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1. Einfuhrung

Klinische Definition der Arthrose

Die Arthrose (syn. Arthrosis deformans, Osteoarthrose, im englischen
Sprachraum Osteoarthritis) ist die haufigste degenerative, nicht entziindliche
Gelenkerkrankung, die jedes Gelenk betreffen kann. Im langsamen
progredienten Verlauf beginnt diese Erkrankung mit einfachen Knorpellasionen
und kann bis zum vollstandigen Knorpelverlust fiihren. Angrenzendes
Gelenkgewebe, wie Knochen, Muskeln, Bander und die Kapseln werden in
diesem Prozess meist auch geschéadigt [Hackenbroch 1978, Herold 2017,
Kirchner 2014, Mobasheri 2017, Rabenberg 2013, Riede 2009].

1.1. Epidemiologie

Arthrose ist prinzipiell eine altersunabhangige Erkrankung, allerdings sind
zumeist, mit bis zu 60%, Personen im hoherem Alter (> 60 Jahre) mit spontan

beginnendem Krankheitsverlauf betroffen [Fuchs 2017, Neogi 2013, Riede 2009].
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Abbildung 1: Pravalenz von Arthrose in unterschiedlichen Altersgruppen, Quelle: Robert Koch-
Institut [2017]

Die Pravalenz in Deutschland, laut der Studie von Gesundheit in Deutschland
aktuell 2014/2015- European Health Interview Survey (EHIS), betragt bereits in
der Altersgruppe 18 — 29 Jahre bei den Mannern 0,4% und bei Frauen 0,9%. Die



ungleiche Préavalenz, die bereits in jungen Jahren vorkommt, wird mit
zunehmenden Alter deutlich signifikanter (Abbildung 1). In der altesten
Altersgruppe, ab 65 Jahre, waren 31,1% der Manner und 48,1% der Frauen
betroffen. Uber alle Altersgruppen ergab diese 12 monatige Studie, dass die
Pravalenz an Arthrose zu leiden ab dem 18. Lebensjahr bei Manner bei 13,9%
und bei Frauen, deutlich héher, bei 21,8% liegt [Fuchs 2017, Robert Koch-Institut
2017]. Des Weiteren ist zu erwéhnen, dass in der Altersgruppe von 45 — 64
Jahren, ein erhdhtes Auftreten von Arthrose in bildungsarmeren
Gesellschaftsschichten beobachtet wurde [Fuchs 2017]. Die am haufigsten
betroffenen Gelenke sind das Schultergelenk, die proximalen und distalen
Interphalangealgelenke, das Daumengrundgelenk sowie das Hiftgelenk und das
Kniegelenk [Scharf 2011]. Weltweit wird die Arthrose bei Mannern am haufigsten
in der Hufte (Coxarthrose) und bei Frauen hingegen im Knie (Gonarthrose)
lokalisiert [Neogi 2013, Riede 2009]. Allerdings ist der Befall der Knie oder der
Huften in Deutschland relativ geschlechtsunabhangig nur der Fingerbefall ist bei
Frauen deutlich erhéht (Abbildung 2) [Fuchs J 2013].
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Abbildung 2: Lokalisation der Arthrose, Quelle: adaptiert von Fuchs J [2013]



1.2. Atiologie

Die bisher genannten arthrotischen Gelenke, wie z.B. Knie oder Hfte, gehdren
meist zur primaren, spontan auftretenden Form, der keine eindeutige Ursache
zugeordnet werden kann. Deutlich seltener kommt es zu der sekundaren
Arthrose, bei der meist jliingere Patienten betroffen sind. Die Ausloser hierfir
kénnen multifaktoriell sein und kénnen in folgende Auslosefaktoren unterteilt

werden:

- Mechanisch:
Gelenkfehlstellung (z.B. Varus/ Valgus), Fehlbildung (z.B. Huftdyplasie),

Gelenktrauma, Adipositas

-  Metabolisch:

Rachitis, Hamochromatose, Chrondokalzinose, Ochronose

- Endokrinologisch:

Akromegalie, Hyperparathyreoidismus, Hyperurikamie, Diabetes mellitus

- Hamatogen:

Hamophilie
- Aseptische Knochennekrose

[Herold 2017, Kirchner 2014, Rabenberg 2013, Riede 2009, Scharf 2011].

1.2.1. Risikofaktoren

Durch mechanisch oder biologisch bedingte Gelenkveranderungen kommt es zu
einer Dysregulation der anabolen und katabolen Prozesse im Knorpel, welche in
einer Arthrose resultieren konnen. Generell gibt es eine Vielzahl an

Risikofaktoren die eine Arthrose begtnstigen, siehe auch Abbildung 3.

1.2.1.1. Systemische Faktoren

Der auffalligste Risikofaktor ist das Alter, da hier die meisten arthrosespezifischen
Befunde radiologisch beobachtet werden kénnen [Michael 2010, Neogi 2013,
Rabenberg 2013]. Im fortgeschrittenen Alter sind bis zu 60% der Population

betroffen, eine dafir gelaufige Erklarung ist, dass langjahrige mechanische
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Belastungen zu intrinsischen Veranderungen der extrazellularen Matrixproteine
von Kollagen und Proteoglykanen und zugleich die Abnahme der
Zellregenerationsfahigkeit zum vermehrten Knorpelabrieb fuhrt [Scharf 2011,
Sulzbacher 2013].

Ein weiterer Risikofaktor ist das Geschlecht, da wie bereits beschrieben, Frauen
deutlich haufiger als Manner betroffen sind [Glyn-Jones 2015]. Eine mdgliche
Hypothese dafir ist die menopausal bedingte Hormonumstellung, in Bezug auf
das Ostrogensystem, da ab diesem Zeitpunkt die Pravalenz und Inzidenz
deutlich erhoht sind. Dennoch gibt es bisher noch keine eindeutigen
wissenschaftlichen Belege tiber die arthrotische Rolle von Ostrogen. Als weitere
generelle Risikofaktoren der Arthrose, die noch diskutiert werden, sind
Osteoporose und der genaue Einfluss der Vitamine C, D, E und K zu nennen
[Michael 2010, Neogi 2013, Rabenberg 2013].

Genetische Fokale Defekte
Verdnderungen
Alter Bakterielle Adipositas Trauma
\ Infekte \ /
Veranderte Physiologie Vermehrte Belastung
des Knorpels des Gelenks
/’ AN 7 \
,___ Beinachsen-
Entziindung " e Fehlstellung
X Gestorte Balance von
AN Auf- und Abbau im Knorpel

.

Knorpelzerstérung, Verdnderung
des subchondralen Knochens,
mechanisches Versagen

- S
v N
Schmerz Einschrankung Gelenk-
Bewegungsfahigkeit Zerstdrung

Abbildung 3: Mechanismen der Arthroseentstehung, Quelle: adaptiert von [Scharf 2011]



Eine genetische Pradisposition ist auch, wie fir viele andere Erkrankung, ein
Risikofaktor, im Falle der Arthrose erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer
Erkrankung, fur Hande und Hufte, auf 40 — 60 % [Neogi 2013]. Bisher sind die
mit Arthrose assoziierten bekanntesten Loci GDF5, Chromosom 7¢22 und
MCF2L, weitere neuere Loci mit Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) liegen
auf den Chromosomen 3, 6, 9,12, und 16 (Tabelle 1) [Neogi 2013, Pitsillides
2011, Reynard 2013, Sulzbacher 2013, Zeggini 2012].

Chromosom Gene Protein
3p21.1 GLT8D1 Glycosyltransferase 8 dimain-containing protein
3p21.1 GNL3 Guanine nucleotide-binding protein-like 3
6013-q14.1 FILP1 Filamin-A-interacting protein 1
6q13-q14.1 SENP6 Sentrin-specific protease 6
7q22 PRKAR2ZB cAMP-dependerr;tgﬂzg’ice)irr; kinase type 113
7922 HPB1 HMG -box transcription factor 1
7922 COG5 Conserved oligomeric golgi complex subunit 5
7922 GPR22 G-protein-coupled receptor 22
7q22 DUSAL tRNA-dihydr?ﬁ,rAi%?S)(i]o.ﬁ/kiOb) synthase
7922 BCAP29 B-cell receptor-associated protein 29
9933.1 ASTN2 Astrotactin-2
12q11.22 KLHDCS5 Kelch domain-containing protein 5
12qg11.22 PTHLH Parathyroid hormone-related protein
12923.3 CHST11 Carbohydrate sulphotransferase 11
13934 MCF2L Guanine nucleotide exchange factor DBS
16q12.2 FTO a-ketoglutarate-dependent dioxygenase FTO
20911.22 GDF5 Growth/differentiation factor 5

Tabelle 1: Einige mit Arthrose assoziierte Gene und ihre Proteine
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1.2.1.2.Mechanische Faktoren

Der Gelenkknorpel hat zwei wichtige mechanische Funktionen. Zu einem
ermoglicht er das reibungsarme Gleiten der Gelenkflachen und durch seine
viskoelastischen Eigenschaften kommt es zu einer gleichmalligen
Kraftibertragung [Benninghoff 2008]. Wird nur einer dieser Faktoren
beeintrachtigt kann dies, je nach Schwere, die Entstehung einer Arthrose
beginstigen bzw. bestehende Krankheitsverlaufe verschlechtern [Herold 2017,
Rabenberg 2013].

Einseitige und lange Belastungen, wie bei haufigen Tatigkeiten in kniender oder
hockender Stellung, erhéhen das Risiko an einer Gonarthrose zu erkranken.
Berufsgruppen wie Bodenverleger sind daher mit einem bis zu 1,6-fach erhdhten
Risiko besonders stark gefahrdet [Michael 2010, Neogi 2013]. Generell kann
davon ausgegangen werden, dass sobald eine Tatigkeit mit einer rein
einseitigen, individuellen Gelenkbelastung, schnellen Richtungswechsel oder zu
starkem Druck auf die Gelenkeinheit erfolgt, sei es im Sport oder in der
Berufswelt, ist dies mit dem Auftreten einer Arthrose assoziiert [Herold 2017,
Michael 2010, Neogi 2013, Rabenberg 2013]. Des Weiteren spielen nattrlich
auch die anatomischen Voraussetzungen eine entscheidende Rolle fur das
Auftreten einer Arthrose. Daher fuhrt im muskuloskelettalen System, als Beispiel
angefuhrt, bereits ein BeinlAngenunterschied von nur 1lcm zu einer

Risikoverdopplung fir eine Kniearthrose im kirzeren Bein [Glyn-Jones 2015].

Der mit Wahrscheinlichkeit bedeutendste Risikofaktor, in unserer Gesellschaft,
fur Arthrose sind Ubergewicht und Adipositas. Besonders gewichttragende
Gelenke zeigen vermehrt radiologisch arthrotische Anzeichen und begulnstigen
zudem den Ubergang in eine aktivierte Arthrose [Glyn-Jones 2015, Rabenberg
2013]. Das am haufigsten betroffene Gelenk ist das Knie, welches ein 2,96-fach
hoheres Erkrankungsrisiko aufzeigt im Vergleich zu einer normalgewichtigen
Personen [Glyn-Jones 2015, Mobasheri 2017, Neogi 2013]. Interessanter Weise
zeigt die Datenlage zwischen Ubergewicht und Arthrose einen Zusammenhang
fur die Hand, aber keinen deutlichen fur die Hufte [Glyn-Jones 2015, Michael
2010, Mobasheri 2017, Neogi 2013]. Des Weiteren ergaben Untersuchungen,
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dass es einen positiven linearen Zusammenhang zwischen dem Body-Mass-
Index (BMI) von beiden Geschlechtern und dem Auftreten der Arthrose gibt,
wobei die Frauen in jeder BMI-Kategorie ein hoheres Risiko tragen (Abbildung
4) [Rabenberg 2013].
Adipositas (BMI=30)
Ubergewicht (BMI 25—<30)

Normalgewicht (BMI18,5—< 25)

Untergewicht (BMI<18,5)

|

5 10 15 20 25 30 35 40 45

o
Prozent
I Frauen I Mianner

Abbildung 4: Arthrose nach Body-Mass-Index, Quelle: Rabenberg [2013]
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1.3. Pathophysiologie des Knorpels
1.3.1. Bestandteile des Knorpels

Das hyaline Knorpelgewebe der Gelenke entwickelt sich aus embryonalen
Mesenchymzellen, die sich im zeitlichen Verlauf zu Chondrozyten
(Knorpelzellen)  differenzieren, die in ihrer selbst synthetisierten
Extrazellularmatrix (EZM) eingebettet liegen. In Bezug auf das gesamte
Knorpelvolumen nimmt die EZM das grof3te Volumen in Anspruch und nur
1-10% des Volumens wird von den Chondrozyten belegt [Scharf 2011,
Sulzbacher 2013]. Die EZM verleiht dem Knorpel seine wichtige biomechanische
Eigenschaft der Druckelastizitdt, welche eine gleichmafige Verteilung der
Spannung auf die kraftiibertragenenden Gelenkflachen gewahrleistet [Lullmann-
Rauch 2012].

Diese Eigenschaft hat seinen Ursprung in der Zusammensetzung, die ein sehr
geordnetes dreidimensionales Netzwerk aufgrund der intermolekularen
Affinitaten zwischen Wasser, Proteoglykanen (PG), Kollagen Typ Il und anderen

Proteinen hilden.

Aggrecan ist das haufigste PG im Knorpel und besitzt ca. 100 lange Chrondroitin-
sulfatketten und ca. 30 kirzere Keratansulfatketten, beide gehéren zu Gruppe
der Glykosaminoglykane (GAG) und sind kovalent gebunden. Diese Mischung
aus GAG und PG ist bereits durch seine negative Ladung hydrophil. Durch das
Linkprotein Hyaluronan (HA) konnen bis zu 100 Aggrecanmonomere zu riesigen
PG-Aggregaten nicht kovalent verknupft werden, wodurch eine erhebliche
Wasserbindungskapazitat erzielt wird und diese ist dafiir verantwortlich, dass ein
Knorpel aus bis zu 80 % Wasser besteht. Die PG und HA wirden sich aufgrund
ihrer Ladungen abstol3en, allerdings befinden sich diese Komplexe in einem
engen, aus 90 — 95% Typ Il bestehenden, zugfestem Kollagennetzwerk
eingespannt. Durch diese Integration werden die PG und HA auf 1/5 ihrer
eigentlichen Expansionsfahigkeit begrenzt was in Kombination mit dem Kollagen

die Knorpelspannung aufrechterhalt und somit fur die Widerstandfahigkeit des
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Knorpels verantwortlich ist [LUllmann-Rauch 2012, Scharf 2011, Sulzbacher
2013].

