque-
ruptur kommen und dadurch zur Freisetzung des thrombogenen Lipidkerns [64]. Der
schnell entstehende Thrombus kann okklusiv sein und durch mangelnde Anpassungs-
prozesse eine akute Symptomatik verursachen. Entziindungsreaktionen sind fir die

Plaqueinstabilitat verantwortlich und werden durch atherogene Risikofaktoren geférdert.

In der groRangelegte Framington Heart Study wurden erstmals die Risikofaktoren der
koronaren Herzkrankheit analysiert [66]. Auf deren Erkenntnisse aufbauend leiten sich

die folgenden Hauptrisikofaktoren ab [37]:

e Lebensalter

e Erhdhung der LDL-Cholesterin Werte

e Erniedrigung der HDL-Cholesterin Werte
e Arterielle Hypertonie

e Positive Familienanamnese

e Diabetes mellitus

e Geschlecht

1.1.4 Klinische Einteilung

Schweregrad und Dauer der durch die Koronararteriosklerose hervorgerufene Ischamie
bestimmen die Verlaufsform der KHK [2]. Die Differenzierung dieser Verlaufsformen ist

im klinischen Alltag auRerordentlich wichtig.



Die symptomatische KHK kann man unterteilen in chronisches Koronarsyndrom (chronic
coronary syndrome, CCS) und Akutes Koronarsyndrom (acute coronary syndrome,
ACS), welches wiederum drei Entitdten umfasst: Instabile Angina Pectoris (AP),
Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt (non-ST-elevation myocardial infarction, NSTEMI)
und ST-Streckenhebungsinfarkt (ST-elevation myocardial infarction, STEMI) [37,50].

KHK

I_I_|
: ]
Instabile AP

1
Myokardinfarkt

STEMI

NSTEMI

Abbildung 1: Auspragung der koronaren Herzkrankheit. Koronare Herzkrankheit (KHK); Chronisches Ko-
ronarsyndrom (CCS); Akutes Koronarsyndrom (ACS); Angina Pectoris (AP); ST-Streckenhebungsinfarkt
(STEMI) und Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt (NSTEMI).

1.1.5 Therapie

Die Therapie der koronaren Herzkrankheit I4sst sich in die vier Bereiche Anderung der
Lebensgewohnheiten, Arzneimitteltherapie, Bypassoperation und koronare Revaskula-
risierung untergliedern. Sie sollte individuell auf das Risikoprofil des Patienten abge-
stimmt sein und verfolgt das Ziel das Auftreten pektangidser Beschwerden zu reduzieren
und kardiovaskulare Ereignisse zu verhindern. In diesem Kapitel werden die verschie-
denen Therapieansatze auf Grundlage der Leitlinie zur Diagnose und Behandlung der
chronischen koronaren Herzerkrankung der European Society of Cardiology (ESC) zu-

sammengefasst [50].

1.1.5.1 Anderung der Lebensgewohnheiten

Die Grundlage einer Lebensgewohnheitsanderung ist ein gutes Verstandnis der Erkran-
kung. Eine Erlauterung klinischer Studienergebnisse, die den Nutzen therapeutischer
und praventiver Mallnahmen zeigen, erhoht die Compliance des Patienten [45]. Die

Empfehlungen beinhalten:

e Eine Rauchentwéhnung mithilfe von medikamentésen und verhaltenstherapeuti-

schen Ansatzen



e Eine gesunde Diat bestehend aus Gemiuse, Fruchten und Vollkorn

e Eine Limitation von Alkohol (<15 g/d) und gesattigten Fettsduren (<10 % der ge-
samten Aufnahme)

¢ Eine regelmaRige, moderate korperliche Betatigung fir 30-60 Minuten

e Vermeidung von Ubergewicht (Body-Mass-Index < 25)

1.1.5.2 Arzneimitteltherapie

Die pharmakologische Therapie kann man in antiischdmische und praventive Medikation

unterteilen.

Die Antiischamische Medikation verbessert die AP-Symptomatik, hat aber bei den meis-
ten Patienten keinen positiven Einfluss auf die Verhinderung eines kardiovaskularen Er-
eignisses. Die Medikation sollte individuell angepasst werden und deren Nutzen nach

2-4 Wochen reevaluiert werden. Zur Verfugung stehen:

o Betarezeptoren-Blocker, welche die pathoadrenerge Zunahme von Herzfrequenz,
Blutdruck und myokardialer Kontraktilitdt verhindern und damit den kardialen Sau-
erstoffbedarf minimieren [45]

¢ Nitrate und andere NO-Donatoren, welche durch systemische Venodilatation und
Verminderung der myokardialen Wandspannung den kardialen Sauerstoffbedarf
reduzieren und durch Dilatation der epikardialen Koronargefale und Steigerung
des Blutflusses der Kollateralgefalle die kardiale Sauerstoffausbeute maximieren
[49]

e Kalziumantagonisten, welche Uber eine Verminderung der Kontraktilitat des Her-
zens den kardialen Sauerstoffbedarf reduzieren und Uber eine koronare Dilatation
die kardiale Sauerstoffausbeute maximieren [45]

o [f-Kanal-Blocker, welche selektiv Gber den Sinusknoten bradykardisierend wirken
und damit den kardialen Sauerstoffbedarf minimieren [45]

e Ranolazine, welche eine Natriumiberladung ischamischer Kardiomyozyten ver-

hindern

Die Medikation zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse erfolgt zum einen Uber die
weitere Einstellung der Risikofaktoren, wenn eine Lebensgewohnheitsanderung nicht
ausreichend ist, zum anderen Uber die Hemmung der Plattchenaggregation zur Vermei-

dung eines thrombotischen Ereignisses.
Zur Einstellung der Risikofaktoren werden folgende Medikamente verwendet:

e Statine, Ezetimib und PCSK9-Inhibtoren zur Senkung des LDL-Cholesterins um

mindestens 50 % des Ausgangswertes oder auf eine Konzentration <55 mg/d|



e ACE-Inhibitoren oder AT1-Antagonisten zur Behandlung von Patienten mit Komor-

biditaten wie Hypertonie oder Herzinsuffizienz (LVEF<40 %)

Bei der Hemmung der Plattchenaggregation muss eine Balance zwischen Blutungsrisiko
und Vermeidung eines ischamischen Ereignisses geschaffen werden. Zur Verfigung

stehen folgende Medikamente:

e Acetylsalicylsaure (ASS), welches niedrigdosiert (75-100 mg/d) und lebenslanglich
bei Patienten nach Myokardinfarkt oder Revaskularisation eingesetzt wird

e Orale P2Y12-Inhibitoren, welche in Kombination mit niedrig dosiertem ASS als du-
ale Plattchenaggregationshemmung (DAPT)zeitlich limitiert nach Stentimplanta-

tion eingesetzt werden

1.1.5.3 Koronararterielle Bypasschirurgie

Die koronararterielle Bypassoperation ist eine symptomatische Therapie, die klassi-
scherweise Uber eine Thorakotomie am kardioplegisch stillgelegten Herzen durchgefuhrt
wird. Die Revaskularisation wird optimalerweise durch Uberbriickung der stenosierten
Koronararterie mithilfe eines arteriellen Gefaltes durchgefuhrt. Hierflr wird meistens die
A. mammaria, die sich aufgrund ihrer anatomischen Lage anbietet, distal der Stenose
an das Koronarsystem anastomosiert. AuRerdem gibt es die Mdglichkeit einen aortoko-
ronaren Venenbypass durchzuflhren. Hierzu wird meist aufgrund ihrer Lange und guter

operativer Erreichbarkeit die V. saphena magna gewahlt.

1.1.5.4 Perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA)

Grinzig leitete im Jahr 1977 das Zeitalter der interventionellen Kardiologie ein, indem er
zum ersten Mal eine PTCA mit einer Ballonangioplastie (BA) durchfihrte [30]. Hierbei
wurde ein Katheter mit einem gefalteten Ballon bis zur verengten Gefal3stelle vorgescho-
ben und dort aufgeblasen. Der Ballon komprimierte die verstopfende Plaque und die
verschlossene Gefalistelle wurde aufgeweitet. Obwohl es sich bei der BA um eine revo-
lutiondre Methode handelte, hatte sie einige Schwachstellen. Nach Dilatation kam es
beispielsweise haufig zu unkontrollierten Plaquerupturen, welche periprozedural zu My-
okardinfarkten fuhrten. AuRerdem gab es eine 20-40 % Wahrscheinlichkeit einer Reste-
nose [70]. Ausloser fur diese sind die unmittelbare Gefalruckstellung nach Dehnung,
das negative arterielle Remodeling und die neointimale Hyperplasie. Die Gefaliriickstel-
lung tritt meist innerhalb von 24h nach Intervention auf und ist auf die elastischen Eigen-
schaften der arteriellen GefalRe zurlickzuflihren [4]. Das negative arterielle Remodeling
tritt meist Wochen bis Monate nach Intervention auf und ist eine lokale Kontraktion der

GefalBwand, welche zu einer weiteren Einengung des Lumens fihrt [71]. Die neointimale
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Hyperplasie wird durch Verletzungen der GefalBwand beglnstigt und ist eine Prolifera-
tion der glatten Muskulatur [63]. Um diesen Mechanismen entgegenzuwirken und die

periprozeduralen Ereignisse zu minimieren, wurden Stents eingefiihrt.

1.2 Stents

1.2.1 Bare Metal Stents (BMS)

Nachdem ersichtlich wurde, dass nach erfolgreicher PTCA der Wiederverschluss des
Gefalies als Hauptkomplikation auftrat, setzte man Gefal3stiitzen, Stents, in die dilatier-

ten Gefalle ein.

Die erste Generation der Stents wird Bare Metal Stents (BMS) genannt. Man kann sie
unterteilen in ballonexpandierende Stents zuerst aus Edelstahl 316L und spater aus Co-
balt Chrom bestehend und selbstexpandierende Stents, die aus einer Nickel-Titan Le-
gierung (Nitinol) bestehen. Durch die Einfihrung der Bare Metal Stents konnte man die
unmittelbare Gefaliriickstellung und das negative arterielle Remodeling in den Griff be-
kommen. Doch auch diese Weiterentwicklung hatte Schwachstellen. Patienten erlitten
In-Stent-Restenosen (ISR) und subakute Stentthrombosen (SAT). Obwohl man die SAT-
Rate durch die Einfihrung einer adaquaten DAPT auf 1 % minimieren konnte, mussten
15-20 % der Patienten nach 6-12 Monaten reinterveniert werden, da die ISR als Haupt-

ursache des Stentversagens nicht beherrschbar war [24].

Hauptverantwortlich fiir die ISR ist die neointimale Hyperplasie, die durch Proliferation
und Migration glatter Muskelzellen der Gefal3media ausgel6st wird [63]. Die Gefalver-
letzung nach Implantation triggert einen Entzindungsprozess, welcher zur Thrombozy-
tenadhasion, -aktivierung und -aggregation fihrt. Die dadurch entstehenden
Mikrothromben verstarken die Inflammation und angelockte Entziindungszellen setzen
lokal Wachstumsfaktoren und Zytokine frei. Diese aktivieren ruhende glatte Muskelzel-
len, welche ins Stentlumen wandern und eine neointimale Schicht formen [51]. Obwohl
dieser Prozess nach 2 Wochen zum Erliegen kommt, produzieren die glatten Muskelzel-

len weiterhin Extrazellularmatrix und verengen damit weiter das Lumen bis hin zur ISR.

1.2.2 Drug Eluting Stents (DES)

Um die Wahrscheinlichkeit der ISR zu verringern, wurden Drug Eluting Stents entwickelt,
welche aus einer Stentplattform, einer Tragersubstanz und einem Medikament beste-
hen. Die lokale Wirkstoffabgabe erfolgt in das dilatierte Gefal3, wobei das Ziel dieser
Freisetzung die Proliferationshemmung der glatten Muskulatur und die Férderung der

Endothelialisierung darstellt. Der Cypher-Stent von Johnson & Johnson benetzt mit
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Sirolimus und der Taxus-Stent von Boston Scientific beschichtet mit Paclitaxel waren die
ersten DES, die erfolgreich auf dem Markt eingeflihrt wurden. Die durchgefiuhrten Stu-
dien demonstrierten eine signifikante Verringerung der Restenoseraten gegeniuber BMS
[72,90]. In einer Meta-Analyse zeigte sich jedoch, dass es eine hdhere Rate an
Spatthrombosen bei diesen erste Generation DES gab, welche auf einen fehlenden Auf-
bau der Endothelschicht zurlickzufihren waren [84]. Die DES wurden seitdem immer
weiterentwickelt. Die Polymermatrix, welche als Tragersubstanz des lipophilen Medika-
mentes fungiert, wurde biokompatibler, die Stentstreben diinner, um die Verletzung des
Endothels bei der Expansion zu verringern und die Freisetzungskinetik des Wirkstoffes
wurde verandert [11,40]. Trotz all dieser Bemuhungen muss aufgrund der verzégerten
Reendothelialisierung eine verlangerte, suffiziente DAPT durchgefihrt werden. Diese ist
mit dem Risiko einer lebensbedrohlichen Blutung, welche mit einer Wahrscheinlichkeit

von 1,2 % innerhalb eines Jahres nach Stentimplantation auftritt, assoziert [94].

1.2.3 Stents in der Kinderkardiologie

Seit Uber drei Jahrzehnten kommen Stents in der Kinderkardiologie zum Einsatz [35].
Bei angeborenen Herzfehlern werden sie sowohl in kurativer als auch in palliativer Ab-
sicht verwendet. Durch ihre Anwendung geraten chirurgische Herzoperationen immer

mehr in den Hintergrund und kénnen entweder ersetzt oder verschoben werden [5,9].

Die Stententwicklung wird vor allem bei kleinen Kindern vor grof3e Herausforderungen
gestellt. In-Stent-Restenosen und Stentthrombosen sind auch hier die Hauptkomplikati-
onen. Erschwerend kommt hinzu, dass die wachsenden Gefalie meist eine Nachdilata-
tion der Stents notwendig machen und dass der Einsatz von DES in Kindern kontrovers
diskutiert wird [57,68]. Lee et al. zeigten beispielsweise, dass bei Neugeborenen nach
Implantation von Sirolimus beschichteten Stents die Sirolimus Spitzenspiegel 20-mal h6-
her und die Sirolimus Clearance 30-mal niedriger lag als bei Erwachsenen. Dadurch
lagen sie systemisch Uber langere Zeit im immunsuppressiven Bereich [57]. Dies stellt
eine Bedrohung durch die unkontrollierbare Freisetzung von potenziell schadlichen Stof-

fen und deren gestorter Clearance in kleinen Kindern dar.

1.3 Interaktion von Blut mit synthetischen Oberflachen

1.3.1 Proteinadsorption

Bei Erstkontakt von Blutbestandteilen mit synthetischen Oberflachen findet eine schnelle
Adsorption von Plasmaproteinen statt. Hierbei handelt es sich um einen dynamischen

Prozess, in dem sich die Zusammensetzung der entstehenden Proteinschicht verandert.
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Dem Vroman Effekt entsprechend lagern sich zuerst kleine Proteine, die zahlreich im
Blut vertreten sind und eine geringe Affinitat zur Oberflache besitzen, an und werden
dann von groéReren, selteneren Proteinen mit einer hdheren Affinitat verdrangt [60]. Die
charakteristische Proteinabsorption ist abhangig von den Eigenschaften der syntheti-
schen Oberflache, welche in der Produktion kontrolliert werden kann. Entscheidend hier-
bei sind unter anderem Oberflachenladung, Hydrophilie und Topografie der Oberflache.
Die Proteinschicht bedeckt die synthetische Oberflache, verandert ihre Eigenschaften
und bestimmt weitere Reaktionen wie Koagulation, Inflammation und Komplementakti-
vierung [101]. Aus diesem Grund ist die Kontrolle der Proteinadsorption ein entschei-

dender Faktor in der Produktion von blutkompatiblen Oberflachen.

1.3.2 Thrombozytenaggregation und Aktivierung

Durch die Implantation der synthetischen Oberflachen kommt es zu einer Verletzung der
Blutgefalle und zu einer Freilegung von Kollagen und dem von Willebrand Faktor (VWF).
Die frei zirkulierenden Blutplattchen binden mit ihnrem GP1b-V-I1X oder GPIlIbllla an den
vWF und adharieren an der Gefallasion [82]. Als Nachstes binden die Blutplattchen mit
ihrem Kollagenrezeptor GP-VI und Integrin a2Bf1 an das offenliegende Kollagen.
Dadurch findet eine Aktivierung der Thrombozyten statt. Das negativ geladenen Phos-
phatidylserin wird hinaustransportiert und lagert sich an der MembranauRenflache an.
Hierdurch wird eine gute Ausgangssituation flur die folgende plasmatische Gerinnung
geschaffen. AuRerdem setzen die Thrombozyten chemische Signale wie Adenosin-
diphosphate (ADP) und Thromboxan A2 frei, welche die weitere Thrombozytenadhasion
und Aktivierung unterstutzen. Das aktivierte GPlIbllla bindet Fibrinogen und foérdert
durch die resultierende Verbindung der Thrombozyten deren Aggregation [82]. Zusam-
menfassend haben Thrombozyten eine entscheidende Funktion in der Bildung eines
Thrombus und ihre Adhasion und Aktivierung sollte auf synthetischen Oberflachen ver-

hindert werden.

1.3.3 Koagulation

Die Koagulation spielt eine wichtige Rolle im Reparaturmechanismus der Blutgefaf3e und
besteht aus einer komplexen Gerinnungskaskade. Nachdem sich durch die Thrombozy-
tenaggregation ein primarer Thrombus formiert hat, wird das Koagulationssystem akti-
viert, um diesen Thrombus zu stabilisieren. Im weiteren Verlauf wird die GefaRverletzung
repariert und der Thrombus im Schritt der Fibrinolyse aufgeldst [13]. Die Hamostase,
welche das Gleichgewicht zwischen Koagulation und Antikoagulation beschreibt, muss

einer engen Kontrolle unterliegen, da eine Veranderung in Richtung Koagulation zu
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Schlaganfall, Myokardinfarkt und Thrombose flihren kann. Eine Veranderung in Rich-
tung Antikoagulation kann eine Hamorrhagie begulnstigen. Der Kontakt von Blut mit syn-
thetischen Oberflachen verschiebt das Gleichgewicht oft zugunsten der Koagulation und
fuhrt infolgedessen zur Ausbildung eines Thrombus [28]. Die Formation des sekundaren
Thrombus kann durch zwei Wege- intrinsischer und extrinsischer Weg- ausgeldst wer-

den und endet in einer gemeinsamen Endstrecke.

1.3.3.1 Intrinsischer Weg

Der intrinsische Weg wird aufgrund seiner Aktivierbarkeit durch synthetische Oberfla-
chen als ,Kontaktaktivierungsweg“ bezeichnet. Hierbei sind vor allem negativ geladene
Oberflachen von groRer Relevanz und eine Aktivierung kann auch ohne Freilegung sub-

endothelialer Strukturen stattfinden [29].

Als erstes binden das hochmolekulare Kininogen (HMK), Prakallikrein und Faktor XIl an
die Oberflache. HMK spaltet Prakallikrein zu Kallikrein, welches wiederum den Faktor
Xll zu Faktor Xlla aktiviert. Die weitere Kaskade Uber Faktor XI und Faktor IX mundet im
Tenase Komplex, welcher aus Faktor IXa, Phospholipiden, Calcium ?* (Ca?*) und Faktor
Vllla bestehend, Faktor X zu Faktor Xa katalysiert [29].

HMK

|

Prakallikrein —— Kallikrein

FXII ———» FXlla

FXI' —— FXla
\/ l
FIX —» FiXa

_
Fvila PL.Ca®

/: FXa
FVilla l

Thrombin

Abbildung 2: Intrinsischer Weg der plasmatischen Gerinnung. Hochmolekulares Kininogen (HMK);
Faktor (F); Phospolipide (PL) und Calcium 2* (Ca 2*).
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1.3.3.2 Extrinsischer Weg

Der extrinsische Weg hat physiologisch die gréRere Bedeutung in der sekundaren Ha-
mostase. Er wird durch Gewebethromboplastin (tissue factor, TF), ein Membranprotein,
welches bei Gewebsverletzung von glatten Muskelzellen freigesetzt wird, eingeleitet.
Diese Freisetzung ist in der Wundheilung essenziell, fihrt aber bei der Implantation von
medizinischen Geraten mit unvermeidbarerer Gewebsverletzung zu Komplikationen
[20].

Der TF bildet mit Faktor Vlla, welcher in kleinen Mengen frei im Blut zirkuliert, Ca?* und
Phospholipiden den extrinsischen Tenase Komplex, der bereits kleine Mengen Pro-
thrombin zu Thrombin (Faktor Ila) aktivieren kann. Das Thrombin leitet durch die Akti-
vierung von Faktoren V, VIl und Xl eine positive Rickkopplungsschleife ein, welche die
Gerinnungsaktivitat entscheidend verstarkt. Faktor Vllla und Faktor [Xa bilden nun einen

Aktivatorkomplex, der elementar zur Aktivierung von Faktor X beitragt [20].

Gewebsschaden

'

TF

TF FVIL — , TFFViia

FVII / \/

FIXa » FXa
PL, Ca 2+ l

l

Thrombin

Abbildung 3: Extrinischer Weg der plasmatischen Blutgerinnung. Tissue Faktor (TF); Faktor (F); Phospho-
lipide (PL) und Calcium 2* (Ca 2*).

1.3.3.3 Gemeinsame Endstrecke

Sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Weg minden in der Aktivierung von
Faktor Xa. Dieser bildet zusammen mit Faktor Va den Prothrombinasekomplex, welcher
in Anwesenheit von Ca®* und einer negativ geladenen Phospholipidoberflache Prothrom-

bin in Thrombin umwandelt [20].

Thrombin nimmt eine Schlusselfigur in der plasmatischen Gerinnung ein. Neben der
Auslosung einer positiven Rickkopplungsschleife wandelt es Fibrinogen in Fibrin um

und stabilisiert somit den Thrombus [28]. Das Fibrinnetzwerk wird mithilfe des Faktors
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Xllla, welcher durch Thrombin aktiviert wird, quervernetzt und dadurch zusatzlich ver-
starkt.

Intrinsischer Extrinsischer
Weg Weg
FX » FXa + FVa
Antithrombin
l "
Prothrombin » Thrombin
PL, Ca 2+

N

Fibrinogen =~ ———— Fibrin

Il —— » FXllla ———»

Fibrinolyse -] 1 Stabiles Fibrin

Abbildung 4: Gemeinsame Endstrecke der plasmatischen Gerinnung. Faktor (F); Phospholipide (PL) und
Calcium 2* (Ca ).

1.3.4 Komplementsystem

Das Komplementsystem ist ein Teil des unspezifischen humoralen Immunsystems und
damit einer der ersten Instanzen zur Verteidigung gegen Pathogene, die sich versuchen
im Blut auszubreiten [42]. Es besteht aus ca. 20 Proteasen, die komplementar zu spezi-
fischen Antikdrpern wirken und mit diesen Fremdzellen durch Zelllyse abtéten kénnen.
Es existieren drei Wege zur Komplementaktivierung: Der klassischer Aktivierungsweg,

der Lektin-Weg und der alternative Weg.

Der klassische Weg wird durch Antigen-Antikérperkomplexe aktiviert und fuhrt zu einer
Aktivierung des C1q,r,s-Komplexes. Dieser fuhrt durch die Spaltung von C4 und C2 zu
der C3-Konvertase C4b2a [28].

Bei der Aktivierung uber den Lektin-Weg werden mannosehaltige Kohlenhydrate in der
Membran von Bakterien durch Lektin, das ubiquitar im Blut vorkommt, erkannt. Es weist
eine strukturelle Ahnlichkeit zum C1q auf und kann dadurch (iber den klassischen Weg

C3 aktivieren.
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Der alternative Weg wird tber kérperfremde Oberflachen wie Bakterien, Pilze und Bio-

materialien aktiviert und miindet ebenfalls in einer C3-Konvertase C3bBb [28].

