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1. Zusammenfassung 

1 

1. Zusammenfassung 

 

T-Zellen spielen eine unverzichtbare Rolle im Rahmen der adaptiven Immunabwehr (JANEWAY 

et al., 1975; MATTER, 1974; ZHU, 2018). Eine veränderte T-Zell-Aktivität wird im 

Zusammenhang mit der Entstehung verschiedener schwerwiegender Erkrankungen diskutiert 

(CHEN, JOHN WHERRY, 2020; DORNMAIR et al., 2003; MOLON et al., 2016; TAN et al., 

2020). Für die Regulation der T-Zell-Aktivierung scheint die Expression von microRNAs von 

zentraler Bedeutung zu sein (EICHMULLER et al., 2017; KOPP et al., 2013; LIU et al., 2013b; 

LORENZI et al., 2012). Als Biomarker für T-Zell gekoppelte Erkrankungen und als Instrument 

für die gezielten Manipulation der T-Zell-Funktion könnten microRNAs in Zukunft im 

diagnostischen und therapeutischen Bereich Anwendungen finden (COLAMATTEO et al., 2019; 

LONG et al., 2018). Umfangreiche Kenntnisse zur Expression und zur spezifischen 

Wirkungsweise von microRNAs sind dafür eine wesentliche Voraussetzung (EICHMULLER et 

al., 2017; GIRI et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). Die Ziele dieser 

Arbeit bestanden in der Erfassung, Quantifizierung und funktionellen Charakterisierung von 

microRNA-Expressionsveränderungen in der frühen 24 h Phase der humanen T-Zell-

Aktivierung. Die Studie wurde an CD4+ T-Zellen durchgeführt, die den größten Anteil der T-Zell-

Subtypen im menschlichen Blut bilden und von zentraler Bedeutung für die Effektivität der 

Immunantwort sind (LUCKHEERAM et al., 2012; TOLLERUD et al., 1989). 

Als Ausgangspunkt der Analysen wurden detaillierte zeitaufgelöste Hochdurchsatz-Datensätze 

zur microRNA- und mRNA-Expression über die initialen 24 h der in vitro induzierten CD4+ T-

Zell-Aktivierung erstellt. Auf Basis der umfassenden Zeitverlaufsdaten konnten 39 zentrale 

microRNAs mit deutlicher Expressionsveränderung im Kontext des T-Zell-

Aktivierungsprozesses identifiziert werden. Hierbei konnte eine hohe technische und 

interindividuelle Reproduzierbarkeit der microRNA-Zeitverlaufsveränderungen gezeigt werden. 

Die Klassifizierung der zeitaufgelösten Expressionsprofile ermöglichte Rückschlüsse zu den 

Mechanismen, die zur Koordination der microRNA-Expression im Rahmen des frühen T-Zell-

Aktivierungsprozesses beitragen könnten. Dazu zählt beispielsweise die Transkriptionskontrolle 

multipler microRNAs durch den Transkriptionsfaktor c-Myc. 

Durch die Etablierung einer neuen Methodik zur Quantifizierung der microRNA-Expression 

konnte ein grundlegender Überblick über die aktivierungs-gekoppelten Expressionsänderungen 

für alle 815 detektierten microRNAs gewonnen werden. Für die zentral veränderte miR-155-5p 

wurde ein molekularer microRNA-Expressionsbereich zwischen 7,54×104 und 

3,25×106 Molekülen pro Nanogramm zellulärer Gesamt-RNA ermittelt. Im Hinblick auf eine 

zukünftige therapeutische microRNA-Nutzung konnte somit ein Rahmen für eine physiologisch 

angepasste Dosierung gelegt werden (LAI et al., 2019; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). 
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Um Einblicke in die Wirkungsweise von microRNAs zu gewinnen, wurden die regulatorischen 

Funktionen der miR-155-5p untersucht, indem in silico vorhergesagte Zielgene mit invers 

korrelierenden mRNA-Zeitverlaufsdaten anhand von dualen Luciferase-Reporter-Assays 

getestet wurden. Dabei konnte die microRNA-Zielgen-Interaktion für 17 von 19 getesteten 

Genen bestätigt und der regulatorische Einfluss der microRNA für ein breites Spektrum 

zellulärer Funktionen gezeigt werden. Als Hinweis auf mögliche kooperative microRNA-

Funktionen im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses konnten durch die in silico Analyse 

von microRNA-Zielgen-Netzwerken drei zentral veränderte microRNA-Paare mit multiplen 

gemeinsamen Zielgenen identifiziert werden (let-7b-5p/miR-26a-5p, miR-17-5p/miR-20a-5p und 

miR-21-5p/miR-155-5p). Exemplarisch für das miR-21-5p/miR-155-5p-Paar konnte im Rahmen 

von dualen Luciferase-Assays ein synergistischer regulatorischer Effekt auf das LEMD3-Zielgen 

nachgewiesen werden. 

Die Untersuchungen dieser Arbeit geben Einblicke in die Dynamik und Wirkung der microRNA-

Expression im Kontext des frühen CD4+ T-Zell-Aktivierungsprozesses und liefern eine 

umfassende Datengrundlage zur Aufklärung von microRNA-regulierten Signalnetzwerken sowie 

für die Entwicklung von microRNA-basierten Therapieansätzen. 
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Summary 

 

Dynamics and functionality of microRNA expression within the early phase of human 

CD4+ T cell activation 

 

T cells play an indispensable role for the adaptive immune defense (JANEWAY et al., 1975; 

MATTER, 1974; ZHU, 2018). An altered T cell activity is associated with the emergence of 

severe diseases (CHEN, JOHN WHERRY, 2020; DORNMAIR et al., 2003; MOLON et al., 2016; 

TAN et al., 2020). The expression of microRNAs appears to be critically important for the 

regulation of T cell activation (EICHMULLER et al., 2017; KOPP et al., 2013; LIU et al., 2013b; 

LORENZI et al., 2012). MicroRNAs bear high potential as future biomarkers for T cell related 

pathologies and as a tool for the targeted manipulation of T cells (COLAMATTEO et al., 2019; 

LONG et al., 2018). A fundamental understanding of the expression and functionality of 

microRNAs is a principal prerequisite to apply microRNAs in a future diagnostic and therapeutic 

context (EICHMULLER et al., 2017; GIRI et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, SLACK, 

2017). The objectives of this thesis were the detection, quantification and functional 

characterization of microRNA expression changes within the early 24 h phase of human T cell 

activation. The study was conducted on CD4+ T cells, which constitute the largest fraction of T 

cell subtypes in human blood and are central to the effectiveness of the immune response 

(LUCKHEERAM et al., 2012; TOLLERUD et al., 1989). 