Bei Belastung eines Gelenkes kommt es zur Kompression der Knorpelmatrix und
das urspringlich gebundene, interstitielle Wasser wird durch das
Maschennetzwerk ausgedrickt. Die maximale Knorpelkomprimierung wird
erreicht, wenn die Matrix so verengt ist, dass sie sogar fiur Wasser
undurchdringlich wird. Bei Entlastung des Knorpels kommt es zu einer
Dekompression und das Wasser kann durch die Anziehungskrafte der PG-GAG-
Komplexe zuriickstromen und der Knorpel enthalt seine Ausgangsform zurick
[LUllmann-Rauch 2012]. Des Weiteren ist das Ein- und Ausstromen des Wassers
in die Knorpelmatrix, ein essenzieller Prozess fur die Nahrstoffversorgung und
fur den Abtransport von Abbauprodukten. Der Knorpel besitzt in der Regel weder
Blut- noch Lymphgefal3e, daher erfolgt die Versorgung per Diffusion tUber die
geldsten Nahrstoffe in der Gelenkflissigkeit (Synovia). Die Synovia erhalt selber
Uber einen Teil der Gelenkkapsel, genauer Uber die gefal3durchsetzte innere
Gelenkhaut (Membrana synovialis), die benétigten Nahrstoffe [Lullmann-Rauch
2012, Rabenberg 2013].

Zellulare Matrix Chondrozyten

Kollagenfasern Typ Il

Kleine Mengen Typ V, VI, IX, XI Kollagen

Hyaluronan

Proteoglykane (PG)

- Aggrecan

Feste Extrazellulare Matrix - Decorin

- Fibromodulin

- Biglykan

Glykosaminoglykane (GAG)

- Chondroitinsulfat

- Keratansulfat

Flussige Extrazellulare Matrix | Wasser
Tabelle 2: Bestandteile des Knorpelgewebes, Quelle: adaptiert von Sulzbacher [2013]
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Die Zusammensetzung des Knorpelgewebes, siehe Tabelle 2, sei es quantitativ
oder qualitativ, bedingt somit die optimale Funktionstiichtigkeit des Knorpels.
Daher ist eine Balance zwischen anabolen und katabolen Faktoren, welche die

Syntheseleistung der Chondrozyten modulieren unabdingbar.

Als matrixaufbauende Faktoren zéhlen Zytokine wie die Transforming Growth
Factor B (TGF-B) Isoformen, der Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1) und die
Bone Morphogenetic Proteins (BMPS).

Als matrixabbauende Faktoren gelten die beiden Interleukin-1 (IL-1) Isoformen,
IL1- a und IL1- B, aber auch Matrixmetalloproteinasen (MMPs) [Glyn-Jones
2015, Goldring 2016, Lullmann-Rauch 2012, Scharf 2011, Scharstuhl 2002,
Sulzbacher 2013, Wrana 1994, Wu 2016].

Des Weiteren sind Chondrozyten auch von einer Vielzahl von Stimuli
unterschiedlicher Qualitat abhangig. Eine statische Knorpelbelastung reduziert
die Matrixsynthese, wahrend eine zyklische, nicht zu starke Belastung den

Chondrozytenmetabolismus eher fordert [Scharf 2011].

1.3.2. Histologischer Aufbau des Gelenkknorpels

Abhangig von der Lokalisation des Gelenkes kann die Dicke des Knorpels,
welche nicht von einem Perichondrium Uberzogen ist, von 1 mm bis zu 7 mm

reichen, siehe Abbildung 5.

Damit die Kollagenfibrillen die Krafte optimal Gbertragen kénnen, besitzt der
Knorpel eine besondere Architektur, die in vier Zonen untergliedert wird, siehe
Abbildung 6. Mit entsprechender Farbung ist es mdglich, einen bogenférmigen
bzw. arkadenartigen Verlauf der Kollagenfasern zu erkennen. Dieser Verlauf
beginnt, oberhalb des subchondralen Knochens, in der mineralisierten
Knorpelzone (IV), die sich durch eine mit Hydroxyapatitkristallen versetzte EZM
auszeichnet. Die Zone |V verlassend, ziehen die Kollagenfasern radiar, parallel
und senkrecht zur Knorpeloberflache in die Radiarzone (lll) ein. Dabei

durchdringen sie auch eine Grenzlamelle (eng. tide mark), welche die Zonen IV
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und Il voneinander trennt (Abbildung 6 B). Ankommend in der Ubergangszone
(1) beginnt der Faserverlauf sich zu andern und mindet mit seinem Wendepunkt
in der Tangentialzone (1) und zieht anschlie3end wieder runter bis zur Zone IV.

Durch diesen Wendepunkt in Zone | liegen die Fasern parallel zur

Gelenkoberflache und werden daher auch als Tangentialfasern bezeichnet
[LUllmann-Rauch 2012, Scharf 2011].

A

Abbildung 5: Gesunder Huftknorpel (HE-Féarbung) , Quelle: adaptiert von Sulzbacher [2013]

A) Hyaliner Huftknorpel mit 3 mm dicke (x100); B) Grenzlamelle (GL) zwischen der Radiarzone
(1) und mineralisierten Knorpelzone (V) (x200); Durch Hamatoxylin blau geférbt die in Gruppen
liegenden Chondrozyten, die sog. Chondrone, mit ihrer stark basophilen Matrix dem sog.
Territorium; durch Eosin rotlich geféarbt die kollagenreichen acidophilen Regionen

1
GL
=1~ -~ .—L ~=
\Y
&
b
(I

Abbildung 6: Gelenkknorpel (Goldner-Farbung), Quelle: adaptiert von Lullmann-Rauch [2012]
I) Tangentialzone, II) Uberganszone, Ill) Radiarzone, [V) mineralisierte Knorpelzone,
GL) Grenzlinie (tide mark), sK) subchondraler Knochen
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1.3.3. Histopathologie

Der Arthroseverlauf ist priméar charakterisiert durch das makroskopische
Aufweichen des Knorpels, der sogenannten Chondromalazie, und dem Verlust
des Gelenkknorpels mit einer Dysfunktion der Chondrozyten (Abbildung 7). Die
Veranderungen der biochemischen Zusammensetzung der EZM wie der
vermehrten Expression von Kollagen Typ | und Typ Ill, anstatt Typ I, dem Verlust
der PG sowie einer vermehrten Chondroitin- 4- Sulfat Produktion fiihren zu einer
Abnahme der Druckelastizitat. Ist diese essentielle Eigenschaft in ihrer
Funktionalitat reduziert, folgen unweigerlich eine geringere Belastbarkeit sowie
ein erhohter Abrieb [Kirchner 2014, Sulzbacher 2013].

Abbildung 7: Histologische Veranderungen im‘GeIenkkn'c')rpeI (Saf‘ra;lin--/ chrn—Farbung)
a) gesunder Gelenkknorpel b) Chrondomalzie c¢) oberflachliche Knorpelauffaserung
d) Knorpelflache tief zerkluftet; Quelle: adaptiert von Scharf [2011]

17



Histologisch kann man den progredienten Verlust der PG im Gelenkknorpel gut
mit einer Safranin-O-/ Echtgrin-Farbung darstellen. Der urspringliche Knorpel
zeigt ein gleichmafiig anfarbbares Gewebe mit den wenigen Chondrozyten, die
entweder einzeln oder in Zweiergruppen, den Chondronen, vorliegen. Der
beginnende Verlust der PG, in der Knorpelmatrix, fuhrt zu einem Verlust der
Wasserbindungskapazitdt und zeigt eine deutliche verminderte Safranin-O-
Farbung, siehe Abbildung 7 b [Aigner 2006, Scharf 2011, Sulzbacher 2013]. In
den Frihphasen der Arthrose versuchen die Chondrozyten kompensatorisch
dem PG-Verlust durch vermehrte Proliferation in den oberen und mittleren
Schichten entgegen zu wirken, sowie durch eine gesteigerte Expression von
neuen Matrix-Komponenten. Mit zunehmender Schwere der Arthrose kommt es
daher auch zur typischen Bildung von Knorpelnestern, den sog. Clustern, siehe
folgende Abbildung [Aigner 2006, Scharf 2011, Sulzbacher 2013].

i T TOEE WS
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Abbildung 8: Clusterbildung und schwer geschadigter Knorpel (HE-Farbung)
A) Knorpelnest bei mittelschwerem Knorpelschaden (x400) B) Fortgeschrittene Arthrose mit
tiefen Fissuren und Knorpelverlust; Quelle: adaptiert von Sulzbach [2013]
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Khe __;s&_._;i'_ 5
Abbildung 9: Arthrose im Kniegelenk, Quelle: adaptiert von Aigner [2006]
A) normales Kniegelenk B) Kniegelenk mit deutlich erkennbarer arthrotischer Knorpelschadigung
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Problematisch wird es allerdings, wenn die Reparaturmechanismen nicht mehr
ausreichen, um den bestehenden Schaden zu beheben. Mittelfristig kommt es
zur Apoptose der Chondrozyten und die Zerstorung der EZM nimmt seinen Lauf.
Es kommt zu Fissuren in den oberen Knorpelschichten, welche im zeitlichen
Verlauf immer tiefer werden (Abbildung 7 b, c). Dies mundet schliel3lich darin,
dass sich selbst einzelne kleine arthrotische Knorpelfragmente ablésen, was
endgultig betrachtet in die Freilegung des subchondralen Knochens, der sog.
Knochenglatze, fuhren kann (Abbildung 9 B) [Aigner 2006, Scharf 2011]. Bereits
die ersten frei zirkulierenden Knorpelfragmente im Gelenk versucht der Korper
durch matrixdegradierende Enzyme wie Proteasen und Kollagenasen
abzubauen. Die Freisetzung dieser knorpelabbauenden Enzyme bei bereits
geschwachten Chondrozyten initiiert eine , Teufelskreis®, da auch die noch intakte
EZM geschwacht wird und die noch existierenden Chondrozyten noch mehr
belastet [Scharf 2011].

\

\ \
— \ Synovitis

Gelenkspalt- Cicteophyt
Gelenkspalt- verengung B/‘ phy
verengung — Osteophyten < - A_—c/f:x
- Sklerose ~ ;‘ verdickte
/ Deckplatt
Abnutzung eckplatte

Abbildung 10: Radiologische und schematische I\Darstellung der Arthrose, Quelle: adaptiert von
Goldring [2016]

Der subchondrale Knochen (kndcherne Deckplatte) zeigt im Verlauf der Arthrose
auch gewisse Kompensationsmechanismen, bevor es zu den Deformierungen in
den Hauptbelastungszonen des Gelenkes kommt [Aigner 2006]. Die Deckplatte
mit dem darunter liegendem Trabekelnetzwerk versucht der erhghten
mechanischen Belastung durch vermehrte Knochenbildung (subchondrale
Hyperostose) entgegenzuwirken. Allerdings fihrt das im Verlauf zu einer
subchondralen Sklerosierung. Um eine stabile Gelenkfiihrung zu erreichen,

kommt es in den Randbereichen der Gelenkflache beginnend sogar zu
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knochernen Anwiichsen, den sog. Osteophyten (Abbildung 10). Progredient im
Verlauf koénnen diese sogar selber zu einer Gelenkspaltverschmalerung
beitragen. In der fortgeschritten Arthrose kommt es durch Mikrofrakturen zu
Nekrosen im Subchondralknochen wodurch sich Gerélizysten (subchondrale
Zysten) bilden kénnen [Aigner 2006, Goldring 2016, Scharf 2011, Sulzbacher
2013].

1.4. Behandlung von Knorpeldefekten

Krankhafte Verédnderungen in den Gelenken fihren meist zu Bewegungs-
einschrankungen und Schmerzen [Rabenberg 2013]. Bei Verdacht eines
Knorpeldefektes wird durch eine Magnetresonanztomographie die GréRRe
diagnostiziert und entsprechend eines spezifischen Behandlungsplans
therapiert. Schwere und gréRere Defekte konnen durch teils grof3ere operative
Eingriffe mit einer Endoprothese erfolgreich versorgt werden. Bei kleineren
Defekten ist es moglich die Regeneration des Knorpels durch Anregung der

Selbstregeneration, oder Knorpel-Knochen Transplantation bis hin zur autologen

Chondrozytentransplantation zu unterstiitzen (Abbildung 11) [Jansson 2018].
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Abbildung 11: Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) am Knie, Quelle: Jansson [2018]
Bild links zeigt die urspriinglich geschadigte Knorpelregion, geséubert und vorbereitet fir ein
Transplantat; Bild rechts zeigt das passgenaue und integrierte Knorpelzelltransplantat
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Im Vergleich zu einer Endoprothese setzen die organischen Alternativen alle auf
ein erneutes Wachstum von gesunden Chondrozyten an den defekten
Knorpelstellen, dabei unterscheidet sich nur der Ursprung dieser Zellen. Die
symptomatischen Behandlungsstrategien lindern zwar die Schmerzen der

betroffenen Patienten, allerdings helfen sie nicht bei der Ursachenbekampfung

1.5. Ursachenbekampfung von Knorpeldefekten

Bisher gibt es zwar effektive Methoden zur Behandlung von Knorpeldefekten,
aber diese dienen der Symptombehandlung und helfen nicht bei der Losung der
Ursache. Um letzteres zu gewadhrleisten ist es notwendig, die molekularen
Prozesse der Chondrogenese genau zu erforschen. Eine Moéglichkeit hierflr sind
Experimente mit Chondrozyten, und deren Genexpressionsmusteranalyse, bei
Verwendung unterschiedlichster modulatorischer Faktoren. Waren diese
Genexpressionsmuster und die dazugehdrigen molekularen Mechanismen
bekannt, konnte dies der Menschheit helfen, die Ursachen fur ,primare” Arthrose
zu erkennen bzw. zu bekampfen. Des Weiteren ware auch eine verbesserte
klinische Anwendung der regenerativen Medizin denkbar, wodurch die
Notwendigkeit von Endoprothesen reduziert werden konnte.