Die C3-Konvertasekomplexe spalten C3 in C3a und C3b. C3b ist ein besonders wichti-
ger Baustein in der Komplementsystemkaskade. Es kann zum einen als Opsonin wirken
und damit Zellen fur das zellulare Immunsystem markieren und zum anderen kann es
aus C5 C5b herausschneiden, welches zusammen mit C6, C7, C8, C9 den Membrana-
ngriffskomplex bildet, welcher in der Lage ist, Zellen zu lysieren. Fir medizinische Im-
plantate ist vor allem die Opsonierungseigenschaft von C3b relevant, da es zu einer
Immunantwort flihrt, welche die Funktion der Implantate einschranken kann. Au3erdem
kénnen Komplementproteasen Gerinnungsfaktoren aktivieren und hiertiber zu weiteren

Komplikationen fihren [28].

Klassischer
Signalweg
Aktivator ca c3
_ Alternativer
C1igrs ——» Clqrs —>» i\> Cda C3a 4/14— Signalweg
Aktivator
C4b C3b
c2 — l c3 l «— B
C4b2 C3bB
l\' C2b \ Ba</l «—— D
C3a
C4b2a \ / C3bBb
v
C3b

C5 ——— C5b

\4— C6 und C7

C5b67
\4— C8 und C9

C5b-9
Abbildung 5: Komplementsystemaktivierung. Der klassische Signalweg wird Uber Antigen-Antikorper-
Komplexe aktiviert und der alternative Signalweg Uber die Anwesenheit von Pilz- und Bakterienzellwan-

den. Beide Signalwege munden in der Aktivierung des Membranangriffskomplexes (C5b-9), welcher Zel-
len lysieren kann.
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1.3.5 Leukozyten

Leukozyten reagieren mit synthetischen Oberflachen und I6sen eine Inflammation aus
[3]. Ihre Hauptaufgabe ist die Beseitigung von Fremdkdrpern. Dies kann Uber die anti-
genprasentierenden Zellen geschehen, welche Uber die Prasentation von Peptidfrag-
menten die Antikorperproduktion der B-Zellen einleiten. Monozyten entfernen zusatzlich
zur Antigenprasentation Fremdkdrper mithilfe der Phagozytose. Neutrophile Granulozy-
ten greifen mit Peroxidasen und Sauerstoffradikalen Pathogene oder Implantate an. In
solidem Gewebe flhrt die chronische Entziindungsreaktion meist zu einer Umhillung
des Implantates durch eine Fibrosekapsel [88]. Dadurch wird die Korperreaktion mini-
miert. Synthetische Oberflachen, welche endovaskular eingesetzt werden, werden nicht
abgekapselt und stehen standig in Kontakt mit zirkulierenden Monozyten. Diese prasen-
tieren TF an ihrer Aulenmembran und leiten Uber den extrinsischen Weg die lokale Ko-
agulation ein [88]. Dies resultiert in einer Stenose des Blutgefales und kann bei einer
Ablésung des Blutgerinnsels zu einer Embolisation distaler Gefalte fuhren. Obwohl die
akute Entzindungsreaktion moderat ablauft, kann die chronische Entziindungsreaktion

zu Komplikationen flihren, welche oft in einen Austausch des Implantates miindet [3].

1.4 Oberflachen

1.4.1 Edelstahl 316L

Die erste Generation der BMS besteht aus Edelstahl 316L, das Eisen, Nickel, Chrom
und Molybdan enthalt [112]. Aus Edelstahl 316L bestehende Stents zeigen gute mecha-
nische Eigenschaften und eine gute Korrosionsbestandigkeit. Zusatzlich besitzen sie ein
hohes Elastizitatsmodul und eine hohe Zugfestigkeit, wodurch eine ausreichend hohe
radiale Festigkeit kreiert werden kann, um den Ruckstellmechanismus des Gefales zu
verhindern und es offen zu halten [67]. Um Stents aus diesem Material zu produzieren,
mussen aufgrund der geringen Dichte dicke Streben angefertigt werden, die zu einer
erhohten Restenoserate und zu eingeschrankter Einsetzbarkeit fihren [11]. Da Eisen
die Hauptkomponente der Legierung ist, besitzen die BMS eine geringe Radioopazitat
und eine schlechte Magnetresonanztomographie (MRT) -Kompatibilitat. AuRerdem ist
die Biokompatibilitadt ein weiteres Problem des Edelstahls. Die Freisetzung der Nickel-,
Chrom- und Molybdan-lonen flihrt zu einer intimalen Hyperplasie, zu vermehrten In-

Stent-Restenoseraten und zu allergischen Reaktionen [52].
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1.4.2 Kobalt-Chrom

Stents aus Kobalt-Chrom besitzen bessere mechanische Eigenschaften als Stents aus
Edelstahl 316L. Die Legierung weist eine groRRere radiale Festigkeit auf, die ihren Ur-
sprung im hohen Elastizitdtsmodul hat. Da der Eisenanteil vernachlassigbar gering aus-

fallt, besteht eine MRT-Kompatibilitat und eine gute Radioopazitat [67].

Vor allem die hohe Dichte des Materials hat es ermdglicht die Stentstreben diinner zu
fabrizieren, ohne die Verformungsbestandigkeit zu gefahrden [13]. Dlnnere Streben
sind vorteilhaft, da sie die Flexibilitat verbessern, den Innendurchmesser des Stents ver-

gréRern und das Ausmal der Gefalverletzung wahrend der Implantation verringern [11].

1.4.3 Neue glasartige Beschichtungen

Glasartige Beschichtungen gelangen immer mehr in den Fokus von wissenschaftlichen
Arbeiten. Das erste bioaktive Glas wurde bereits 1969 von Larry L. Hench entwickelt.
Aufgrund hervorragender Eigenschaften fand es schon Einzug in vielen verschiedenen
Feldern der Medizin wie beispielsweise der Knochengewebsregeneration und der Arz-
neimittelabgabe [77,103]. Die hohen Temperaturen im Beschichtungsprozess be-
schrankten weitere Entwicklungen. Durch die Sol-Gel Technik kann die Herstellung bei
moderaten Temperaturen stattfinden, was zur ErschlieBung weiterer Anwendungsge-
biete flhrte [47]. Ein Einsatz als kardiovaskulares Implantat ist nun denkbar und setzt
weitere Charakterisierungen dieser neuen glasartigen Beschichtungen voraus. Die Er-
forschung zeigte bereits, dass die bloRe Anderung der Sinterungsumgebung im Herstel-
lungsprozess mit einer Veranderung der Biokompatibilitat einhergeht. Dies eroffnet neue
Méglichkeiten wie die topografische Modifikation der Oberflachen zur Bahnung der En-
dothelialisierung. AuRerdem verfligen die neuartigen Beschichtungen Uber weitere Ei-
genschaften, die fir endovaskulare Implantate eine bedeutende Rolle einnehmen. Sie
besitzen eine Korrosionsbestandigkeit in Kombination mit einer hohen Flexibilitat. Des
Weiteren interferieren sie nicht mit der Fluoroskopie, sodass eine rontgenologische La-
gekontrolle der Stents durch die meist rontgenopaken Tragermaterialien moglich ist [47].
Die Beschichtung lasst sich auf besonders dinne Drahte sintern, wodurch eine scho-
nende Implantation und eine geringe Fremdkdrperreaktion des Kdrpers ermdglicht wer-
den kann. Die genannten Eigenschaften beférdern neue glasartige Beschichtungen zu
einem aussichtsreichen Kandidaten in der Entwicklung von endovaskularen Implantaten

und sollten deshalb weiteren Charakterisierungsprozessen unterzogen werden.
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1.4.4 Al/Al,O3-PTFEP Hybrid Nanowire

Die aus Al/Al,O3-PTFEP (Poly(bis(2,2,2-trifluorethyl)phosphazen-Aluminium.Oxids) be-
stehende neuartige Oberflache hat bei Benetzung mit PTF-Lésung einen Fortschreitwin-
kel von 163+1° und somit superhydrophobe Eigenschaften. Diese basieren auf dem Zu-
sammenspiel von einem Trager, welcher mikro- und nanoskalige Merkmale in der Topo-
grafie besitzt und einer Beschichtung mit einer geringen Oberflachenladung [33]. Durch
eine neuartige chemische Gasphasenabscheidung, welche auf dem Single-Source-
Precursorkonzept beruht, wurden zunachst verzweigte AL,O3z-Nanowire auf einem Glas-
substrat abgeschieden. Zwischen den Nanowireblindeln (Mikrorauheit) und den kreu-
zenden Nanowire (Nanorauheit) entstehen Lufttaschen, die durch ihre geringe Viskositat
den wasserabweisenden Effekt verstarken. Im nachsten Schritt wurde mit einem Ultra-
schalldusensystem die PTFEP-L6sung aufgetragen, welche homogen verteilt tief in die
entstandenen Nanoporen eindringt und dadurch die Oberflachenmorphologie nicht ver-
andert (Abbildung 6). Dieses Herstellungsverfahren kann auf komplexen 3-D Strukturen
wie beispielsweise Stents durchgefiuihrt werden und wird genauer erlautert [33,48].
Haidar et al. haben nachgewiesen, dass die Kombination aus PTFEP Polymer und Al,O3
Nanowire zu einer geringeren Thrombozytenadhasion und Thrombozytenaktivierung
fuhrt. AuRerdem fanden sie heraus, dass die neuartige Oberflache die Bakterienadha-
sion und Kolonisation im Vergleich zu Glas oder Al,O3 Nanowire reduziert [33]. Diese
herausragenden Eigenschaften machen den Hybriden zu einem vielversprechenden

Kandidaten neuer Generationsbeschichtungen endovaskularer Implantate.

1. Step: CVD 2. Step: Ultrasonic infiltration

PTFEP solution

Single
source precursor
°

ultrosonic
atomization

;'_:j—mlcro-drople! PTFEP-Al,03 NWs
°A ) \p

Abbildung 6: Herstellungsverfahren der Al/Al,O3-PTFEP Oberflache. Die Herstellung wird in zwei Schritte
unterteilt. Im ersten Schritt wird mithilfe einer neuartigen chemischen Gasphasenabscheidung (chemical
vapor deposition, CVD) verzweigte AL>Os-Nanowire auf einem Glassubstrat abgeschieden. Im zweiten
Schritt wurde mit einem Ultraschalldisensystem die PTFEP-L6sung aufgetragen. Abbildung modifiziert nach
Haidar et al. [25].
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1.5 MicroRNA

1.5.1 Hintergrund

Victor Ambros und seine Kolleginnen Rhonda Feinbaum und Rosalind Lee fanden im
Jahr 1993 heraus, dass das Gen lin-4, das fur die Larvenentwicklung von C. elegans
entscheidend ist, keine Proteine codiert, sondern fiir die Produktion von kleinen RNAs
verantwortlich ist [58]. Das Ruvkun Labor zeigte, dass die entdeckten RNAs Uber kom-
plementare Basensequenzen die Menge der lin-14 Proteine senkt ohne die Level der lin-
14 mRNA herabzusetzen [100]. Mit diesen Ergebnissen postulierten sie, dass die lin-14
RNAs Uber spezifische Translationshemmung an der lin-14 mRNA die Entwicklung vom

ersten in das zweite Larvenstadium von C. elegans mitreguliert [6,100].

Die Kurzere der entdeckten RNAs ist heute als erstes Mitglied der immer weiterwach-
senden miRNA-Familie bekannt. miRNAs sind eine Klasse von durchschnittlich 22 Nuk-
leotide (nt) kurzen, einzelstrangigen RNAs, die an der Regulation der Genexpression
beteiligt sind. Forschung mit miRNA gewinnt durch neue Hochdurchsatzsequenzie-
rungsmethoden und computergestitzte bioinformatische Auswertungen immer mehr an

Bedeutung.

1.5.2 Biogenese

Die Biogenese der miRNA ist ein mehrere Schritte umfassender Prozess, der in ver-
schiedenen Zellkompartimenten stattfindet. Ungefahr die Halfte der identifizierten
miRNAs haben einen intragenetischen Ursprung. Sie entstammen meist den Introns und
selten den Exons einer Gensequenz [49]. Die restlichen werden aus intergenetischen
Regionen prozessiert und von ihren eigenen Promotern reguliert [55]. Die anfangliche
Prozessierung findet durch die RNA Polymerase II/lll co- oder posttranskriptionell statt
[32]. Man kann die Synthese der miRNA in den kanonischen und nicht-kanonischen Weg

unterteilen.

1.5.2.1 Kanonischer Weg

In dem dominanten kanonischen Weg werden Primary miRNAs (Pri-miRNAs) bestehend
aus Uber tausend Basen durch die RNA-Polymerase Il transkribiert. Diese werden im
nachsten Schritt mithilfe des Mikroprozessorkomplexes, welcher aus dem RNA-Binde-
protein DiGeorge Syndrome Critical region 8 (DGCR8) und dem Ribonuclease Il Enzym
Drosha besteht, in 70-80 nt umfassende Precursor miRNAs (Pre-miRNAs) prozessiert
[21]. In diesem Vorgang erkennt DGCRS8 die Pri-miRNAs und Drosha spaltet diese an

der Basis ihrer charakteristischen Haarnadelstruktur [34]. Die entstehenden
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Pre-miRNAs werden durch Exportin-5 und dessen Cofaktor Ran GTP aktiv aus dem
Zellkern in das Zytoplasma transportiert [76].

Im Zytoplasma wird die Prozessierung durch das Polymerase-Ill- Enzym Dicer fortge-
setzt. In diesem Schritt werden die Endschleifen entfernt und reife miRNA Duplexe ent-
stehen. Die Richtung der entstehenden Strange ist namensgebend flr die reife miRNA.
Der 5-p Strang kommt vom 5° Ende der ehemaligen Haarnadelstruktur und der 3-p
Strang vom 3' Ende. Welcher dieser Stréange sich durchsetzt, ist abhangig von Zelltyp
und Zellumgebung [69]. Der sich durchsetzende Strang wird als Leitstrang bezeichnet
und auf ein Protein der Argonaut Familie geladen [106]. Der andere Strang wird als Pas-

sagierstrang bezeichnet, von dem Leitstrang entwunden und abgebaut.

1.5.2.2 Nicht-kanonischer Weg

Es sind viele nicht-kanonische Wege der miRNA-Synthese bekannt. Sie unterscheiden
sich in der Auspragung der Proteine, die im kanonischen Weg involviert sind. Man un-
terscheidet zwischen einem Drosha/DGCR8-unabhangigen und einem Dicer-unabhan-
gigen Weg [75]. Die Produkte der Drosha/DGCR8-unabhangigen Wege sind im Zyto-
plasma immer Substrate des Dicer Enzyms. Sie beginnen entweder mit Mirtrons, welche
aus Introns der mRNA entstehen oder mit Pre-miRNAs, welche eine 7-Methylguanosin-
Kappe (m’G) besitzen [80]. Die Mirtrons werden vor dem Export aus dem Zellkern mit-
hilfe von Spliceosomen verarbeitet. Die m’G-Pre-miRNAs erfahren im Zytoplasma keine

Spaltung und werden mithilfe des Exportin-1 Proteins ins Zytoplasma transportiert.

Auf der anderen Seite existieren Dicer- unabhangige miRNAs, die short hairpin RNAs
(shRNAs), die im Zellkern durch Drosha prozessiert werden, mithilfe des Expor-
tin5/RanGTP Komplexes ins Zytoplasma geschleust werden und aufgrund ihrer unzu-
reichenden Lange nicht vom Dicer, sondern vom Argonaut Protein 2 (AGO2) aufgenom-

men werden und dort ihre zytoplasmatische Reife beenden [105].
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Abbildung 7: Biogenese der miRNA. In der Abbildung sind sowohl der dominante kanonische Syntheseweg
als auch die rezessiven nicht-kanonischen Synthesewege der miRNA dargestellt. Abbildung modifiziert nach
O’Brien et al. [75].

Nucleus

1.5.3 Funktion

miRNAs sind machtige Genregulatoren mit vielfaltiger Wirkweise. Am besten untersucht
ist ihre Funktion als Inhibitor der Genexpression. Hierbei bindet der Kern des miRNA-
induced silencing complex (miRISC), welcher aus dem miRNA Leitstrang und AGO be-
steht, an eine komplementare Sequenz der Ziel-mRNA, die als miRNA Response Ele-
ment (MRE) bezeichnet wird [75]. Die Komplementaritat dieser zwei Sequenzen ent-
scheidet Uber die Art des Gen-Silencing. Wenn eine volle Komplementaritat besteht, wird
die Spaltung der Ziel-mRNA durch AGO2 eingeleitet [43]. Jedoch findet beim GrolRteil
der miRNA-MRE Interaktion in tierischen Zellen ein zentralerer Mismatch statt, welcher
die Endonucleaseaktivitat von AGO2 verhindert [44]. In diesen Fallen wirkt AGO2 als

Mediator der RNA-Interferenz, sorgt flr eine Translation Inhibition und es kommt zu
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einem Zerfall der Ziel-mRNA. Dieser Prozess wird durch die Rekrutierung von Proteinen
der GW182 Familie initiiert. Sie bieten ein Gerust fur weitere Effektorproteine wie
PAN2-PAN3 und CCR4-NOT, welche zu einer Poly-A-deadenylation der Ziel-mRNA fiih-
ren [44]. Decapping Protein 2 (DCP2) und in Verbindung stehende Proteine nehmen die
7-Methylguanosinkappe ab und machen den Weg frei fir die 5-3‘ Degradation durch die
Exoribonuclease 1 (XRN1) [7,10].

miRISC $ Decapping
complex
\\

'\Q CCR4-NOT

Tra{\slation

g mRNA initiation
B degradation
. " P . v

XRN1* ~ .°

PAN2/3

GwW182

Abbildung 8: mRNA-Abbau. In der Abbildung ist der Abbau der miRNA durch die GW182 Familie und
beteiligten Effektorproteinen dargestellt. Abbildung modifiziert nach O’Brien et al. [75].

Unter speziellen Bedingungen konnen miRNAs sogar zu einer Translationsaktivierung
fihren. So wurde in einer Studie beispielsweise nachgewiesen, dass AGO2 und fragile-
x-mental retardation related protein 1 (FXR1), welche zum miRNA Proteinkomplex ge-
héren, bei Serum ausgehungerten Zellen Uber goldreichen Elementen der 3'UTR zu ei-

ner Aktivierung der Translation fiihren [96].

AuRerdem sind intranukledre miRISCs in der Lage die Transkriptionsrate und posttran-
skriptionelle Level der mRNA zu regulieren [75]. Die hierflr benétigten AGO-Proteine
gelangen mithilfe des zur GW182 Familie gehérende TNRC6A, welches als Nuklear-
Zytoplasmashuttle fungiert, in den Zellkern [73].

miRNA vermittelte Genregulation ist ein dynamischer Prozess, der dafir zustandig ist,
die Genexpression ins Gleichgewicht zu bringen. Er ist abhangig von vielen Faktoren
wie Verfugbarkeit und Fille der miRNAs und Ziel-mRNAs. AuRerdem spielen funktio-
nelle Unterteilung und Beférderung von miRISC innerhalb der Zelle eine groRe Rolle
[75].
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1.5.4 Zirkulation

miRNAs sind nicht nur innerhalb Zellen zu finden, sondern kénnen auch in extrazellula-
ren Medien wie Blutserum, Blutplasma, Follikelflissigkeit, Spermienflussigkeit, Urin, Li-
quor cerebrospinalis und Brustmilch nachgewiesen werden [15]. Im Gegensatz zu an-
deren RNA-Spezies, die innerhalb von Sekunden in extrazelluldaren Medien abgebaut
werden, sind extrazellulare miRNA stabil und konnen trotz ungunstiger Bedingungen der
Zersetzung widerstehen [27,75]. Valadi et al. zeigten, dass Exosome funktionale
miRNAs transportieren kdnnen und lieferten damit die erste Erklarung fiur ihre Wider-
standsfahigkeit. Heute weil® man, dass die miRNA durch Apoptosekorper, Mikrovesikel,
Exosome, AGO-Proteinkomplexe oder Highdensityproteine von den harten extrazellula-
ren Bedingungen abgeschirmt werden kdnnen [25]. Manche miRNA gelangen als Ne-
benprodukt von Zellaktivitat wie Zellschaden und Zelltod beispielsweise in Apoptosekor-
pern verpackt nach extrazellular. Wohingegen andere in Exosome und Mikrovesikel ein-
gehullte miRNA aus lebendigen Zellen heraus nach extrazellular gelangen und damit die
These bekraftigen, dass es sich hierbei um einen regulierten Prozess handelt, der zur
Folge hat, dass die ausgesandte miRNA die mRNA in den aufnehmenden Zellen beein-
flussen kann. Deswegen nimmt man an, dass miRNA hormonahnliche Eigenschaften

besitzt und autokrin, parakrin und/oder endokrin Zellaktivitaten modulieren kann [41].
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2 Zielsetzung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die fihrende Todesursache weltweit. Durch die Ein-
fihrung und Weiterentwicklung von Stents konnte die Morbiditat und Mortalitat gesenkt
werden. Dennoch kann es nach Implantation zu Komplikationen kommen, die von dem

Material oder der begleitenden Medikation ausgelost werden.

Die Charakterisierungen der verschiedenen Materialien sind fur die Weiterentwicklung
von grofRer Bedeutung. Bisher fand die miRNA keinen Einzug in das bedeutsame Feld
der Stentforschung, obwohl sie in wissenschaftlichen Publikationen immer mehr an Ein-
fluss gewinnt. Ziel dieser Arbeit ist es die Veranderung des miRNA Profils des Blutes

gesunder Probanden zu nutzen, um experimentelle Oberflachen zu untersuchen.

Dabei ergaben sich folgende Forschungsfragen:

Reagieren die miRNAs des Blutes innerhalb klirzester Zeit (30s) auf den Reiz von expe-

rimentellen und Kontrolloberfldchen mit einer Expressionsénderung?
Unterscheidet sich die Verdnderung der miRNAs abhédngig von der Beschaffenheit der
Oberflachen und korreliert das FlieRverhalten des Blutes auf der superhydrophoben Na-

nowire Polymeroberflache mit einer Verdnderung der miRNA Profile?

Fir welche Stoffwechselwege sind die bei Erstkontakt verdnderten miRNAs verantwort-

lich und kann man daraus einen Nutzen fiir die Oberfldchenentwicklung ziehen?
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3 Material und Methodik

3.1 Materialien

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Sets

Set

Hersteller

PAXgene Blood miRNA Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNase — Free DNAse Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Gene Expression Wash Buffer Kit

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

SurePrint G3 Human r21 miRNA
microarray

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Einwegmaterialien

Einwegmaterialien

Hersteller

Injekt® Luer Solo 2,5ml

Braun, Melsungen, Deutschland

Injekt® Luer Solo 5ml

Braun, Melsungen, Deutschland

BD Venflon™ Pro Safety

Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden

Discofix® C

Braun, Melsungen, Deutschland

Multiadapter

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

SARSTEDT Monovette® Coagulation
3ml

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

SARSTEDT Monovette® EDTA K 2,7ml

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

I.V. Dressing

3M Poland Manufacturing, Wroclaw,
Polen

President The Original light body

Coltene, Langenau, Deutschland

PAXgene blood RNA tubes

PreAnalytiX, QIAGEN / BD, Schweiz

MicroAmpTM 96-well optical adhesive
film

Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

MicroAmpTM fast optical 96-well reaction
plate

Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Sterile filtertips 10 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile filtertips 20 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile filtertips 200 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile filtertips 1000 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA
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QlAcube reagent bottles 30 ml

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube reagent bottle rack

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube rotor adapters

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube sample tubes RB (2 ml)

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAcube filtertips 200l

Qiagen, Hilden, Deutschland

Genexpression Wasch-Paket

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Apparaturen

Apparaturen Hersteller
Gefrierschrank -20°C Liebherr
Gefriertruhe -80°C Ewald

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Mini Zentrifuge

Labnet International Inc., NJ, US

Digital Dry Bath

Labnet International Inc, NJ, US

Nanodrop 2000 Spectrophometer

Thermo fisher scientific, Massachusetts,
USA

IKA MS3 Vortexer

IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland

DNA Microarrayscanner Agilent G2545A

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Hybridisationsofen

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Hybridisationskammer

Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland

Univapo 100H

Uniequip, Martinsried, Deutschland

QIAcube Roboter

Qiagen, Hilden, Deutschland

ProFlex PCR System Thermocycler

Thermo fisher scientific, Massachusetts,
USA

QlAgility Qiagen, Hilden, Deutschland
Computer DELL, USA

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Software
Softwares Herausgeber

Agilent 2100 Expert v.10.10.11

Agilent Technologies, Inc., US

Agilent AGW Feature Extraction software
v.10.10.11

Agilent Technologies, Inc., USA
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Agilent Scan Control software v.8.5.1

Agilent Technologies, Inc., USA

R Software v.4.2.1

R Core Team, Austria

Python v.3.11.1

Python Software Foundation, US

GraphPad PRISM v.9.2

GraphPad Software, Inc., US

Pages v.12.1 Apple Inc., US
Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Onlinetools
Softwares Website

DIANA-miRPath v.3.0

https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/mir-
pathv3/index.php?r=mirpath

miRTargetLink v.2.0

https://ccb-compute.cs.uni-saar-
land.de/mirtargetlink2

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Oberflachen

Oberflachen Abkiirzungen
Glas Glas
Cobalt-Chrom CoCr
Edelstahl 316L Edelstahl
Glas-Kaliumsilicat in Stickstoff Glas-KSi-N2
Glas-Kaliumsilicat in Luft Glas-KSi-Luft
Cobalt-Chrom-Kaliumsilicat in Stickstoff | CoCr-KSi-N.
Cobalt-Chrom-Kaliumsilicat in Luft CoCr-KSi-Luft
Aluminium2Oxids Al/AI203

Poly(bis(2,2,2-trifluorethyl)phosphazen-
Aluminium2Oxids

Al/Al,03-PTFEP

Die Glas-, CoCr- und Edelstahloberflachen wurden als Kontrolloberflachen ausgewahit.
Als experimentelle Oberflachen wurden Glas-KSi-Nz-, Glas-KSi-Luft-, CoCr-KSi-Nz-,

CoCr-KSi-Luft-, Al/Al,O3- und Al/Al,O3-PTFEP -Oberflachen verwendet.