First, detailed time-resolved high-throughput datasets on microRNA and mRNA expression 

were determined during the initial 24 h of in vitro induced CD4+ T cell activation. Based on the 

comprehensive time-course data in context of the T cell activation process, 39 central 

microRNAs with distinct expression changes were identified and a very high technical and inter-

individual reproducibility of the microRNA time-course changes was demonstrated. The 

classification of the time-resolved expression profiles allowed conclusions about the 

mechanisms that likely coordinate the microRNA expression during the early T cell activation 

process, as for example the transcriptional control of multiple microRNAs by the transcription 

factor c-Myc. 

A newly implemented methodology to quantify the microRNA expression allowed to determine 

both the molecular range of microRNA expression and the activation-coupled expression 

changes for all of the 815 detected microRNAs. For the most prominently changed miR-155-5p 

a microRNA expression range between 7.54×104 and 3.25×106 molecules per nanogram of 

cellular total RNA was determined. These quantitative data constitute a basis to define a 

physiological dosage for a future therapeutic application of microRNAs (LAI et al., 2019; 

RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). 
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To gain further insights into the functionality of microRNAs, regulatory functions of miR-155-5p 

were characterized by the testing of target genes that were in silico predicted and showed 

inverse correlating mRNA time-course data. Dual luciferase reporter assays confirmed 

microRNA target interactions for 17 out of the 19 tested genes. The regulatory microRNA 

impact was demonstrated on a broad range of cellular functions. In silico analyses of 

microRNA-target networks identified three prominently changed microRNA pairs with multiple 

shared targets (let-7b-5p/miR-26a-5p, miR-17-5p/miR-20a-5p and miR-21-5p/miR-155-5p), 

indicating presumable cooperative microRNA functions in the context of the T cell activation 

process. Exemplary for the miR-21-5p/miR-155-5p pair, dual luciferase assays demonstrated a 

synergistic regulatory effect on the LEMD3 target gene. 

This thesis provides insights into the dynamics and functionality of microRNA expression during 

the early CD4+ T cell activation process and a comprehensive data basis for both the 

elucidation of microRNA regulated signaling networks and the development of microRNA-based 

therapeutic approaches. 
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2. Einleitung 

 

2.1. Nicht-kodierende RNAs zur Kontrolle der Gen-Expression 

 

Das menschliche, nukleäre Genom besteht aus mehr als drei Milliarden Basenpaaren (bp), die 

sich auf insgesamt 46 Chromosomen verteilen (MAKALOWSKI, 2001). Obwohl etwa 80 % des 

Genoms aktiv transkribiert werden, ist lediglich ein geringer Anteil von circa 3 % für die 

Kodierung von messenger Ribonukleinsäuren (messenger ribonucleic acids; mRNAs) 

verantwortlich und bildet somit die Grundlage für die Herstellung von Proteinen 

(CONSORTIUM, 2012). Der überwiegende Anteil wird als nicht-kodierende RNAs transkribiert. 

Diese können beispielsweise als tRNAs (Transfer-RNAs) und rRNAs (ribosomalen RNAs) an 

Prozessen wie der Translation beteiligten sein, aber auch als regulatorische RNAs 

entscheidenden Einfluss auf die Gen-Expression nehmen (DIAMANTOPOULOS et al., 2018; 

ROMANO et al., 2017). Eine zentrale Gruppe der regulatorischen RNAs bilden die kleinen 

nicht-kodierenden RNAs (small non-coding RNAs, sncRNAs) (COSTA et al., 2012). Diese 

besitzen eine Länge von etwa 20-30 Nukleotiden (nt) und sorgen als Bestandteil des RNA-

induced silencing complex (RISC) durch ihre Assoziation mit Proteinen der Argonaut (Ago) 

Familie für eine reduzierte Expression ihrer Zielgene (CHOUDHURI, 2010; FAEHNLE, 

JOSHUA-TOR, 2007). Man spricht dabei vom Prozess der sogenannten RNA-Interferenz 

(FAEHNLE, JOSHUA-TOR, 2007). PIWI-interacting RNAs (piRNAs), small interfering RNAs 

(siRNAs) und microRNAs bilden die drei Hauptklassen der sncRNAs (COSTA et al., 2012; 

HUANG et al., 2013b). 

Die Keimbahn spezifischen piRNAs gehen in der Regel aus langen, einzelsträngigen 

Transkripten von intergenischen, repetitiven Sequenzregionen hervor (GRIVNA et al., 2006; 

THOMSON, LIN, 2009). Durch die Regulation von transposablen Elementen sorgen sie für die 

genomische Integrität der Keimzellen (CZECH et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2017). Im 

Gegensatz dazu werden siRNAs enzymatisch auf Basis von langen doppelsträngigen RNAs 

(dsRNAs) generiert (COSTA et al., 2012; PARRISH et al., 2000). Diese können im 

Säugergenom beispielsweise durch bidirektionale Transkription oder die Transkription von 

inverted repeats entstehen (CHAPMAN, CARRINGTON, 2007; WATANABE et al., 2008; 

YANG, KAZAZIAN, 2006). Funktionell können endogene siRNAs sowohl dem zellulären Schutz 

vor Retrotransposons dienen, aber auch einen Beitrag zur Regulation proteinkodierender Gene 

leisten (OBBARD et al., 2009; TAM et al., 2008; WATANABE et al., 2008). 
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Eine weitere Klasse der sncRNAs bilden die microRNAs (miRNAs, miRs). Diese gelten durch 

ihren umfangreichen Einfluss auf die Expression proteinkodierender Gene und ihre differentielle 

Expression in Reaktion auf externe Stimuli als zentrale Regulatoren von zellulären Signalwegen 

(AVRAHAM, YARDEN, 2012). Untersuchungen weisen darauf hin, dass im menschlichen 

Genom mehr als 60 % der proteinkodierenden Gene durch miRNAs reguliert werden 

(FRIEDMAN et al., 2009). 