Um die Ursachenbekampfung voran zu bringen ist es wichtig, auch geeignete
Bedingungen fur molekularbiologische Untersuchen zu schaffen, wie es z.B. fur
eine Genexpressionsanalyse noétig ware. Fur eine solche Untersuchung und
weiteren Verfahren, wie auch fiir das Next Generation Sequencing (NGS), ist es
extrem wichtig, dass die RNA nicht nur in ausreichender Menge vorliegt, sondern
auch eine optimale Qualitat besitzt. Auf dem wissenschaftlichen Markt gibt es
eine Vielzahl an Methoden und kommerziell erwerbbare Kits, welche fir die RNA-
Extraktion genutzt werden kénnen. Allerdings gibt es bisher keine Studie darlber,
ob eines dieser Verfahren einen entscheidenden Vorteil oder Nachteil fur die

RNA-Isolierung von humanen gesunden und erkrankten Chondrozyten bringt.
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1.6. Ziel dieser Arbeit

Das priméare Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob die Trizol-Methode (hach
Chomczynski 1987) in Bezug auf RNA Qualitat und Quantitdt noch
konkurrenzfahig zu den drei verschiedenen Kits der etablierten Hersteller
Qiagen, Bio-Rad und Analytik Jena ist und welche Methode die besten

Ergebnisse fur die RNA-Isolation von Chondrozyten ermdglicht.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Chemikalie Firma
Amphotericin B solution (250 pg/ml) Sigma-Aldrich
Ascorbic acid Sigma-Aldrich
Chloroform Sigma-Aldrich

DMEM/HAM’s F-12

Biochrom (Merck)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(PBS) ohne Ca2+/Mg2+

Biochrom (Merck)

Ethanol

Merck

Fetales Kalberserum 10% (Fetal)

PAA Laboratories

MEM amino acids (50x)

Gibco (Thermo Fisher Scientific)

Penicillin/Streptomycin
10.000 U/ml / 10.000 pg/ml

Biochrom (Merck)

QIAzol®Lysis Reagent

Qiagen

Trypanblau

Gibco (Thermo Fisher Scientific)

Trypsin / EDTA Solution (10x)

Biochrom (Merck)

UltraPure™"Wasser
(DNase/RNase frei, destilliert)

Invitrogen (Thermo Fisher Scientific)

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich
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2.1.2. Kommerzielle Kits

Kit

Firma

Aurum™ Total RNA
Fatty and Fibrous Tissue Kit

Bio-Rad

innuPREP RNA Mini Kit

Analytik Jena

RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technologies

RNeasy
Fibrous Tissue Mini Kit

Qiagen

2.1.3. Instrumente

Instrument

Hersteller

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies

Brutschrank

Binder

Eismaschine

Ziegra, Brucheismaschine

Gefrierschrank (-20°C)

Bosch
Liebherr

Gefrierschrank (-80°C)

Heraeus, HFU 586 Basic

Kuhlschrank (4°C)

Liebherr

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
(Klasse 1)

BDK

Mikroskop

Zeiss, Axio Vert.Al

NanoDrop Lite

Thermo Fisher Scientific

Waage

Sartorius, Feinwaage 1702

Wasserbad

Julabo, TW20

Zahlkammer nach Neubauer improved

Hecht-Assistent

Zentrifugen

Eppendorf, Centrifuge 5417
Heraues, Multifuge 1 L-R Heraues R
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2.2.Zellkultur
2.2.1. Humane (normale und arthrotische) Chondrozyten

Fur die Kultivierung von Knorpelzellen wurden in dieser Arbeit normale
Chondrozyten (Lonza, Basel, Schweiz) und arthrotische Chondrozyten als
Ausgangsmaterial genutzt. Bei den arthrotischen Zellen handelt es sich um
bereits isolierte Chondrozyten. Diese wurden wahrend der Versorgung eines
anonymisierten Spenders mit einer Knietotalendoprothese gewonnen. Die Zellen
dienten in vorherigen Experimenten als Ausgangsmaterial z.B. fir gPCR oder als

Kontrollmaterial.

2.2.2. Kultivierung der Zellen per Vollmedium — Chondrozytenmedium

Fur die Chondrozyten wurde ein spezielles Nahrmedium zusammengestellt, was
aus Dulbecco’s modified Eagles’s medium (DMEM)/HAM's F-12 mit stabilem
Glutamin (1:1; Biochrom, Berlin, Deutschland) und anteilig aus 1% MEM amino
acids (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 25 pug/ml L-Ascorbic acid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA), 50IU/ml Penicillin/Streptomycin
(Biochrom), 0,01% Amphotericin B solution (250 ug/ml) (Sigma-Aldrich) und 10%
fetalem Kalberserum (FCS) (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) bestand.

2.2.3. Aussaat der Chondrozyten aus Passage 0

Die im flussigen Stickstoff eingelagerten Chondrozytenproben, mit je 2x10°
Zellen, wurden in der Hand angetaut und in 4°C vorgekuhltes Vollmedium (20ml)
uberfihrt. Gekuhltes Medium hatte den Zweck, langsam die Zellen im
Nahrstoffreichen Medium auftauen zu lassen und zugleich das Gefriermedium,
welches mit dem zelltoxischen, DMSO versetzt war zu verdiinnen. Anschlielend
erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 1500 U/min fir 5 Minuten (Multifuge 1
L-R, Heraeus). Den DMSO haltigen Uberstand entfernte man vollstandig und
resuspendierte anschlieBend das Zellpellet in frischem, gekihltem Vollmedium
(20 ml). Die Zellsuspension wurde in eine NuncTM zellkulturbehandelte
TripleFlasksTM (500 cm? Kulturflache, Thermo Fisher Scientific) tberfihrt und
das Gesamtvolumen auf 80 ml Vollmedium erhoht. AnschlieRend erfolgte die
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Inkubation in einem Brutschrank (Binder, Tuttlingen, Deutschland) bei 37°C mit
5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit.

Mediumwechsel und Wachstumskontrolle des Chondrozytenmonolayers erfolgte
per Mikroskop alle 2 Tage. Der Mediumwechsel erfolgte, indem das verbrauchte
Medium aus den TripleFlasksTM abgegossen und neues auf 37°C vorgewarmtes

Medium (80 ml) hinzugefigt wurde.

2.2.4. Trypsinierung der Monolayerzellkultur

Bei einer 90-100% Konfluenz wurden die adhasiven Chondrozyten fur die
Ablésung durch Trypsin, eine aus dem Schwein gewonnene Protease, fir die
darauffolgende Separation vorbereitet. Zum Vorwarmen auf 37°C der hier
erwahnten Substanzen nutzte man ein Wasserbad (TW20, Julabo, Seelbach,
Deutschland). Zuerst erfolgte die vollstandige Entfernung des Kulturmediums mit
Hilfe einer Pipette. Der anschlieBende zweimalige Waschschritt mit
vorgewarmten Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) ohne Ca?*/Mg?*
(Biochrom) sollte die Entfernung maéglicher enzyminhibierende Inhaltsstoffe aus
dem vorherigen Medium gewahrleisten. Im nachsten Schritt wurden 7 ml der
vorgewarmten Trypsin/ EDTA L6sung (0,05%/ 0,02% Biochrom) zur
Zelldissoziation hinzugefiigt und fir 5 min im Brutschrank (Binder) bei 37°C, 5 %
CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Mit der Zugabe von 7 ml erwarmten
Volimedium neutralisierte man die proteatische Wirkung wieder. Die
anschlielBende Zentrifugation der Proben erfolgte bei 1500 U/min fur 5 Minuten
und der Trypsin haltige Uberstand wurde verworfen. Das gewonnene Zellpellet
wurde fir die nachfolgende Zellzahlbestimmung in 10 ml angewarmten

Vollmedium resuspendiert.

2.2.5. Zellzahlbestimmung mittels der Vitalfarbung Trypanblau

Das Prinzip dieses Zellzahlbestimmungsverfahren beruht darauf, dass nicht
membranpermeable Farbstoffe, zu denen auch Trypanblau gehort, von lebenden
nicht und von toten Zellen aufgenommen werden. In Kombination mit der

Zahlkammer nach Neubauer (Abbildung 12-A), welches eine definierte
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Netzeinteilung von 3 x 3 Quadraten mit je einer Flache von 1mm? und eine Tiefe

von 0,1mm besitzt, erlaubt eine genaue Bestimmung der Zellzahl.

SRS Q O
N 1 oul b [ I°
m : N
il o | ©
[ [} 9)
- (o) ° L
— — ol 17T o
5 °
; i = == I ® °® o
fiigis 0 —h
. | 1. om O o — 1_. ©
ﬂt N . e O
! 5 O o © 0

A) B)
Abbildung 12: Neubauer-Zahlkammer und Zahltechnik, Quelle: adaptiert von Gstraunthaler
,[f)ozlji]g.]t die Netzeinteilung und B) zeigt schematisch die Auszéhimethode.

Fur die Vitalfarbung wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 ul 0,4% Trypanblau-
l6sung (Thermo Fisher Scientific) gemischt und durch Ansetzen der Pipette an
die Zahlkammerkante Uberfuhrt. Die Kapillarkrafte zwischen Deckglas und
Kammer saugten dabei fast selbststandig die Suspension auf, dennoch achtete

man darauf, dass nur eine exakt beflllte Kammer verwendbare Zellzahlen liefert.

Unter einem Lichtmikroskop wurden die 4 Eckquadranten ausgezahlt
(Abbildung 12-B), dabei z&hlte man nur die vitalen, also nur die nicht blau
gefarbten Zellen. Um die Gesamtzellzahl in einem Milliliter abschatzen zu
kénnen, bildete man den Mittelwert aus den ausgezahlten Quadraten,

multipliziert diesen mit 10* und dem Verdinnungsfaktor 2 [Gstraunthaler 2013].

2.2.6.Separation der Zellen in Zellkultur-Multischalen

Da im spaterem Verlauf die RNA der Chondrozytenzelllinien durch vier
unterschiedliche Methoden gewonnen werden sollte, wurde je Zelllinie und
Methode eine 6 Well Nunc™ Zellkultur-Multischale (Thermo Fisher Scientific)

genutzt. Nach erfolgreich bestimmter Zellzahl (non-OA Linie 195 Zellen; OA Linie
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92 Zellen) fullte man jedes Well mit 2 ml vorgewéarmten Vollmedium (siehe 2.2.2)
und ungefahr 200.000 Zellen. Alle zwei Tage erfolgte der Wechsel des
Kulturmediums, indem man das verbrauchte Medium vollstandig abpipettierte
und durch 2 ml frisches, vorgewarmtes Medium ersetzte. Des Weiteren erfolgte
zuvor immer eine mikroskopische Untersuchung bzgl. Zellkonfluenz und
Kontaminierung durch z.B. Bakterien oder Pilze. Eine 90 - 100% Konfluenz wurde

nach einer Woche erzielt und die Zellernte fir die RNA-Isolation vorbereitet.

2.2.7. Finale Zellernte und Vorbereitung zur spateren RNA-Isolation

Da die RNA-Extraktion nicht am gleichen Tag erfolgte wie die Zellernte, wurden
vorab entsprechende Vorbereitungen fir jede Methode getroffen, um das

Zelllysat tiefgekuhlt zwischenzulagern.

Da die Chondrozyten sich adhasiv als Monolayer in den Wells fixiert haben,
entfernte man das Medium vollstandig und vorsichtig. Nach zweimaligem
Waschschritt mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) ohne Ca?*/Mg?*
(Biochrom) folgte die Lysierung der Zellen separat je nach Methode. Die Arbeiten

erfolgten gemalf der Sicherheitsbestimmungen an einem Arbeitsplatz mit Abzug.

2.2.7.1.Methode 1 - Trizol-Methode/ “Single-step method”

Fur diese Methode, bekannt auch als Phenol-Chloroform-Extraktion, gab man
1 ml der QIAzol®Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland) in jedes daflr
vorgesehene Well. Mit gleicher Pipettenspitze, pro Well, wurde die Lyseldsung
mehrfach durch wiederholtes auf- und abpipettieren aufgetragen bis der
Monolayer gut resuspendiert war. Nach kurzer Einwirkzeit bei Raumtemperatur
wurde die Qiazol-Zellsuspension in ein beschriftetes 1,5 ml Eppendorf Safe—
Lock Tube Uberfuhrt (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und sofort bei -80°C
gelagert.

2.2.7.2.Methode 2 - innuPREP RNA Mini Kit

Fur diese Methode wurden 400 pl der mitgelieferten Lysis Solution RL in jedes

dafir vorgesehene Well gegeben. AnschlieRend trug man mit gleicher
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Pipettenspitze, pro Well, die Lyselésung mehrfach durch wiederholtes auf- und
abpipettieren auf, bis der Monolayer gut resuspendiert war. Nach kurzer
Einwirkzeit von drei Minuten bei Raumtemperatur wurde das Zelllysat in ein RNA
freies, beschriftetes 1,5 ml Eppendorf Safe—Lock Tube uberfiihrt (Eppendorf)
und sofort bei -20°C gelagert und nicht, wie bei allen anderen hier beschriebenen
Methoden, bei -80°C.

2.2.7.3.Methode 3 - Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit

Fur diese Methode wurde 1 ml der mitgelieferten PureZOL Ldsung in jedes daftr
vorgesehene Well gegeben. Mit gleicher Pipettenspitze, pro Well, wurde die
Lyselésung mehrfach, durch wiederholtes auf- und abpipettieren, aufgetragen bis
der Monolayer gut resuspendiert war. Nach kurzer Einwirkzeit bei
Raumtemperatur wurde die PureZOL-Zellsuspension in ein beschriftetes 1,5 ml
Eppendorf Safe—Lock Tube Uberfuhrt (Eppendorf) und sofort bei -80°C gelagert.

2.2.7.4.Methode 4 - RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

Fur diese Methode wurde vorab nach Herstellerangaben pro verwendetem 1 mi
mitgelieferter RLT Buffer Lésung 10 pl B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
hinzugefigt. Von dieser Losung gab man 350 pl in jedes dafiir vorgesehene Well.
Mit gleicher Pipettenspitze, pro Well, wurde die Lyselésung mehrfach, durch
wiederholtes auf- und abpipettieren, aufgetragen bis der Monolayer gut
resuspendiert war. Nach kurzer Einwirkzeit bei Raumtemperatur wurde das
Zelllysat in ein RNA freies, beschriftetes 1,5 ml Eppendorf Safe—Lock Tube
(PCR-clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) tberftihrt und sofort bei -80°C

gelagert.
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2.3. RNA-Extraktion aus humanen Chondrozyten

RNA ist sehr anféllig fir die Degradierung durch die ubiquitar vorkommenden
RNasen. Um ein mdglichst RNase freies Arbeiten zu gewéhrleisten, wurden

samtliche Arbeitsschritte mit sterilen Komponenten durchgefihrt.

2.3.1. Auftauen der Zelllysate

Da alle Proben, wie unter 2.2.7 beschrieben, eingefroren gelagert waren,
mussten sie zur Fortsetzung der RNA-Extraktion aufgetaut werden. Um dabei
auch eine vollstandige Losung der in der Zellsuspension befindlichen Salze zu
gewébhrleisten, wurden die Proben bei 37°C fur 5 min im Thermomixer comfort
(Eppendorf) erwarmt. Nach einer kurzen Abzentrifugation erfolgte die
Probenlagerung fiir die anschlieBenden Schritte auf Eis, soweit nicht explizit

anders erwahnt.

2.3.2. Methode 1 - Trizol-Methode

Zu jedem Zelllysat wurde 200 ul Chloroform (Sigma-Aldrich) hinzugefugt, fir 15 s
handisch geschuttelt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser
Inkubationsphase folgte die Zentrifugation der Proben fir mindestens 20 min bei
15.000 x g und 4°C

Durch die Zentrifugation entsteht eine dreischichtige Auftrennung der Proben.
Die oberste farblose Schicht, eine wassrig wirkende Losung, beinhaltet die RNA,
welche vorsichtig in ein neues, bereits beschriftetes, RNase-freies 1,5 ml
Reaktionsgefald uberfuhrt wurde. Die weil3liche, dinne Interphase und
tieferliegende roétliche Schicht, die organische Phase, wurden dabei intakt

gelassen und nicht Uberfihrt.