3.2 Methodik

3.2.1 Probandenkollektiv

Es spendeten anamnestisch gesunde Probanden zwischen 21 und 28 Jahren ihr Voll-
blut, welches im Anschluss direkt verwendet wurde. Der Antrag Ha90/19 fur diese Studie

wurde durch die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes genehmigt. Die
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Einschlusskriterien sind in einem Fragebogen (Anhang 5 und Anhang 6), der den Pro-
banden vorgelegt wurde, dargestellt. Die Probanden durften mindestens 48 h vor der
Blutabnahme keinen Alkohol trinken und mussten Nichtraucher sein. Sie durften keine
Gerinnungsstérungen aufweisen, keine Medikamente einnehmen, die die Blutgerinnung
beeinflussen und unter keinen Vorerkrankungen wie beispielsweise Diabetes mellitus
oder arterielle Hypertonie leiden. Wahrend des Versuches wurde Blut enthommen, um
laborchemisch Gerinnungsstérungen zu entdecken. Aufgrund einer hierbei erfassten
extrinsischen Gerinnungsstérung musste eine Probandin aus der Studie ausgeschlos-
sen werden. Daraus resultierte ein Probandenkollektiv mit einer heterogenen Ge-
schlechterverteilung (4 mannliche Probanden und 4 weibliche Probandinnen) und einem
Altersdurchschnitt von 24 Jahren.

3.2.2 Versuchsaufbau

Die Oberflachen wurden mithilfe eines Klebers im Abstand von 4 mm auf einem Objekt-
trager befestigt und in einer eigens konzipierten Halterung in einem Winkel von 60° an-
gebracht (Abbildung 9).

‘(\ Probandenblut

Auffangréhrchen

Oberflache

Abbildung 9: Versuchsaufbau und Durchfihrung. Auf dem linken Bild ist der Versuchsaufbau mit einer
Al/AI203-PTFEP Oberflache, die in einem Winkel von 60° auf der Halterung fixiert wird, dargestellt. Auf dem
rechten Bild sieht man die Gewinnung der Proben nach Oberflachenkontakt. Das Blut 1auft Giber die Ober-
flache und wird in einem Auffangrohrchen aufgefangen. Das Auffangrohrchen ist im Versuch ein PAXgene-
Réhrchen.
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3.2.3 Probengewinnung

Dem Probanden wurde ein Stauschlauch angelegt und die Einstichstelle griindlich des-
infiziert. Nach einer Einwirkzeit von 30 s wurde unter Tragen von Einweghandschuhen
eine Venenverweilkanile in einem Winkel von 30° in die Kubitalvene eingefiihrt, nach
erfolgreicher Punktion der Winkel abgeflacht, die Kanile 1-2 cm vorgeschoben und die
Nadel zurtickgezogen. Der periphere Venenverweilkatheter wurde mithilfe eines Fixie-
rungspflasters befestigt. Nach der Offnung des Stauschlauches wurde unter Abdriicken
der Vene die Nadel komplett herausgezogen und ein Dreiwegehahn an den Venenver-

weilkatheter angeschlossen.

AnschlieRend wurde dem Probanden 2 Citrat- und 2 EDTA-Blutréhrchen abgenommen.
Diese wurden mehrmals invertiert und aufrecht gelagert. Im Folgenden wurde dem Pro-
banden mithilfe einer 2,5 ml Spritze das im Katheter stehende Blut abgenommen und
verworfen. Zur Gewinnung einer Probe vor Oberflachenkontakt (Baseline) erfolgte direkt
im Anschluss die Blutabnahme mit einer 5ml Spritze, wovon 2,5 ml in ein PAXgene Blood
RNA Tube (PreAnalytiX GmbH) gegeben wurde. PAXgene Blood RNA Tube enthalt ein
patentiertes Reagenz, das zuerst Blutzellen lysiert und gesamt-RNA >18 Nukleotide, zu
welcher auch die miRNA zahlt, stabilisiert. Dieses Rohrchen wurde 10-mal vorsichtig
geschwenkt, um das Probandenblut mit der Stabilisierungslésung, welche den Abbau

der RNA-Molekiile verhindert und die Geninduktion in vitro minimiert, zu vermischen.

Daraufhin wurden Blutproben nach Oberflachenkontakt gewonnen. Erneut wurde mit ei-
ner 2,5 ml Spritze das im Katheter befindliche Blut abgenommen und verworfen. Sofort
im Anschluss wurde dem Freiwilligen mit einer 5 ml Spritze frisches Blut abgenommen,
welches unverzuglich fir ca. 30 s auf die Oberflache getropft wurde. Nachdem das Blut
die Oberflache benetzt hatte, wurden 2,5 ml mit einem PAXgene Blood RNA Tube auf-
gefangen. Auch dieses Rohrchen wurde 10-mal geschwenkt. Dieser Ablauf der Blutpro-
bengewinnung nach Oberflachenkontakt wurde in gleicher Weise mit acht verschiede-
nen Oberflachen durchgefihrt, und zwar Glas, Edelstahl, CoCr, Glas-KSi-N,
Glas-KSi-Luft, CoCr-KSi-N2, CoCr-KSi-Luft und Al/Al,Os. Dieser Versuch wurde unter
den gleichen Bedingungen mit den gleichen Probanden acht Monate spater mit einer
Al/Al,O3-PTFEP Oberflache wiederholt. Die Proben wurden aufrechtstehend fir 24 h bei

Raumtemperatur gelagert und im Anschluss bei -20 °C eingefroren.

3.2.4 |solation von RNA

Die Extraktion der RNA inklusive miRNA wurde automatisiert mithilfe des PAXgene®
Blood miRNA kit und des QlAcube Roboter (Qiagen, Hilden) durchgefihrt.
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Die PAXgene Blood RNA Tubes wurden in einem Rohrchenstander aus Draht bei Raum-
temperatur (18-25°C) flr ca. 2 h aufgetaut, um eine komplette Lyse der Blutzellen zu
gewahrleisten und die RNA-Spezies zu stabilisieren. Im Anschluss wurden die Proben
bei 3000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Daraufhin wurde der resultierende Uberstand ab-
gegossen und ausgeklopft. Das verbleibende Pellet wurde mit 4 ml RNAse-freiem Was-
ser gewaschen und mit einem Vortexmixer vollstdndig aufgeldst. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 3000 x g fir 10 min wurde der Uberstand dekantiert, 350 ul Resus-
pendierungspuffer hinzugegeben, das Gemisch erneut im Vortexer durchmischt und die
geloste Probe in ein 2ml Reaktionsgefal® pipettiert. Der QlAcube Roboter wurde nach
Herstellerangaben beladen und gestartet. Nach Beendigung der automatisierten Pipet-
tierung und Filtration wurden die Mikrozentrifugenréhrchen unverziglich auf Eis gela-

gert.

3.2.5 Bestimmung der Quantitat und Qualitat der RNA

Um zu gewabhrleisten, dass die Quantitat und Qualitat zur spateren miRNA Expressions-
profilanalytik und qRT-PCR-Validierungsanalyse ausreichend sind, wurde die Konzent-
ration und die Integritat der RNA bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung wurde mit
dem Nanodrop 2000/2000c Spectrophometer (ThermoScientific) durchgefihrt. Die Ab-
sorptionsmessung wurde bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm bestimmt. Zu-
satzlich wurde das Verhaltnis des Absorptionskoeffizienten bei 260 nm zu 280 nm ermit-
telt, um die Reinheit der RNA zu beurteilen. Ein Quotient, der gréf3er als zwei ist, zahlt
als Reinheitskriterium. Denn damit wir eine starkere Verunreinigung durch Proteine und
Phenole, die eine starke Absorption bei 280 nm aufweisen, ausgeschlossen. Zuerst
wurde das Gerat mittels RNAse-freiem Wasser geeicht. Im Anschluss erfolgte die Mes-
sung der RNA-Konzentration in der Einheit ng/ul durch die Zugabe von 1 ul der zu un-
tersuchenden Probe. Zwischen den Messungen wurde das Gerat mit einem fuselfreiem
Laborwischtuch gereinigt, um die Verfalschung der Konzentration durch vorherige Pro-

ben zu verhindern.

Die Integritatsbestimmung der RNA wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer und dem
RNA 6000 Nano-Kit durchgefihrt. Die RNA-Nanochips wurden nach Herstellerprotokoll
mit dem zuvor hergestelltem Gel-Farbstoffmix, dem RNA Nano 6000 Marker, der RNA
Leiter und der RNA Probe beladen. Im Bioanalyzer wurde dann die RNA mikrokapillar-
elektrophorisch aufgespalten und die verschiedenen Gréflken mithilfe laserinduzierter
Fluoreszenz analysiert. Die 2100 Expert Software berechnet die RNA-Integritatszahl

(RIN), die das Ausmal der RNA-Degradation anzeigt. Ein Wert von 1 reprasentiert eine
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komplett fragmentierte RNA von niedrigster Qualitéat und ein Wert von 10 steht fiir eine

intakte, nicht fragmentierte RNA von sehr hoher Qualitat.

3.2.6  miRNA Microarrays

Mittels SurePrint G3 Human miRNA r21 MicroArray kits wurden die Expressionsprofile
von 2549 miRNAs nach Herstellerangaben analysiert. Hierzu wurden im ersten Schritt
konzentrationsabhangig 100 ng der isolierten RNA auf ein Volumen von 2 g einge-
dampft oder mit destilliertem Wasser aufgefillt. Durch Zugabe von 2 pl 100%iger Dime-
thylsulfoxid (DMSO) und 2 pl zuvor angesetzter CIP MasterMix-L6sung bestehend aus
0,5 pl Calf Intestinal Phosphatase (CIP), 1,1 ul Nuclease freiem Wasser und 0,4 ul CIP
Puffer wurde die RNA dephosphoryliert und anschlie®end im Thermocycler bei 37°C fir
30 min inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 2,8 yl DMSO wurde die RNA im Thermocyc-
ler bei 99°C fur 7,5 min denaturiert und die CIP inaktiviert. Direkt im Anschluss wurden
die Proben in ein Eiswasserbad transferiert, um sicherzustellen, dass die Proben richtig
denaturiert bleiben. Dann wurden 4,5 ul Ligations-Master-Mix hinzugegeben, der 3 pl
Cyanin3-pCp, 0,5 ul RNA Ligase und 1 pl RNA Ligase Puffer enthielt, und die Mischung
bei 16°C im Thermocyler fur 2 h ligiert. Nach Trocknung in einer Vakuumzentrifuge bei
45°C wurden die Proben durch Versetzung mit 17 ul Nuclease freiem Wasser, 22,5 ul
Hi-RPM Hybridisationspuffer, 4,5 yl Blocking Agent und 1 pl Hyb-Spike-In Lésung auf
die Hybridisation vorbereitet, dann erneut fir 5 min bei 100°C inkubiert und anschlief3end
in ein Eiswasserbad flir 5 min transferiert. Daraufhin wurden die Proben auf die Arrays
aufgetragen, fur 20 Stunden bei 20 rpm und 55°C hybridisiert, nach Herstellerangaben
gewaschen, getrocknet und im Agilent G2565BA Scanner analysiert. Die Datenerhe-
bung wurde mithilfe der Agilent AGW Feature Extraction Software Version 10.10.11 aus-
gefuhrt.

3.2.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde in Zusammenarbeit mit M. Sc. Viktoria Wagner vom Zent-
rum fur Bioinformatik der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt. Die miRNA- Expres-
sion wurde mit der R-Software v.4.2.1 analysiert, die Daten mit Python v.3.11.1 sortiert
und die Diagramme mit GraphPad PRISM v.9.2 erstellt. Fir die Analyse wurde eine im

Zentrum fur Bioinformatik entwickelte Software verwendet.

Die Normalisierung zwischen den Arrays wurde unter Verwendung der Quantilnormali-
sierung durchgefiihrt. Es wurden alle miRNAs verwendet, die in 75 % aller Proben nach-

gewiesen wurden.
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Zur Baselinenormalisierung wurden die Foldchangewerte (FC-Werte) aus Expressions-
werten vor Oberflaichenkontakt (Baseline) und Expressionswerten nach Oberflachen-
kontakt gebildet.

Mit den FC-Werten der verbleibenden miRNAs wurden einfaktorielle Varianzanalysen
(analysis of variances, ANOVASs) durchgefiihrt und nach der Benjamini-Hochberg-For-
mel korrigierte p-Werte von < 0,05 als statistisch signifikant, p-Werte < 0,01 als hochsig-
nifikant und p-Werte < 0,001 als héchstsignifikant definiert. Als Post-Hoc-Test wurde der
Tukey Mehrfachvergleich durchgefiihrt.

3.2.8 Signalweganalyse

Mithilfe der DIANA-miRPath v.3.0 Software wurden KEGG-Signalweganalysen durchge-
fuhrt, wobei die Zielgene, die von mindestens zwei der signifikanten miRNAs beeinflusst
werden, in dem DIANA-miRPath Algorithmus auf Basis der Tarbasedatenbank vorher-
gesagt wurden. KEGG-Signalwege mit einem p-Wert < 0,05 nach konservativer FDR

Korrektur wurden in einer Tabelle dargestellt [97].

Unter Verwendung der miRTargetLink v.2.0 Software wurden Signalwege, die durch

> 3 miRNAs beeinflusst werden visualisiert [46].
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Quantitat und Qualitat der RNA

Es wurde Blut von acht gesunden Probanden je zweimal vor Oberflachenkontakt (Base-
line1 und Baseline 2), dreimal nach Kontakt zu Kontrolloberflachen (Glas, Edelstahl,
CoCr) und sechsmal nach Kontakt zu experimentellen Oberflachen (Glas-KSi-N2,
Glas-KSi-Luft, CoCr-KSi-N2, CoCr-KSi-Luft, Al/Al,03 und Al/Al,O3-PTFEP) gesammelt.
Fir die acht Probanden ergab dies somit jeweils elf Datenpunkte. Die daraus resultie-
renden 88 Proben wurden unter Verwendung von Microarrays analysiert. Die RNA-Iso-
lierung wurde automatisch unter Verwendung einer Roboter-Workstation (QlAcube von
Qiagen) durchgefuhrt, um eine potenzielle Verzerrung zu reduzieren, die durch die ma-
nuelle Verarbeitung entstehen kénnte. Die Isolierung ergab fur die Proben vor Oberfla-
chenkontakt durchschnittliche Konzentrationen in ng/ul von 34,85 + 12,72 (Baseline 1)
und 46,53 + 10,53 (Baseline 2).

Fiar die Proben nach Kontakt zu den Kontrolloberflachen ergaben sich durchschnittliche
Konzentrationen von 43,11 +9,09 nach Glas; 42,60 + 10,08 nach Edelstahl und
39,45 + 8,38 nach CoCr. Fir die Proben nach Kontakt zu den experimentellen Oberfla-
chen ergaben sich durchschnittiche Konzentrationen von 42,2+ 1298 nach
Glas-KSi-N2; 45,30 + 19,17 nach Glas-KSi-Luft; 44,98 + 12,69 nach CoCr-KSi-N2;
39,60 + 11,65 nach CoCr-KSi-Luft; 41,28 £ 11,42 nach Al/Al,O3 und 61,11 + 6,58 nach
Al/Al,O3-PTFEP.
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Abbildung 10: Mittelwerte mit SD der RNA-Konzentrationen. Auf der Y-Achse sind die Mittelwerte der RNA-
Konzentrationen in ng/ul mit jeweils einem Fehlerbalken einer Standardabweichung (SD) aufgetragen. Auf
der X-Achse sind die dazugehdrigen Proben zu sehen.
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Die von der Software des Bioanalyzer 2100 berechnete RNA-Integritatszahl (RIN) lag
bei den Proben vor Oberflachenkontakt durchschnittlich bei 8,63 + 0,43 (Baseline 1) und
8,03 + 0,58 (Baseline 2). Fur die Proben nach Kontakt zu den Kontrolloberflachen erga-
ben sich durchschnittliche RIN-Werte von 8,69 £ 0,43 nach Glas; 8,83 £ 0,53 nach Edel-
stahl und 8,66 £ 0,45 nach CoCr. Fur die Proben nach Kontakt zu den experimentellen
Oberflachen ergaben sich RIN-Werte von 8,80 + 0,55 nach Glas-KSi-N2; 8,84 + 0,47
nach Glas-KSi-Luft; 8,69 + 0,59 nach CoCr-KSi-N2; 8,74 £ 0,46 nach CoCr-KSi-Luft;
8,83 + 0,53 nach Al/Al;03und 7,56 + 0,40 nach Al/Al.Os-PTFEP.
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Abbildung 11: Mittelwerte mit SD der RNA-Integritatszahlen (RIN). Auf der Y-Achse sind die Mittelwerte
der RIN- Werte mit jeweils einem Fehlerbalken einer Standardabweichung (SD) aufgetragen. Auf der X-
Achse sind die dazugehdrigen Proben zu sehen.

4.2 Ergebnisse der Microarrays

4.2.1 Zusammenfassung

Das miRNA-Profil im Blut von acht gesunden Probanden wurde vor und nach Kontakt
mit neun verschiedenen Oberflachen analysiert. Zur Vergleichbarkeit der einzelnen
Oberflachen wurden die FC-Werte der Expressionswerte aus den Baselines, welche die
Expressionswerte vor Oberflachenkontakt reprasentieren und den Expressionswerten
nach Oberflachenkontakt gebildet.

Von den 2549 in den Microarrays analysierten miRNAs verblieben 383 nach der Quar-

tiinormierung. Die FC-Werte (n=8) der neun Oberflachen wurden fur jede der 383
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miRNAs mit einfaktoriellen ANOVAs untersucht und die p-Werte mithilfe der Benjamin
Hochberg-Formel korrigiert. Hierbei zeigte sich bei sieben miRNAs ein signifikanter Un-
terschied (p < 0,05), bei sieben miRNAs ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01) und
bei finf mMiRNAs ein hochstsignifikanter Unterschied (p < 0,001). Fur jede ANOVA wurde
im Anschluss ein Tukey-Post-Hoc Test durchgefihrt. Der Mehrfachvergleich zeigte,
dass nach Korrektur Uberwiegend signifikante p-Werte entstehen, wenn die
Al/Al,O3-PTFEP Oberflache miteinbezogen wird. Die anderen acht Oberflachen: Glas,
Edelstahl, CoCr, Glas-KSi-N2, Glas-KSi-Luft, CoCr-KSi-N2, CoCr-KSi-Luft und Al/Al,O3

zeigten untereinander keine signifikanten Unterschiede.

In der Tabelle 7 sind die Mittelwerte der FC-Werte aller Probanden (n=8) dargestellt. Es
werden nur die signifikanten, hochsignifikanten und hdchstsignifikanten miRNAs der
ANOVAs gezeigt und aufsteigend nach den adjustierten p-Werten sortiert. Die nicht sig-
nifikanten (p > 0,05) miRNAs befinden sich im Anhang 17. Die FCs der Al/Al,O3-PTFEP
Oberflache weisen in allen dargestellten miRNAs einen Wert >1 auf und sind somit alle
im arithmetischen Durchschnitt hochreguliert wurden. Zwolf miRNAs (miR-362-5p,
miR-378i, miR-320a, miR-378a-3p, miR-320d, miR-6767-5p, miR-320c, miR-6734-5p,
miR-320b, miR-320e, miR-6740-5p und miR-4443) zeigten im Durchschnitt einen FC-
Wert zwischen 1 und 1,5. Sechs miRNAs (miR-130b-3p, miR-6879-5p, miR-6127,
miR-4713-3p, miR-6780b-5p und miR-575) zeigten einen Wert zwischen 1,5 und 2. Eine
miRNA (miR-6875-5p) zeigte einen Wert von Uber 2, was einer Verdopplung der miRNA
Expression bedeutet. Die miRNAs zeigten nach Kontakt mit den restlichen Oberflachen

kaum Veranderungen und undulierten um einen FC-Wert von 1.
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Tabelle 7: Arithmetische Mittel (X) der FC-Werte der signifikant veranderten miRNAs. Arithmetische Mittel
der FC-Werte signifikanter (0,01 < p < 0,05), hochsignifikanter (0,001 < p < 0,01) und hdchstsignifikanter
(p =0,001) miRNAs dargestellt in einer Tabelle sortiert nach adj. p-Werten der ANOVAs.

miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. Glas Edel- CoCr Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- | Al/ALOs | Al/Al:O3
p-Wert stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -
N2 Luft N2 Luft PTFEP
miR-362-5p 0.00012 0.87 0.88 0.88 0.88 0.86 0.81 0.88 0.82 1.30
miR-378i 0.00012 0.96 0.95 0.93 0.91 0.97 0.92 0.92 0.89 1.42
miR-6875-5p 0.00012 0.82 0.91 0.98 1.04 1.02 1.06 1.00 0.92 2.03
miR-130b-3p 0.00014 0.96 1.04 1.01 1.00 1.06 1.04 0.97 0.98 1.81
miR-6879-5p 0.00047 0.81 0.86 1.04 1.07 0.91 1.04 0.98 0.89 1.51
miR-320a 0.00108 0.91 0.92 0.98 0.84 0.84 0.82 0.96 0.85 1.32
miR-6127 0.00108 0.78 0.90 0.98 1.02 1.00 1.05 0.97 0.90 1.74
miR-378a-3p 0.00114 0.94 0.94 0.93 0.90 0.96 0.88 0.90 0.87 1.40
miR-320d 0.00202 0.81 0.93 0.90 0.86 0.87 0.85 0.95 0.80 1.41
miR-6767-5p 0.00260 0.91 0.80 1.06 1.00 0.92 1.08 0.98 0.88 1.45
miR-4713-3p 0.00862 0.86 0.85 1.09 1.07 0.93 1.10 1.04 0.92 1.55
miR-6780b-5p 0.00927 0.81 0.87 0.97 0.99 0.90 1.01 0.96 0.93 1.55
miR-575 0.01068 0.86 0.88 0.99 0.90 0.92 1.07 0.97 0.90 1.53
miR-320c 0.01626 0.85 0.94 0.96 0.90 0.88 0.89 0.98 0.87 1.36
miR-6734-5p 0.02245 0.90 0.88 1.10 1.08 0.96 1.09 1.05 0.95 1.46
miR-320b 0.02471 0.90 1.00 0.99 0.94 0.91 0.90 1.01 0.87 1.39
miR-320e 0.02893 0.86 1.00 0.96 0.90 0.91 0.90 0.96 0.84 1.33
miR-6740-5p 0.03051 0.89 0.85 1.09 1.05 0.94 1.08 1.06 0.90 1.49
miR-4443 0.03520 0.78 0.89 0.91 0.87 0.98 0.94 0.90 0.84 1.40

In der Abbildung 12 sind die Mittelwerte der FC-Werte aller Probanden (n=8) als Heat-

map dargestellt. Es werden nur die signifikanten, hochsignifikanten und hdchstsignifi-

kanten miRNAs der ANOVAs gezeigt und aufsteigend nach den adjustierten p-Werten

sortiert. Die nicht signifikanten (p > 0,05) miRNAs befinden sich ebenfalls als Heatmap

dargestellt im Anhang 18-22. Die Farbskalierung bildet alle FC-Werte zwischen 0,78 und

2,03 ab. Auch hier zeigen sich farblich visualisiert die hdheren FC-Werte, die durch Kon-
takt mit der Al/Al,O3-PTFEP Oberflache entstehen.
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Abbildung 12: Heatmap signifikant veranderter miRNAs. Arithmetische Mittel der FC-Werte signifikanter
(0,01 < p =£0,05), hochsignifikanter (0,001 < p <0,01) und hdchstsignifikanter (p < 0,001) miRNAs darge-
stellt als Heatmap sortiert nach adj. p-Werten der ANOVAs.
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4.2.2 Signifikante miRNAs

Sieben der 383 analysierten miRNAs (0,018%) zeigten in den einfaktoriellen ANOVAs
einen signifikanten Unterschied (0,01 < p < 0,05). Hierzu zahlen wie in Abbildung 13 ge-
zeigt: A) hsa-miR-575 mit einem p-Wert von 0,01068; B) hsa-miR-320c mit einem p-Wert
von 0,01626; C) hsa-miR-6734-5p mit einem p-Wert von 0,02245; D) hsa-miR-320b mit
einem p-Wert von 0,02471; E) hsa-miR-320e mit einem p-Wert von 0,02893;
F) hsa-miR-6740-5p mit einem p-Wert von 0,03051 und G) hsa-miR-4443 mit einem
p-Wert von 0,0352.