 

2.2. MiRNAs: Biogenese, Einfluss auf zelluläre Signalprozesse und mögliche klinische 

Anwendung 

 

MiRNAs bilden eine Gruppe der sncRNAs, welche die Expression ihrer Zielgene auf post-

transkriptioneller Ebene regulieren (COSTA et al., 2012; HUANG et al., 2013b). Sie werden 

endogen durch genomische Loci kodiert, die sowohl in intergenischen Bereichen als auch in 

Exons oder Introns proteinkodierender Gene liegen und über eigene Promotoren verfügen 

können (DE RIE et al., 2017; KIM, KIM, 2007). Zudem können mehrere miRNA-Gene in 

Clustern vorliegen und gemeinsam als Polycistron transkribiert werden (HE et al., 2005; LEE et 

al., 2002; TANZER, STADLER, 2004; WANG et al., 2016b). Zurzeit geht man davon aus, dass 

das menschliche miRNA-Spektrum (miRnome) insgesamt 2654 reife miRNAs umfasst, die in 

1917 Genen kodiert sind (KOZOMARA et al., 2019). 

Durch Aktivität der RNA-Polymerase II, in einigen Fällen auch der RNA-Polymerase III, entsteht 

auf genomischer Grundlage zunächst ein primäres Transkript, die sogenannte pri-miRNA 

(Primäre miRNA) (BARTEL, 2004; BORCHERT et al., 2006; LEE et al., 2004). Diese kann eine 

Länge von mehr als tausend Nukleotiden aufweisen und wird durch ein 5’-7-Methylguanosin 

(m7G) sowie ein 3’-Polyadenylierungssignal stabilisiert (CAI et al., 2004). Sie enthält einen etwa 

60-70 nt langen, haarnadelförmigen miRNA-Vorläufer (precursor-miRNA, pre-miRNA), der im 

Rahmen der kanonischen miRNA-Biogenese mit einem 2 nt-Überhang im 3’-Sequenzbereich 

vom übrigen Transkript getrennt wird (CAI et al., 2004; LEE et al., 2003). Die Reaktion wird 

enzymatisch über den nukleären Microprocessor-Komplex katalysiert, der aus der 

Ribonuklease (RNase) III Drosha und dem dsRNA-bindenden Protein DGCR8 (DiGeorge 

syndrome critical region 8, auch als Pasha bezeichnet) besteht (DENLI et al., 2004; HAN et al., 

2004; LEE et al., 2003). Durch Exportin 5 wird die pre-miRNA anschließend in einem RanGTP 

(Ras-related nuclear protein-Guanosintriphosphat) abhängigen Exportprozess vom Zellkern ins 

Cytoplasma transportiert (BOHNSACK et al., 2004). In einem weiteren  
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Prozessierungsschritt durch die RNAse-III Dicer und das dsRNA-bindende TAR element 

binding protein (TRBP) wird im Folgenden der einzelsträngige loop von der Haarnadelstruktur 

entfernt, so dass ein etwa 22 nt langer microRNA-Doppelstrang mit 2 nt-Überhängen in den 3’-

Sequenzbereichen erhalten bleibt (CHENDRIMADA et al., 2005; WINTER et al., 2009). Einer 

der beiden Stränge fungiert anschließend als sogenannter Leitstrang (WINTER et al., 2009). 

Dieser wird auf Grundlage seiner ursprünglichen Position in der pre-miRNA als 5p- oder 3p-

Strang bezeichnet (DESVIGNES et al., 2015; KOZOMARA, GRIFFITHS-JONES, 2014). Dabei 

scheinen insbesondere miRNA-Stränge mit hohem Purin-Gehalt, einer geringen 

thermodynamischen Stabilität des 5’-Sequenzendes bzw. einem 5’ Uracil eine erhöhte 

biologische Aktivität zu besitzen (HU et al., 2009; KHVOROVA et al., 2003). Funktionell 

ermöglicht der Leitstrang in Assoziation mit dem RNA-induced silencing complex (RISC) die 

zielgerichtete Bindung des Ribonukleoprotein-Komplexes an miRNA-spezifische Bindestellen, 

die in der Regel in der 3’-untranslatierten Region (3’ UTR) von mRNAs liegen (GREGORY et 

al., 2005; NAKANISHI, 2016). Die Watson-Crick-Bindung an die revers-komplementären 

Bindestellen wird dabei über die seed-Region vermittelt, die am 5’-Ende der miRNA durch die 

Nukleotide zwei bis acht gebildet wird (FRIEDMAN et al., 2009; GARZON et al., 2009; 

GRIMSON et al., 2007). Die RISC-Bindung induziert im Folgenden den Abbau oder die 

Destabilisierung der Ziel-mRNA oder kann zu einer Inhibition der Translation führen, so dass es 

letztlich zu einer Reduktion der endogen Menge des jeweiligen Proteins kommt 

(BAUMJOHANN, ANSEL, 2013; WINTER et al., 2009) (Abbildung 1). 

 

 

 

Abbildung 1: Schematischer Überblick zur miRNA-Biogenese. 

Die primäre miRNA (pri-miRNA) wird durch die RNA-Polymerase II oder III (RNA-Pol II/III) transkribiert und 

anschließend durch den Drosha-DGCR8-Komplex zur haarnadelförmigen Vorläufer-miRNA (precursor-, pre-miRNA) 

prozessiert. Diese wird über Exportin-5 vom Nucleus ins Cytoplasma exportiert, wo sie in einem weiteren 

Prozessierungsschritt durch den Dicer-TRBP-Komplex zu einem etwa 22 nt langen miRNA-Doppelstrang geschnitten 

wird. Einer der beiden Stränge assoziiert als reife miRNA mit dem RNA-induced silencing complex (miRNA-

beladener RISC, miRISC) und ermöglicht über ihre spezifische seed-Region dessen Bindung an die Ziel-mRNAs der 

miRNA. Dies führt zur Inhibition der Translation, zur Destabilisierung oder zur Degradierung der mRNA und somit 

schließlich in einer Reduktion der endogenen Proteinmenge. (Eigene Darstellung)  
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Da eine miRNA in der Regel an der Regulation mehrerer Zielgene beteiligt ist und Zielgene 

durch den Einfluss mehrerer miRNAs reguliert werden können, ergeben sich komplexe 

regulatorische Netzwerke (BAUMJOHANN, ANSEL, 2013; GRIMSON et al., 2007). Auf 

Grundlage von kooperativen miRNA-Bindestellen kann es bei gleichzeitiger Expression von 

bestimmten miRNAs zu einer veränderten Wirkung auf gemeinsame Zielgene und somit zu 

einer Verschiebung von miRNA-regulierten Netzwerken kommen (GRIMSON et al., 2007; LAI et 

al., 2019). Zudem kann die Expression von miRNAs sowohl auf transkriptioneller Ebene, zum 