Zur RNA-Fallung wurde dem so Uberfiihrten Volumen 500 pl Isopropanol (Sigma-
Aldrich) hinzugefugt, anschlie3end gevortext und fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase erfolgte die Zentrifugation der Proben
fur mindestens 60 min bei 15.000 xg und 4°C, wodurch sich an den

ReaktionsgefalRboden kleine gelartige Pellets bildeten.
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Der Uberstand wurde sehr vorsichtig verworfen, um die Integritat der Pellets nicht
zu gefahrden. Der folgende Waschschritt der RNA-Pellets erfolgte durch Zugabe
von jeweils 1 ml 75% Ethanol und anschlie3ender Zentrifugation fir 20°min bei
15.000 x g und 4°C mit anschliel3ender Verwerfung des Ethanoliberstandes.

Die Herstellung des 75% Ethanols erfolgte durch die korrekte Mischung von
absoluten Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) und UltraPure™
DNase/RNase freiem destilliertem Wasser (Thermo Fisher Scientific). Der
Waschschritt erfolgte zweimal. Da das Ethanol nicht vollstandig per Pipette
entfernt werden kann, lieR man das Restethanol bei Raumtemperatur und

gedffnetem Reaktionsgefal3deckel verdampfen.

Die RNA wurde von der GefalBwand mit 80 pl UltraPure™ DNase/RNase freiem
destilliertem Wasser (Thermo Fisher Scientific) geldost und danach im
Thermomixer comfort (Eppendorf) flir 20 min bei 37°C erhitzt. Dieser Schritt dient
vorrangig dazu, dass sich das gebildete RNA-Pellet optimal auflésen kann. Des
Weiteren dient es auch zur Entfernung von wasserléslichen Substanzen wie z.B.
Phenol, welche an der RNA gebunden vorliegen konnten. Gebundene
Phenolrestspuren sind kontraproduktiv fur spatere Analyseverfahren bei denen

es wichtig ist, dass Enzyme mit der RNA interagieren.

AbschlieRend erfolgte eine kurze Zentrifugation der Proben, welche bis zur

RNA - Konzentrationsbestimmung wieder auf Eis lagerten.

2.3.3. Methode 2 - innuPREP RNA Mini Kit

Entsprechend der Herstellerangaben (Analytik Jena) wurden vorab die
Konzentrate der Waschlésungen, HS mit 3 ml und LS mit 8 ml absolutem Ethanol
(Merck) versetzt. Alle Arbeitsschritte fir diese Methode erfolgten bei
Raumtemperatur. Bei den hier genannten Reaktionsgefaf3en handelt es sich um
die vom Hersteller gelieferten “Receiver Tubes®. Alle hier verwendeten
Komponenten, bis auf das Ethanol, sind im Kit bereits enthalten und wurden
entsprechend verwendet. Die Herstellung des hier verwendeten 70%igen

Ethanols erfolgte durch die korrekte Mischung von absolutem Ethanol (Merck)
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und UltraPure™ DNase/RNase freiem destilliertem Wasser (Thermo Fisher

Scientific).

Zum entfernen der gDNA wurde das aufgetaute Zelllysat in ein Reaktionsgefal3,
versehen mit Saule D (“Spin Filter D), tberfuhrt. Nach 2 min Zentrifugation bei

11.000 x g wurde nur die Saule D verworfen.

Dem gewonnenen Filtrat, welches die RNA beinhaltet, wurden 400 pl
70% Ethanol hinzugefigt und gut mit Pipette gemischt. Diese Suspension wurde
in ein neues Reaktionsgefal3, versehen mit Saule R (“Spin Filter R®), transferiert
und fiir 2 min bei 11.000 x g zentrifugiert. In diesem Schritt wurde die RNA in der

Saule R gebunden, daher wurde das gewonnene Filtrat verworfen.

Im gleichen Reaktionsgefald erfolgte der erste Waschschritt mit der
Waschlosung HS. Von ihr wurden 500 pl in die Saule R gegeben und
anschlie3end bei 11.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Das gewonnene Filtrat wurde

samt Reaktionsgefald verworfen.

Im zweiten Waschschritt mit der Waschlésung LS wurden 700 pl in die Saule R
gegeben, selbige in einem neuem Reaktionsgefall liegend, und anschlie3end bei
11.000 xg fur 1 min zentrifugiert. Das gewonnene Filtrat wurde samt

Reaktionsgefal’ verworfen.

Um die restlichen Spuren des Ethanols zu entfernen wurde, in einem neuen
Reaktionsgefal® liegend, die S&ule R nochmals fir 3 min bei 11.000 x g

zentrifugiert. Das gewonnene Filtrat wurde samt Reaktionsgefald verworfen.

Die RNA, auf Saule R gebunden, wurde in den vorab beschrifteten “Elution
Tubes® geldst. In die Saule R, liegend im 1,5 ml Elution Tube, wurde dazu
vorsichtig 80 pl des RNase freien Wassers auf die Saulenmembran pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 1 min erfolgte die Zentrifugation mit 15.000 x g

fur 1 min.
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Die Proben wurden anschlieBend bis zur RNA - Konzentrationsbestimmung

wieder auf Eis gelagert.

2.3.4. Methode 3 - Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit

Die hier verwendeten Komponenten sind, bis auf ein paar Ausnahmen, separat
erwahnt, im Kit (Bio-Rad) bereits enthalten und wurden entsprechend verwendet.
Das Konzentrat der Waschlosung “Low stringency wash solution wurde
entsprechend der Anleitung mit 80 ml absoluten Ethanol (Merck) versetzt. Des
Weiteren wurde absoluter Ethanol (Merck) genutzt, um 70% Ethanol durch die
korrekte Mischung mit UltraPure™ DNase/RNase freiem destilliertem Wasser

(Thermo Fisher Scientific) zu erzeugen.

Zu jedem Zelllysat fugte man 200 pl Chloroform (Sigma-Aldrich) hinzu und
schittelte dieses 15 s handisch. Wahrend der Inkubationsphase von 5 min bei
Raumtemperatur wurden die Proben zusatzlich gelegentlich geschuttelt.
Anschlieend erfolgte die Zentrifugation der Proben fir mindestens 15 min bei
15.000 x g und 4°C.

Durch die Zentrifugation entsteht eine dreischichtige Auftrennung der Proben.
Die oberste farblose Schicht, eine wassrige wirkende L6sung, beinhaltet die
RNA, diese uberfuhrte man vorsichtig in ein 2,0 ml Eppendorf Safe—Lock Tube
(PCR-clean, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die weildliche, dinne
Interphase und tieferliegende rétliche Schicht, die organische Phase, wurden

dabei intakt gelassen und nicht tberfahrt.

Nach der Transferierung der wassrigen Phase wurden 600 ul 70%iges Ethanol

hinzugefigt und per Pipette gut vermischt.

Die RNA-Ethanol-Lésung transferierte man anschlielRend in eine RNA bindende
Saule, in einem 2.0 ml liegendes Waschgefal3. Der vollstandige Transfer erfolgte
in mehreren Schritten beginnend mit 700 pul und anschlieRend erfolgte die
Zentrifugation bei Raumtemperatur ftr 1 min bei 15.000 x g. Das Filtrat wurde

nach jedem Schritt verworfen.
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Danach fillte man die RNA bindenden Saulen mit jeweils 700 pl “Low stringency*
Waschlésung und zentrifugierte diese bei Raumtemperatur fur 30 s bei

15.000 x g. Das gewonnene Filtrat wurde verworfen.

Fur den enzymatischen Verdau mit DNase |, anwendungsfertig aliquotiert und
bei -20°C gelagert, wurden 80 ul des Enzyms vorsichtig auf die Sdulenmembran
pipettiert. Durch den Verdau mit DNase | wird gewahrleistet, dass eine

bestehende Kontaminierung mit genomischer DNA minimiert wird.

Nach einer Inkubationsphase von 15 min bei Raumtemperatur erfolgten zwei

weitere Waschschritte.

Der erste Waschschritt erfolgte mit der ,High stringency“ und der zweite mit der
Low stringency” Waschlésung. Die Saulen wurden bei jedem Schritt mit jeweils
700 pl der entsprechenden Waschlosung gefillt und bei Raumtemperatur far
30 s bei 15.000 x g zentrifugiert. Das gewonnene Filtrat wurde bei beiden

Schritten jeweils verworfen.

Die RNA-Saule wurde in ein, vorab beschriftetes, 1,5 ml Reaktionsgefald
uberfihrt.

Zur RNA-Eluierung wurden vorsichtig 40 pl des RNase freien Wassers auf die
Saulenmembran pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 min erfolgte, bei
Raumtemperatur, die Zentrifugation mit 15.000 x g fur 2 min. Dieser Schritt

wurde einmal wiederholt um ein Gesamtvolumen von 80 pl zu erhalten.

Die Proben wurden anschlieBend bis zur RNA - Konzentrationsbestimmung

wieder auf Eis gelagert.
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2.3.5. Methode 4 - RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

Entsprechend der Herstellerangaben (Qiagen) wurde vorab das Konzentrat des
RPE Puffers mit dem vierfachen Volumen an absolutem Ethanol (Merck) versetzt.
Alle hier verwendeten Komponenten, bis auf das Ethanol, sind im Kit bereits

enthalten und wurden entsprechend verwendet.

Zur Degradierung der Proteine und zur Inaktivierung von Ribonukleasen im
Zelllysat wurde das Enzym Proteinase K verwendet. Fur diesen Schritt wurden
zuerst 590 pl RNase freies Wasser und anschlieend auch noch 10 pl der
Proteinase K hinzugefligt und gut vermischt. Dieses Gemisch wurde dann fur

10 min bei 55°C im Thermomixer comfort (Eppendorf) erhitzt.

Nach dieser Inkubationsphase wurde die Proben fir mindestens 3 min bei
10.000 x g und 20-25°C zentrifugiert, wodurch sich an den Reaktionsgefalibtden

kleine gelartige Pellets bildeten.

Der klare, wassrig wirkende Uberstand, ca. 900 pl, wurde sehr vorsichtig
abgenommen und in ein neues 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tube (PCR-clean,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) Uberfihrt ohne die Integritat des Pellet dabei
zu verletzen, da dieser ungewunschtes Zellmaterial beinhaltet wie z.B.
degradiertes Protein, welches die Effizienz der gesamten RNA - Isolierung
minimieren kénnte. Der Uberstand wurde anschlieBend mit 450 pl absolutem

Ethanol gut gemischt und das Gefal3 mit dem Pellet verworfen.

Die gewonnene RNA-Ethanol-Losung wurde als nachstes auf die RNA-bindende
Saule “RNeasy Mini spin column® Ubertragen, welche dafir in einem 2.0 mi
RNase freiem Mikroreaktionsgefal3e (sog. Eppi) lag. Zuerst wurden 700 ul der
Probe auf die Saule transferiert und bei 20-25°C, fur 15s mit 15.000 x g
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Dieser Schritt der RNA-Transferierung

erfolgte wiederholt bis das gesamte Probenmaterial filtriert wurde.

Als nachstes wurde die Saule mit 350 ul RW1 Puffer gewaschen und bei

20-25°C, fur 15 s mit 15.000 x g zentrifugiert, das entstandene Filtrat verworfen.
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Um eine bestehende Kontaminierung mit genomischer DNA zu minimieren wurde
die Probe enzymatischen mit DNase | verdaut. Dafiir setzte man eine DNase I-
Stockldsung, fur jede Probe, mit 10 pl und 70 ul RDD Puffer an. Dieses DNase I-
Gemisch von 80 pl wurde vorsichtig auf die Sdulenmembran pipettiert und fir

15 min im Thermomixer comfort (Eppendorf) auf 25°C erwéarmt.

Nach dieser Inkubationsphase wurde die Saule mit 350 ul RW1 Puffer
gewaschen und bei 20-25°C, fur 15s mit 15.000 x g zentrifugiert. Das

entstandene Filtrat wurde verworfen und es folgten zwei Waschschritte.

Beide Waschschritte erfolgten, indem 500 pl des RPE Puffers auf die Séaule
aufgetragen, bei 20-25°C fur 15s mit 15.000 x g zentrifugiert und das
entstandene Filtrat verworfen wurden. Eine anschlieRende dritte Zentrifugation,
mit gleichen Parametern wie zuvor, wurde durchgefiihrt, um zu gewahrleisten,

dass keine Riickstande des RPE Puffers in der Saule sind.

Die RNA-Saule wurde in ein, vorab gut beschriftetes RNase freie, 1,5 ml

Reaktionsgefal’ Uberflhrt.

Zur RNA-Eluierung wurden vorsichtig 40 yl des RNase freien Wassers auf die
Saulenmembran pipettiert und bei 20-25°C fir 1 min mit 15.000 x g zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt um ein Gesamtvolumen von 80 ul zu

erhalten.

Die Proben wurden anschlieBend bis zur RNA - Konzentrationsbestimmung

wieder auf Eis gelagert.
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2.4. RNA-Quantifizierung (Photometrisch)

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde das NanoDrop Lite

UV- Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Das Gerat ermoglicht die Bestimmung der Konzentrationen Uber die Messung
der optischen Dichte. Das Absorptionsmaximum von Nucleinséduren, wie von
RNA oder DNA, erfolgt bei einer Wellenlange von 260 nm und von Proteinen bei
280 nm. Das Verhaltnis der Absorption (A) 260/280 liefert bereits erste Indizien
auch tber die Qualitat der Probe. Generell werden Proben mit einem Verhéltnis
von ~ 1,8 eher als reine DNA betrachtet und fir RNA betragt dieses Verhaltnis
eher ~ 2,0.

Uber die Geratesteuerung wurde die Konfiguration fir RNA-Messung aufgerufen.
Zur Kalibrierung des Gerates wurden entweder 2 pl UltraPure™ DNase/RNase
freiem destilliertem Wasser (Thermo Fisher Scientific) oder die vom Kit zur
Verfigung gestellte Elutionslésung verwendet. Fir jede Methode wurde das

Gerat separat kalibriert.

Von jeder Probe wurden anschlieBend ~2pl zur Analyse verwendet.
AbschlieRend wurden 2 pl vom Kalibrierungswasser nochmals zur Verifizierung

der bisherigen Ergebnisse tberpruft.
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2.5. RNA Qualitatsanalyse mittels Chip Elektrophorese

Um die Integritat der RNA genau beurteilen zu konnen, wurden alle RNA-Proben
an das Genzentrum der LMU, Arbeitsgruppe Blum, tbergeben. Dort fand die
Analyse der Proben mittels des Agient 2100 Bioanalyzer und dem
dazugehdrigen RNA 6000 Nano Kit (Agilent, Technologies Santa Clara, CA USA)

nach Herstellerangaben statt.