In Abbildung 13 wurden die p-Werte der Mehrfachtestungen mit Annotationen
(* P=<0.05; * P<0.01; ** P <0.001; **** P < 0.0001) gekennzeichnet und nur die sig-

nifikanten Ergebnisse dargestellt.

Es entstanden signifikante Ergebnisse in der Mehrfachtestung unter Einbeziehung der
Al/AI,O3-PTFEP Oberflache mit Ausnahme folgender Vergleiche: Abbildung
13C) AlI/AI,Os-PTFEP mit jeweils CoCr, Glas-KSi-N2, CoCr-KSi-N2; Abbildung
13E) Al/Al;03-PTFEP mit Al/Al.Os; Abbildung 13F) Al/Al,O3-PTFEP mit jeweils CoCr,
Glas-KSi-N2, CoCr-KSi-N2, CoCr-KSi-Luft und Abbildung 13G) Al/Al2Os-PTFEP mit
Glas-KSi-Luft. Die anderen Oberflachen zeigten untereinander keine Signifikanzen. Die
Al/AI,O3-PTFEP Oberflache weist in allen Boxplots der Abbildung 13 héhere FC-Werte

als die anderen Oberflachen auf.
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* CoCr-KSi-Luft, Al/Al,03 und AI/Al,O3-PTFEP.
1

Die Annotationen spiegeln die signifikanten Ergebnisse des Tukey

Post-Hoc-Tests wider:

*P=<0.05 * P=<0.01; ** P<0.001; **** P < 0.0001
A) hsa-miR-575; B) hsa-miR-320c; C) hsa-miR-6734-5p;
D) hsa-miR-320b; E) hsa-miR-320e; F) hsa-miR-6740-5p;

G) hsa-miR-4443

37



4.2.3 Hochsignifikante miRNAs

Sieben der 383 analysierten miRNAs (0,018%) zeigten einen hochsignifikanten Unter-
schied (0,001 < p £0,01). Hierzu zahlen wie in Abbildung 14 gezeigt: A) hsa-miR-320a
mit einem p-Wert von 0,00108; B) hsa-miR-6127 mit einem p-Wert von 0,00108;
C) hsa-miR-378a-3p mit einem p-Wert von 0,00114; D) hsa-miR-320d mit einem p-Wert
von 0,00202; E) hsa-miR-6767-5p mit einem p-Wert von 0,0026; F) hsa-miR-4713-3p
mit einem p-Wert von 0,00862 und G) hsa-miR-6780b-5p mit einem p-Wert von 0,00927.

In Abbildung 14 wurden die p-Werte der Mehrfachtestungen mit Annotationen
(*P=<0.05;* P<0.01; ** P <0.001; **** P <0.0001) gekennzeichnet und nur die sig-

nifikanten Ergebnisse dargestellt.

Es entstanden signifikante Ergebnisse in der Mehrfachtestung unter Einbeziehung der
Al/AI,O3-PTFEP Oberflache mit Ausnahme des folgenden Vergleiches: Abbildung
14F) Al/Al,O3-PTFEP mit CoCr-KSi-N2. Die anderen Oberflachen zeigten erneut keine
Signifikanzen in der Mehrfachtestung untereinander. Die Al/Al,O3-PTFEP Oberflache
weist in allen Boxplots der Abbildung 14 hdhere FC-Werte als die anderen Oberflachen

auf.
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4.2.4 Hochstsignifikante miRNAs

Funf der 383 analysierten miRNAs (0,013%) zeigten einen hdchstsignifikanten Unter-
schied (p < 0,001). Hierzu z&hlen wie in Abbildung 15 gezeigt: A) hsa-miR-362-5p mit
einem p-Wert von 0,00012; B) hsa-miR-378i mit einem p-Wert von 0,00012;
C) hsa-miR-6875-5p mit einem p-Wert von 0,00012; D) hsa-miR-130b-3p mit einem
p-Wert von 0,00014 und E) hsa-miR-6879-5p mit einem p-Wert von 0,00058.

In Abbildung 15 wurden die p-Werte der Mehrfachtestungen mit Annotationen
(* P=<0.05; * P <0.01; ** P <0.001; **** P <0.0001) gekennzeichnet und nur die sig-

nifikanten Ergebnisse dargestellt.

Es entstanden immer signifikante Ergebnisse in der Mehrfachtestung unter Einbezie-
hung der Al/Al,O3-PTFEP Oberflache. Die anderen Oberflachen zeigten erneut keine
Signifikanzen in der Mehrfachtestung untereinander. Die Al/Al,O3-PTFEP Oberflache
weist in allen Boxplots der Abbildung 15 héhere FC-Werte als die anderen Oberflachen

auf.
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4.3 Signalweganalyse

4.3.1 Diana-miRPath

Um einen Einblick in die biologischen Signalwege der signifikant veranderten miRNAs
zu erhalten wurde der DIANA-miRPath-Algorithmus verwendet. Hierzu wurden die Ziel-
gene, auf die mindestens 2 der 19 signifikanten miRNAs (miR-362-5p, miR-378i,
miR-320a, miR-378a-3p, miR-320d, miR-6767-5p, miR-320c, miR-6734-5p, miR-320b,
miR-320e, miR-6740-5p, miR-4443, miR-130b-3p, mIiR-6879-5p, mIiR-6127,
miR-4713-3p, miR-6780b-5p, miR-575 und miR-6875-5p) Einfluss haben, verwendet.
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Unter Hinzunahme einer konservativen FDR-Korrektur wurden sechs signifikante Sig-
nalwege ausfindig gemacht (p <0,5). Die Signalwege, deren beteiligte Gene und
miRNAs sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 8: KEGG- Signalweganalyse der signifikant veranderten miRNAs.

KEGG Signalweg P-Wert Anzahl der Gene Gennamen Anz.ahl el miRNAs
miRNAs
miR-130b-3p,
THBS1, PPP2CA, miR-320a,
SMAD3, ACVR2B, miR-320d,
MYC, PPP2R1A, miR-362-5p,
TGF-B-Signalweg | 0.00107 14 ZFYVES, SMADS5, 10 miR-320c,
SP1, EP300, BAMBI, miR-320b,
SMAD7, MAPK1, miR-378a-3p,
TGFBR2 miR-320e, miR-575,
miR-378i
GSK3B, PPP2CA, 10
YWHAG, CCND2, miR-320d, miR-320c,
GLI2, SMAD3, \ . )
MOB1B, WWTR1, m|R-3‘20b, miR-378i,
. . MPP5, CDH1 miR-378a-3p,
Hippo-Signalweg | 0.00373 20 . . miR-378a-3p,
CTNNB1, MYC, miR-362-5p
PPP2R1A, CSNK1E, miR-130b-3;;
WNT2, SMAD7, miR-320e, miR-575
LATS1, LATS2, ’
PARD6B, TGFBR2
MET, SMAD3, IGF1R, m'R'329F?’3r;'OR'32°d’
TJP1, FYN, CDHT1, mir:{l—3-78a—%’p
Adhasionsverbind CTNNB1,RAC1,INS, ) ’
0.00676 13 10 miR-362-5p,
ungen SSX2IP, EP300, miR-130b-3p
MAPKT, TGFBR2 miR-320e, MiR-378i,
miR-575
miR-130b-3p,
GNAS, PPP2CA, miR-320a, miR-320d,
GNA13, IGF1R, . .

. miR-320c, miR-320b,
Langzelt_ 0.00676 9 PPP2R1A, GNAI2, 10 miR-378i,
Depressionen MAPK1, LYN, GNAI1 miR-378a-3p,

miR-575, miR-320e,
miR-362-5p
miR-320a, miR-320d,
GSK3B, SMADS, m'R'anOi;’_gn;g'SZOb’
Kolorektales BCL2, APPL1, JUN, miR-130b-’3p,
Karzinom 0.02500 12 PIK3R3, CTNNB1, 10 miR-362-5p
MYC, RAC1, AKTS3, MiR-378i ’
MAPK1, TGFBR2 miR-378a-3p,
miR-320e
miR-320a, miR-320d,
GNAS, JUN, PRKX, miR-320b,
Kokainsucht 0.02553 6 GNAI2, GNAI2, 7 miR-130b-3p,
PRKACB miR-378a-3p,
miR-320e, miR-320c
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4.3.2 miRTargetLink

Mithilfe der miRTargetLink 2.0 Software wurden die Schnittstellen der signifikanten
miRNAs visualisiert. Es wurden nur Verlinkungen zu Signalwegen aufgeflhrt,
die = 3 miRNAs betreffen und in den verfligbaren Datenbanken eine starke Validierung

aufwiesen. In der Abbildung 16 ist ein Auszug der gefundenen Signalwege dargestellt.

regulation’of,cell population’proliferation

hsa-miR-6740-5p
hsa-miR-320c

hsa-miR-378a:3p
hsa-miR-130bz3p

Platelet'activation signaling'and aggregation hsa:miR-3200

regulation’of,cell differentiation regulation’of,programmed cell death

Abbildung 16: Auszug eines Netzwerkes, das die Schnittstellen der Zielsignalwege mit starker Validierung
von = 3 miRNAs darstellt.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Die Charakterisierung von Oberflachen anhand der miRNA Expressionsanderung, die
durch kurzzeitigen Kontakt zwischen Blut und Oberflache zustande kommt, ist ein ganz
neuer Ansatz. Daflir musste der Versuchsaufbau zur Probengewinnung neu etabliert
werden. Die weitere Methodik ist bereits etabliert und wird an dieser Stelle nicht disku-
tiert.

5.1.1 Diskussion des Probandenkollektivs

Diese Studie wurde mit Genehmigung des Ethik-Antrags Ha90/19 an gesunden Proban-
den durchgefiihrt. Um Gerinnungsstérungen anamnestisch auszuschlieRen, mussten
die Probanden einen Fragebogen ausfillen. Um sie laborchemisch auszuschlieRen,
wurde mit freundlicher Unterstitzung von Prof. Dr. Geisel von jedem Probanden ein
Blutbild erstellt. Damit sollte verhindert werden, dass Auffalligkeiten in der Blutzusam-
mensetzung die Ergebnisse verfalschen. Aufgrund einer extrinsischen Gerinnungssto-
rung, die in der laborchemischen Untersuchung entdeckt wurde, mussten wir eine Pro-

bandin von unserer Studie ausschliel3en.

Das Probandenkollektiv ist mit einem Durchschnittsalter von 24 Jahren jung gewahilt,
aber durch diese Auswahl stieg die Wahrscheinlichkeit die Versuche an gesunden Men-

schen ohne Medikamenteneinfluss durchzufiihren.

Um die Bevolkerung dennoch so breit wie moglich abzubilden und den bewiesenen Ein-
fluss des Geschlechts auf das miRNA Profil bei den Ergebnissen nicht ins Gewicht fallen

zu lassen, wurde eine ausgeglichene Geschlechterverteilung genutzt [15].

Die Oberflachen wurden an acht Probanden geprift. Pro Proband wurden elf zu analy-
sierende Proben generiert. Da es sich um eine Pilotstudie handelt, wurde die Fallzahl

nicht gréRer gewahlt. Die Ergebnisse sollen eine Grundlage fur weitere Versuche bilden.

5.1.2 Diskussion der Probengewinnung

Die Probengewinnung lief standardisiert ab und das Vollblut wurde so frisch wie méglich
mit den Oberflachen in Kontakt gebracht. Hierzu wurde die Kontaktzeit mit anderen un-
verzichtbaren Oberflachen wie Venenverweilkantle und Entnahmespritze méglichst ge-
ringgehalten. Das Vollblut wurde direkt im Anschluss an die Abnahme verwertet und

musste deswegen keine MalRnahmen der Konservierung erfahren. Es wurde Vollblut
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benutzt, um die Wirkung im Koérper bestmdglich zu simulieren. Die Al/Al,O3-PTFEP
Oberflache wurde zu einem anderen Zeitpunkt untersucht. Der marginale Unterschied
der Baselinewerte wurde in den statistischen Berechnungen durch die Verwendung der

FC-Werte korrigiert, um eine Vergleichbarkeit der Oberflachen herzustellen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Diskussion der RNA-Quantitat- und Qualitatsergebnisse

Die RNA-Konzentrationsmessungen wurde fir alle Proben mit dem Nanodrop
2000/2000c Spectrophometer (ThermoScientific) durchgefuhrt und die Konzentrationen

waren bei allen Proben hoch genug, um weitere Analyse auszufiihren.

Die Qualitat der RNA wurde mithilfe der Bioanalyzer 2100 Software sichergestellt. Die
RIN-Werte zeigen das Ausmall der RNA-Degradation an. Ein Wert von 1 reprasentiert
eine RNA von niedrigster Qualitat und ein Wert von 10 steht fur eine in RNA von sehr
hoher Qualitat. Die RIN-Werte lagen in unseren Proben im Durchschnitt bei 8,57 + 0,60.
Die Proben fiir die Al/Al,O3-PTFEP Oberflache waren mit einem durchschnittlichen RIN-
Wert von 7,56 £ 0,40 unterdurchschnittlich, aber die Qualitdt war hoch genug, um wei-

tere Analysen durchzufiihren.

Die Quantitat und Qualitat der RNA wurde mit etablierten Verfahren berprift und die
Ergebnisse sind ausreichend gewesen, um weitere Analyse mithilfe von Microarrays

durchzufihren.

5.2.2 Diskussion der Microarrayergebnisse

Es wurde fir jede untersuchte miRNA eine einfaktorielle ANOVA durchgefuhrt, um zu
untersuchen, ob es Unterschiede in den FC-Werten der miRNAs nach Kontakt mit den
neun Oberflachen gab. Die p-Werte wurden mithilfe der Benjamin-Hochberg-Formel ad-
justiert. Der FC-Wert unterschied sich bei finf miRNAs héchstsignifikant (p < 0,001), bei
sieben miRNAs hochsignifikant (0,001 < p <0,01) und bei sieben miRNAs signifikant
(0,01 <p=0,05). Bei diesen miRNAs wurden im Anschluss Tukey-Post-hoc Tests
durchgeflhrt.

Besonders auffallig war, dass die miRNAs, die in den ANOVAs entweder einen signifi-
kanten, hochsignifikanten oder hdchstsignifikanten adjustierten p-Wert aufwiesen, alle
im folgenden Post-hoc Test signifikante Ergebnisse generierten, wenn die
Al/Al,O3-PTFEP Oberflache im Vergleich beteiligt war. Die anderen Oberflachen unter-

scheiden sich untereinander im Post hoc Test nicht signifikant voneinander. Die oben
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aufgefuhrten miRNAs zeigten nach Kontakt mit der Al/Al,Os-PTFEP Oberflache immer
eine Hochregulation. Die anderen Oberflaichen zeigten kaum einen Effekt auf die
miRNA. Viele dieser hochregulierten miRNAs haben interessante Funktionen von denen

einige auszugsweise im Folgenden abgehandelt werden:

miR-130b-3p wird bei Sepsis hochreguliert und besitzt dort eine antiinflammatorische
Wirkung. Diese entfaltet sie durch einen inhibitorischen Effekt auf das extrazellulare kal-
teinduzierbare RNA-bindende Protein (eCIRP). In dem nachgewiesenen Mechanismus
behindert hsa-miR-130b-3p den Rezeptor TLR4/MD2, welcher von eCIRP genutzt wird,
um die Makrophagenproduktion zu aktivieren. Hierdurch wird auch das proinflammatori-

sche Cytokin Tumor Nekrosefaktor-a inhibiert [31].

miR-362-5p ist eine MiRNA, die bei jungen Endothelzellen im Vergleich zu alten En-
dothelzellen hochreguliert ist und damit potentiell wichtige nachgeschaltete Gene beein-
flusst [107].

miR-6875-5p und miR-4443 besitzen eine regulatorische Rolle fir TAP1, ein ABC-Trans-
porterprotein, welches bei Herzinsuffizienzpatienten erhdht exprimiert wird und als prog-
noseverschlechternder Faktor angesehen wird. Dadurch werden sie zu einem maoglichen

Angriffspunkt fir zuklnftige Herzinsuffizienzmedikamente [23].

Die Herunterregulation der miR-320a bei Myasthenia gravis Patienten fuhrt zu einer
Uberexpression von proinflammatorischen Zytokinen durch Férderung der COX-2 Ex-
pression [16]. Einen hauptregulatorischen Effekt besitzt diese miRNA auch auf NOD2,
welches mit der Inflammation, die fiir die Progression von Osteonekrose verantwortlich
ist, assoziiert ist [61]. AuRerdem tritt eine Herunterregulation derselben miRNA vermehrt

bei Patienten mit einer diabetischen Kardiomyopathie auf [1].

Extrazellulare Vesikel, unter anderem angereichert mit hochregulierter miR-320a, die
von transplantierten mesenchymalen Stromazellen sekretiert wurden, erhéhten die arte-
riolare Dichte und die Ejektionsfraktion infarzierter Mauseherzen [65]. In einer anderen
Studie wurde nachgewiesen, dass miR-320a eine entscheidende regulatorische Rolle in

der Zelldifferenzierung wahrend der Osteogenese einnimmt [38].

Die Hochregulation der miR-320d hat in unserem Versuch eine auf3erordentliche Stel-
lung. Es wurde beschrieben, dass sie einen wichtigen Einfluss auf die Apoptose glatter
Muskelzellen hat. Zusammen mit miR-582 reguliert sie eine Vielzahl von Genen, die
groBtenteils fur Apoptosesignalwege verantwortlich sind. Nach der Transfektion dieser
beiden miRNAs in menschliche glatte Muskelzellen der Aorta wurde die Apoptose der

glatten Muskelzellen durch Staurosporine und TNFa deutlich erhdht [85].
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miR-320d wird zudem als mdglicher Biomarker eines Schlaganfalls diskutiert. Sie und
die ebenfalls in unseren Versuchen bei Kontakt mit Al/Al,O3-PTFEP hochregulierte

miR-320e wurden vermindert exprimiert bei Schlaganfallpatienten nachgewiesen [99].

Fir die in unserem Versuch hochregulierte miR-378a-3p ist ein kardioprotektiver Effekt
fr ischamische Herzkrankheiten vorbeschrieben. In einem Rattenmodell wurde besta-
tigt, dass miR-378a-3p durch verschiedene Signalwege, die durch Ischamie und Reper-
fusionsschadigung eingeleitete Apoptose der Kardiomyozyten vermindern kann [89]. Es
wurde aullerdem nachgewiesen, dass der haufig beschriebene kardioprotektive Effekt
von in der chinesischen Medizin eingesetzten Salidrosiden durch miR-378a-3p reguliert

wird und eine Inhibition der miRNA zu einem Ausbleiben jenes Effektes fihrt [104].

miR-320b wird ebenfalls ein kardioprotektiver Effekt zugeschrieben. Tang et al. erforsch-
ten die Exosome von mesenchymalen Stammzellen, die einen gro3en Einfluss auf die
Reparatur von Kardiomyozyten bei Ischamie und Reperfusionsschaden haben. Dabei
entdeckten sie, dass in diesen Exosomen miR-320b hochreguliert ist. Diese miRNA in-
hibiert die Pyroptose durch Unterdrickung der NLRP3 Expression und schitzt damit die

Kardiomyozyten vor Ischamie und Reperfusionsschaden [91].

Eine weitere Studie beschaftigt sich mit miR-320b. Gidl6f et al. fanden heraus, dass in
Thromben von STEMI-Patienten miR-320b herunterreguliert ist und zeigten, dass
miR-320b bei Thromboytenaggregation freigesetzt wird. Anschlieend transferierten sie
miR-320b auf Endothelzellen, um den Effekt dieser miRNA Freisetzung zu untersuchen.
Sie erkannten eine durch miR-320b induzierte Depression der ICAM-1 Expression [26].
ICAM-1 ist ein Adhasionsmolekiil, das bei Atherosklerose vermehrt exprimiert wird. Bei
einer Uberexpression haften Leukozyten an ICAM-1 und sorgen fir eine Endotheldys-
funktion [56]. Die Hochregulation von miR-320b, die man auch in unserem Versuch ge-
sehen hat, wirkt folglich durch Herunterregulation von ICAM-1 endothelprotektiv. Stit-
zend fur diese Postulierung ist eine weitere Studie, die zeigte, dass bei Herzinfarktpati-
enten miR-320b herunterreguliert ist. Huang et al. stellten die Hypothese auf, dass miR-
320b Expressionsprofile von Genen regulieren kdnnte, die bei mehreren Signaltransduk-
tionswegen in Endothelzellen bei der Genese von Atherosklerose mitwirken [39]. Zhang
et al. untersuchten die Korrelation von Carotisplaques und miRNA Expressionen. Auch
sie fanden heraus, dass die Manifestation der Atherosklerose an der Halsschlagader
und das Vorkommen von vulnerablen Plaques mit einer Herunterregulation von
mMiR-320b zusammenhangt [108].

Auch miR-320c wurde in unserem Versuch hochreguliert. Flir diese miRNA wird die
Hemmung der Thrombozytenaktivierung beschrieben. Dies fanden Dahiya et al. heraus,

indem sie Thrombozyten mit miR-320c behandelten und sowohl eine Herunterregulation
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des RAP1, welches ein wichtiges GTPase Protein in der Aktivierung von Thrombozyten
darstellt, als auch eine Reduzierung der Thrombozytenaktivierung selbst beobachteten
[19].

Die ebenfalls in unserer Studie hochreguliete miR-6740-5p ist Teil einer
TRPV4/miR-6740/ET-1-Signalachse. Eine zunehmende Steifigkeit in Endothelzellen
fuhrt zu einer Herunterregulation der miR-6740-5p und zu einer Herunterregulation des
TRPV4 Calciumkanals, was zu einer weiteren Inhibierung der miR-6740-5p flhrt.
Dadurch wird der hemmende Faktor dieser miRNA auf die Endothelin-1-Expression ver-
mindert [87]. Das nun vermehrt exprimierte Endothelin-1 flihrt zu einer endothelialen
Dysfunktion [87]. miR-6740-5p wird folglich ebenfalls wie der vorher beschriebenen
miR-320b ein endothelprotektiver Effekt zugeschrieben. Eine weitere Gemeinsamkeit
dieser beiden miRNAs ist, dass sie bei Patienten mit Carotisstenosen herunterreguliert
sind [87,108].