Beispiel durch das Vorhandensein von Transkriptionsfaktoren, als auch im Rahmen der 

weiteren Prozessierung, zum Beispiel durch RNA-Editing, dynamisch beeinflusst werden 

(GULYAEVA, KUSHLINSKIY, 2016; YANG et al., 2006). So zeigen bestimmte miRNAs in 

Abhängigkeit des Gewebetyps, des zellulären Zustandes oder im Zusammenhang mit der 

Entstehung von Erkrankungen veränderte Expressionsraten (AVRAHAM, YARDEN, 2012; 

GULYAEVA, KUSHLINSKIY, 2016). Die Charakterisierung von veränderlichen miRNA-

Expressionsmustern ist auf Basis dessen von zentraler Bedeutung für das grundlegende 

Verständnis von zellulären Signalwegen und für die Erforschung von Erkrankungen 

(RUPAIMOOLE, SLACK, 2017; SALVI et al., 2019; SEVEN et al., 2014). Auch für den 

klinischen Diagnostik-Bereich könnte die Identifizierung von krankheitsassoziierten miRNA-

Expressionsveränderung von großem Nutzen sein. Dabei könnten veränderte microRNAs 

mithilfe von molekularbiologischen Verfahren detektiert und künftig als sogenannte Biomarker 

zum klinischen Krankheitsnachweis, zur prognostischen Einschätzung oder zur Bewertung von 

Therapieerfolgen herangezogen werden (DIENER et al., 2019; SHIGEYASU et al., 2017; 

STRIMBU, TAVEL, 2010). 

Aufgrund ihres umfangreichen Einflusses auf zelluläre Signalwege (FRIEDMAN et al., 2009), 

könnten miRNAs zudem von entscheidender Bedeutung für die Entwicklung von innovativen 

Therapien sein (HANNA et al., 2019; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). So könnte die gezielte 

Applikation von miRNA-Inhibitoren (antimiRs) oder synthetischen miRNAs (miRNA mimics) 

genutzt werden, um beispielsweise viralen Infektionen oder dem Wachstum von Tumoren 

entgegenzuwirken (HONG et al., 2020; JANSSEN et al., 2013; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). 

Erste klinische Studien zur therapeutischen Anwendung von miRNAs sind jedoch noch von 

gravierenden Nebenwirkungen begleitet (HONG et al., 2020). Zentrale Herausforderungen für 

die Etablierung von miRNA-basierten Therapien bestehen daher in der Auswahl von potenten 

miRNA-Kandidaten für den therapeutischen Einsatz, der Charakterisierung spezifischer miRNA-

Funktionen zur Vermeidung von ungewollten Nebeneffekten und in der Bestimmung einer nicht-

toxischen therapeutischen Dosierung (RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). Ein Fokus in der 

Entwicklung von miRNA-basierten Therapieansätzen liegt beispielsweise auf der miRNA-

basierten Manipulation der Immunfunktion (GIRI et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, 

SLACK, 2017).  
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2.3. Das Immunsystem 

 

Das Immunsystem sorgt für die Abwehr von intra- und extrazellulären Pathogenen. Dabei 

werden sowohl pathogene Mikroorganismen (z.B. Bakterien und Viren) aber auch eine Reihe 

toxischer Substanzen oder körpereigene geschädigte Zellen beseitigt, um so die normale 

Köperfunktion zu erhalten (CHAPLIN, 2010; NICHOLSON, 2016; SPIERING, 2015). 

Grundlegend kann zwischen angeborener und adaptiver (erworbener) Immunantwort 

unterschieden werden. 

Das angeborene Immunsystem ermöglicht eine schnelle, aber generalisierte Form der 

immunologischen Abwehr (COOPER, ALDER, 2006; MARSHALL et al., 2018). Neben 

physikalischen Abwehrmechanismen, zum Beispiel durch epitheliale Barrieren, beinhaltet es 

Zellen wie die Granulozyten, natürlichen Killerzellen, Makrophagen und die dendritischen Zellen 

(CHAPLIN, 2010; DRANOFF, 2004). Diese erkennen Pathogene mithilfe von 

Erkennungsrezeptoren anhand von konservierten molekularen Mustern (PAMPs/DAMPs, 

pathogen-associated/ damage-associated molecular patterns). Dazu zählen beispielsweise 

Lipopolysaccharide der bakteriellen Zelloberfläche, aber auch Moleküle, die durch Schäden an 

körpereigenen Zellen entstehen (JANEWAY, MEDZHITOV, 2002; NEWTON, DIXIT, 2012). Die 

meisten Zellen des angeborenen Immunsystems sorgen durch Phagozytose, das heißt durch 

vesikuläre Aufnahme der Pathogene in Verbindung mit intrazellulärer chemischer Lyse, für die 

schnelle Beseitigung der Infektionsquelle (CHAPLIN, 2010; SPIERING, 2015). Zudem spielen 

lösliche Faktoren wie Immunzell regulatorische und attrahierende Zytokine, antimikrobielle 

Peptide und die Komplement-Proteine eine wichtige Rolle (DRANOFF, 2004; MOSER, 

WILLIMANN, 2004; NEWTON, DIXIT, 2012). Letztere können beispielsweise an die Oberfläche 

von Pathogenen binden, um deren Phagozytose zu erleichtern oder die direkte Lyse von 

Bakterienzellen induzieren (MATHERN, HEEGER, 2015). 