2.5.1. Prinzip der Lab-on-Chip-Technologie

Das Prinzip dieser Lab-On-Chip Systeme, wie des Agilent 2100 Bioanalyzer
Systems ist, dass RNA-Fragmente gréRenabhéngig per Elektrophorese durch
ein Chip internes polymergeftilltes System aus Mikrokanélen aufgetrennt werden.
Das fast gleiche Prinzip der RNA- Auftrennung wird auch bei der
Gelelektrophorese genutzt, welches als das eigentliche Standardverfahren zum
Nachweis von DNA oder RNA-Fragmenten zahlt. Allerdings unterscheiden sich
beide Systeme grundlegend im Visualisierungsverfahren. Bei der
Standard- Gelelektrophorese setzt man auf Interkalationsfarbstoffe wie dem
krebserregenden Ethidiumbromid (EtBr) welches unter UV- Licht (A=360nm)
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Abbildung 13: Elektropherogram und virtuelles Gel

Im linken Diagramm abgebildet ein Elektropherogram mit einem berechneten RIN von 10,0. Die
5S Region beinhaltet kleine rRNA Fragmente wie 5S rRNA sowie tRNA. Rechts abgebildet, dass
zum Elektrophenogram korrespondierende virtuelle Gel mit den 28S und 18S Fragmenten
gekennzeichnet.
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sichtbar gemacht werden kann und interpretiert werden muss. Fir einzelne
Nukleinsaurestrange, wie sSDNA oder RNA, ist diese Methode mit EtBr allerdings
nicht sehr sensitiv und benétigt, um &aquivalent zur dsDNA Farbung zu sein, bis

zur zehnfachen Menge an Nukleinsauren.

Das Chip-System hat in seinem Polymergeflecht einen RNA-interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff der, durch einen Laser induziert, angeregt und mittels eines
computergestitzten Videosystems ausgelesen wird. Die Software des Agilent
2100 Bioanalyzer ermdglicht somit eine optimale und objektive Berechnung der
Fragmentgrol3e sowie der Konzentration. Die graphische Darstellung kann in
zwei Formen erfolgen, entweder als virtuelles Gelbild oder als ein
Elektropherogram bei dem die Fluoreszenzintensitat gegen die FragmentgroRe
pro Migrationszeit dargestellt wird, siehe dazu Abbildung 13 [Schroeder 2006,
Technologies 2005, Thermofisher 2017].

2.5.2. Bestimmung der RNA - Integritat

Ein groRRer Vorteil des Chip-Systems ist die relativ einfache Bestimmung der
RNA- Integritdt. Zum einen benutzt dieses Verfahren, wie auch das der
Gelelektrophorese, das Verhaltnis der eukaryotischen rRNA-Fragmente
28S- rRNA:18S- rRNA zueinander. Ist dieses Verhéltnis gréRer 2,0 wird die
RNA- Qualitat zumeist als optimal betrachtet. Um allerdings eine noch genauere
Aussage Uber die Qualitat zu erhalten, liefert ein Softwarealgorithmus ein deutlich
praziseres und aussagekraftigeres Ergebnis. Der Algorithmus bewertet die
vorliegende Probe mit einer sogenannten “RNA Integrity Number® (RIN) die
zwischen 1 und 10 liegt. Betragt der RIN 10,0 liegt die RNA in sehr hoher Qualitat
vor und ist weder degradiert noch fragmentiert, wahrend RNA mit einer RIN von
1,0 das Gegenteil bedeutet [Becker 2009, Imbeaud 2005, Schroeder 2006]. Zur
Veranschaulichung werden Beispiele fur die unterschiedlichen RIN-Werte in der
nachsten Abbildung (14) illustriert.
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Abbildung 14: Darstellung der RIN von 10 bis 1, Quelle: Schroeder [2006]

Vollig intakte RNA hat einen RIN von 10 und vollig degradierte einen RIN von 1. Die graduelle
Degradierung der rRNA erfolgt in Richtung kleiner Fragmentgré3en.
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2.6. Statistische Analyse

Die statische Analyse erfolgte mit der Software PASW Statistics 18 (Version 18,
SPSS, Chicago, IL USA). Fir die deskriptive Statistik wurden die Daten
entsprechend ihrem Mittelwert und der dazugehdrigen Standardabweichung
angegeben. Um Unterschiede zwischen den gemessenen Methoden genauer
bewerten zu kdnnen, wurde ein multipler Vergleichstest (Post-Hoc-Test) im
Rahmen einer Varianzanalyse nach Tukey-HSD (honest significant difference)
durchgefuhrt. Die Tests wurden fur Signifikanzniveaus von 5% (p < 0,05) und von
1% (p < 0,01) durchgefiihrt. Des Weiteren wurde Excel von Microsoft flr die

graphische Visualisierung genutzt.
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3. Ergebnisse
3.1. Methode 1 - Trizol-Methode

Die RNA-Konzentrationsbestimmung (Abbildung 15) ergab im Mittel, gemessen
mit dem NanoDrop, fir die OA-Proben 122,88 ng/ul und die non-OA-Proben
87,48 ng/ul. Statistisch zeigt dieses System, dass sich die OA-Proben mit einer
ca. 40% hoheren RNA-Konzentration signifikant zu den non-OA-Proben
unterschieden (p < 0,01). Die mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer analysierten
Proben zeigten generell eine hohere Konzentration (OA: 130,50 ng/ul; non-OA:
104,50 ng/ul), dennoch sind diese Konzentrationsunterschiede von ca. 20% nicht

signifikant (p=5,33%) (Individualdaten siehe Anhang 9.1 und 9.2).
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Abbildung 15: Ergebnis der RNA-Konzentrationsbestimmung der Methode 1

Die spektrophotometrisch ermittelten Ratio A260/A280 Werte zeigten im Mittel
fur die OA-Proben einen Wert von 1,88 und fir die non-OA-Proben einen Wert

von 1,84.

Die Analyse rRNA 28s/18s Ratio, per Elektrophenogram, zeigten im Mittel fur die
OA-Proben einen Wert von 1,86 und fiir die non-OA-Proben einen Wert von 1,87.

Die ermittelte RNA Integritét, zeigte im Mittel fir die OA-Proben einen Wert von

9,97 und fiur die non-OA-Proben einen Wert von 9,68.
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3.2. Methode 2 - innuPREP RNA Mini Kit

Die RNA-Konzentrationsbestimmung (Abbildung 16) ergab im Mittel, gemessen
mit dem NanoDrop, fur die OA-Proben 132,12 ng/pl und die non-OA-Proben
77,20 ng/pl. Statistisch zeigte dieses System, dass sich die OA-Proben mit einer
ca. 71% hoheren RNA-Konzentration signifikant zu den non-OA-Proben
unterschieden (p < 0,01). Die mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer analysierten
Proben zeigten generell eine niedrigere Konzentration (OA: 87,50 ng/ul; non-OA:
44,00 ng/ul), hier sind die Konzentrationsunterschiede mit fast 99% mehr RNA in
den OA-Proben signifikant (p < 0,01) (Individualdaten siehe Anhang 9.3 und 9.4).
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Abbildung 16: Ergebnis der RNA-Konzentrationsbestimmung von Methode 2

Die spektrophotometrisch ermittelten Ratio A260/A280 Werte zeigten im Mittel
fur die OA-Proben einen Wert von 2,07 und fur die non-OA-Proben einen Wert

von 2,04.

Die Analyse rRNA 28s/18s Ratio, per Elektrophenogram, zeigten im Mittel fur die
OA-Proben einen Wert von 2,40 und fur die non-OA-Proben einen Wert von 2,48.

Die ermittelte RNA Integritat, zeigte im Mittel fur die OA-Proben einen Wert von
9,93 und fur die non-OA-Proben einen Wert von 9,83.
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3.3. Methode 3 - Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit

Die RNA-Konzentrationsbestimmung (Abbildung 17) ergab im Mittel, gemessen
mit dem NanoDrop, fur die OA-Proben 121,25 ng/pl und die non-OA-Proben
76,98 ng/ul. Statistisch zeigte dieses System, dass sich die OA-Proben mit einer
ca. 58% hoheren RNA-Konzentration signifikant zu den non-OA-Proben
unterschieden (p < 0,01). Die mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer analysierten
Proben zeigen generell eine niedrigere Konzentration (OA: 108,67 ng/ul;
non-OA: 67,33 ng/ul), auch hier sind die Konzentrationsunterschiede mit fast
61% mehr RNA in den OA-Proben signifikant (p < 0,01) (Individualdaten siehe
Anhang 9.5 und 9.6).
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Abbildung 17: Ergebnis der RNA-Konzentrationsbestimmung von Methode 3

Die spektrophotometrisch ermittelten Ratio A260/A280 Werte zeigten im Mittel
fur die OA-Proben einen Wert von 2,01 und fir die non-OA-Proben einen Wert

von 2,08.

Die Analyse rRNA 28s/18s Ratio, per Elektrophenogram, zeigten im Mittel fur die
OA-Proben einen 2,08 und fur die non-OA-Proben einen Wert von 2,30.

Die ermittelte RNA Integritét, zeigte im Mittel fur die OA-Proben einen Wert von

9,30 und fur die non-OA-Proben einen Wert von 9,26.
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3.4. Methode 4 - RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

Die RNA-Konzentrationsbestimmung (Abbildung 18) ergab im Mittel, gemessen
mit dem NanoDrop, fur die OA-Proben 148,62 ng/pl und die non-OA-Proben
96,28 ng/ul. Statistisch zeigte dieses System, dass sich die OA-Proben mit einer
ca. 54% hoheren RNA-Konzentration nicht signifikant zu den non-OA-Proben
unterscheiden (p=3,06%). Die mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer analysierten
Proben zeigten nur eine etwas verminderte Konzentration fir die OA-Proben, die
anderen Werte sind relativ ahnlich (OA: 136,83 ng/ul; non-OA: 98,50 ng/ul). Die
Konzentrationsunterschiede in diesem System mit fast 39% mehr RNA in den

OA-Proben waren signifikant (p < 0,01) (Individualdaten siehe Anhang 9.7 und
9.8)
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Abbildung 18: Ergebnis der RNA-Konzentrationsbestimmung von Methode 4

Die spektrophotometrisch ermittelten Ratio A260/A280 Werte zeigten im Mittel
fur die OA-Proben einen Wert von 1,98 und fur die non-OA-Proben einen Wert

von 1,99.

Die Analyse rRNA 28s/18s Ratio, per Elektrophenogram, zeigten im Mittel fur die
OA-Proben einen 2,62 und fur die non-OA-Proben einen Wert von 2,65.

Die ermittelte RNA Integritat, zeigte im Mittel fur die OA-Proben einen Wert von
9,35 und fur die non-OA-Proben einen Wert von 9,16.
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3.5. Methoden im Vergleich
3.5.1.1. RNA-Quantitat

Die RNA-Quantifizierung erfolgte zweimalig, zu einem direkt nach der RNA-
Isolation per NanoDrop und spéater nochmals im Genzentrum der LMU per Agilent

2100 Bioanalyzer.

Unabhangig von den verwendeten Geraten wird in Abbildung 19 gezeigt, dass
die RNA-Konzentration in den OA-Proben im Vergleich zu den non-OA-Proben
deutlich zwischen 24 % und fast 100 % erhdht waren. Um genauere statistische
Aussagen bzgl. der quantitativen Ausbeute der jeweiligen Methode zu treffen,

wurden die Kits untereinander in den Kategorien OA- und non-OA-Proben

verglichen.
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Abbildung 19: Ergebnis der RNA-Konzentrationen im Methodenvergleich
Methode 1 = Trizol - Methode; Methode 2 = Kit Analytik Jena; Methode 3 = Kit Bio-Rad,
Methode 4 = Kit Qiagen

Die mit Hilfe des NanoDrop ermittelten Konzentrationen zeigten keine
signifikanten Unterschiede (p < 0,01) zwischen den einzelnen Methoden weder
fur die OA noch fur die non-OA-Proben. Im Vergleich dazu zeigte die Auswertung
der Bioanalyzer-Daten zum Teil signifikante Unterschiede (p < 0,01) zwischen
den einzelnen Methoden. Die OA-Proben zeigten bei der RNA-Isolation keine

signifikanten Unterschiede zur Trizol-Methode (Methode 1). Allerdings zeigte
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Methode 2 mit einen p-Wert von 1,49 % keinen signifikanten Unterschied, aber
dennoch einen tendenziellen Unterschied aufgrund der geringeren RNA-
Ausbeute (87,5 ng/ul). Im Gegensatz dazu steht Methode 4, mit der die héchsten
Konzentrationen generiert werden konnten mit 136-148 ng/pl. Dadurch hob sich
Methode 4 signifikant (p < 0,01) von den Methoden 2 und 3 ab. Bei non-OA-
Proben gab es zumeist signifikante Unterschiede (p < 0,01) zur Trizol-Methode,
aulBer zur Methode 4 (98,50 ng/ul), da hier die gréRte RNA-Ausbeute mit
104,50 ng/ul generiert werden konnte. Die Methoden 2 und 3 lieferten mit
44,00 ng/pl und 67,33 ng/ul im Vergleich zu den Methoden 1 und 4 signifikant (p
< 0,01) geringere RNA-Mengen.

Um eine Wertung Uber die einzelnen Methoden zu generieren, erfolgte die
Platzierung der Methode mit der hochsten Konzentration bei Platz 1 und
entsprechend absteigender Konzentration erfolgten die weiteren Platzierungen.
Dementsprechend kann aus der folgenden Tabelle 3 entnommen werden, dass
mit Hilfe von Methode 4 (RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit von Qiagen) die meiste

RNA gewonnen wurde und die Trizol-Methode den zweiten Platz belegte.