Bei Patienten, die unter einer degenerativen Aortenklappenstenose leiden, wurde eine

Herunterregulation, der in unserem Versuch hochregulierten miR-575 festgestellt [86].

In den statistischen Analysen unterscheidet sich die Expressionsanderung des Vollblu-
tes, die durch die Al/Al,03-PTFEP Oberflache ausgeldst wurde, signifikant von der Ex-
pressionsanderung, die durch die anderen Oberflachen ausgeldst wurden. Die signifi-
kanten miRNAs werden durch die Al/Al,Os-PTFEP Oberflache hochreguliert. Viele die-

ser hochregulierten miRNAs sind bereits gut beschrieben.

Einzelne von ihnen wirken endothel- und kardioprotektiv, antiinflammatorisch, inhibieren
die Proliferation von glatten Muskelzellen und hemmen die Thrombozytenaktivierung.
Diese Eigenschaften sind flur die Entwicklung neuer Stentmaterialien von grof3er Bedeu-
tung. Die Inhibierung der Proliferation glatter Muskelzellen kénnte der Komplikation einer
Restenose entgegenwirken und durch die daraus resultierende Einsparung an zytotoxi-
schen Substanzen auf DES zu einer besseren Endothelproliferation fihren und damit
die Thrombogenitat der Stents reduzieren. Die Hemmung der Thrombozytenaktivierung
kdnnte die Anzahl der In-Stent Thrombosen herabsetzen und dafur sorgen, dass weni-
ger Blutungskomplikationen durch eine intensive DAPT entstehen. Der endothelprotek-
tive Effekt konnte der Schadigung des Endothels, die zwangslaufig bei Stententfaltung
resultiert, begrenzen. Auflerdem konnte die antiinflammatorische Wirkung die Fremd-
korperreaktion des Korpers abmildern. Die Hochregulierung von beispielsweise
miR-6740-5p und miR-320b durch die Reaktion auf die Oberflache kénnte dem Mangel
jener miRNAs bei Patienten mit Atherosklerose entgegenwirken und damit Mechanis-

men ankurbeln, die zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vollends verstanden sind.
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In der KEGG-Signalweganalyse mit dem DIANA-miRPath-Algorithmus (Abbildung 15)
zeigte sich unter anderem eine signifikante Verlinkung der veranderten miRNAs mit dem
TGF-B-Signalweg. Zehn der 19 miRNAs haben laut DIANA-miRPath Analyse einen Ein-
fluss auf die Gene des Signalweges. Der Signalweg ist an vielen zellularen Prozessen
einschlieBlich Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Apoptose beteiligt [17,62]. Ein wei-
terer Signalweg, der von den signifikant veranderten miRNAs beeinflusst wird, ist der
Hippo-Signalweg. Er ist fir die Hemmung der Zellproliferation und Férderung der

Apoptose verantwortlich [14].

Auch in der Signalweganalyse mithilfe der miRTargetLink 2.0 Software zeigten sich unter
anderem Verlinkungen der veranderten miRNAs mit Zellproliferation, Zelldifferenzie-

rung, Zelltod, Thrombozytenaktivierung und Thrombozytenaggregation (Abbildung 16).

Bei dem ersten Kontakt von Blutbestandteilen mit synthetischen Oberflachen spielen
sich viele Reaktionen innerhalb von Bruchteilen von Sekunden ab. Kleine Proteine haf-
ten an den Oberflachen und werden spater durch grofiere Proteine verdrangt [60]. Das
Gerinnungssystem reagiert mit der Initiierung der primaren und sekundaren Hamostase
[82] und das unspezifische humorale Immunsystem startet die Aktivierung des Komple-
mentsystems [28]. Inspiriert von den Auswirkungen des Erstkontaktes haben wir ent-
deckt, dass das Blut innerhalb von Sekunden auf verschiedene Oberflachen mit unter-
schiedlichen Zellsignalen in Form von miRNA reagiert. Diese miRNAs bestimmen wei-
tere langfristige Prozesse mit. 19 miRNAs veranderten sich abhangig von der jeweiligen
Oberflache innerhalb von 30 Sekunden Einwirkzeit des frisch abgenommenen Vollblutes
signifikant unterschiedlich. Im Post-hoc-Test wies nur die Al/Al,O3-PTFEP Oberflache
bei 19 miRNAs einen signifikanten Unterschied der FC-Werte gegeniber den anderen
Oberflachen auf. Die Hochregulation dieser miRNAs haben Einfluss auf diverse interes-
sante Signalwege, die fur die Entwicklung von neuen Stentmaterialien von groRer Be-

deutung sind.

Dass die Expressionsanderung der miRNA des Blutes abhangig von verschiedenen
Oberflachenstimuli innerhalb kirzester Zeit (30 s) stattfinden kann, ist ein Novum. Lei-
dinger et al. fanden bereits heraus, dass sich das miRNA Profil des Blutes innerhalb von
Sekunden nach Kontakt mit ETDA verandern kann. Hierzu bestimmten sie das miRNA
Profil von sechs gesunden Probanden vor und nach Kontakt mit EDTA. Das Profil nach
Kontakt bestimmten sie nach 0, 10 und 120 min. Dabei fiel auf, dass sich das miRNA
Profil bereits nach 0 min Kontaktzeit mit EDTA verandert hatte [59]. Im Blut befinden sich
groftenteils kernlose Zellen, die nicht in der Lage sind miRNA zu synthetisieren. Aul3er-
dem ist die Neusynthese der miRNA ein komplexer Prozess, der eine langere Zeit in
Anspruch nimmt. Dennoch wiesen wir und andere Forschungsgruppen eine Anderung

der Expression innerhalb von Sekunden nach [59]. Ein Erklarungsansatz fir die rasche
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Expressionsanderung ist, dass die miRNAs intrazelluldr gespeichert sind und durch den

Reiz der Oberflachen als Inhalt extrazellularer Vesikel (EV) freigesetzt werden.

EVs haben eine wichtige Funktion in der interzellularen Kommunikation, indem sie als
Vehikel fir den Transfer von Proteinen, Lipiden und RNA zwischen Zellen fungieren [78].
Valadi et al. zeigten, dass auch miRNAs verpackt in EVs vorkommen und diese von
entfernten Zellen aufgenommen werden kénnen um dort eine Anderung der Genexpres-

sion zu bewirken [93].

EVs kénnen im Blutplasma Uberleben und dort in vivo nachgewiesen werden. Das Blut
dient somit als Kommunikationsmedium flir Zellen, die ihre Informationen mithilfe von
EVs weitergeben [12]. Man nimmt an, dass EVs von allen Zellen gebildet werden kénnen
[8]. Selbst kernlose Erythrozyten sind in der Lage an dieser Art der Kommunikation teil-
zunehmen [54]. Man kdnnte also annehmen, dass miRNAs intrazellular gelagert werden
und selektiv auf einen Stimulus in EVs freigesetzt werden, um eine Anderung der Gen-
expression in Effektorzellen zu bewirken. Diese Annahme wirde die Expressionsveran-

derung in kirzester Zeit erklaren.

Ein weiterer Erklarungsansatz ist, dass kernhaltigen Leukozyten, die im Blut die Fahig-
keit besitzen miRNA zu synthetisieren, flir die rasche Expressionsveranderung verant-
wortlich sind [83]. Sambandan et al. wiesen nach, dass Hippocampus Neurone in einem
Zeitraum von 5-30 s reife miRNAs auf einen Reiz synthetisieren kdnnen [81]. Dies ge-
schieht, indem der letzte, meist dicerabhangige Prozessierungsschritt von Pra-miRNA
zur reifen miRNA innerhalb kiirzester Zeit stattfinden kann. Sie machten diesen Schritt
unter Verwendung einer Fluoreszenz, die durch Spaltung von modifizierter Pra-miRNA
ausgelost wird, sichtbar und demonstrierten, dass reife miRNA nach Auslésung eines
Aktionspotentials (Reiz) sich lokal innerhalb von Sekunden anreichert. Daraufhin zeigten
sie, dass diese reifen miRNAs weiterhin ihre Aufgabe der Translationshemmung erfull-

ten.

Somit ist auch in unserem Versuch vorstellbar, dass der letzte Prozessierungsschritt in
kernhaltigen Blutzellen, die miRNA synthetisieren kdnnen, durch den Stimulus der Ober-
flachen ausgeldst werden kénnte und zu der nachgewiesenen raschen miRNA Expres-
sionsanderung fihren konnte. Dies sind Hypothesen, die durch weitere gezielte Studien

verifiziert werden missen.

Die Entwicklung der Al/Al,O3-PTFEP Oberflache erforderte viele Jahre intensiver For-
schung. Kiefer et al. zeigten bereits, dass die Grundstruktur der Oberflache, die auf
Micro-und Nanostrukturen aufgebaut ist, in der Lage ist die Proliferation glatter Muskel-
zellen zu inhibieren und die Proliferation von Endothelzellen zu fordern [48]. Haider et

al. zeigten, dass die Oberflache die Thrombozytenaggregation und -aktivierung
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erschwert [33]. Die vorliegende Studie untermauert die Erkenntnisse auf miRNA-Ebene
[19,26,85,87]. Eine besondere Eigenschaft dieser Oberflache, die bei den anderen un-
tersuchten Oberflachen nicht vorhanden ist, ist der superhydrophobe abperlende Effekt.
Dieser Effekt entsteht durch das Zusammenspiel des Tragers, welcher mikro- und na-
noskalige Merkmale in der Topografie besitzt und einer Beschichtung geringer Oberfla-
chenladung. Dieser Effekt war bei keiner der anderen Oberflachen zu beobachten und

konnte fir die veranderten miRNAs verantwortlich sein.

5.3 Limitationen der Studie und Ausblick

Da es sich bei dieser Arbeit um eine Pilotstudie handelt, war die Anzahl der Studienteil-
nehmer (n=8) gering. Die Gruppe hatte eine homogene Altersverteilung und das Durch-
schnittsalter war gering und entsprach damit nicht dem Alter der Personen, die eine
Stentimplantation bendtigen. Dies ergab sich daraus, dass der Einfluss durch etwaige
Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen so gering wie moglich gehalten werden

sollte.

Der unterschiedliche Abnahmezeitpunkt der Oberflachen ist ein weiterer Kritikpunkt der
vorliegenden Studie. Es wurde die Vergleichbarkeit der Oberflachen durch Berechnung
der individuellen FC-Werte wiederhergestellt. Dennoch ist zu empfehlen den Versuch
mit allen Oberflachen zum gleichen Zeitpunkt zu wiederholen. Die Kontaktzeit des Blutes
mit den Oberflachen wurde sehr gering gewahlt (30s), um den Einfluss des ersten Kon-
taktes zu untersuchen. Um die weiteren Reaktionen der miRNA und damit den langeren
Verbleib der Oberflache im Kdrper zu simulieren, ist eine zusatzliche Analyse nach einer
langeren Kontaktzeit zu empfehlen. Um dies zu realisieren, misste man ein Modell kon-
zipieren, in dem die Oberflachen stédndig mit dem Probandenblut umspult werden. Eine
Méglichkeit hierfiir ware das Chandler Loop System ® , welches dazu gedacht ist, den
menschlichen Kreislauf mit 37 °C Korpertemperatur nahezu realistisch zu simulieren
[89]. Problematisch hierbei ware der Einfluss unterschiedlicher Materialien des Modells
auf die miRNA.

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass eine unmittelbare Zellantwort in Form von
miRNA Expressionsanderung im Vollblut nach Kontakt zu Oberflachen besteht. Diese
Veranderung unterscheidet sich nach Kontakt mit der neuartigen polymerbeschichteten,
hybriden Nanowireoberflache, die einen superhydrophoben Effekt aufweist, signifikant

von den anderen untersuchten Oberflachen.

Oberflachen ohne superhydrophoben Effekt zeigten untereinander keine signifikanten

Unterschiede. Die signifikant veranderten miRNAs zeigten interessante Funktionen in

51



der Inhibition von glatten Muskelzellen, Entzindungsreaktionen und Thrombozytenakti-
vierung. Mit diesen Ergebnissen kann der Grundstein zur Beantwortung der Frage gelegt
werden, ob bereits der Erstkontakt des Blutes innerhalb von Sekunden weitere Prozesse
des Korpers beeinflusst. Um diese herausragende Oberflache weiter zu untersuchen, ist
unsere Arbeitsgruppe in einem Tierversuch damit beschaftigt, die Reaktionen von
Al/Al,Os-PTFEP beschichteten Stents in vivo zu untersuchen. Die explantierten, be-
schichteten Stents zeigten bereits eine hdéhere Endothelproliferation als die Kontroll-
stents. Parallel wird untersucht, ob die Proteine, die von den Oberflachen absorbiert
werden, sich zwischen den Oberflachen ebenfalls unterscheiden. Weitere Experimente
mussen angeschlossen werden, um zum einen die Al/Al,O3-PTFEP Oberflache genauer
zu untersuchen und zum anderen die Funktionen der veranderten miRNAs genauer zu

verstehen.

Ein Ausblick ist die Beschichtung von Oberflachen mit miRNAs, die in unseren
Versuchen eine signifikante Veranderung aufgewiesen haben. Biologische Beschichtun-
gen fiur Implantate bieten vielversprechende Mdéglichkeiten fiir die nachste Generation
von Oberflachenmodifikationen. Unsere Forschungsgruppe wird durch die Beschichtung
prufen, ob die in anderen Studien beschriebenen Funktionen der ausgewahlten miRNAs
die Eigenschaften der modifizierten Oberflachen verandern kénnen. Durch diese Modi-
fikation kdnnten Komplikationen von kardiovaskularen Implantaten reduziert und gleich-

zeitig zytotoxische Medikamente bei der Beschichtung von Stents obsolet werden.
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6 Anhang

6.1 Probandeninformation

UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

o_'ﬁj
2

Probandeninformation

Entwicklung neuartiger Oberflachen fir den Einsatz in
kardiovaskularen Implantaten und medizinischen Geraten

Sehr geehrte Damen und Herren,

herzlichen Dank daflir, dass Sie sich die Zeit nehmen, Naheres Uber unsere
wissenschaftliche Studie zu erfahren.

Die Kilinik fur Padiatrische Kardiologie am Universitatsklinikum des Saarlandes flihrt derzeit
eine Studie Uber einen Einsatz neuartiger Oberflachen in kardiovaskularen Implantaten und
medizinischen Geraten durch. Fir diese Studie werden Probanden gesucht, die das
Interesse haben, an unserer Studie teilzunehmen:

Das Ziel unserer Studie ist es, die Bio- und die Hamokompatibilitat neuentwickelter
Beschichtungen fiir Oberflachen zu untersuchen.

Die Teilnahme an dieser Studie ist kostenfrei und freiwillig. Die Studie kann
JEDERZEIT OHNE NACHTEILE fiir Sie abgebrochen werden. Erhobene Daten werden

vertraulich behandelt und in einer anonymisierten Form gespeichert und veroffentlich.

Was untersuchen wir genau?
Uberblick

Reaktion des frischen menschlichen Vollblutes nach einem Kontakt mit kiinstlichen
neuentwickelten und bereits vorhandenen Oberflachen

Genauere Informationen zu den medizinischen Untersuchungen finden Sie auf der

nachsten Seite.

Anhang 1: Probandeninformation (1/3)



UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

Information zu den Untersuchungsmethoden:

Blutentnahme:

Im Rahmen unserer Studie erfolgt eine Blutentnahme von insgesamt 200 ml. Diese Menge
an abgenommenem Blut fhrt zu keinen relevanten Nebenwirkungen auf das
Herzkreislaufsystem. Das entnommene Blut wird sofort in Kontakt mit neuentwickelten
Oberflachen gebracht und anschlieRend auf verschiedene Parameter untersucht. Dabei wird
der Zustand der Blutzellen, die Aktivierung der Thrombozyten und verschiedener
Gerinnungsfaktoren nach dem ersten Kontakt zu kérperfremden Oberflachen analysiert. Ziel
ist es, neue Oberflachen fur kardiovaskulare Implantate zu entwickeln, die aufgrund
verbesserter Biokompatibilitat weniger Komplikationen bei Patienten mit angeborenen oder
erworbenen Herzkreislauferkrankungen verursachen.

Zu den Risiken der Blutabnahme gehéren blaue Flecken an der Stelle, an der die
Venenverweilkatheter in die Vene eingefiihrt wird. Manchmal kommt es zu einer geringen,
wenige Minuten anhaltenden Blutung, wenn die Nadel herausgezogen wird. In seltenen
Fallen entsteht eine o6rtlich begrenzte Entziindung der Haut oder der Vene. Die erhobenen
genetischen Daten werden vertraulich behandelt und in einer anonymisierten Form
gespeichert und verdffentlicht.

Freiwilligkeitserklarung
Die Teilnahme an der oben beschriebenen Studie ist freiwillig. Wir sind dartber informiert
worden, dass wir zu jedem Zeitpunkt diese Einwilligung ohne Nachteil fiir uns widerrufen

konnen.

Datenschutz

Alle Messdaten, die wahrend der Studie erhoben werden, werden zur Auswertung und
Archivierung anonymisiert und dann dauerhaft maschinell gespeichert. Dabei werden die
geltenden gesetzlichen Bestimmungen des Datenschutzes eingehalten. Sie personlich

haben jederzeit die Moglichkeit die Daten einzusehen.

Anhang 2: Probandeninformation (2/3)
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UKS
Universitatsklinikum

|
des Saarlandes

Bei Fragen zu unserer Studie oder einer Terminvereinbarung, kénnen Sie uns wie folgt
erreichen:

Lilia Lemke

Philipp Letulé

Wir danken lhnen fiir Ihr Interesse und freuen uns auf lhren Besuch,

Mit freundlichen Grlfken

Prof. Dr. med. Abdul-Khaliq Dr. rer.nat. Lilia Lemke
Direktor der Klinik fir Wissenschaftliche Mitarbeiterin der
Péadiatrische Kardiologie Klinik fir Padiatrische Kardiologie

Anhang 3: Probandeninformation (3/3)
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6.2 Einverstandniserklarung

UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

|

Einverstandniserklarung

Entwicklung neuartiger Oberflachen fiir den Einsatz in kardiovaskuldren Implantaten und
medizinischen Geraten

Studie der Klinik fiir Padiatrische Kardiologie am UKS

Hiermit erklare ich mich damit einverstanden, dass

Ich Geburtsdatum:

an der Studie ,Entwicklung neuartiger Oberflachen fir den Einsatz in kardiovaskularen
Implantaten und medizinischen Geraten*® teilnehme.

Ich bin damit einverstanden, dass die beschriebenen Untersuchungen an mir durchgefihrt
werden.

Ich wurde ber das Ziel und den Zweck dieser klinischen Studie und die praktische
Durchfiihrung aufgeklart. Beiliegende Probandeninformation habe ich erhalten, gelesen und
verstanden. Eine Kopie dieser Einverstandniserklarung habe ich ebenfalls erhalten.

Ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der Untersuchung an mir erhobenen Daten
aufgezeichnet, wissenschaftlich ausgewertet und archiviert werden. Ich stimme ihrer
Veroffentlichung unter der Voraussetzung zu, dass jeder Bezug zu mir unkenntlich gemacht
wurde. Ich bin daruber informiert worden, dass die Speicherung und Verarbeitung der
erhaltenen Daten den Bestimmungen des Datenschutzgesetzes unterliegen.

Ich weil3, dass ich jederzeit ohne Nachteile und ohne Angabe von Griinden mit sofortiger
Wirkung dieses Einverstandnis zurlickziehen und die gespeicherten Daten l6schen lassen
kann.

Ort, Datum

Unterschrift des Probanden Unterschrift des Arztes

Anhang 4: Einverstandniserklarung
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6.3 Fragebogen

UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

o_;ﬁj
@ U

Name, Vorname: Geburtsdatum:
Gewicht: kg | GroRe: cm | Geschlecht: Ethnizitat:
Bitte zutreffendes ankreuzen: Ja Nein

Ist bei Ihnen jemals eine Blutgerinnungsstérung oder
Thrombose festgestellt worden?

Sind/waren Sie Raucher?

Beobachten Sie Nasenbluten ohne erkennbaren Grund?

Beobachten Sie blaue Flecken oder punktférmige Blutungen
ohne sich anzustofRen?

Beobachten Sie Gelenks-, Weichteil- oder Muskelblutungen
ohne erkennbaren Grund?

Beobachten Sie bei Schnittwunden und/oder Schirfwunden
ein langeres Nachbluten?

Gab es in lhrer Vorgeschichte ein langeres/verstérktes
Nachbluten beim Zahnarzt?

Gab es in lhrer Vorgeschichte eine verstarkte Blutung wahrend
oder nach Operationen?

Gab/gibt es in Blutsverwandtschaft Falle von Blutungsneigung?

Nehmen oder nahmen Sie in letzter Zeit Medikamente zur
Blutverdiinnung ein?

Nehmen Sie Schmerz- oder Rheumamittel ein?

Nehmen Sie stimmungsaufhellende Medikamente ein?

Nehmen Sie Drogen?

Haben Sie in den letzten 48 Stunden Alkohol konsumiert?

Ist bei Ihnen ein Diabetes Mellitus bekannt?

Ist bei Ihnen eine arterielle Hypertonie bekannt?

Anhang 5: Fragebogen zur anamnestischen Erfassung von Gerinnungsstorungen (1/2)
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UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

®
Iluullw
W

Zusatzfragen an Patientinnen: Ja

Nein

Sind Ihre Monatsblutungen verlangert (>7 Tage) und/oder
verstarkt?

Nehmen Sie ein orales Verhltungsmittel (Pille)?

Nehmen Sie sonstige Medikamente ein, wenn ja, welche?