Im Zusammenhang mit der Evolution der Kiefermäuler (Gnathostomata) kam es neben dem 

angeborenen Immunsystem zur Entwicklung des adaptiven Immunsystems (COOPER, ALDER, 

2006). Dieses ermöglicht die Erkennung von Pathogenen durch ein umfangreiches Repertoire 

an Antigen-spezifischen Rezeptoren (YATIM, LAKKIS, 2015). Zur Generierung einer hohen 

Diversität dieser Oberflächenrezeptoren finden bei der Entwicklung der adaptiven Immunzellen 

umfangreiche genetische Re-Arrangements statt (YATIM, LAKKIS, 2015). Bei Kontakt mit dem 

passenden Antigen kommt es zunächst zur klonalen Expansion der spezifischen Zelle, was im 

Vergleich zur angeborenen Immunität eine zeitlich verzögerte Wirkung, jedoch auch eine 

deutlich höhere Spezifität mit sich bringt (AKIRA et al., 2006; CHAPLIN, 2010). Zudem zeichnet 

sich das adaptive Immunsystem durch die Ausbildung des sogenannten immunologischen 

Gedächtnisses aus (CHAPLIN, 2010). In Form von pathogen-spezifischen überdauernden 

Zellformen sorgt dieses bei einer erneuten Infektion des gleichen Erregers für eine schnellere 
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immunologische Reaktion und damit eine effektivere Immunabwehr (CHAPLIN, 2010; 

MARSHALL et al., 2018; MOND et al., 1972). Die Zellen der adaptiven Immunantwort 

entwickeln sich aus gemeinsamen lymphoiden Vorläuferzellen, die in den primären 

lymphatischen Organen zur reifen Zellform der sogenannten B- und T-Lymphozyten heranreifen 

(B- und T-Zellen) (BONILLA, OETTGEN, 2010). B-Zellen, reifen im Knochenmark (bone 

marrow), differenzieren nach Kontakt mit dem passenden Antigen zur sogenannten Plasmazelle 

und produzieren antigenspezifische Antikörper (HOFFMAN et al., 2016a; OLLILA, VIHINEN, 

2005). Diese bilden den humoralen Bestandteil der adaptiven Immunantwort. Sie aktivieren 

beispielsweise das Komplement-System, erleichtern die Pathogen-Phagozytose und verhindern 

die Infektion von Körperzellen (HOFFMAN et al., 2016a; OLLILA, VIHINEN, 2005). Im 

Gegensatz dazu reifen die sogenannten T-Zellen in der Thymus-Drüse heran und bilden die 

zelluläre Komponente des adaptiven Immunsystems (BONILLA, OETTGEN, 2010). 

 

2.4. T-Zellen als wichtiger Bestandteil der adaptiven Immunantwort 

 

T-Zellen spielen eine zentrale Rolle für die adaptive Immunantwort. Sie erfüllen dabei ein 

breites Spektrum unterschiedlicher Funktionen. Diese reichen von der umfangreichen 

Regulation anderer Immunzellen bis hin zur direkten Eliminierung infizierter oder entarteter 

Zellen (JANEWAY et al., 1975; MATTER, 1974; ZHU, 2018). Im inaktiven Zustand sind T-Zellen 

in den peripheren lymphatischen Organen, wie beispielsweise den Lymphknoten, lokalisiert. 

Zudem zirkulieren sie über Blut und Lymphe im Körper, um eine permanente immunologische 

Überwachung zu gewährleisten (HUNTER et al., 2016). Im Falle einer Infektion werden T-Zellen 

durch antigenpräsentierende Zellen aktiviert (antigen presenting cells, APCs) zu denen 

beispielsweise die dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) gehören (AUSTYN et al., 1983; 

BEVAN, 2004; SMITH-GARVIN et al., 2009) (Abbildung 2). Dabei spielen vor allem die 

Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit antigenpräsentierenden Major Histocompatibility 

Komplexen (MHC) sowie ein co-stimulatorisches Signal durch die Interaktion des CD28- 

Rezeptors mit B7-co-stimulatorischen Molekülen (CD80 bzw. CD86) auf der Oberfläche der 

APC eine entscheidende Rolle (SHARPE, ABBAS, 2006). Die Aktivierung der naiven T-Zelle 

durch die APC führt anschließend zur Proliferation und Differenzierung der Zelle, gefolgt von 

einer Migration zum infizierten Gewebe, wo die Effektor-Zelle schließlich ihre Funktion erfüllt 

(BONILLA, OETTGEN, 2010; POLLIZZI, POWELL, 2014). Im Anschluss an die Infektion 

bleiben einige Zellen als pathogen-spezifische Gedächtniszellen erhalten und bilden somit 

einen Teil des immunologischen Gedächtnisses (MARSHALL et al., 2018; MOND et al., 1972). 
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Abbildung 2: T-Zell-Aktivierung durch antigenpräsentierende Zellen. 

Im Falle einer Infektion werden Pathogene mithilfe von Erkennungsrezeptoren anhand von Pathogen-assoziierten 

molekularen Mustern (pathogen-associated molecular patterns/PAMPs) bzw. endogenen Molekülen von 

geschädigten Zellen erkannt und von antigenpräsentierenden Zellen (APCs), wie beispielsweise den dendritischen 

Zellen, aufgenommen. Diese wandern anschließend in die Lymphknoten und sorgen durch Rezeptor-Interaktionen 

für die Aktivierung von T-Zellen. Für die Aktivierung der T-Zelle spielen die Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptor und 

antigenpräsentierenden Major Histocompatibility Komplexen (MHC) sowie die Co-Stimulation des CD28-Rezeptors 

durch B7-Moleküle auf der Oberfläche der APC eine entscheidende Rolle. Die Aktivierung der naiven T-Zelle führt 

anschließend zur Proliferation und Differenzierung der Effektor-T-Zelle, die in das infizierte Gewebe einwandert und 

dort durch die Produktion von Zytokinen oder die direkte Eliminierung infizierter und entarteter Zellen entscheidend 

zur effektiven Immunabwehr beiträgt. 

(Quelle: Reproduced with permission from (DELVES, ROITT, 2000), Copyright Massachusetts Medical Society. The 

figure was modified/translated / die Abbildung wurde modifiziert/übersetzt) 

 

 

Grundlegend lassen sich T-Zellen funktionell mithilfe spezifischer Oberflächen-Glykoproteine 

unterschieden (GOLUBOVSKAYA, WU, 2016; MASOPUST et al., 2007; SHARPE, ABBAS, 

2006). CD8+ (Cluster of Differentiation 8 positive) Rezeptoren binden an Antigene, die aus dem 

endogenen Zellkompartiment stammen und über MHC-Moleküle der Klasse I an der 

Zelloberfläche aller nukleären Körperzellen präsentiert werden (HEWITT, 2003).  
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Dabei wirken CD8+ Effektor-T-Zellen hauptsächlich als zytotoxische Zellen, die virus-infizierte 

oder entartete Zellen über die Präsentation von nicht-körpereigenen Antigenen erkennen und 

anschließend eliminieren können (ROCK et al., 2016). CD4+ Rezeptoren hingegen binden an 

Antigene, die von phagozytierenden APCs aus dem extrazellulären Raum im Umfeld der 

Infektion aufgenommen und nach ihrer Prozessierung über Klasse II MHC-Moleküle auf deren 

Oberfläche präsentiert werden (ROCK et al., 2016). CD4+ Effektor-T-Zellen wirken funktionell 

vor allem als T-Helferzellen (TH-Zellen) (BIERER et al., 1988; GOLUBOVSKAYA, WU, 2016). 