= A = A = A = A 4

Methode 4 1 3 2
[c] in ng/ul 120,1 111,3 93,6 85,2
Punkte 4 3 2 1

Tabelle 3: Platzierung der Methoden nach Quantitat

3.5.1.2. Qualitatsbestimmung mittels rRNA 28s/18s Fragmentverhéaltnis

Statistisch wurde das rRNA 28s/18s Fragmentverhaltnis untersucht innerhalb der
Kategorien der OA- und non-OA-Proben, siehe Abbildung 20. In beiden
Kategorien zeigte die Trizol-Methode die niedrigsten Werte in der Kategorie OA
mit einem Wert von 1,86 und fur non-OA einen Wert von 1,87. Signifikante
Unterschiede (p < 0,01) gibt es unabh&ngig von der Kategorie zu allen anderen
Methoden, nur in der Kategorie OA der Methode 3 gab es keine Signifikanz
(p=0,18). Des Weiteren zeigte Methode 4 fir beide Kategorien die hdchsten
Werte fur die OA-Proben mit 2,62 und fir die non-OA-Proben mit 2,65. Bei einem
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p-Wert von 5 % unterschieden sich von Methode 4, unabhangig der Kategorie,
die Methoden 2 und Methode 3. Allerdings &nderte sich dies, wenn der p-Wert
auf 1 % gesenkt wird. In diesem Fall zeigte in der Kategorie OA nur Methode 2
signifikant geringere Werte. In der Kategorie non-OA zeigte nur Methode 3

signifikant geringere Werte als Methode 4.

rRNA Ratio [28s / 18s] - Methodenvergleich
2,9

2,7

I
2,5 I
2,3
2,1 HOA non-OA
1,9 I
1,7 '
1,5

Methode 1 Methode 2 Methode 3 Methode 4

ratio

Abbildung 20: rRNA 28s/18s-Fragmentverhdltnis im Methodenvergleich
Methode 1 = Trizol - Methode; Methode 2 = Kit Analytik Jena; Methode 3 = Kit Bio-Rad,
Methode 4 = Kit Qiagen

Um eine Wertung Uber die einzelnen Methoden zu generieren, erfolgte die
Platzierung der Methode mit dem hdchsten rRNA 28s/18s-Fragmentverhaltnis
auf Platz 1 und entsprechend absteigenden Verhdltnis erfolgten die weiteren
Platzierungen. Dementsprechend kann aus der folgenden Tabelle 4 entnommen
werden, dass Methode 4 (RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit von Qiagen) das
hochste Fragmentverhaltnis aufwies und Platz 1 belegt. Die Trizol-Methode

hingegen belegte den letzten Platz.

Methode 4 2 3 1
ratio 28s/18s 2,63 2,44 2,19 1,86
Punkte 4 3 2 1

Tabelle 4: Platzierung der Methoden nach rRNA 28s/18s Verhéltnis
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3.5.1.3. RNA-Qualitat mittels RNA Integrity Number

Statistisch wurde die RNA Integrity Number innerhalb der Kategorien der OA-
und non-OA-Proben untersucht, siehe Abbildung 21. Die Trizol-Methode zeigte
fur die OA-Proben mit einem RIN-Wert von 9,97 signifikant (p < 0,01) héhere
Werte im Vergleich zur Methode 3 und Methode 4. In der Kategorie der non-OA-
Proben zeigte nur Methode 4 signifikant (p < 0,01) schlechtere Werte als
Methode 1. Im Vergleich der Methoden 2 bis 4 ist auffallig, dass Methode 2
zumeist signifikant (p < 0,01) hohere Werte, unabhangig der Kategorie, aufweist.
Einzige nicht signifikante Ausnahme (p=0,029) ist Methode 3 aus der non-OA

Kategorie.

RNA Integrity Number - Methodenvergleich
10,2

10,0
9,8 I
9,6

9,4
9,2 m OA non-OA

RIN

9,0

8,8

8,6
Methode 1 Methode 2 Methode 3 Methode 4

Abbildung 21: RNA Integrity Number im Methodenvergleich

Methode 1 = Trizol - Methode; Methode 2 = Kit Analytik Jena; Methode 3 = Kit Bio-Rad,
Methode 4 = Kit Qiagen

Um eine Wertung Uber die einzelnen Methoden zu generieren, erfolgte die
Platzierung der Methode mit dem hdchsten RIN-Wert auf Platz1 und
entsprechend absteigenden Werten erfolgten die weiteren Platzierungen.
Dementsprechend kann aus der folgenden Tabelle 5 entnommen werden, dass
Methode 2 (innuPREP RNA Mini Kit von Analytik Jena) den hochsten RIN-Wert
aufwies und somit Platz 1 belegte. Die Trizol-Methode hingegen belegte Platz 2.

= CA = CA = CA = CA 4

Methode 2 1 3 4
RIN 9,88 9,82 9,28 9,26
Punkte 4 3 2 1

Tabelle 5: Platzierung der Methoden nach RIN
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4. Diskussion

Bisher ist es ein gangiges Problem, Chondrozyten — RNA aus frischem
Knorpelgewebe zu beziehen. Um die Chondrozyten aus ihrer Matrixstruktur zu
l6sen und zu homogenisieren, muss viel Arbeit in diesen Prozess gesteckt
werden, was meist zu Lasten der RNA Integritat geht [Le Bleu 2017, Ruettger
2010]. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass man mit dem herkdmmlichen
Verfahren nur maximale RIN-Werte von 7 erreichte. Ein deutlich RNA
schonendes Verfahren fur die Chondrozytenisolation ist der enzymatische
Verdau mit Proteasen und Kollagenasen [Le Bleu 2017, Redeker 2017]. Da man
die Zellen als Monolayer kultivierte, bestand die Gefahr, dass sie ihren
charakteristischen Phanotyp verlieren, wenn die Passagenanzahl zu hoch wirde.
Um eine ausreichende Menge an Ausgangsmaterial zu haben, wurden die
verwendeten Zelllinien bis zur zweiten Passage Uberfihrt. Allerdings sollten hier
die Effekte auf das Genexpressionsmuster nur marginal verandert sein [Ma
2013]. Letzteres ist eine wichtige Voraussetzung fir die grundlegende
molekulare Erforschung von Chondrozyten und deren pathologische
Veradnderungen. Eine ausreichende Menge an geeignetem Ausgangs-
zellmaterial ist allerdings noch kein Garant daftir, dass auch RNA mit optimaler
Quantitat und Qualitat far die jeweilige Untersuchungsmethode und

Fragestellung gewonnen werden kann.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Trizol-Methode zur RNA-Extraktion mit den
3 Kits von unterschiedlichen, aber sehr gut etablierten, Herstellern zu vergleichen

um eine Hilfestellung fur die molekulare Chondrozytenerforschung anzubieten.

4.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Alle 4 Methoden lieferten fur weitere Untersuchungen nutzbare Chondrozyten
RNA bezuglich Quantitat und Qualitdt. Dennoch ist es wichtig vorab zu wissen,
welcher RNA-Typ nach der Isolation untersucht werden soll. Durch die Saulen-
aufreinigung, welche jedes verwendete Kit nutzt, werden RNA-Fragmente mit
weniger als 200 Nukleotiden entfernt, was somit z.B. auch tRNAs betreffen

wuirde. In Bezug auf die totale RNA, kann es laut Herstellerangaben, daher eine
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Diskrepanz bis zu 20 % geben. Ware es also gewlnscht, kleinere Fragmente
(< 200 Nukleotide) zu analysieren, wére die Trizol-Methode den getesteten Kits
wahrscheinlich tberlegen, wie es auch in der Studie von Sultan et al. [2014]
gezeigt wurde. In Korrelation mit den gewonnen Konzentrationen, gemessen mit
dem NanoDrop Lite, scheint es aber keine solch groRe Diskrepanz zu geben,
zumindest nicht beim arthrotischen Zellen, da es hier keine grol3en

Konzentrationsunterschiede gab.

Anders sieht es dafur bei den non-OA-Proben aus, da hier 2 Kits, eine bis zu
12 % geringere Konzentration zeigten. Da allerdings bei dem Kit von Qiagen eine
10 % hohere Konzentration als bei der Trizol-Methode vorlag, kann eine erhdhte
Anzahl kleinerer RNA-Fragmente vermutlich ausgeschlossen werden. Ein
Kriterium kdnnte eine unterschiedliche Saulenbeschaffenheit sein, wodurch evtl.
diese mit abweichenden Filtereigenschaften die Konzentrationsunterschiede
erklaren kénnte. Im Vergleich der RNA-Konzentration OA-Proben zu den non-OA
Proben war aufféallig, dass die OA-Proben unabhangig von der verwendeten
Methode eine hoéhere Konzentration aufwiesen. Vermutlich ist dieser erhéhte
RNA-Gehalt auf den durch Arthrose induzierten Reparaturmechanismus
zurlckzufuhren, wodurch die Syntheseraten von Kollagen und Poteoglykanen
gesteigert werden [Kirchner 2014, Scharf 2011, Sulzbacher 2013].

Nach Betrachtung der Quantitat muss auch die Qualitat berticksichtigt werden,
dazu wurden das rRNA Verhaltnis 28s/18s und die RIN-Werte bestimmt. Die
Trizol-Methode zeigte das schlechteste rRNA 28s/18s Verhéltnis, aber von den

RIN-Werten zeigte es das zweitbeste Ergebnis.

Im Nachfolgenden, siehe Tabelle 6, zeigt die erstellte Ubersicht die Platzierung
der einzelnen Methoden in den Kategorien Konzentration, rRNA 28s/18s
Verhaltnis und den RIN-Werten. Die Platzierung erfolgte nach den gemessenen
Ergebnissen, daher steht 4 fur das beste Ergebnis in der Kategorie und 1 fur das

schlechteste.
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ethode Methode 2 Methode 3 ’ Methode 4

Kategorie Erworbene Punkte
RNA [c] 3 1 2 4
ratio 28s/18s 1 3 2 4
RIN 3 4 2 1
Summe 7 8 6 9

- IEEE Platz 2 Platz 4 Platz 1

Tabelle 6: Zusammenfassung der Platzierungen der einzelnen Methoden

Methode 1 = Trizol - Methode; Methode 2 = Kit Analytik Jena; Methode 3 = Kit Bio-Rad,
Methode 4 = Kit Qiagen

Die Platzierung der Methoden ist natirlich abhéangig von der Gewichtung der
bewerteten Kategorien. Bei der gewéhlten Gewichtung belegt die Trizol-Methode
nur den dritten Platz. Zu erwéhnen ist jedoch die Kategorie Kostenfaktor. Dieser
Ist separat in Tabelle 7 aufgefiihrt, da er weder einen Einfluss auf die Qualitat
noch auf die Quantitat der RNA hat, aber dennoch ein essentielles Kriterium ftr

viele Wissenschaftler darstellt.

ethode ethode ethode ethode 4
Kosten pro Kit » . _ . .
(50 Reaktionen) €91, €193, €498, €379,
Kosten fir 1x Reaktion ~€1,80 €3,86 €9,96 €7,58
Platz 1 Platz 2 Platz 4 Platz 3

Tabelle 7: Kostenibersicht der einzelnen Methoden

Methode 1 = Trizol - Methode; Methode 2 = Kit Analytik Jena; Methode 3 = Kit Bio-Rad,
Methode 4 = Kit Qiagen

Das wahrscheinlich grof3te Risiko bei der Trizol-Methode besteht darin, dass
ungetbtes Personal die Proben nicht nur einfach kontaminieren kann, es kdnnen
zusatzlich Quantitat und Qualitat der Proben auch extrem fluktuieren. Als Beispiel
dafiir sei die Phasentrennung mit anschlieBender Uberfiihrung der wassrigen,
RNA beinhaltenden Phase genannt, welche nur durch geiibtes Personal in
gleicher Gute reproduzierbar ist. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass in
Studien, wie von Asai [2015], die Trizol-Methode im Bezug zur anderen
kommerziellen Kits im Rahmen der RNA-Qualitdt schlechter abschnitt. Die
Ergebnisse von Asai zeigten innerhalb der Trizol-Proben extreme

Konzentrationsunterschiede, aber die verwendeten Kits zeigten gleichbleibende
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Resultate. Dies lasst die Vermutung nahe, dass entweder der Trizol-Anwender
nicht ausreichend getbt war oder Asais Trizol-Protokoll nicht genug optimiert
wurde (fir mehr Details siehe 4.2.1). Die Kits im Vergleich zur Trizol-Methode
sind relativ unabhangig von der Erfahrung des Anwenders. Einsteigern fallt die
Anwendung der Kits deutlich leichter und somit kénnen, trotz mangelnder

Erfahrung, sehr gute Erfolge bei der RNA-Isolierung verzeichnet werden.

Liegt der Schwerpunkt fur die Analysen auf der Chondrozyten RNA-Qualitat, ist
das Kit von Analytika Jena an erster Stelle zu erwdhnen, allerdings mit dem
Kompromiss der geringsten Konzentration. Als Gesamtsieger, mit kleinen

EinbuRen bei den RIN-Werten, ist das Kit von Qiagen zu nennen.
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4.2. Diskussion der Methoden
4.2.1. Methode 1 - Trizol-Methode

Die Trizol-Methode basiert auf der ,Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium  thiocyanate-phenol-chloroform  extraction,  welche von
Chomczynski und Sacchi [1987] entwickelt wurde. Die Namensgebung fur die
Trizol-Methode ermdéglicht, vereinfacht dargestellt, nur die gleichzeitige
Auftrennung von RNA, DNA und Proteinen in unterschiedliche Phasen [Rio
2010]. Entsprechend dem Protokoll der Single-Step-Methode [Chomczynski
1987, 2006] gibt es eine genaue Anleitung fur den Ansatz der Denaturierungs-
l6sung. Allerdings fiel die Entscheidung eine sog. “ready-to-use“ Losung zu
benutzen, um die Anzahl an méglichen Fehlerquellen zu reduzieren. Abgesehen
von den evtl. hoheren Kosten bieten solch fertige Reagenzien, von etablierten
Herstellern, viele Vorteile wie gleichbleibende Qualitat, reduzierten Umgang mit

gefahrlichen Substanzen sowie verminderte Exposition zu diesen.

Auf dem Markt gibt es mehrere Hersteller von sogenannten ,ready-to-use”
Lésungen bestehend aus Phenol, Guanidinthiocyanat und andere Substanzen,
die zur Gewinnung der total-RNA, per Trizol-Methode, geeignet sind. Die
vermutlich gelaufigsten Produkte sind von Thermo Fischer Scientific unter dem
Namen TRIzol® Reagenz und von Qiagen das QIAzol®Lysis Reagenz. Letzteres
wurde, wie unter Kapitel 2.3.2 beschrieben, verwendet. Eine Aussage, ob eine
andere ‘“ready-to-use“ Losung bessere oder schlechtere Ergebnisse fir die
Chondrozyten-RNA liefern wirde, ist so nicht moglich. Da aber die Inhaltsstoffe
sich generell auf das Protocol von Chomczynski und Sacchi beziehen, dirfte es
vermutlich keine deutlich grofReren Unterschiede geben. Daher ist es auch nicht
verwunderlich, dass fiur Genexpression- oder MicroRNA-analysen beide
Ldsungen wie in der Studien von Vanhauwaert et al. [2016] oder von Pritchard et
al.[2012] gleichwertig verwendet werden. Allerdings zeigte Oh et al. [2015] in
deren Studie mit dem Titel “Comparison of Total RNA Isolation Methods for
Analysis of Immune-Related microRNAs in Market Milks“ die besten Ergebnisse
bzgl. RNA-Ausbeute und Homogenisierung per QIAzol®Lysis Reagenz. Da

allerdings zu einem die RNA in Chondrozyten durch Lyse gewonnen werden
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muss und in der Milch die RNA-Fragmente bereits frei vorliegen ist es fraglich,
ob sich die Ergebnisse von Oh et al. [2015] auf die Isolierung von Chondrozyten-
RNA Ubertragen lassen. Daher wurde eher eine Gleichwertigkeit beider

Lésungen angenommen.