Ort und Datum: Unterschrift:

Anhang 6: Fragebogen zur anamnestischen Erfassung von Gerinnungsstorungen (2/2)
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6.4 Laborbefunde

Universitatsklinikum des Saarlandes Akkrecilierung durch:
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel ‘/Df"%\
Geb. 57 - 68421 Homburg/Saar AkkS
Deutscre
C. Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16.30713 = A caneringrsne
Patientin Einsender / Auftrag
JM 0494 Zentrallabor
Teleton: Telefon: 06841/16-30701 Teletax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 20012121139/22682500

Geburtsdatum: 01.04.1994, weiblich

Probeneingang: 21.01.2020 - 14:43

Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 22.01.2020 07:16

Endbefund Kopie mit Stand vom : 21.01,2020 - 17:27 Zustindig: Fr. Dr. Bockel-Fronnhdter

Analyse | 21/01/2020 Einheit Ref . -bereich
14:43

-------- Himatologie (EDTA-Blut) (In Kooperation mit der Imneren IodJLun I)ecemannna

-------------------------------- + Kleines Blutbild -r-----rcrcrrcrr et

Leukozyten 5.7 109/1 3.9-10.2

Erythrozyten 4.12 10121 4.00-5.20

Hb 13.7 g/dl 12.0-16.0

Hkt 39 L] 16-46

MCV 95 £l 80-99

MCH * 33 P3 27-33

MCHC is g/dl 31-37

RDW 11.6 L] 11.5-14.5

Thrombozyten 292 109/1 140-400

MPV 10.0 £l 7.8-11.0

------------------------------ Ohrtmg (Citrat 149) ------ccccccmcdem e e e

Thromboplastinzeit (Quick) 86 ] 70-130

INR 1.07 0.85-1.15

Part. Thromboplastinzeit (PTT) 25 a 21-34

Fibrinogen 237 mg/dl 180-400

Plittchenfunktionstest normal

Kommentar Normalbefund

Befundung durch: Fr. Dr. Kekukh (Mimcstaseplogie)

Folgende Parameter sind nicht editiert: Plittchenfunktionstest

(Zitrat-Plasma) ..T"

Resultatkennzeichen: *=. retverlets [=Extrepwert f=Wert telefonisch mitgeteilt

Anhang 7: Laborbefunde (1/9)
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=2 Universitétsklinikum des Saarlandes Madveconing duck:
% Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel
Geb. 57 - 66421 Homburg/Saar DAKKS

~ Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 ::"....m_..
Patientin Einsender / Auftrag
JB 0997, September 1997 Zentrallabor
Telefon: Telefon: 08841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 20012220981/22682503

Geburtsdatum: , weiblich

Probeneingang: 22.01.2020 - 13:51

Laborbefund (Routine)

Seite 1/1 Druckzeit 22.01.2020 16:07

Folgende Parameter sind nicht
(Zitrat-Plasma)

Anhang 8: Laborbefunde (2/9)

Endbefund Zustandig: Fr. Prof. Obeid

Analyse 22/01/2020 Einheit Ref . -bereich
13:51

-------- Hamatologie (EDTA-Blut)| (In Kooperation mit|der Imnneren hdﬂlin b 3

-------------------------------- - Kleines Blutbild ~fr--rrrrrcmerceetoccnccncccnanan

Leukozyten 7.0 109/1 3.6-10.5

Erythrozyten * 3,98 1012/) 4.00-5.20

Hb * 10.4 g/dl 12.0-16.0

Hkt * 33 L] 36-46

MCV 82 £l 80-9%

MCH . 26 P9 27-33

MCHC 32 g/dl 31-37

RDW * 15.0 L] 11.5-14.5

Thrombozyten * 414 109/1 140-400

MPV 10.7 £l 7.8-11.0

------------------------------ &tMm (Citrat 149) --cccccccccc e cnnnnna

Thromboplastinzeit (Quick) 28 ' 70-130

INR 1.01 0.85-1.15

Part, Thromboplastinzeit (PTT) 24 s 21-34

Fibrinogen 262 mg/dl 180-400

Plattchenfunktionstest normal

Kommentar * Thrombozytcse

Pefundung durch: Fr. Dr. Laver (Kimostaseojogie)

lﬁkzodtuort ' PuttchoTt\mkumtoce

Resultatkennzeichen: *sReferenzwertverletzung ! =Extremwert f#=Wert telefonisch mitgeteilt
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L)
=2 Universitétsklinikum des Saarlandes Axdrecionung durch
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel
Geb. 57 - 66421 Homburg/Saar DAKKS
- Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 W
Patient Einsender / Auftrag
S.W. 0697 Zentrallabor
Teleton: Toleton: 08841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 20012720687/22682506
Geburtsdatum: 01.06.1997 Probeneingang: 27.01.2020 - 10:49

Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 29.01.2020 14:04

Endbefund Kople mit Stand vom : 27.01.2020 - 13:07 Zustindig: Dr, Hibner

Analyse 27/01/2020 Einheit Ref . -bereich
10:49

-------- Himatologie (EDTA-Blut)| (In Kooperation mit| der Inneren Medizin I)---------

-------------------------------- -~ Kleines Blutbild -r------rrrccrrrctrr -

Leukozyten 4.4 109/1 3.9-10.2

Erythrozyten * 4.78(1) 1012/ s. Ref.liste

Hb * 14.6(1) g/dl s. Ref.liste

Hkt * 41(1) % 8. Ref, liste

MCV 86 £l 80-99%

MCH 30 pg 27-33

MCHC 35 g/dl 31-37

RDW 11.7 L] 11.5-14.5

Thrombozyten * 206(2) 109/1 s. Ref.liste

MPV 10.9 fl 7.8-11.0

(1) Referenzwerte ohne Geschlerhtsangabe sind nicht fir jedes Altetr verfigbar

(2) Referenzwerte chne Geschlefhtsangabe sind nicht verfiigbar

------------------------------ Ghrlnm (Citrat 149) --cccccmcccccc e e e e

Thromboplastinzeit (Quick) 96 L 3 70-130

INR 1.02 0.85-1.15

Part. Thromboplastinzeit (PTT) 26 ] 21-34

Fibrinogen 298 mg/dl 180-400

Plittchenfunktionstest normal

Kommentar Normalbefund

Kommentar Freitext

Befundung durch: Dr. Schleicher (MANOSTase

Folgende Parameter sind nicht Mum: Plittchepfunktionstest
(Zitrat-Plasma)

Anhang 9: Laborbefunde (3/9)

Induzierte Thxwhammgguqnuorn

(Amplitude) :
Collagen-induziert
ug/ml): 86%.
Collagen-induziert
pg/ml): 80%.

TRAP-6-induzierte
mmol/1): 79%.

ADP-induzierte Thj
pmol/l): 77%.

Regelrechte Thrombozytenaggregati
logie)

te Thrombozytenag
te Thrombozytenag

Thrombozytenaggt1

mboxycamqgregl:ion (10

r,rngntion (s

jgregation (2

regation (0,1
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L
=2 Universitétsklinikum des Saarlandes Aadediioning duche
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel
% Geb. 57 - 66421 Homburg/Saar DAKKS
.
Patient

Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 mu-‘—r-h
CAR-132300
Einsender / Auftrag
PL 1194 Zentrallabor
Teleton: Telefon: 06841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 200127Z21055/22682507
Geburtsdatum: , ménnlich Probeneingang: 27.01.2020 - 14:06
Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 29.01.2020 14:04
Endbefund Kopie mit Stand vom : 27.01.2020 - 17:07 Zustndig: Or. Hibner
Analyse | 27/01/2020 Einheit ‘Ret .-bereich
14:06 }
|
-------- Himatologie (EDTA-Blut) (In Kooperation mit| der Inneren Mllh I)cccccccan
-------------------------------- = Kleines Blutbild ~frrrrrrrcccrcmcnternnncn e
Leukozyten 4.6 10971 3.6-10.5
Erythrozyten 4.93 1012/ 4.50-5.90
Hb 15.0 g/dl 14.0-18.0
Hkt 43 A3 41-53
MCV 86 fl 80-99
MCH 10 pg 27-33
MCHC 35 g/dl 31-37
RDW 11.7 L] 11.5-14.5
Thrombozyten 195 109/1 140-400
MPV 10.3 £l 7.8-11.0
------------------------------ *xinnm (Citrat 149) --r--reerrcecnterrcccrenecnnn-
Thromboplastinzeit (Quick) 81 L3 70-130
INR 1.10 0.85-1.15
Part. Thromboplastinzeit (PTT) 25 s 21-34
Fibrinogen 205 mg/dl 180-400
Plittchenfunktionstest normal
Kommentar Normalbefund
Kommentar Freitext Induzierte Thrombozytenaggregatiosen
(Amplitude):
Collagen-induzierte Thrombozytenaggregation (S
ug/ml) : 83%. F
Collagen-induzierte Thrombozytenaggregation (2
pg/ml): 83%. 1

TRAP-6-induzierte| Thrombozytenaggregation (0,1
mmol/1): 78%.
ADP-induzierte Thiombozytenaggregation (10
pmol/1): 78%.

Regelrechte Thrombozytenaggregati¢n.
Befundung durch: Dr. Schleicher (Rimostaseplogie)

Folgende Parameter sind nicht mtlutl Plittchenfunktionstest
(Zitrat-Plasma)
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2
Universitédtsklinikum des Saarlandes Aioediionmg durch:
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel
Geb. 57 - 65421 Homburg/Saar DAKKS
Tel, 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 reme—d
0 o
Patient Einsender / Auftrag
SA 1191 Zentrallabor
Telefon: Teleton: 06841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 20012820701/22682508
Geburtsdatum: , ménnlich Probeneingang: 28.01.2020 - 11:20
Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 29.01.2020 14:05
Endbefund Kopie mit Stand vom : 28.01,2020 - 14:07 Zusthndig: Fr. Dr. Bocket-Frohnhofer
Analyse 28/01/2020 Einheit Ref . -bereich
11:20
-------- Hamatologie (EDTA-Blut) (In Kooperation mit| der Inneren Medizin I)---------
-------------------------------- » Kleines Blutbild ~prrrrrrccmccc et ccncnnann
Leukozyten 4.4 109/1 3.6-10.5
Erythrozyten 4.77 1032/ 4.50-5.90
Hb 14.1 g/dl 14.0-18.0
Hkt * 40 L] 41-53
MCV 84 £l 80-99
MCH 30 pg 27-33
MCHC 35 g/dl 31-37
RDW 12.4 A 11.5-14.5
Thrombozyten 258 109/1 140-400
MPV 10.7 £1 7.8-11.0
------------------------------ *rhmm (Citrat 149) -~ e-eccccccccteccccncccccnaas
Thromboplastinzeit (Quick) 106 % 70-130
INR 0.97 0.85-1.15
Part. Thromboplastinzeit (PTT) 25 ] 21-34
Fibrinogen 275 mg/dl 180-400
Plittchenfunktionstest normal
Kommentar Normalbefund
Befundung durch: Dr. Ramsesh (Mimostaseclogle)
Folgende Parameter sind nicht nﬁkrodluorcx Plltteblmumto.t
(Zitrat-Plasma)
November 1991
2 telle

Anhang 11: Laborbefunde (5/9)
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L)
= Universitatsklinikum des Saarlandes Adredening durct:
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel
% Geb. 57 - 66421 Homburg/Ssar i DAKKS
Dautac e
Patient

Tel, 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 = P
Einsender / Auftrag
INO 999, September 1999 Zentrallabor
Teldefon: Teleton: 06841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 200129Z20800/22682509
Geburtsdatum: , mannlich Probeneingang: 29.01.2020 - 12:05
Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 29.01.2020 14:07
Endbefund Xopie mit Stand vom : 29.01.2020 - 13:27 Zusthndig: Prof.Dr, Gelsel
Analyse | 29/01/2020 Einheit Ref . -bereich
12:05

-------- Himatologie (EDTA-Blut) (In Kooperation mit der Imneren Mhh b 4
-------------------------------- - Kleines Blutbild ~recrvccrmmccccnatocnnnccccacnnaa
Leukozyten 6.4 109/ 3.6-10.5
Erythrozyten 5.04 1032/ 4.50-5.90
Hb 14.8 g/dl 14.0-18.0
Hkt 43 L 41-53
MCV 85 £l B0-99
MCH 29 P9 27-33
MCHC 35 g/dl 31-37
RDW 12.0 s 11.5-14.5
Thrombozyten 158 109/1 140-400
MPV ¢ 13.3 £1 7.8-11.0
------------------------------ m (Citrat 149) ~~-rrrrcccccccteccccnmcccaaaaa
Thromboplastinzeit (Quick) 89 L] 70-130
INR 1.06 0.85-1.15
Part. Thromboplastinzeit (PTT) as 8 21-34
Fibrinogen 271 mg/dl 180-400
Plittchenfunktionstest normal
Kommentar Normalbefund

Befundung durch: Dr. Ramesh (Rimostaseologie)

Folgende Parameter sind nicht akkreditiert: Plittchenfunktionstest
(Zitrat-Plasma)

Resultatkennzeichen: *sReferenzvertverletzung !eExtremwert #-Wert telefonmisch mitgeteilt

Anhang 12: Laborbefunde (6/9)
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L
Universitétsklinikum des Saarlandes Alirecilening durch:
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel
Geb. 57 - 66421 Homburg/Sasr DAKKS
Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 oared
0 Erver pa
Patient Einsender / Auftrag
RAO898 Zentrallabor
Teleton: Telefon: 06841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr, Auftrag: 20102820790/22704363
Geburtsdatum: 01.08.1998, mannlich Probeneingang: 28.10.2020 - 13:03
Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 29.10.2020 07:49
Endbefund Kopie mit Stand vom : 28.10.2020 - 17:27 Zustindig: Fr. Prof. Obeid
Analyse 28/10/2020 Einheit Ref. -bereich
13:03
----------------------------- Rimatologie (EDTA-Blut) --cccccrcrcccctonmnmmnnennnnnn
-------------------------------- - Kleines Blutbild -f-----cccrmrcrcctrrc e
Leukozyten 5.2 109/1 3.9-10.2
Erythrozyten 5.62 1012/ 4.50-5.90
Hb 15.9 g/dl 14.0-18.0
Hkt 46 3 41-53
MCV 82 £1 80-99
MCH 28 P9 27-33
MCHC 34 g/dl 31-37
RDW 12.1 % 11.5-14.5
Thrombozyten 261 109/1 140-400
MPV * 11.5 f1 7.8-11.0
------------------------------ Gerinnung (Citrat 149) -ccccccmmmrmmatonnnncccccanns
Thromboplastinzeit (Quick) 82 A} 70-130
INR 1.10 0.85-1.15
Part. Thromboplastinzeit (PTT) 22 s 21-34
Fibrinogen 242 mg/dl 180-400
---------------------------- zytenfunktionstept -~~~ - rcccceteccccnn
Thrombozytenfunktionstest normal
Kommentar Normalbefund
Befundung durch: Dr. Sctephan (Nimostaseclogie)
Folgende Parameter sind nicht tiert: Mrrnnﬁnktlmtu&
(Zictrat-Plasma)
__Resultatkennzeichen; ‘=Referenzvertverletzung !-Extremwert f-Wert telefonisch mitgeteilt

Anhang 13: Laborbefunde (7/9)
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‘b Universitatsklinikum des Saarlandes Axkredionung durch:
% Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel N\

g Gob. 57 - 66421 Homburg/Saar DAkkSm

. Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16-30713 W
Patientin Einsender / Auftrag
SG 1196, November 1996 Zentrallabor
Telefon: Telefon: 06841/16-30701 Telefax: 06841/16-30703
Fall-Nr. Auftrag: 20013020729/22704362
Geburtsdatum: , weiblich Probeneingang: 30.01.2020 - 11:49
Laborbefund (Routine) Seite 1/1 Druckzeit 30.01.2020 13:48
Vorabbefund Zustingig: Fr. Prof. Obeid
Analyse 30/01/2020 Einheit Ref . -bereich

11:49

-------- Himatologie (EDTA-Blut)| (In Kooperation mit|der Inneren Medizin I)---------
-------------------------------- ~ Kleines Blutbild -t----rerrrcrrrre e
Leukozyten e 109/1 3.6-10.5
Erythrozyten 4.57 1012/1 | 4.00-5.20
Hb 12.1 g/dl 12.0-16.0
Hkt * 36 % 36-46
MCV * 78 £1 80-99
MCH . 26 P9 27-33
MCHC 34 g/dl 31-37
RDW 13.2 ' 11.5-14.5
Thrombozyten 242 109/1 140-400
MPV * 12.4 f1 7.8-11.0
------------------------------ Oprtnug (Citrat 149) --------ccceepercrrcrcr -
Thromboplastinzeit (Quick) | 9 A} 70-130
INR 1.04 0.85-1.15
Part. Thromboplastinzeit (PTT) 30 3 21-34
Fibrincgen 230 mg/dl 180-400
Plittchenfunktionstest folgt
Kommentar Normalbefund

Defundung durch: Dr. Ramesh (Mimostaseologle)

Anhang 14: Laborbefunde (8/9)
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.
=2 Universitétsklinikum des Saarlandes Atrecienng durct
Zentrallabor - Prof. Dr. J. Geisel e
% Geb. 57 - 65421 Homburg/Sasr ! DAKKS
- Tel. 06841/16-30712 Fax 06841/16.30713 W
Patientin Einsender / Aunu!
HB0599, Mai 1999 Zentrallabor

Telefon:
Fall-Nr.
Geburtsdatum: , weiblich

Telefon: 06841/16-30701 Teletax: 06841/16-30703
Auftrag: 20013121021/22704361
Probeneingang: 31.01.2020 - 14:47

Laborbefund (Routine)

Endbefund Kopie mit Stand vom : 31,01.2020 - 16:27

Seite 1/1 Druckzeit 03.02.2020 09:03

Zustindig: Fr. Dv. Touma

Befundung durch: Fr. Dr. Laver (Himostaseo

Folgende Parameter sind nicht
(Zitrat-Plasma)

Jogie)

nnrrva.lth:t: Plittchenfunktionstest

Anhang 15: Laborbefunde (9/9) - Ausschluss durch extrinsische Gerinnungsstérung

Analyse 31/01/2020 Einheit |Ref . -bereich
14:47 i

-------- Himatologie (EDTA-Blut)| (In Kooperation mit| der Inneren u.dun I)eeenccena

-------------------------------- -~ Kleines Blutbild -f----crcrrrrrccc e

Leukozyten 7.6 109/1 3.6-10.5

Erythrozyten 4.27 10121 4.00-5.20

Hb * 10.9 g/dl 12.0-16.0

Hkt * 34 L] 36-46

MCV * 80 £l 80-99

MCH . 26 P3 27-33

MCHC 32 g/dl 31-37

RDW * 14.7 L] 11.5-14.5

Thrombozyten 336 109/1 140-400

MPV * 11.2 £1 7.8-11.0

------------------------------ Gerinnung (Citrat 149) ----ccccccmmmadomn i cccccnaas

Thromboplastinzeit (Quick) * 64 3 70-130

INR * 1.25 0.85-1.15

Part. Thromboplastinzeit (PTT) 27 Bl 21-34

Fibrinogen 273 mg/dl 180-400

Plittchenfunktionstest normal

Kommentar * Stérung im omgon‘n System

Resultatkennzeichen: *=Referenzwertverletzung /=Extremwert #=Wert telefonisch mitgeteilt
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6.5 Ergebnisse der RNA Quantitat und Qualitat

Oberflachen SG1196 SW0697 JB0997 JM0494 JW0999 SA1191 PL1194 RA0898
RNA | RIN | RNA | RIN | RNA | RIN | RNA | RIN | RNA | RIN | RNA | RIN |RNA |RIN |[RNA (RIN
Glas 482 85| 356 82| 469 87571 87464 82312 93| 472 93| 323 86
Edelstahl 316L 622 82| 359 88492 88331 89|466 98| 416 91410 89| 312 8.1
CoCr 388 84| 313 80|59 87386 87402 85317 93| 464 93| 327 84
Glas-KSi-N2 509 84| 352 82491 86| 298 88| 675 95|349 96| 406 911|296 82
Glas-KSi-Luft 83.3 85301 84475 88| 447 87|610 97|31 92]|364 911|233 83
CoCr-KSi-N2 682 84360 79496 87| 405 83| 571 96| 402 92| 397 92]|286 82
CoCr-KSi-Luft 46.0 82| 417 185|627 85312 86335 97391 89|392 090|234 85
Al/AI203 53.3 88| 411 85| 59.0 85| 437 88| 295 95| 419 994|378 92]|240 79
Al/AI203-PTFEP 710 778|669 71521 81|572 778|634 79653 74587 74]|543 7.0
Baseline 1 403 86| 264 85| 608 85320 78349 92277 091|387 88| 180 85
Baseline 2 306 86|552 80|542 71341 84605 75437 87| 431 76| 509 83

Anhang 16: Quantitat und Qualitat der RNA
RNA-Quantitat in ng/pl und Qualitat auf einer Skala von 1-10 fur jede Oberflache und jeden Probanden in
einer Tabelle dargestellt
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6.6 Tabelle der arithmetischen Mittel der FC-Werte

miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-362-5p 0.00012 0.87 0.88 0.88 0.88 0.86 0.81 0.88 0.82 1.30
miR-378i 0.00012 0.96 0.95 0.93 0.91 0.97 0.92 0.92 0.89 1.42
miR-6875-5p 0.00012 0.82 0.91 0.98 1.04 1.02 1.06 1.00 0.92 2.03
miR-130b-3p 0.00014 0.96 1.04 1.01 1.00 1.06 1.04 0.97 0.98 1.81
miR-6879-5p 0.00047 0.81 0.86 1.04 1.07 0.91 1.04 0.98 0.89 1.51
miR-320a 0.00108 0.91 0.92 0.98 0.84 0.84 0.82 0.96 0.85 1.32
miR-6127 0.00108 0.78 0.90 0.98 1.02 1.00 1.05 0.97 0.90 1.74
miR-378a-3p 0.00114 0.94 0.94 0.93 0.90 0.96 0.88 0.90 0.87 1.40
miR-320d 0.00202 0.81 0.93 0.90 0.86 0.87 0.85 0.95 0.80 1.41
miR-6767-5p 0.00260 0.91 0.80 1.06 1.00 0.92 1.08 0.98 0.88 1.45
miR-4713-3p 0.00862 0.86 0.85 1.09 1.07 0.93 1.10 1.04 0.92 1.55
miR-6780b-5p 0.00927 0.81 0.87 0.97 0.99 0.90 1.01 0.96 0.93 1.55
miR-575 0.01068 0.86 0.88 0.99 0.90 0.92 1.07 0.97 0.90 1.53
miR-320c 0.01626 0.85 0.94 0.96 0.90 0.88 0.89 0.98 0.87 1.36
miR-6734-5p 0.02245 0.90 0.88 1.10 1.08 0.96 1.09 1.05 0.95 1.46
miR-320b 0.02471 0.90 1.00 0.99 0.94 0.91 0.90 1.01 0.87 1.39
miR-320e 0.02893 0.86 1.00 0.96 0.90 0.91 0.90 0.96 0.84 1.33
miR-6740-5p 0.03051 0.89 0.85 1.09 1.05 0.94 1.08 1.06 0.90 1.49
miR-4443 0.03520 0.78 0.89 0.91 0.87 0.98 0.94 0.90 0.84 1.40
miR-6131 0.06548 0.87 0.83 1.04 1.06 0.94 1.06 0.96 0.90 1.47
miR-6124 0.06743 0.93 0.95 1.08 1.09 0.95 1.04 1.08 0.93 1.37
miR-7641 0.07268 1.00 1.06 1.10 1.04 1.12 1.04 1.10 1.02 1.76
miR-6717-5p 0.11437 0.83 0.91 1.05 1.05 0.94 1.13 1.05 0.90 1.45
miR-4306 0.12084 0.94 1.04 1.00 0.98 1.06 1.08 0.94 0.96 1.40
miR-5581-5p 0.12397 0.93 0.85 1.12 1.06 0.94 1.12 1.09 0.98 1.45
miR-1249-3p 0.14930 0.84 0.82 0.88 0.85 0.86 0.77 0.88 0.81 1.32
miR-22-3p 0.15312 0.83 0.96 0.90 0.87 0.97 0.88 0.92 0.87 1.41
miR-5194 0.16880 0.83 0.88 1.01 0.96 0.88 1.01 1.08 0.93 1.35
miR-3198 0.17249 0.90 0.88 1.08 1.04 0.94 1.13 1.02 0.94 1.39
miR-6803-3p 0.19097 1.20 1.22 1.01 0.99 1.08 0.95 1.12 1.24 0.77
miR-664a-5p 0.19914 1.08 1.16 1.13 1.12 1.10 1.12 1.07 1.09 1.59
miR-1305 0.20267 0.87 0.92 1.11 1.02 0.92 1.09 1.08 0.96 1.32
miR-210-3p 0.20267 1.10 1.15 1.14 1.19 1.22 1.19 1.12 1.11 1.77
miR-30b-5p 0.20267 1.22 1.00 1.08 0.89 0.82 0.86 1.09 1.08 0.62
miR-4485-5p 0.20267 1.12 1.14 1.10 1.16 1.02 1.04 1.11 1.11 1.62
miR-664a-3p 0.21400 1.45 1.24 1.14 1.00 1.04 1.01 1.24 1.33 0.79
miR-197-5p 0.21760 0.86 0.91 1.05 1.08 0.91 1.01 1.01 0.90 1.34
miR-6089 0.21760 0.94 1.01 1.07 1.12 1.15 1.17 1.14 1.05 1.71
miR-6780a-5p 0.28341 0.98 0.94 1.21 1.10 1.01 1.26 1.13 1.11 1.59
miR-7152-3p 0.28341 0.84 0.89 0.98 0.97 0.88 0.93 0.96 0.89 1.22
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-4716-3p 0.29804 0.95 0.84 1.13 1.10 0.95 1.18 1.15 0.99 1.44
miR-550a-3p 0.35907 1.04 1.05 1.08 0.94 0.90 0.94 1.08 0.99 0.69
miR-133b 0.36016 1.05 1.01 0.99 0.94 0.93 1.02 1.02 1.02 0.76
miR-145-5p 0.37432 1.52 1.46 1.13 1.02 1.16 0.98 1.36 1.31 0.69
miR-1914-3p 0.37432 0.85 0.88 1.00 0.99 0.89 0.98 0.95 0.90 1.27
miR-4442 0.37432 0.84 0.87 1.08 1.08 0.89 0.98 1.01 0.88 1.28
miR-6511b-3p 0.38940 1.32 1.35 1.07 1.04 1.10 1.12 1.17 1.33 0.78
miR-93-3p 0.40219 1.16 1.08 0.94 0.94 0.90 0.89 1.09 1.06 0.66
miR-454-5p 0.40845 1.26 1.07 1.08 0.85 0.90 0.86 0.92 1.08 0.59
miR-99b-5p 0.41833 1.17 1.11 1.05 1.00 0.94 0.98 1.15 1.14 0.74
miR-4653-3p 0.42246 0.99 0.93 1.11 1.07 0.99 1.12 1.09 1.01 1.39
miR-4685-5p 0.50076 1.08 1.01 1.06 1.10 1.05 1.18 1.18 1.08 1.64
miR-132-3p 0.51169 1.01 1.09 1.08 1.02 0.95 1.09 1.07 1.06 0.86
miR-182-5p 0.51169 1.24 1.08 0.96 0.87 0.93 0.87 0.99 1.10 0.57
miR-378d 0.51169 1.02 1.02 0.95 0.94 1.07 1.00 0.94 1.00 1.33
miR-4732-5p 0.51169 0.88 0.92 0.94 0.78 0.86 0.86 0.89 0.83 1.22
miR-942-5p 0.51169 1.30 1.12 0.94 0.83 0.90 0.81 1.08 1.07 0.63
miR-15b-3p 0.60162 1.40 1.12 0.94 0.82 1.00 0.96 0.91 1.16 0.52
miR-125b-5p 0.61348 1.08 1.07 1.06 0.97 0.94 0.96 1.10 1.05 0.83
miR-30c-5p 0.61652 1.21 1.00 1.05 0.86 0.86 0.77 1.00 0.98 0.66
miR-1202 0.62825 1.01 0.91 1.08 1.09 1.06 1.13 0.95 0.95 1.32
miR-296-5p 0.62825 1.46 1.34 1.16 1.21 1.24 1.11 1.29 1.28 0.85
miR-186-5p 0.63991 1.27 1.00 0.95 0.78 0.90 0.74 0.97 1.02 0.63
miR-4788 0.63991 0.84 0.97 0.99 1.02 0.90 0.94 0.95 0.92 1.33
miR-22-5p 0.66712 1.25 1.11 0.99 0.95 1.04 1.09 1.05 1.18 0.82
miR-6512-5p 0.66712 0.91 0.90 1.01 1.09 1.00 1.12 1.05 1.07 1.38
miR-125a-5p 0.67662 1.01 1.06 1.05 0.94 0.93 0.96 1.08 1.01 0.76
miR-423-5p 0.67662 0.93 0.97 0.90 0.94 0.91 0.94 0.95 0.95 1.23
miR-4284 0.67662 1.25 0.99 1.11 1.17 1.06 1.04 1.08 1.13 1.55
miR-627-5p 0.67662 0.97 0.93 0.95 0.86 0.94 0.91 0.83 0.98 1.13
miR-424-5p 0.68029 1.34 1.04 1.12 1.02 1.24 1.25 0.98 1.25 0.87
miR-4318 0.69200 1.20 1.20 0.96 0.96 1.16 1.02 1.08 1.15 0.76
miR-339-5p 0.69637 1.26 1.09 1.08 1.02 0.95 0.93 1.10 1.12 0.76
miR-361-3p 0.69637 1.17 1.13 1.10 1.08 1.07 1.07 1.18 1.10 0.85
miR-4732-3p 0.69637 1.04 1.07 0.95 0.83 0.88 0.84 1.05 1.08 0.72
miR-6087 0.69637 0.91 1.08 1.08 1.22 1.11 1.11 1.08 0.94 1.32
miR-4505 0.70240 0.94 1.06 1.08 1.14 1.16 1.18 1.11 1.07 1.37
miR-96-5p 0.70240 1.19 1.17 1.09 1.14 1.36 1.29 1.04 1.21 0.80
let-7i-5p 0.71615 1.29 1.46 1.31 1.56 1.69 1.81 1.22 1.34 0.94
miR-642b-3p 0.71615 0.93 0.97 1.04 1.02 1.08 1.07 0.98 0.94 1.22
miR-769-5p 0.74985 0.92 0.91 0.92 0.92 0.89 0.91 0.88 0.94 1.18
miR-130b-5p 0.75217 1.33 1.24 1.16 1.05 1.16 1.08 1.22 1.26 0.85
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-140-5p 0.75217 1.16 1.08 1.13 1.20 1.40 1.16 0.97 1.14 0.82
miR-30a-5p 0.75217 1.22 1.11 1.05 0.83 0.87 0.80 1.10 1.05 0.72
miR-638 0.75217 0.88 0.93 1.08 1.12 1.12 1.19 0.99 0.97 1.50
miR-1288-3p 0.75449 0.97 0.94 1.17 1.11 0.89 1.13 1.04 0.98 1.41
miR-199a-5p 0.82920 1.05 0.91 0.92 0.82 0.82 0.80 0.88 0.94 0.55
miR-425-5p 0.82920 1.00 1.00 1.02 1.08 0.89 0.97 1.12 1.08 0.85
miR-1246 0.83106 1.15 1.12 0.99 1.01 1.00 0.97 1.10 1.05 1.56
miR-183-5p 0.90896 0.84 0.94 0.97 0.94 0.95 0.99 0.94 0.93 0.75
let-7e-5p 0.91442 1.08 1.14 0.95 0.96 0.99 1.00 0.99 1.16 0.92
miR-1268b 0.91442 0.97 0.93 1.05 1.10 1.09 1.15 1.08 0.99 1.27
miR-505-3p 0.91442 1.08 1.04 0.91 0.81 0.91 0.82 0.97 0.97 0.67
miR-6165 0.91442 1.13 1.07 1.29 1.31 1.32 1.34 1.08 1.15 1.73
miR-744-5p 0.91442 1.12 1.06 1.01 1.02 1.02 1.01 1.08 1.04 0.84
miR-939-5p 0.91442 0.99 0.95 1.10 1.09 1.09 1.15 0.97 1.08 1.40
miR-328-3p 0.92582 1.14 1.19 1.08 1.00 1.09 1.01 1.15 1.12 0.76
miR-484 0.92945 1.35 1.10 1.09 1.05 1.01 0.93 1.20 1.13 0.78
miR-660-5p 0.93066 1.10 1.01 1.07 1.01 1.07 1.13 0.95 1.07 0.77
miR-222-3p 0.94065 1.21 1.15 1.05 1.00 1.10 1.01 1.10 1.16 0.85
miR-17-3p 0.99959 0.99 0.96 0.91 1.05 1.19 0.94 0.91 0.97 0.72
let-7a-5p 0.99998 1.13 1.17 1.15 1.27 1.48 1.24 1.08 1.14 1.16
let-7b-3p 0.99998 1.15 1.21 1.18 1.10 1.22 1.05 1.13 1.22 1.05
let-7b-5p 0.99998 1.38 1.64 1.57 1.62 1.94 2.01 1.58 1.55 1.42
let-7c-5p 0.99998 1.44 1.71 1.39 1.44 1.85 1.74 1.55 1.48 1.18
let-7d-3p 0.99998 0.93 1.08 0.92 0.90 0.89 0.92 0.92 0.97 0.85
let-7d-5p 0.99998 1.04 1.21 1.06 1.15 1.20 1.13 1.05 1.07 1.04
let-7f-5p 0.99998 1.22 1.27 1.23 1.35 1.40 1.30 1.10 1.19 1.07
let-7g-5p 0.99998 1.21 1.17 1.17 1.36 1.44 1.41 1.16 1.14 1.12
miR-100-5p 0.99998 1.08 0.96 0.95 0.92 0.87 0.98 0.91 1.00 0.73
miR-101-3p 0.99998 1.74 1.34 1.57 1.69 2.03 1.97 1.31 1.66 0.92
miR-103a-3p 0.99998 1.10 1.09 1.05 1.10 1.14 1.18 1.10 1.14 1.02
miR-106b-5p 0.99998 1.40 1.35 1.35 1.43 1.54 1.45 1.29 1.38 1.05
miR-107 0.99998 1.16 1.20 1.10 1.16 1.18 1.27 1.15 1.20 1.11
miR-10a-5p 0.99998 0.96 0.84 0.89 0.79 0.81 0.81 0.83 0.88 0.82
miR-1207-5p 0.99998 0.94 0.94 1.04 1.13 1.09 1.11 1.01 0.91 1.27
miR-1225-5p 0.99998 0.95 1.00 1.05 1.09 1.02 1.02 1.01 0.94 1.14
miR-1228-3p 0.99998 0.96 1.02 0.98 0.97 1.04 0.95 1.02 1.00 1.08
miR-1233-5p 0.99998 1.13 1.09 1.60 1.42 1.27 1.53 1.21 1.31 1.66
miR-1234-3p 0.99998 0.93 1.06 0.99 1.01 1.07 0.95 1.08 0.94 1.06
miR-1237-3p 0.99998 0.99 1.01 1.05 1.02 1.08 1.01 0.95 1.00 1.18
miR-1238-3p 0.99998 0.93 1.08 0.98 0.90 0.98 0.84 1.00 0.94 0.88
miR-126-3p 0.99998 1.37 1.10 1.20 1.34 1.56 1.49 1.11 1.30 0.89
miR-1260a 0.99998 1.41 1.45 1.19 0.97 1.47 1.12 1.13 1.46 0.98
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-1260b 0.99998 1.24 1.20 1.25 0.97 1.25 1.08 1.05 1.26 0.88
miR-1268a 0.99998 1.27 1.34 1.22 1.42 1.38 1.36 1.25 1.20 1.10
miR-1271-5p 0.99998 1.08 0.98 0.92 0.94 0.89 0.96 0.97 1.08 0.71
miR-1273g-3p 0.99998 0.87 0.86 1.08 1.11 0.90 1.12 0.98 0.94 1.29
miR-1275 0.99998 1.10 1.12 1.06 1.04 1.08 1.06 1.08 1.09 1.06
miR-128-3p 0.99998 0.91 0.90 0.86 0.84 0.78 0.85 0.86 0.95 0.64
miR-1281 0.99998 0.93 1.08 1.08 0.98 0.98 0.94 1.04 0.93 1.02
miR-1285-3p 0.99998 0.87 0.86 0.84 0.81 0.84 0.78 0.82 0.82 0.89
miR-129-2-3p 0.99998 1.06 1.07 1.04 1.02 0.95 1.00 1.08 1.02 0.92
miR-1304-3p 0.99998 1.04 1.17 1.11 0.97 1.19 1.02 1.17 1.11 1.01
miR-1306-5p 0.99998 1.00 1.04 0.97 0.99 0.98 1.04 1.08 1.04 0.91
miR-130a-3p 0.99998 1.11 1.14 1.11 1.15 1.13 1.15 1.06 1.14 0.98
miR-140-3p 0.99998 0.86 0.83 0.88 0.89 0.79 0.84 0.88 0.88 0.75
miR-142-3p 0.99998 1.00 0.89 0.84 0.72 0.93 0.73 0.83 0.92 0.60
miR-142-5p 0.99998 1.60 1.54 1.44 1.26 1.52 1.52 1.32 1.48 0.93
miR-144-3p 0.99998 1.81 1.22 1.72 1.66 2.14 2.23 1.59 1.47 0.87
miR-144-5p 0.99998 1.64 1.10 1.43 1.59 1.67 1.56 1.02 1.18 0.97
miR-146a-5p 0.99998 1.11 1.12 0.98 0.91 1.04 1.00 0.98 1.06 1.09
miR-146b-5p 0.99998 0.87 0.82 0.77 0.74 0.83 0.80 0.71 0.88 0.71
miR-148a-3p 0.99998 1.35 1.34 1.18 1.28 1.47 1.36 1.20 1.38 1.42
miR-148b-3p 0.99998 0.91 0.89 0.86 0.88 0.87 0.88 0.89 0.89 0.66
miR-150-5p 0.99998 0.98 0.99 1.04 0.98 0.85 0.93 0.98 0.98 0.92
miR-151a-3p 0.99998 0.84 0.81 0.81 0.74 0.70 0.70 0.79 0.79 0.95
miR-151a-5p 0.99998 0.81 0.83 0.88 0.81 0.77 0.78 0.86 0.80 0.77
miR-151b 0.99998 0.95 1.00 0.97 0.99 0.95 0.94 0.96 0.95 0.98
miR-155-5p 0.99998 0.96 1.13 0.80 1.22 1.08 1.08 0.91 0.87 1.19
miR-1587 0.99998 1.04 1.12 1.05 1.08 1.18 1.19 1.15 1.17 1.22
miR-15a-3p 0.99998 1.05 1.06 1.08 0.98 1.04 1.10 1.02 1.14 0.98
miR-15a-5p 0.99998 1.31 1.16 1.17 1.18 1.45 1.31 1.17 1.25 0.98
miR-15b-5p 0.99998 0.89 0.90 0.91 0.98 0.94 1.08 0.90 0.92 0.85
miR-16-2-3p 0.99998 2.14 2.22 2.03 1.78 1.99 2.43 2.21 2.04 1.12
miR-16-5p 0.99998 1.20 1.21 1.12 1.22 1.22 1.37 1.11 1.13 0.93
miR-17-5p 0.99998 1.32 1.20 1.17 1.33 1.36 1.43 1.24 1.33 0.88
miR-181a-2-3p 0.99998 0.91 0.89 0.90 0.80 0.81 0.82 0.85 0.87 0.74
miR-181a-5p 0.99998 1.33 1.43 1.36 1.27 1.55 1.38 1.39 1.37 1.81
miR-181b-5p 0.99998 1.16 1.19 1.12 1.04 1.16 1.12 1.12 1.10 1.19
miR-1825 0.99998 1.13 1.23 1.16 1.05 1.19 1.06 1.16 1.16 0.91
miR-183-3p 0.99998 0.92 0.91 0.93 0.90 0.86 0.93 0.95 1.00 0.69
miR-185-5p 0.99998 0.97 1.09 1.05 1.01 0.97 1.05 1.06 1.05 1.26
miR-18a-5p 0.99998 1.59 1.34 1.36 1.61 1.95 1.83 1.43 1.76 0.85
miR-18b-5p 0.99998 1.47 1.39 1.38 1.49 1.80 1.71 1.34 1.67 0.97
miR-1908-3p 0.99998 1.13 1.05 1.02 0.98 1.13 1.02 1.05 1.06 0.99
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-191-3p 0.99998 0.99 1.05 1.00 0.92 0.94 0.93 1.01 0.91 0.94
miR-191-5p 0.99998 1.16 1.04 1.01 0.98 0.87 0.93 1.08 1.07 0.83
miR-1915-3p 0.99998 1.18 1.17 1.19 1.22 1.24 1.21 1.20 1.25 1.21
miR-192-5p 0.99998 0.81 0.77 0.88 0.77 0.68 0.74 0.77 0.77 0.73
miR-194-5p 0.99998 1.08 0.98 1.01 0.91 0.89 0.95 0.94 1.02 0.65
miR-195-5p 0.99998 1.08 1.06 0.92 0.91 1.11 0.94 0.89 1.10 0.70
miR-196b-5p 0.99998 1.05 1.04 1.05 0.98 1.14 1.16 1.01 1.13 1.06
miR-197-3p 0.99998 1.00 1.11 1.08 0.97 1.00 0.98 1.10 1.09 0.89
miR-199b-5p 0.99998 0.93 0.76 0.83 0.82 0.76 0.82 0.77 0.87 0.76
miR-19a-3p 0.99998 1.18 0.99 1.05 1.02 1.11 1.13 0.99 1.15 0.91
miR-19b-3p 0.99998 1.02 0.97 1.10 0.95 1.02 1.05 1.00 1.06 0.99
miR-200c-3p 0.99998 0.95 1.08 1.01 1.05 1.07 1.08 0.97 1.08 1.08
miR-20a-5p 0.99998 1.35 1.32 1.30 1.55 1.75 1.69 1.20 1.46 0.87
miR-20b-5p 0.99998 1.29 1.27 1.17 1.33 1.38 1.36 1.27 1.33 0.86
miR-21-3p 0.99998 1.42 1.52 1.39 1.42 1.62 1.49 1.51 1.51 1.20
miR-21-5p 0.99998 1.07 0.90 1.12 1.02 1.18 1.10 0.85 1.08 0.99
miR-211-3p 0.99998 1.24 1.19 1.15 1.12 1.27 1.25 1.14 1.28 1.09
miR-212-3p 0.99998 1.09 0.96 1.23 1.27 1.04 1.07 1.06 1.11 1.22
miR-215-5p 0.99998 0.91 0.83 0.88 0.82 0.76 0.79 0.80 0.91 0.56
miR-221-3p 0.99998 1.53 1.50 1.24 1.29 1.44 1.44 1.38 1.47 1.10
miR-223-3p 0.99998 0.95 0.91 1.00 0.92 0.83 0.89 0.88 0.92 0.97
miR-23a-3p 0.99998 0.86 0.81 0.87 0.79 0.80 0.75 0.84 0.85 0.78
miR-23b-3p 0.99998 0.85 0.85 0.89 0.86 0.80 0.78 0.87 0.91 0.66
miR-24-3p 0.99998 0.88 0.89 0.89 0.92 0.89 0.92 0.97 0.91 0.87
miR-25-3p 0.99998 0.97 0.96 1.01 0.99 0.93 0.92 1.05 0.98 0.88
miR-26a-5p 0.99998 1.00 0.95 0.95 0.95 0.98 0.97 0.98 1.06 0.65
miR-26b-5p 0.99998 0.91 0.79 0.86 0.96 0.97 0.94 0.75 0.87 0.84
miR-27a-3p 0.99998 1.01 0.92 1.01 1.08 0.95 0.95 0.96 0.99 0.54
miR-27b-3p 0.99998 0.90 0.85 0.80 0.87 0.90 0.90 0.82 0.96 0.75
miR-28-5p 0.99998 0.83 0.86 0.88 0.83 0.80 0.80 0.83 0.85 0.86
miR-2861 0.99998 1.07 1.07 1.08 1.14 1.17 1.17 1.13 1.15 1.31
miR-29a-3p 0.99998 1.02 1.02 1.04 1.00 0.97 1.04 1.02 1.07 0.99
miR-29b-3p 0.99998 1.40 1.32 1.25 1.28 1.47 1.40 1.24 1.39 1.22
miR-29¢c-3p 0.99998 1.30 1.29 1.24 1.27 1.37 1.40 1.24 1.33 1.18
miR-29¢c-5p 0.99998 0.96 0.87 0.86 0.80 0.78 0.73 0.91 0.87 0.75
miR-301a-3p 0.99998 1.41 1.06 1.25 1.36 1.60 1.40 0.98 1.26 0.99
miR-30c-1-3p 0.99998 0.97 1.02 0.99 0.94 0.95 0.95 0.95 0.98 1.00
miR-30d-5p 0.99998 1.04 1.01 0.99 0.87 0.86 0.83 1.04 0.97 0.78
miR-30e-3p 0.99998 0.78 0.77 0.76 0.71 0.70 0.62 0.76 0.77 0.57
miR-30e-5p 0.99998 1.22 1.17 1.09 1.09 1.16 1.19 1.12 1.22 1.01
miR-3125 0.99998 0.98 0.94 1.19 1.07 0.97 1.17 1.13 1.08 1.40
miR-3127-5p 0.99998 1.08 1.04 1.18 1.18 1.05 1.29 1.06 1.08 1.33
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-3135b 0.99998 1.60 1.66 1.46 1.39 1.67 1.72 1.55 1.64 1.41
miR-3156-5p 0.99998 1.01 0.92 1.10 1.11 0.93 1.18 1.06 1.09 1.31
miR-3162-3p 0.99998 0.98 1.07 0.99 0.94 1.08 0.87 1.06 0.94 0.92
miR-3162-5p 0.99998 1.09 1.05 1.20 1.27 1.15 1.20 1.13 1.08 1.40
miR-3180-3p 0.99998 1.14 1.16 1.14 1.08 1.04 1.02 1.15 1.13 0.93
miR-3180-5p 0.99998 1.28 1.01 0.88 1.10 1.01 0.99 1.01 1.08 1.13
miR-3195 0.99998 1.14 1.10 1.09 1.09 1.07 1.17 1.12 1.16 1.29
miR-3196 0.99998 1.33 1.22 1.13 1.18 1.34 1.39 1.26 1.32 1.38
miR-3200-3p 0.99998 1.04 1.05 0.92 0.88 0.93 0.94 1.01 1.04 0.84
miR-3200-5p 0.99998 0.93 0.99 0.91 0.97 0.92 0.90 0.98 0.97 1.02
miR-324-3p 0.99998 0.91 0.97 0.95 1.02 1.01 1.08 1.06 0.93 0.97
miR-324-5p 0.99998 0.97 0.99 0.98 0.96 0.95 0.92 1.01 0.93 0.87
miR-326 0.99998 0.98 1.00 0.97 0.85 0.88 0.80 0.99 0.94 0.70
miR-330-3p 0.99998 0.91 0.88 0.88 0.84 0.87 0.84 0.94 0.89 0.83
miR-331-3p 0.99998 0.86 0.88 0.99 0.99 0.83 0.84 0.98 0.89 0.68
miR-338-3p 0.99998 0.88 0.81 0.82 0.75 0.81 0.72 0.79 0.85 0.82
miR-339-3p 0.99998 1.13 1.06 1.08 1.06 0.93 1.05 1.17 1.09 0.86
miR-33b-3p 0.99998 1.18 1.26 1.24 1.06 1.34 1.17 1.26 1.18 1.09
miR-340-3p 0.99998 0.84 0.84 0.84 0.78 0.73 0.64 0.82 0.81 0.47
miR-340-5p 0.99998 1.93 1.85 1.60 1.63 1.77 1.65 1.52 1.92 1.09
miR-342-3p 0.99998 1.02 0.98 1.08 0.97 0.93 0.92 1.04 0.97 0.91
miR-342-5p 0.99998 0.95 1.12 1.05 1.07 1.06 1.04 1.04 1.00 1.04
miR-361-5p 0.99998 0.89 0.91 0.91 0.88 0.80 0.86 0.89 0.86 0.74
miR-3614-5p 0.99998 1.00 1.16 0.96 0.95 0.93 0.93 1.08 1.02 1.05
miR-362-3p 0.99998 1.17 1.13 1.11 0.92 1.07 1.29 1.05 1.35 0.53
miR-363-3p 0.99998 0.81 0.87 0.83 0.92 0.85 0.87 0.86 0.89 0.82
miR-3651 0.99998 1.19 1.06 1.02 1.16 0.99 1.00 1.11 1.10 1.02
miR-3652 0.99998 1.06 1.06 1.01 1.16 1.19 1.28 1.06 1.05 1.45
miR-3653-3p 0.99998 1.24 1.08 1.08 1.09 1.05 0.81 1.06 1.02 1.29
miR-3656 0.99998 0.99 1.11 1.06 1.11 1.19 1.14 1.13 1.09 1.22
miR-365a-3p 0.99998 1.15 1.11 1.08 0.97 0.97 1.02 1.09 1.07 0.79
miR-3665 0.99998 0.99 0.99 1.08 1.11 1.14 1.12 1.04 1.04 1.24
miR-3667-5p 0.99998 0.97 0.98 0.92 0.88 0.87 0.92 0.94 0.94 0.97
miR-3679-5p 0.99998 1.24 1.24 1.24 1.27 1.22 1.34 1.28 1.21 1.26
miR-374a-5p 0.99998 1.35 1.14 1.09 1.08 1.39 1.41 1.05 1.39 0.65
miR-374b-5p 0.99998 1.20 1.02 1.08 1.09 1.08 1.29 1.05 1.27 0.55
miR-378a-5p 0.99998 0.86 0.89 0.91 0.79 0.78 0.78 0.88 0.85 0.77
miR-3940-3p 0.99998 1.17 1.09 1.06 1.06 1.05 1.13 1.09 1.16 0.96
miR-3940-5p 0.99998 1.26 1.13 1.24 1.33 1.26 1.29 1.26 1.27 1.11
miR-3960 0.99998 0.98 1.01 1.07 1.08 1.08 1.02 1.06 1.00 1.30
miR-409-3p 0.99998 1.01 1.10 0.97 0.99 0.93 1.02 1.06 1.02 0.83
miR-423-3p 0.99998 0.99 0.92 0.84 0.89 0.86 0.80 0.92 0.92 0.68
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-425-3p 0.99998 1.19 1.28 1.23 1.26 1.19 1.08 1.21 1.19 1.02
miR-4270 0.99998 1.08 1.08 0.97 1.02 0.99 0.97 1.04 1.07 1.01
miR-4281 0.99998 0.96 0.98 1.05 1.12 1.15 1.12 1.02 0.94 1.44
miR-4286 0.99998 1.34 1.31 1.44 1.20 1.44 1.40 1.24 1.39 1.24
miR-4299 0.99998 1.06 1.08 1.09 1.15 1.01 1.09 1.16 1.02 1.14
miR-4313 0.99998 0.95 1.06 1.00 0.94 1.01 0.88 1.01 0.95 0.92
miR-4317 0.99998 0.93 0.86 0.85 0.85 0.82 0.87 0.83 0.93 0.78
miR-4323 0.99998 0.95 1.08 0.98 0.95 0.93 0.89 1.08 0.97 0.79
miR-4433a-5p 0.99998 0.84 1.01 0.96 1.00 1.00 0.98 0.93 0.88 1.19
miR-4459 0.99998 1.04 1.14 1.08 1.32 1.13 1.21 1.15 1.07 1.23
miR-4465 0.99998 1.42 1.40 1.25 1.40 1.23 1.30 1.42 1.34 1.07
miR-4466 0.99998 1.08 1.02 1.02 1.13 1.16 1.13 1.07 1.07 1.20
miR-4484 0.99998 1.25 1.44 1.20 1.30 1.29 1.18 1.37 1.44 1.00
miR-4497 0.99998 1.14 1.04 1.06 1.24 1.06 1.16 1.14 1.11 1.13
miR-4507 0.99998 0.93 1.06 1.01 1.13 1.17 1.22 1.13 1.07 1.27
miR-4515 0.99998 0.96 1.02 1.00 0.98 0.98 0.91 0.99 0.98 1.10
miR-4516 0.99998 0.99 0.98 1.04 1.04 1.00 0.96 1.08 1.02 1.25
miR-451a 0.99998 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
miR-4530 0.99998 0.98 0.98 1.02 1.12 1.06 1.10 1.08 1.02 1.19
miR-454-3p 0.99998 1.15 0.96 1.08 1.06 1.33 1.01 0.90 1.02 0.80
miR-4649-3p 0.99998 0.96 1.06 1.00 0.92 0.94 0.85 1.08 0.93 0.98
miR-4659a-3p 0.99998 1.00 0.91 0.86 0.87 0.75 0.88 0.96 0.97 0.73
miR-4665-3p 0.99998 0.93 1.02 1.00 0.97 1.08 0.96 1.02 0.98 1.07
miR-4672 0.99998 1.08 1.13 1.06 1.20 1.11 1.25 1.13 1.11 1.16
miR-4687-3p 0.99998 1.19 1.20 1.17 1.23 1.21 1.17 1.21 1.19 1.17
miR-4721 0.99998 1.00 1.08 1.04 1.05 1.08 1.10 1.08 1.04 1.34
miR-4725-5p 0.99998 1.10 1.23 1.12 1.09 1.21 1.06 1.12 1.10 0.91
miR-4728-5p 0.99998 0.90 0.92 0.97 1.16 0.94 1.11 0.98 0.97 1.36
miR-4739 0.99998 0.98 1.08 1.00 1.12 1.02 1.08 1.05 0.98 1.04
miR-4746-3p 0.99998 1.06 1.08 1.04 1.16 0.95 1.08 1.12 1.04 1.07
miR-4749-3p 0.99998 0.90 0.99 0.98 0.97 1.01 0.95 0.95 0.86 1.13
miR-4763-3p 0.99998 1.08 1.04 1.02 1.05 1.08 0.97 1.05 1.01 1.06
miR-4769-3p 0.99998 1.04 1.11 1.05 0.97 1.13 1.04 1.08 1.07 1.12
miR-4787-3p 0.99998 0.98 1.04 1.04 0.96 1.08 0.84 1.07 1.08 1.00
miR-4787-5p 0.99998 1.11 1.13 1.12 1.17 1.14 1.10 1.22 1.14 1.17
miR-485-3p 0.99998 1.08 1.16 1.08 1.01 1.02 1.05 1.08 1.08 0.85
miR-486-5p 0.99998 1.00 1.00 0.95 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.08
miR-494-3p 0.99998 1.18 1.31 1.07 1.26 1.06 1.32 1.30 1.31 1.20
miR-5001-5p 0.99998 1.15 1.06 1.12 1.26 1.19 1.27 1.23 1.16 1.32
miR-500a-3p 0.99998 1.08 1.07 1.02 1.04 1.00 1.05 1.12 1.08 0.97
miR-500a-5p 0.99998 1.06 1.00 0.97 0.91 0.92 0.89 1.01 1.00 0.96
miR-500b-5p 0.99998 1.21 1.10 1.08 0.93 0.89 0.96 0.96 1.08 0.84
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-501-3p 0.99998 1.08 1.07 1.02 1.02 1.00 1.00 1.13 1.04 0.93
miR-501-5p 0.99998 0.93 1.00 0.93 0.92 0.85 0.88 1.08 0.91 1.06
miR-502-3p 0.99998 0.90 1.00 1.00 0.95 0.91 0.99 1.04 0.97 0.90
miR-502-5p 0.99998 0.99 1.04 0.97 0.93 0.91 0.95 0.99 1.06 0.75
miR-505-5p 0.99998 0.88 1.08 1.02 1.08 0.99 1.01 1.02 0.99 1.06
miR-5088-5p 0.99998 0.93 0.90 1.10 1.07 1.00 1.15 1.09 1.08 1.22
miR-5100 0.99998 1.40 1.23 1.31 1.10 1.52 1.24 1.08 1.26 1.56
miR-5189-3p 0.99998 0.85 0.88 0.93 0.84 0.81 0.80 0.87 0.91 0.72
miR-532-3p 0.99998 1.09 1.11 1.05 1.01 0.99 1.00 1.17 1.09 0.90
miR-532-5p 0.99998 1.07 1.06 1.00 1.02 1.10 1.13 1.02 1.04 1.08
miR-550a-3-5p 0.99998 0.75 0.87 0.87 0.93 0.84 0.86 0.88 0.82 0.87
miR-550a-5p 0.99998 1.31 1.39 1.19 1.11 1.27 1.12 1.31 1.21 0.94
miR-550b-2-5p 0.99998 0.81 0.91 0.84 0.89 0.92 0.86 0.87 0.93 0.86
miR-5690 0.99998 0.92 0.87 0.84 0.86 0.79 0.79 0.86 0.93 0.78
miR-5739 0.99998 1.17 1.17 1.35 1.26 1.26 1.26 1.15 1.24 1.58
miR-574-3p 0.99998 0.97 1.08 1.04 0.99 1.02 1.04 1.05 1.00 0.86
miR-574-5p 0.99998 1.16 1.18 1.23 1.06 1.37 1.25 1.31 1.18 1.06
miR-584-5p 0.99998 1.27 1.41 1.23 1.20 1.34 1.29 1.31 1.36 1.28
miR-590-5p 0.99998 1.80 1.52 1.86 1.74 2.07 2.03 1.40 1.81 1.18
miR-6069 0.99998 0.97 1.01 0.96 0.94 1.01 0.92 0.99 0.98 0.99
miR-6073 0.99998 1.40 1.46 1.27 1.31 1.46 1.28 1.32 1.57 1.32
miR-6085 0.99998 1.53 1.53 1.44 1.30 1.43 1.37 1.33 1.56 1.38
miR-6088 0.99998 0.91 0.98 0.99 1.06 1.05 0.99 0.98 0.98 1.20
miR-6090 0.99998 0.99 0.95 1.05 1.09 1.06 1.08 1.04 1.00 1.19
miR-6125 0.99998 1.06 1.09 1.08 1.17 1.19 1.19 1.19 1.09 1.20
miR-6126 0.99998 1.33 1.18 1.25 1.17 1.36 1.37 1.23 1.35 1.40
miR-624-5p 0.99998 1.08 0.97 0.93 0.93 0.96 1.02 0.99 1.15 0.98
miR-625-3p 0.99998 1.16 1.21 0.99 1.07 1.13 1.01 1.12 1.11 1.13
miR-625-5p 0.99998 0.87 1.04 1.01 1.08 1.08 0.96 0.93 0.96 1.04
miR-628-3p 0.99998 1.27 1.28 1.11 1.11 1.14 1.21 1.29 1.32 0.84
miR-629-3p 0.99998 0.86 0.94 0.88 0.94 0.89 0.84 0.90 0.88 0.85
miR-629-5p 0.99998 1.20 1.24 1.09 1.09 1.20 1.13 1.13 1.17 1.04
miR-642a-3p 0.99998 1.15 1.14 1.08 1.11 1.08 1.01 1.18 1.15 0.99
miR-6508-5p 0.99998 0.97 1.11 1.08 0.95 1.02 0.85 1.05 1.01 0.99
miR-6513-3p 0.99998 0.94 0.89 0.91 0.85 0.81 0.94 0.88 0.91 0.79
miR-6515-3p 0.99998 0.87 0.98 0.97 0.95 0.94 0.89 0.93 0.88 1.08
miR-652-3p 0.99998 0.95 1.05 1.01 0.99 1.04 1.01 1.06 1.02 1.06
miR-654-3p 0.99998 0.92 0.91 0.91 0.84 0.82 0.83 0.86 0.90 0.61
miR-664b-3p 0.99998 1.02 0.98 1.01 0.93 0.95 0.87 1.04 0.96 1.00
miR-6723-5p 0.99998 1.30 1.30 1.30 1.16 1.23 1.25 1.22 1.29 1.33
miR-6724-5p 0.99998 1.17 1.16 1.15 1.23 1.35 1.25 1.17 1.15 1.26
miR-6737-3p 0.99998 0.91 1.04 1.00 0.97 0.99 0.90 0.98 0.89 1.08
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X
adj. p-Wert | Glas Edel- CoCr | Glas- Glas- | CoCr- | CoCr- [ Al/AlOs | Al/Al2O3
stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP
N2 Luft N2 Luft