Durch den Einfluss von Zytokinen im Umfeld der differenzierenden CD4+ T-Zelle können dabei 

verschiedene TH-Subpopulationen entstehen, die wiederum spezifische Zyto- und Chemokine 

sezernieren, um andere Immunzellen zur Infektion zu rekrutieren oder deren Aktivität zu 

regulieren (DONG, 2006; GOLUBOVSKAYA, WU, 2016; ZHU, PAUL, 2008). Eine stringente 

Regulation der T-Zell-Aktivität ist entscheidend für die effektive Funktionsweise des 

Immunsystems. Eine verstärkte Aktivität von T-Zellen steht beispielsweise im Zusammenhang 

mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, während bei Krebserkrankungen die T-Zell-

Aktivität häufig unter Einfluss der Krebszellen inhibiert wird (WANG et al., 2017; ZOU, 2005). 

Für die Regulation der T-Zell-Funktionalität spielen miRNAs eine herausragende Rolle 

(BAUMJOHANN, ANSEL, 2013; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018; SONKOLY et al., 2008). 

 

2.5. Bedeutung von miRNAs für die Funktion von T-Zellen 

 

Der Einfluss von miRNAs auf die T-Zell-Funktion konnte bereits in zahlreichen Studien belegt 

werden (BAUMJOHANN, ANSEL, 2013; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018; SONKOLY et al., 

2008). Anhand von Gen-Knockout-Experimenten konnte in diesem Zusammenhang gezeigt 

werden, dass bei einer Störung der miRNA-Biogenese die T-Zell-Aktivierung zu einer abnormen 

Zytokin-Produktion bis hin zum Absterben der Zelle führen kann (BAUMJOHANN, ANSEL, 

2013; CHONG et al., 2008; MULJO et al., 2005). Zudem konnten immunregulatorische 

Moleküle als Ziele der miRNA-basierten Regulation identifiziert werden (RODRIGUEZ-GALAN 

et al., 2018). So kann die Expression bestimmter miRNAs die T-Zell-Aktivität sowohl fördern als 

auch inhibieren (PODSHIVALOVA, SALOMON, 2013; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018). 

Zugleich sorgen feedback loops zwischen miRNAs und miRNA-Zielgenen für die Adaptivität der 

T-Zell-Signalwege (YANG et al., 2012). Prozesse wie die Proliferation, die Differenzierung und 

Funktionalität der Effektor-Zellen sowie die zelluläre Viabilität scheinen ebenso durch die 

miRNA-Expression beeinflusst zu werden (BAUMJOHANN, ANSEL, 2013). 
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Veränderte miRNA-Expressionsraten und eine damit verbundene veränderte T-Zell-Funktionen 

stehen nachweislich im Zusammenhang mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen und 

T-Zell-Lymphomen (KOPP et al., 2013; LORENZI et al., 2012). Darüber hinaus scheinen 

miRNAs involviert zu sein, wenn es bei der Pathogenese verschiedenster Krebsarten zu einer 

Ineffektivität der anti-Tumor Immunantwort kommt (DIENER et al., 2018; EICHMULLER et al., 

2017; LIU et al., 2013b). Auf Basis dessen könnten miRNAs künftig als Biomarker für T-Zell 

gekoppelte Erkrankungen oder als Instrument für die gezielten Manipulation der T-Zell-Funktion 

dienen und somit zum Bestandteil von immuntherapeutischen Ansätzen werden 

(COLAMATTEO et al., 2019; LONG et al., 2018). Dabei könnten mithilfe von miRNA mimics 

oder antimiRs gezielt immunfördernde oder immunhemmende Wirkungen erzielt werden (GIRI 

et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). 

 

2.6. Wissenschaftlicher Ausgangspunkt: MiRNA-Expression im Rahmen der T-Zell-

Aktivierung 

 

Wie bereits angesprochen sind T-Zellen im Rahmen der adaptiven Immunantwort von zentraler 

Bedeutung für die Abwehr von Infektionen und die Eliminierung geschädigter oder entarteter 

Körperzellen (JANEWAY et al., 1975; MATTER, 1974; ZHU, 2018). Für die Funktionsweise von 

T-Zellen scheint die koordinierte Expression von regulatorischen miRNAs eine entscheidende 

Rolle zu spielen (EICHMULLER et al., 2017; KOPP et al., 2013; LIU et al., 2013b; LORENZI et 

al., 2012). Gegenstand der aktuellen molekularbiologischen Forschung sind daher die 

Identifizierung und funktionellen Charakterisierung von miRNAs im Zusammenhang mit der T-

Zell-Aktivität (EICHMULLER et al., 2017; GIRI et al., 2019; JI et al., 2016). Aufgrund der 

Dynamik von miRNA-regulierten Prozessen, können insbesondere zeitaufgelöste Datenreihen 

wichtige Informationen liefern, die es ermöglichen Rückschlüsse über die kausalen 

Zusammenhängen zwischen der Expression von miRNAs, der Regulation von miRNA-

Zielgenen und dem folgenden Einfluss auf die Zellfunktion zu ziehen (BAR-JOSEPH et al., 

2012; JAYASWAL et al., 2009; O'BRIEN et al., 2018). 
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Anhand des aktuellen Wissensstandes geht die T-Zell-Aktivierung mit einer koordinierten 

Umstrukturierung der miRNA-Expression einher (BRONEVETSKY et al., 2013; SANDBERG et 

al., 2008). Dazu bilden bisherige Zeitverlaufsanalysen vor allem die Abläufe zwischen einem 

und mehreren Tagen nach der T-Zell-Stimulation ab (RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018). 