Das Protokoll zur Trizol-Methode nach Chomczynski und Sacchi [1987] befolgte
man hiesigen Labor fir Biomechanik und Experimentelle Orthopadie nicht exakt,
da wie auch von Chomczynski in 2006 beschrieben, hohe Anteile von
Polysaccharide und Proteoglykane bestimme Protokollanpassungen erfordern.
Das genutzte Protokoll, unter 2.2.7.1 beschrieben, wurde Uber mehrere Jahre am
hiesigen Labor fir die Isolierung von Chondrozyten RNA angepasst und
optimiert. Die erzielten Ergebnisse im Vergleich zu den kommerziellen Kits
suggerieren, dass die getroffenen Anpassungen sehr erfolgreich gewahlt waren.
Ein Beleg dafir sind die erzielten, kontinuierlich hohen RNA-
Konzentrationswerte, wodurch die Trizol-Methode in dieser Kategorie den
zweiten Platz belegte und somit eindeutig konkurrenzfahig zu den kommerziell
erwerbbaren Kits war. Sollten allerdings andere abgewandelte Protokolle nach
Chomczynski fur die Chondrozyten RNA-Isolierung genutzt werden, kann es
durchaus sein, dass die Ergebnisse deutlich schlechter bzw. variabler ausfallen

kdnnen.

Als Beispiel fur ein evtl. nicht optimiertes Protokoll, welches nicht auf
Chondrozyten bezogen ist, kbnnte man die Studie von Asai et al. [2015] mit dem
Titel ,High-quality RNA extraction from copepods for Next Generation
Sequencing: A comparative study“ anfuhren. In dieser Studie vergleichen die
Autoren auch die Trizol-Methode gegeniber ahnlichen Kits, wie die in dieser
Arbeit verwendeten von BioRad (Aurum Total RNA Mini Kit) und Qiagen (RNeasy
Micro Kit). Aufféallig war in dieser Studie, dass die Kits ahnliche Werte fur beide
getesteten Geschlechter der Ruderful3krebse aufwiesen, aber die Trizol-Methode
extreme Unterschiede zeigte. Vielleicht hétte diese Diskrepanz in der Studie von
Asai et al. durch Protokolloptimierung vermieden werden kénnen und es waren
vergleichbare Konzentrationsunterschiede wie bei den Kits beobachtet worden.

Die in dieser Arbeit beschriebene Trizol-Methode zeigte gleichwertige
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Konzentrationsverhaltnisse im Vergleich zu den verwendeten Kits zwischen den
OA- und non-OA-Proben, wodurch eine optimale Qualitdt des hiesigen
Chondrozyten-Trizol-Protokolls als gewahrleistet betrachtet werden kann.

Der qualitatsbestimmende Faktor fir die Trizol-Methode ist eine optimale
Durchfiihrung des Methodenprotokolls. Im Gegensatz zu einigen Kits, gibt es bei
dieser Methode weder einen enzymatischen Verdau der DNA noch eine
Saulenaufreinigung. Diese in den Kits mitgelieferten protektiven Elemente sind
bei der Standard Trizol-Methode nicht vorhanden, weshalb sich bereits kleine
Unachtsamkeiten gravierend negativ auf die Qualitat der RNA auswirken kénnen.
Die Hauptfehlerquellen wie DNA Kontaminierung und RNA Degradierung sind
zumeist auf die versuchsdurchfihrende Person zurickzufihren. Eine DNA
Kontaminierung kann leicht bei der Uberfilhrung der wassrigen Phase auftreten,
indem auch nur geringe Mengen der anderen Phasen mit tberfuhrt werden. Um
diese Fehlerquelle zu minimieren, kdnnte man natdrlich weniger der RNA
beinhaltenden Phase dberfihren, allerdings geht dies zu Lasten der
Konzentration. Problematischer als eine DNA Kontaminierung ist die RNA-
Degradierung, da sie alle weiteren, auf RNA basierenden Untersuchungs-
methoden kompromittiert bzw. direkt unanwendbar macht. Daher ist es
unabdingbar unabhangig von der Methode immer auf RNase freie Materialen
zuriickzugreifen und auferst sauber zu arbeiten. Bei der Trizol-Methode ist die
durchfihrende Person vollstandig fur die verwendeten Materialen zustandig.
Daher muss der Versuchsdurchfihrende auch die Gefahr der RNase
Kontaminierung durch Fremdeinflisse, wie Mitbenutzung der gleichen
Reaktionsgefal3e und des Arbeitsplatzes durch Kollegen bertcksichtigen. Die
kommerziellen Kits haben den Vorteil, dass die meist sorgfaltigen RNase frei
abgepackten Materialen den fast vollstandigen Versuchsbedarf abdecken, was

die Gefahr der RNA Degradierung durch Fremdkontaminierung mindert.

Die gewonnen RNA-Proben werden meist genutzt, um genaue Aussagen Uber
die Genexpression zu treffen. Das Next Generation Sequencing (NGS) ist dafur
ein sehr geeignetes Hilfsmittel um die RNA-Sequenzen schnell zu entschlisseln.

Allerdings haben die durchfihrenden Genomzentren sehr hohe Anforderungen
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an das Probenmaterial. Am Genomzentrum der Universitat von Kalifornien, Davis
[Richard 2018] gibt es sehr genaue Anforderungen wie z.B. dass ein DNase
Verdau durchgefuhrt werden soll und die RIN Werte tber 8 liegen missen damit
die Proben analysiert werden kdnnen. Die bedeutendste Forderung lautet, dass
fur die RNA-Isolierung kein Protokoll benutzt werden soll, welches Trizol oder
Phenol beinhaltende Komponenten verwendet. Naturlich wird erwahnt, dass
auch Trizol-Protokolle benutzt werden kénnen, allerdings musste zuvor auch eine
Saulenaufreinigung stattfinden, um etwaige Phenolspuren zu entfernen. Dies ist
auch sinnvoll, da Phenole irreversible Bindungen mit dem Phosphat-Backbone
von RNA und DNA eingehen kénnen und somit die molekularen Anwendungen
wie z.B. Restriktionsverdau, PCR und auch das Sequenzieren negativ beeinflusst
werden konnten [Healey 2014]. Mochte man die Gefahr der Phenol-
Kontaminierung ausschliel3en, so ware die Trizol-Standardmethode ohne eine

zusatzliche Saulenaufreinigung obsolet.

Die Trizol-Methode nach Chomczynski und Sacchi, aus dem Jahr 1987, ist auch
nach mehr als 30 Jahren eines der Standardverfahren fur die RNA-Isolierung.
Bei optimaler Durchfiihrung und fur das Gewebe perfekt angepasstem Protokoll
ist es moglich, relativ kostengtinstige Ergebnisse mit hervorragender Quantitat
und Qualitat zu erzielen. Aber um dies zu gewahrleisten, muss das Personal
aul3erst gelibt, sorgféaltig und gewissenhaft arbeiten. Daher sollte diese Methode
nur von erfahrenen Wissenschaftlern durchgefiihrt werden und nicht wie in den

meisten Studien von ungelbten Studenten.

4.2.2. Methode 2 - innuPREP RNA Mini Kit

Das Kit von Analytik Jena benutzt wie auch die Trizol-Methode
Guanidiniumthiocyanat. Allerdings werden keine weiteren giftigen Substanzen
wie Phenol, Chlorofom oder 3-Mercaptoethanol genutzt, was die Risiken fir den
Versuchsdurchfihrenden deutlich minimiert. Aufféllig bei dem System ist, dass
kein enzymatischer Verdau mit DNase genutzt wird. Stattdessen kommt eine
Saulenaufreinigung mit einer speziellen Filtermembran (Spinfiter D) zum
Einsatz, welche die vorhandene DNA vollstandig entfernen soll. Diese elegante

Ldsung umgeht somit den enzymatischen Verdau, welcher bei den anderen Kits
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genutzt wurde, und zugleich das fehleranfallige Abpipettieren der RNA-Phase bei
der Trizol-Methode. Wie auch bei den anderen kommerziellen Kits kommt auch
hier eine Saulenaufreinigung mit einer speziellen Filtermembran zum Einsatz
welche die RNA bindet.

Das innuPREP RNA Mini Kit ist das anwenderfreundlichste Kit, da es aufgrund
der zweifachen Saulenaufreinigung ohne zusatzlichen DNA-Verdau auskommt.
Der Anwender bendtigt fur dieses Kit kaum Erfahrung, da die gréf3ten
Fehlerquellen, wie z.B. das korrekte Abpipettieren der RNA-Phase, bei der Trizol-

Methode vollstadndig entfallen.

4.2.3. Methode 3 - Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit

Das Kit von Bio-Rad basiert eindeutig auf dem entwickelten Trizol-Protokoll von
Chomczynski. Das verwendete PureZol beinhaltet auch die Komponenten
Phenol sowie Thiocyanat und ist somit artverwandt mit dem in den anderen
Methoden verwendeten QIAzol. Bis auf 3-Mercaptoethanol kommen die gleichen
gesundheitsschadlichen Komponenten zum Einsatz wie bei der Trizol-Methode.
Auch der fehleranfallige Schritt des Abpipettieren der RNA beinhaltenden Phase
wird verwendet, welche anschlieRend per DNase Verdau aufbereitet wird. Im
Gegensatz zur Trizol-Methode benutzt dieses Kit, wie auch die anderen hier
verwendeten Kits, eine Saulenaufreinigung mit einer RNA bindenden

Filtermembran.

Das Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit ist von der Handhabung
besser als die Trizol-Methode, allerdings schlechter als die beiden anderen
getesteten Kits. Begrindet wird dies, wie bereits oben erwahnt, durch den
fehleranfalligen Abpipettierungsschritt. Um einer DNA-Kontaminierungen und
Phenolverunreinigung vorzubeugen, wie es bei der Trizol-Standardmethode
vorkommen kann, werden in diesem Kit kompensatorische MalRnahmen durch
Verdau und Saulenaufreinigung getroffen. Ein Problem, das bei dieser Methode
nicht beseitigt wird, ist der mogliche RNA-Verlust, wenn der Kitanwender evtl.
sicherstellen méchte, nur die RNA-Phase zu uberfuhren und daher weniger

nutzbares Material niitzt.
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4.2.4. Methode 4 - RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

Das Kit von Qiagen bedient sich wie auch die Trizol-Methode dem
Guanidiniumthiocyanat und dem [(-Mercaptoethanol, aber weder Chloroform
noch Phenol werden verwendet. Auffallig ist die gesonderte Verwendung der
sehr potenten Serinproteinase K. Bereits Hilz et al. [1975] zeigten, dass die
Proteinase K zwei wertvolle Eigenschaften besitzt welche sie bei der
RNA — Isolierung niitzlich macht. Zum einem werden Proteine verdaut welche die
Proben kontaminieren. Zum anderen minimiert sie die RNA-Degradierung durch
die Ribonukleasen, welche selber durch Degradierung inhibiert werden. Durch
anschlieBende Abzentrifugation erhalt man einen RNA beinhaltenden Uberstand
und am GefalRboden ein kleines evtl. Gberhaupt nicht sichtbares Pellet aus
Protein und anderen Zellbestandteilen. Hier besteht, wie auch bei der Trizol-
Methode, die Gefahr, dass das Personal zu einer mdglichen Fehlerquelle wird,
da aus Sicherheitsgriinden, um die Pelletintegritéat nicht zu gefahrden, weniger
vom Uberstand genommen wird oder evtl. Pelletbestandteile mittiberfihrt
werden. Konsequenz ware zum einen weniger RNA, zum anderen eine geringere
Reinheit. Allerdings folgt anschlie3end ein zuséatzlicher DNase Verdau und eine
Saulenaufreinigung mit einer RNA bindenden Filtermembran, wie bei allen hier
verwendeten Kits, wodurch auch kleine Verunreinigungen kompensatorisch

behoben werden kdnnen.

Das RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit ist von der Handhabung her das zweitbeste
Kit, da mogliche Fehlerquellen relativ gut gelost werden. Die Problematik, dass
Fehler beim abpipettieren entstehen kénnen, ist vorhanden, aber geringer als bei
der Trizol-Methode. Dies kdnnte daran liegen, dass das Pellet im Gefal3 eine
spezifische Position nach der Zentrifugation hat und mit dieser Kenntnis die
Abnahme des Uberstandes erleichtert wird. Sollten dennoch kleine Teile des
Pellet Ubertragen werden, so greifen hier auch die kompensatorischen
MalRnahmen wie der DNA-Verdau und die Séaulenaufreinigung, die etwaigen
DNA-Kontaminierungen entgegenwirken. Ein Problem, was bei dieser Methode
nicht beseitigt wird, ist der mdgliche RNA-Verlust, wenn der Kitanwender evtl.

sicherstellen mochte, das Pellet nicht zu beschadigen und daher weniger RNA-
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Uberstand tibertragt als moglich. Da allerdings der Hersteller in seiner Anleitung
beschreibt, dass kleinere Pelletfragmente keinen Einfluss auf das Endergebnis
haben, wird angenommen, dass meist auch von nicht gelibten Kitanwendern
mehr RNA gewonnen werden kann als im Vergleich zu den Trizol basierten
Methoden.
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5. Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass, wenn man kontinuierlich gute
Ergebnisse haben méchte, es sich lohnt in ein geeignetes Kit zu investieren. Die
Trizol-Methode kann ebenfalls gute bis sehr gute Ergebnisse liefern, ist aber
deutlich Stoérungsanfélliger als die kommerziellen Kits und sollte nur von gut
ausgebildetem Personal genutzt werden. Sollen weitere Analysen der RNA
durchgefuhrt werden, wie z.B. das NGS, konnen die per Kit gewonnenen Proben
meist direkt verwendet werden. Im Gegensatz werden bei der Standard Trizol-
Methode meist weitere Aufbereitungsschritte erforderlich, um z.B. geringe Phenol
Restspuren zu beseitigen, wodurch sich die Kosten fiir diese Methode deutlich

erhohen kénnen.