miR-6749-5p 0.99998 1.10 0.97 1.09 1.06 1.05 1.10 0.97 1.06 1.21
miR-6757-5p 0.99998 0.95 0.97 1.01 0.97 0.94 0.97 0.94 0.97 0.99
miR-6763-3p 0.99998 1.00 1.01 1.05 1.11 1.17 1.08 1.05 0.96 1.07
miR-6763-5p 0.99998 1.17 1.04 1.26 1.32 1.20 1.25 1.09 1.21 1.55
miR-6766-3p 0.99998 0.86 0.98 0.89 1.02 0.92 1.08 0.94 0.93 1.23
miR-6777-3p 0.99998 0.97 1.08 1.07 0.97 1.04 0.96 0.99 0.98 1.06
miR-6789-5p 0.99998 1.09 1.08 1.08 1.17 1.13 1.16 1.20 1.21 1.11
miR-6797-3p 0.99998 0.94 1.08 1.00 0.98 0.99 0.88 1.01 0.95 1.00
miR-6798-3p 0.99998 0.95 1.02 1.00 1.08 1.08 1.01 1.05 1.00 1.02
miR-6800-3p 0.99998 1.02 1.12 1.08 1.05 1.07 0.97 1.07 1.08 1.05
miR-6800-5p 0.99998 1.07 1.05 1.02 1.10 1.11 1.09 1.11 1.07 1.14
miR-6803-5p 0.99998 0.99 1.13 1.08 1.18 1.17 1.19 1.22 1.20 1.30
miR-6807-5p 0.99998 1.14 1.16 1.28 1.17 1.17 1.38 1.22 1.19 1.29
miR-6812-3p 0.99998 1.08 1.02 0.97 1.01 0.99 0.89 1.02 0.99 1.09
miR-6813-3p 0.99998 1.07 1.22 1.16 1.08 1.26 1.15 1.21 1.10 0.92
miR-6819-3p 0.99998 0.87 1.09 1.00 1.01 1.01 0.88 0.99 0.87 1.10
miR-6821-5p 0.99998 1.11 1.05 1.07 1.10 1.10 1.04 1.09 1.04 1.10
miR-6824-3p 0.99998 0.91 0.99 0.96 0.97 0.92 0.84 0.97 0.94 1.01
miR-6826-5p 0.99998 1.09 0.99 1.20 1.08 1.15 1.14 0.97 1.08 1.35
miR-6848-3p 0.99998 1.10 1.15 1.04 1.09 1.14 1.10 1.06 1.10 1.36
miR-6851-3p 0.99998 1.08 1.11 1.06 0.97 0.92 0.96 0.95 1.05 1.08
miR-6865-3p 0.99998 1.01 0.98 1.02 1.01 0.93 0.85 0.99 0.90 1.01
miR-6869-5p 0.99998 1.11 1.05 1.15 1.30 1.23 1.33 1.16 1.12 1.46
miR-6870-3p 0.99998 0.86 0.97 0.97 0.94 0.91 0.89 0.89 0.92 1.10
miR-6880-3p 0.99998 0.93 0.96 0.98 1.00 1.06 0.97 1.00 1.00 1.05
miR-6889-3p 0.99998 0.92 1.04 1.08 0.93 0.95 0.92 1.05 0.92 0.97
miR-6891-5p 0.99998 1.17 1.06 1.08 1.23 1.19 1.26 1.17 1.08 1.17
miR-7-1-3p 0.99998 1.10 1.00 1.02 0.91 0.84 0.99 0.96 1.11 0.58
miR-7-5p 0.99998 1.22 1.19 1.16 1.10 1.31 1.21 1.06 1.19 1.05
miR-7107-5p 0.99998 1.39 1.20 1.19 1.33 1.39 1.39 1.25 1.21 1.19
miR-7114-5p 0.99998 1.29 1.25 1.27 1.21 1.34 1.21 1.14 1.32 1.34
miR-762 0.99998 1.18 1.14 1.13 1.25 1.13 1.13 1.19 1.21 1.14
miR-766-3p 0.99998 0.88 1.00 1.01 0.95 0.93 0.92 0.99 0.93 0.80
miR-7704 0.99998 0.97 1.08 1.08 1.19 1.12 1.16 1.13 1.06 1.20
miR-7847-3p 0.99998 0.88 0.95 1.01 1.02 0.94 0.97 0.96 0.90 1.14
miR-7975 0.99998 1.25 1.29 1.35 1.24 1.29 1.20 1.29 1.31 1.10
miR-7977 0.99998 1.55 1.39 1.39 1.23 1.47 1.28 1.25 1.42 1.29
miR-8069 0.99998 1.23 1.14 1.14 1.28 1.07 1.11 1.25 1.17 1.21
miR-8485 0.99998 1.06 1.15 1.19 1.08 1.35 1.34 1.33 1.16 1.18
miR-874-3p 0.99998 1.38 1.30 1.16 1.26 1.14 1.14 1.28 1.39 0.98
miR-892b 0.99998 0.95 0.79 1.05 1.09 0.94 1.08 0.90 1.02 1.30
miR-92a-3p 0.99998 1.05 0.98 0.99 0.90 0.96 0.85 1.00 0.98 0.98
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miRNA ANOVA X X X X X X X X X

adj. p-Wert Glas Edel- CoCr Glas- Glas- CoCr- | CoCr- | Al/Al;Os | Al/AI2O3

stahl KSi- KSi- KSi- KSi- -PTFEP

N2 Luft N2 Luft

miR-93-5p 0.99998 1.38 1.29 1.22 1.42 1.58 1.55 1.28 1.35 0.97
miR-933 0.99998 1.14 1.18 1.01 0.98 1.09 0.96 1.09 1.1 0.94
miR-937-5p 0.99998 1.02 1.04 0.98 1.00 0.98 1.01 1.02 1.09 1.04
miR-940 0.99998 1.07 1.11 1.00 0.97 1.04 0.92 1.05 1.02 0.95
miR-942-3p 0.99998 0.91 0.95 0.87 0.87 0.85 0.83 0.89 0.94 1.03
miR-98-5p 0.99998 1.23 1.21 1.17 1.17 1.36 1.22 1.16 1.17 1.03
miR-99a-5p 0.99998 0.99 0.99 0.89 0.82 0.88 0.90 0.93 0.94 0.68

Anhang 17: Arithmetische Mittel der FC-Werte aller analysierten miRNAs.

Arithmetische Mittel der FC-Werte dargestellt in einer Tabelle sortiert nach adj. p-Werten der ANOVAs.
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6.7 Heatmap der arithmetischen Mittel der FC-Werte

miR-362-5p
miR-6875-5p
miR-378i
miR-130b-3p
miR-6879-5p
miR-6127
miR-320a
miR-378a-3p
miR-320d
miR-6767-5p
miR-4713-3p
miR-6780b-5p
miR-575
miR-320c
miR-6734-5p
miR-320b
miR-320e
miR-6740-5p
miR-4443
miR-6131
miR-6124
miR-7641
miR-6717-5p
miR-4306
miR-5581-5p
miR-1249-3p
miR-22-3p
miR-5194
miR-3198
miR-6803-3p
miR-664a-5p
miR-210-3p
miR-1305
miR-30b-5p
miR-4485-5p
miR-664a-3p
miR-6089
miR-197-5p
miR-7152-3p
miR-6780a-5p
miR-4716-3p
miR-550a-3p
miR-133b
miR-1914-3p
miR-4442
miR-145-5p
miR-6511b-3p
miR-93-3p
miR-454-5p
miR-99b-5p
miR-4653-3p
miR-4685-5p
miR-132-3p
miR-378d
miR-942-5p
miR-4732-5p
miR-182-5p
miR-15b-3p
miR-125b-5p
miR-30c-5p
miR-296-5p
miR-1202
miR-4788
miR-186-5p
miR-22-5p
miR-6512-5p
miR-423-5p
miR-4284
miR-125a-5p

miR-627-5p
miR-424-5p
miR-4318
miR-361-3p
miR-339-5p
miR-6087
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Anhang 18: Arithmetische Mittel der FC-Werte dargestellt als Heatmap sortiert nach adj. p-Werten der

ANOVAs (1/5)
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miR-4732-3p
miR-96-5p
miR-4505
miR-642b-3p
let-7i-5p
miR-769-5p
miR-30a-5p
miR-130b-5p
miR-638
miR-140-5p
miR-1288-3p
miR-425-5p
miR-199a-5p
miR-1246
miR-183-5p
let-7e-5p
miR-744-5p
miR-6165
miR-939-5p
miR-1268b
miR-505-3p
miR-328-3p
miR-484
miR-660-5p
miR-222-3p
miR-17-3p
miR-1207-5p
miR-20b-5p
miR-17-5p
miR-100-5p
miR-500b-5p
miR-197-3p
miR-30d-5p
miR-26a-5p
miR-874-3p
miR-3200-3p
miR-1271-5p
miR-3653-3p
miR-126-3p
miR-574-5p
miR-24-3p
miR-196b-5p
miR-3180-3p
miR-7107-5p
miR-6724-5p
miR-19b-3p
miR-6723-5p
miR-933
miR-1273g-3p
miR-194-5p
miR-4281
miR-374b-5p
miR-485-3p
miR-129-2-3p
miR-502-5p
miR-215-5p
miR-6766-3p
miR-4728-5p
miR-3156-5p
miR-486-5p
miR-628-3p
miR-101-3p
miR-20a-5p
miR-454-3p
miR-654-3p
miR-331-3p
miR-892b
miR-185-5p
miR-642a-3p
miR-3652
miR-451a
miR-324-3p
miR-183-3p
miR-365a-3p

miR-3125
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Anhang 19: Arithmetische Mittel der FC-Werte dargestellt als Heatmap sortiert nach adj. -Werten der

ANOVAs (2/5)
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miR-3940-3p
-92a-3p
miR-423-3p
miR-4530
miR-4459
miR-4721
miR-5088-5p
miR-3665
miR-4516
miR-151a-3p
miR-502-3p
miR-301a-3p
miR-4507
miR-1260b
miR-326
miR-4433a-5p
miR-3960
miR-590-5p
miR-361-5p - X
miR-3162-5p
miR-6813-3p
miR-4659a-3p
R-15a-5p
miR-144-3p
miR-181a-2-3p
miR-148b-3p
miR-1260a

miR-501-3p
miR-500a-3p
miR-6870-3p
miR-500a-5p
miR-142-5p
128-3p
iR-1825
miR-7847-3p
-324-5p
miR-505-5p
miR-340-3p
miR-3127-5p
miR-409-3p
miR-766-3p

miR-29¢c-5p
miR-652-3p
miR-16-5p
miR-6869-5p
miR-6088
miR-6819-3p
miR-146a-5p
miR-625-3p
miR-4749-3p
miR-191-5p
miR-195-5p

miR-3180-5p
miR-3614-5p
let-7c-5p
miR-942-3p
miR-200c-3p
miR-1306-5p
-27a-3p
miR-340-5p
miR-6508-5p

miR-16-2-3p
miR-4323
miR-7-1-3p
miR-3656
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Anhang 20: Arithmetische Mittel der FC-Werte dargestellt als Heatmap sortiert nach adj. p-Werten der
ANOVAs (3/5)
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miR-21-5p

iR-4466
miR-501-5p
miR-181a-5p
miR-106b-5p
miR-339-3p
let-7g-5p
miR-130a-3p
miR-374a-5p
miR-4725-5p
miR-4787-3p
miR-30e-3p
miR-4672
miR-4465
miR-1268a
miR-221-3p
miR-550a-5p
miR-6749-5p
miR-18a-5p
let-7b-5p
miR-150-5p
miR-362-3p
miR-18b-5p
miR-23b-3p
miR-1233-5p
iR-7704
miR-425-3p
miR-5189-3p
miR-223-3p
miR-6763-5p
miR-144-5p
miR-3162-3p
miR-629-5p

miR-6891-5p
let-7d-5p
miR-30c-1-3p
-338-3p
miR-4317
miR-664b-3p
miR-625-5p
miR-8485
miR-30e-5p
miR-4515
miR-4497
miR-6851-3p
miR-1587
miR-212-3p
miR-6803-5p
miR-19a-3p
let-7f-5p
miR-5100
miR-1237-3p
miR-140-3p
miR-199b-5p
miR-4313
miR-1225-5p
miR-494-3p
miR-7-5p
miR-532-5p
miR-550a-3-5p
miR-10a-5p
miR-103a-3p
miR-6737-3p
miR-378a-5p
miR-142-3p
miR-4649-3p
miR-6515-3p
miR-2861
miR-5001-5p

miR-342-3p
miR-6865-3p
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Anhang 21: Arithmetische Mittel der FC-Werte dargestellt als Heatmap sortiert nach adj. p-Werten der

ANOVAs (4/5)
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miR-629-3p =1 2.5
miR-1238-3p
miR-15a-3p
miR-6824-3p
miR-1304-3p
miR-6073
miR-6812-3p
miR-6797-3p
let-7d-3p
miR-146b-5p
miR-26b-5p
miR-1234-3p
miR-4286
miR-3195
miR-148a-3p
miR-8069
miR-3196
miR-6889-3p
miR-4746-3p
miR-3667-5p
miR-15b-5p
miR-550b-2-5p
miR-98-5p
miR-151a-5p
miR-6763-3p
miR-4769-3p
miR-6880-3p
miR-940
miR-6777-3p
miR-107
miR-191-3p
miR-3135b
miR-4739
miR-192-5p
miR-1228-3p
miR-29¢-3p
miR-3651
iR-27b-3p
-29b-3p
miR-28-5p
miR-6807-5p
miR-3940-5p
miR-1281
miR-3200-5p
miR-584-5p
miR-6798-3p
miR-21-3p
miR-762
miR-6125
miR-1908-3p
miR-33b-3p
miR-937-5p
miR-6126

miR-7975

miR-7977
miR-23a-3p
miR-624-5p
miR-4763-3p
miR-211-3p
miR-4665-3p
miR-330-3p
miR-6789-5p
miR-151b
miR-1285-3p
miR-6800-5p
miR-6800-3p
miR-29a-3p
miR-181b-5p
miR-6821-5p
let-7b-3p
miR-6085
miR-4484
miR-6069
miR-6757-5p
miR-4787-5p
miR-5690
miR-4270
miR-363-3p
miR-7114-5p
miR-3679-5p
miR-1275
miR-1915-3p
miR-4687-3p

Anhang 22: Arithmetische Mittel der FC-Werte dargestellt als Heatmap sortiert nach adj. p-Werten der
ANOVAs (5/5)
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