Untersuchungen, welche die ersten 24 h der Aktivierungsphase beinhalten, sind aktuell 

allerdings auf die Analyse weniger Zeitpunkte limitiert (BRONEVETSKY et al., 2013). In diesem 

Zeitraum finden jedoch zahlreiche funktionelle Veränderungen statt, die mit dem Übergang vom 

Ruhezustand in die Zellteilungsphase einhergehen (HESS et al., 2004; JELLEY-GIBBS et al., 

2000; LONDON et al., 2000). 

Zudem basieren viele der bisherigen Erkenntnisse zum T-Zell-Aktivierungsprozess auf 

Untersuchungen an Mäusen (RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018). Mäuse weisen im Vergleich 

zum Menschen allerdings zahlreiche Unterschiede in der Strukturierung von T-Zell-Signalwegen 

auf (MESTAS, HUGHES, 2004; PODSHIVALOVA, SALOMON, 2013; SEOK et al., 2013). 

Daher können entsprechende Ergebnisse zur miRNA-Expression nur eingeschränkt auf den 

Menschen übertragen werden. 

Somit könnten zeitaufgelöste Daten über den initialen 24 h Zeitraum der menschlichen T-Zell-

Aktivierung wichtige neue Informationen über die Dynamik, die regulatorische Bedeutung und 

die Wirkung der miRNA-Expression liefern und somit künftig auch zu einem besseren 

Verständnis von T-Zell assoziierten Erkrankungen beitragen (FERNANDES, 2017; 

RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). Zudem könnten miRNAs für mögliche Interventionen in der 

initialen Phase der T-Zell-Aktivierung bestimmt werden, um damit die Entwicklung innovativer 

Immuntherapeutika voranzutreiben (GIRI et al., 2019; JI et al., 2016). 
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2.7. Zielsetzung 

 

Die initiale 24-Stunden-Phase der T-Zell-Aktivierung ist von umfangreichen transkriptionellen 

Veränderung und der Umstrukturierung zellulärer Signalprozesse geprägt (HESS et al., 2004; 

ULLMAN et al., 1990). Eine Schlüsselrolle bei der Steuerung dieser Prozesse spielen miRNAs 

(EICHMULLER et al., 2017; KOPP et al., 2013; LIU et al., 2013b; LORENZI et al., 2012). Die 

Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der detaillierten Erfassung, Quantifizierung und 

funktionellen Charakterisierung von miRNA-Expressionsveränderungen im Zusammenhang mit 

den ersten 24 h der humanen T-Zell-Aktivierung. Dabei ließen sich folgende Teilziele definieren: 

 

1) Es sollten zeitaufgelöste Datensätze zur miRNA- und mRNA-Expression für die ersten 24 h 

der T-Zell-Aktivierung erstellt werden. Die Untersuchungen sollten an CD4+ T-Zellen von zwei 

gesunden Spendern mit gleichem Geschlecht und vergleichbarem Alter durchgeführt werden. 

Nach in vitro Aktivierung, sollten Zeitverlaufsproben in Intervallen von 2 h gesammelt und die 

zeitaufgelösten RNA-Expressionsprofile durch Hochdurchsatz-Analysen mithilfe des Microarray-

Verfahrens ermittelt werden. Dabei sollte für jeden Spender und für jeden Zeitpunkt die RNA 

aus drei separat aktivierten Zellproben analysiert werden. 

 

2) Anhand von Expressionsveränderungen sollten zentrale miRNAs im Zusammenhang mit 

dem T-Zell-Aktivierungsprozess identifiziert werden. Für exemplarische miRNAs sollten die 

zugehörigen Expressionsmuster auf Grundlage von weiteren Spendern und mit einer 

unabhängigen Nachweismethodik (Taqman-Assays) validiert werden. Die Expressionsdynamik 

der identifizierten miRNAs sollte mittels Cluster-Analyse durch die Gruppierung von 

vergleichbaren miRNA-Zeitverlaufsmustern aufgeschlüsselt werden. 

 

3) Die regulatorische Funktion ausgewählter miRNAs sollte im Zusammenhang mit dem T-Zell-

Aktivierungsprozess untersucht werden. MiRNA-Zielgen-Beziehungen sollten dabei unter 

Einbezug der mRNA-Zeitverlaufsdaten und mithilfe von dualen Luciferase-Assays 

nachgewiesen sowie funktionell interagierende miRNA-Paare auf Grundlage von gemeinsamen 

Zielgenen identifiziert werden. 

 

4) Um eine quantitative Auswertung der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten vor dem 

zellphysiologischen Hintergrund des T-Zell-Aktivierungsprozesses zu ermöglichen, sollte eine 

neue Methodik zur Eichung des verwendeten Microarray-Analysesystems etabliert werden. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Übersicht verwendeter Materialien 

Die Verwendung weiterer Materialen ist im Methodenteil an entsprechender Stelle beschrieben. 

 

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien 

 

Bezeichnung Hersteller Firmensitz 

   
2-Propanol (ROTISOLV ≥99,95 %) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Agar (Bacto™) Becton Dickinson and 

Company (BD) 

Franklin Lakes, New Jersey, 

Vereinigte Staaten 

Ampicillin Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Desoxyribonukleotide (dNTPs; dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP; Als Arbeitslösung 

zu je 10 mM) 

F. Hoffmann-La Roche AG Basel, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Doppelt deionisiertes Wasser (ddH2O) Hauseigene Anlage (siehe 

unter 3.1.7. Laborgeräte) 

 

Ethanol (99.8+ % Fisher Chemical) Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, 

Vereinigte Staaten 

Ethidiumbromid-Lösung (1 %; 

10 mg/ml) 

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Ethylendiamintetraazetat (EDTA) Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, Vereinigte 

Staaten 

Gel Loading Dye Purple (6x) (für 

Agarose-Gel) 

New England BioLabs GmbH Frankfurt am Main, 

Deutschland 

Glucose Merck KGaA Darmstadt, Deutschland 

Hefe Extrakt (Bacto™) Becton Dickinson and 

Company (BD) 

Franklin Lakes, New Jersey, 

Vereinigte Staaten 

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Nuklease freies Wasser (Invitrogen) Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, 

Vereinigte Staaten 

Trichlormethan (Chloroform) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Tris(-hydroxymethyl-Aminomethan) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 
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Bezeichnung Hersteller Firmensitz 