Unabhangig von der verwendeten Methode gibt es einen Risikofaktor, welcher
fur eine optimale RNA-Isolation maf3geblich entscheidend ist. Dies ist der Faktor
Mensch. Durch Ubung und Erfahrung des durchfiihrenden Personals kann dieser
Risikofaktor deutlich geschmalert aber niemals ausgeschlossen werden, da
etliche den Mensch negativ beeinflussende Variablen existieren. Einzige
Moglichkeit eine Methode vollstandig valide zu standardisieren und somit auch
korrekt mit anderen Methoden vergleichen zu kénnen, ware nur mit dem Einsatz

von Maschinen und dem Ausschluss von menschlichen Personal denkbar.
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9. Anhang

9.1. Ergebnisse Bioanalyzer - Trizol-Methode (OA)
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9.1. Ergebnisse Bioanalyzer - Trizol-Methode (OA) (Fortsetzung)
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9.1. Ergebnisse Bioanalyzer - Trizol-Methode (OA) (Fortsetzung)
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9.2. Ergebnisse Bioanalyzer - Trizol-Methode (non OA)
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9.2. Ergebnisse Bioanalyzer - Trizol-Methode (non OA) (Fortsetzung)
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9.2.Ergebnisse Bioanalyzer - Trizol-Methode (non OA) (Fortsetzung)
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9.3. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Analytik Jena (OA)
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Overall Results for sample 2 : AG Klar 2
RNA Area: 259,1 RNA Integrity Number (RIN): 10 (B.02.08)
RNA Concentration: 96 ng/ul Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,4 Result Flagging Label: RIN:10
Fragment table for sample 2 : AG Klar 2
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.659 2.203 51,5 19,9
28S 3.329 4.676 122,1 47,1
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9.3.Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Analytik Jena (OA) (Fortsetzung)
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RNA Area:
RNA Concentration:
rRNA Ratio [28s / 18s]:

Overall Results for sample 3 :

T T
200 500
AG Klar 3
353,9
131 ng/pl
24

Fragment table for sample 3 :

Name

185
28S

Start Size [nt]

1.642
3.628

2.193
4.617

End Size [nt]

AG Klar 3
Area
67,0
158,5

T T
1000 2000

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

% of total Area

18,9
44,8
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AG_Klar_4

RNA Area:
RNA Concentration:
rRNA Ratio [28s / 18s]:

Name

18S 1.685
285 3.370

Overall Results for sample 4 :

Fragment table for sample 4 :
Start Size [nt]

AG Klar 4

200,3
74 ng/pl
2,4

AG Klar 4
End Size [nt]

2.210
4.649

37,8
90,5

Area

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

% of total Area
18,9
45,2

9.9 (B.02.08)

L1

RIN: 9.90

[nt]
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9.3.Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Analytik Jena (OA) (Fortsetzung)

AG_Klar_5
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Overall Results for sample 5 : AG Klar 5

RNA Area: 1879 RNA Integrity Number (RIN): 99 (B.02.08)
RNA Concentration: 69 ng/pl Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 25 Result Flagging Label: RIN: 9.90

Fragment table for sample 5 : AG Klar 5
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1.699 2.265 37,3 19,9
285 3.374 4.680 94,0 50,0
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Overall Results for sample 6 : AG Klar 6

RNA Area: 165,6 RNA Integrity Number (RIN): 9.8 (B.02.08)
RNA Concentration: 61 ng/ul Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 25 Result Flagging Label: RIN: 9.80

Fragment table for sample 6 : AG Klar 6

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.645 2.174 31,1 18,8
28S 3.370 4.671 78,0 47,1
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9.4. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Analytik Jena (non OA)
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Overall Results for sample 7 :

RNA Area:
RNA Concentration:

1641

rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,4

Fragment table for sample 7 :
Name Start Size [nt]

185 1.585
285 3.677

2.173
4.614

T
25 200

61 ng/pl

End Size [nt]

T T T
500 1000 2000

AG Klar A

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:

10 (B.02.08)

L1

Result Flagging Label: RIN:10
AG Klar A

Area
31,6
76,2

% of total Area
19,3
46,4

[nt]

[FU]

25
20

|
|
|
|
|
|
|
|
|
}
|
i |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

AG_Klar_B

Overall Results for sample 8 :

RNA Area:
RNA Concentration:

104,7

rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,4

Fragment table for sample 8 :

T
25 200

39 ng/pl

T T
500 1000

AG Klar B

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:

9.8 (B.02.08)

L1

Result Flagging Label: RIN: 9.80

AG Klar B

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.662 2171 18,8 18,0
28S 3.355 4.605 45,9 43,8

[nt]
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9.4. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Analytik Jena (non OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 9 : AG Klar C
RNA Area: 93,9 RNA Integrity Number (RIN): 9.8 (B.02.08)
RNA Concentration: 35 ng/pl Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,4 Result Flagging Label: RIN: 9.80
Fragment table for sample 9 : AG Klar C
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.618 2.223 18,7 19,9
28S 3.665 4.613 44,7 47,7
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Overall Results for sample 10 : AG Klar D
RNA Area: 90,0 RNA Integrity Number (RIN): 9.9 (B.02.08)
RNA Concentration: 33 g/l Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 25 Result Flagging Label: RIN: 9.90
Fragment table for sample 10 : AG Klar D
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.696 2.141 17,5 19,4
28S 3.325 4.658 44,0 48,9
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9.4. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Analytik Jena (non OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 11 : AG Klar E
RNA Area: 128,8 RNA Integrity Number (RIN): 9.8 (B.02.08)
RNA Concentration: 48 ng/pl Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 25 Result Flagging Label: RIN: 9.80
Fragment table for sample 11 : AG Klar E
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 2.193 22,9 17,8
28S 4.599 57,4 44,6
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Overall Results for sample 12 : AG Klar F
RNA Area: 130,0 RNA Integrity Number (RIN): 9.7 (B.02.08)
RNA Concentration: 48 ng/pl Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 27 Result Flagging Label: RIN: 9.70
Fragment table for sample 12 : AG Klar F
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.676 2.220 22,3 17,2
28S 3.317 4.658 59,7 45,9
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9.5. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Bio-Rad (OA)

AG_Klar_1_3
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Overall Results for sample 1 : AG Klar 1 3

RNA Area: 70,2
RNA Concentration: 108 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:

N/A (B.02.08)

L1

Result Flagging Label: RIN N/A

Fragment table for sample 1 : AG Klar 1 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1.642 2.397 26,4 37,6

28S 4.116 4.223 0,2 0,3
AG_Klar_2_3
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16
14+
1241

T T 1 T T
25 200 500 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 2 : AG Klar 2 3

RNA Area: 74,4
RNA Concentration: 114 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 20

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

N/A (B.02.08)

L]

RIN N/A

Fragment table for sample 2 : AG Klar 2 3

Name

18s
28S

Start Size [nt]

1.935
4.136

End Size [nt]

2.845
5.571

Area
16,0
31,6

% of total Area
21,6
42,5
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9.5. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Bio-Rad (OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 3 : AG Klar 3 3
RNA Area: 69,1 RNA Integrity Number (RIN): 9.2 (B.02.08)
RNA Concentration: 106 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 24 Result Flagging Label: RIN: 9.20
Fragment table for sample 3 : AG Klar 3 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 2.179 2.786 11,6 16,7
28S 4.111 5.564 28,0 40,5
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Overall Results for sample 4 : AG Klar 4 3
RNA Area: 76,6 RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
RNA Concentration: 118 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 4 : AG Klar 4 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1.405 2.412 35,2 46,0
28S 3.986 4.090 0,3 0,3

81




9.5. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Bio-Rad (OA) (Fortsetzung)

[FU]
12

10

AG_Klar_5_3

RNA Area:
RNA Concentration:
rRNA Ratio [28s / 18s]:

Overall Results for sample 5 :

T T

200 500
AG Klar 5 3

54,6

84 ng/pl

21

Fragment table for sample 5 :
Name Start Size [nt]

18S 2.181
28S 4.585

2.747
5.575

End Size [nt]

AG Klar 5 3
Area
10,0
20,9

T

T T
2000 4000

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

% of total Area
18,4
38,3

9.4 (B.02.08)

1

RIN: 9.40
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AG_Klar_6_3

RNA Area:
RNA Concentration:
rRNA Ratio [28s / 18s]:

Name

18S
28S

Start Size [nt]

1.985
4.583

Overall Results for sample 6 :

Fragment table for sample 6 :

T T
200 500

AG Klar 6 3

79,7
122 ng/pl
1,8

AG Klar 6 3
End Size [nt]

2.795
5.555

Area
16,7
30,6

T T
2000

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

% of total Area

20,9
38,4

9.3 (B.02.08)

1

RIN: 9.30
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9.6. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Bio-Rad (hon OA)

AG_Klar_B_3
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Overall Results for sample 8 : AG Klar B 3

RNA Area: 49,7 RNA Integrity Number (RIN): 9.2 (B.02.08)

RNA Concentration: 76 ng/ul Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,0 Result Flagging Label: RIN: 9.20

Fragment table for sample 8 : AG Klar B 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1.936 2.835 8,6 17,3
28S 4.588 5.575 17,0 34,1

[nt]
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Overall Results for sample 7 : AG Klar A 3

RNA Area: 61,8 RNA Integrity Number (RIN): 9.3 (B.02.08)

RNA Concentration: 95 ng/l Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 21 Result Flagging Label: RIN: 9.30

Fragment table for sample 7 : AG Klar A 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1.957 2.729 11,0 17,8
28S 4.369 5.521 23,2 37,5

[nt]
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9.6. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Bio-Rad (hon OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 9 : AG Klar C 3

RNA Area: 29,8 RNA Integrity Number (RIN): 9.9 (B.02.08)

RNA Concentration: 46 ng/ul Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,5 Result Flagging Label: RIN: 9.90

Fragment table for sample 9 : AG Klar C 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 2177 2.737 56 18,8
28S 4.513 5.521 14,3 47,9

AG_Klar_D_3
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T T
2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 10 : AG Klar D 3

RNA Area: 40,6 RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)

RNA Concentration: 62 ng/ul Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 24 Result Flagging Label: RIN N/A

Fragment table for sample 10 : AG Klar D 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 2.154 2.701 6,7 16,4
28S 4.601 5.551 16,0 39,3
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9.6. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Bio-Rad (hon OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 11 : AG Klar E 3
RNA Area: 43,6 RNA Integrity Number (RIN): 9 (B.02.08)
RNA Concentration: 67 ng/ul Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 24 Result Flagging Label: RIN:9
Fragment table for sample 11 : AG Klar E 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 2.163 2.746 7.2 16,5
28S 4.576 5.532 17,5 40,1
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Overall Results for sample 12 : AG Klar F 3
RNA Area: 37,8 RNA Integrity Number (RIN): 8.9 (B.02.08)
RNA Concentration: 58 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 24 Result Flagging Label: RIN: 8.90
Fragment table for sample 12 : AG Klar F 3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 2.144 2.745 58 15,3
28S 4.579 5.504 13,7 36,4
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9.7. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Qiagen (OA)

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 3.086 4.276 34,2 17,9
28S 6.039 7.951 87,6 45,8
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Overall Results for sample 1 : AG Klar 1 4
RNA Area: 192,6 RNA Integrity Number (RIN): 9.4 (B.02.08)
RNA Concentration: 140 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,6 Result Flagging Label: RIN: 9.40
Fragment table for sample 1 : AG Klar 1 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 3.158 4.229 35,0 18,2
28S 5.986 8.000 92,0 47,8
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Overall Results for sample 2 : AG Klar 2 4
RNA Area: 191,2 RNA Integrity Number (RIN): 9.4 (B.02.08)
RNA Concentration: 139 ng/pl Result Flagging Color: l:l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 26 Result Flagging Label: RIN: 9.40
Fragment table for sample 2 : AG Klar 2 4
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9.7. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Qiagen (OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 3 : AG Klar 3 4
RNA Area: 184,5 RNA Integrity Number (RIN): 9.3 (B.02.08)
RNA Concentration: 134 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 247 Result Flagging Label: RIN: 9.30
Fragment table for sample 3 : AG Klar 3 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 3.121 4.301 32,8 17,8
28S 6.007 8.030 87,6 47,5
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Overall Results for sample 4 : AG Klar 4 4
RNA Area: 197,2 RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
RNA Concentration: 143 ng/pl Result Flagging Color: |:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 207 Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 4 : AG Klar 4 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 3.054 4.243 35,8 18,1
28S 5.973 7.934 98,2 49,8
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9.7. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Qiagen (OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 5 : AG Klar 5 4
RNA Area: 190,3 RNA Integrity Number (RIN): 9.3 (B.02.08)
RNA Concentration: 138 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2.5 Result Flagging Label: RIN: 9.30
Fragment table for sample 5 : AG Klar 5 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 3.099 4.223 34,3 18,0
28S 6.033 8.052 87,0 45,7
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Overall Results for sample 6 : AG Klar 6 4
RNA Area: 175,0 RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
RNA Concentration: 127 ng/pl Result Flagging Color: |:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 26 Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 6 : AG Klar 6 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 3.116 4.305 32,0 18,3
28S 6.078 8.059 83,7 47,8
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9.8. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Qiagen (non OA)
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Overall Results for sample 7 : AG Klar A 4

RNA Area: 142,0 RNA Integrity Number (RIN): 9.2 (B.02.08)
RNA Concentration: 103 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,6 Result Flagging Label: RIN: 9.20

Fragment table for sample 7 : AG Klar A 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 3.071 4.242 26,0 18,3
28S 6.039 7.940 67,7 47,7

[nt]
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Overall Results for sample 8 : AG Klar B 4

RNA Area: 139,2 RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
RNA Concentration: 101 ng/pl Result Flagging Color: |:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 28 Result Flagging Label: RIN N/A

Fragment table for sample 8 : AG Klar B 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 3.079 4.238 24,3 17,5
28S 5.986 7.946 68,3 49,0

[nt]
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9.8. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Qiagen (non OA) (Fortsetzung)
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Overall Results for sample 9 : AG Klar C 4

RNA Area: 126,3 RNA Integrity Number (RIN): 9.2 (B.02.08)
RNA Concentration: 92 ng/pl Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 2,6 Result Flagging Label: RIN: 9.20

Fragment table for sample 9 : AG Klar C 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 3.093 4.193 22,1 17,5
28S 5.949 7.917 58,0 45,9
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Overall Results for sample 10 : AG Klar D 4

RNA Area: 1444 RNA Integrity Number (RIN): 9.1 (B.02.08)
RNA Concentration: 105 ng/pl Result Flagging Color: l:l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 207 Result Flagging Label: RIN: 9.10

Fragment table for sample 10 : AG Klar D 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 3.065 4.212 23,6 16,4
28S 5912 7.888 64,5 44,6

90



9.8. Ergebnisse Bioanalyzer — Kit Qiagen (non OA) (Fortsetzung)

Name
185 3.126
28S 5.893

Fragment table for sample 12 :
Start Size [nt]

End Size [nt]

4.211
7.788

AG Klar F 4

Area % of total Area
21,5 16,8
54,5 42,6
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Overall Results for sample 11 : AG Klar E 4
RNA Area: 133,9 RNA Integrity Number (RIN): 9.1 (B.02.08)
RNA Concentration: 97 ng/ul Result Flagging Color: |:|
rRNA Ratio [28s / 18s]: 247 Result Flagging Label: RIN: 9.10
Fragment table for sample 11 : AG Klar E 4
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 3.083 4.169 23,8 17,8
28S 5.872 7.809 63,5 47,4
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Overall Results for sample 12 : AG Klar F 4
RNA Area: 128,1 RNA Integrity Number (RIN): 9.2 (B.02.08)
RNA Concentration: 93 ng/pl Result Flagging Color: l:l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 25 Result Flagging Label: RIN: 9.20
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