   
Trypton (Bacto™) Becton Dickinson and 

Company (BD) 

Franklin Lakes, New Jersey, 

Vereinigte Staaten 

UltraPure Agarose (Invitrogen™) Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, 

Vereinigte Staaten 

 

3.1.2. Puffer- und Lösungsrezeptur 

 

Bezeichnung Komponenten Mengenangabe 

   
Ethidiumbromid-Lösung Ethidiumbromid 10 mg/ml mit ddH2O 

50x TAE-Puffer pH 8,8 (Arbeitslösung: 

1:50 v/v in ddH2O) 

Essigsäure 1 M 

EDTA 50 mM 

Tris-Base 2 M 

LB (Lysogeny Broth)-Medium 

(Bakterielle Zellkultur) 

Trypton 10 g 

Hefe-Extrakt 5 g 

Agar (Nur bei Kulturplatten) (15 g) 

NaCl 10 g 

ddH2O ad 1.000 ml 
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3.1.3. DNA-Größenstandard 

 

Als DNA-Größenstandard bei der Agarosegelelektrophorese wurde die „Quick-Load® Purple 

1 kb Plus DNA Ladder“ der Firma New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main, 

Deutschland) verwendet (Abbildung 3). Die enthaltenen Referenz-Fragmente repräsentieren 

dabei folgende Basenpaar(bp)-Längen: 10.002, 8.001, 6.001, 5.001, 4.001, 3.001, 2.017, 1.517, 

1.200, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300, 200 und 100 bp. 

 

 

 

 

Abbildung 3: DNA-Framentgrößen der Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder. 

Dargestellt nach der elektrophoretischen Auftrennung und Ethidiumbromid-Färbung in einem 1 %-igen Agarosegel. 

(Quelle: Hersteller-Abbildung, New England BioLabs GmbH) 

 

 

3.1.4. Oligonukleotid-Primer 

 

Für die Synthese des kodierenden (Forward; For) und des nicht-kodierenden (Reverse; Rev) 

Stranges der jeweiligen Matrize wurden im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion spezifische 

Oligonukleotid-Primer verwendet. 

Die Sequenzen der verwendeten Klonierungs-Primer zur Amplifikation von 3’UTR-Sequenzen 

vorhergesagter miRNA-Zielgene sind nachfolgend in Tabelle 1 zusammengefasst. Um im 

Rahmen der Klonierung die gerichtete Insertion der amplifizierten Sequenzen in den Zielvektor 

zu ermöglichen (DELIDOW, 1997) , wurden zusätzlich Restriktionsschnittstellen der Enzyme 

SpeI und SacI oder SacI und NgoMIV an die Sequenz-Enden der Primer angefügt. 
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Tabelle 1: Übersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer zur Amplifikation von 3’UTR-Sequenzen 

vorhergesagter miRNA-Zielgene. 

Die dargestellten Primer wurden im Rahmen der Klonierung von 3’UTR-Reporterkonstrukten verwendet. Dabei 

wurden mithilfe der Primer-Sequenzen Restriktionsschnittstellen der Enzyme SpeI (Forward-, For-Primer) und SacI 

(Reverse-, Rev-Primer) an die Randbereiche der amplifizierten 3’UTR-Sequenzen angefügt. Wegen der Größe der 

Sequenz und dem Vorhandensein mehrerer vorhergesagter miRNA-Bindestellen wurden zwei Teil-Konstrukte 

(KDM5B_1 & KDM5B_2) der KDM5B-3’UTR erstellt. Aufgrund einer SpeI-Schnittstelle innerhalb der zu klonierenden 

Sequenz wurden im Falle der IL1RAP-3’UTR SacI- (For) und NgoMIV-Schnittstellen (Rev) an die Primer-Sequenzen 

angefügt. 

 

Mögliches 

miRNA 

Zielgen 

Klonierungs-Primer (For) 

(mit Restriktionsschnittstelle) 

(5‘→3‘) 

Klonierungs-Primer (Rev) 

(mit Restriktionsschnittstelle) 

(5‘→3‘) 

ADD3 GACTAGTTTTAATTAGCTCTGCCCTC GAGCTCGGGACATGTTTCCAACAAATC 

CYP2U1 GACTAGTGCTTAAAGGTGATAAATCAGTG CGAGCTCCAAGAACAGACTTCTTCTC 

DDX17 GACTAGTGTATTCATTCACAATGCAG CGAGCTCCTAAGAATAGTAACATAGC 

EZH1 GACTAGTCTTAGCCAGAGAGGGAGAAC CGAGCTCGTAAGAGGCAGCTGGGTCAG 

HERC3 GACTAGTGAATGTGTTGCACTCTGCTG CGAGCTCGAGGAAGGTTGAGCATGTC 

IFT80 GACTAGTGCTGTGTATTTAGTGTAAAAG CGAGCTCCATACATAATCCCATATCTATG 

IL1RAP CGAGCTCCTTAGTGGCCTTGAGAGTTGC GGCCGGCCTATTCCCTGTTTGCCTAAAG 

JMY GACTAGTCATTCAAGATTGGTTCTGATTC CGAGCTCCTGCATCCCTATGATTGAATC 

KDM5B_1 GACTAGTCTTAATGTAATTCAGGACTCC CGAGCTCCATCAGTGACACTAGAAAC 

KDM5B_2 GACTAGTGTGTTAGCTGTGAAGCTGG CGAGCTCGTATGTAGTTAGTCTGATAATG 

LAT2 GACTAGTCTGCCTTCCAAGGACCATTTC CGAGCTCGGCAACATTTCTGACTCAAGG 

LEMD3 GACTAGTGTAGTCCCATAATTTCTTGTG CGAGCTCGGCACAAAGCAACAGTCAATC 

LDLRAP1 GACTAGTCTTAGAGACTAAGGGGCAGC CGAGCTCCAGAGCAGGGGCAAGGAAG 

RASA3 GACTAGTCATAGACAAGTGGCGCTGG GAGCTCCTGGAGAAGCTGGAGCCC 

RXRA GACTAGTGCAAGTACATAAGGACCCTC CGAGCTCCGCTCATATTTTGTTTCTCCTCTC 

S100B GACTAGTGTAACAGAGACGGTCATGC CGAGCTCGACTTGAATCGCATGGGTC 

SH3BP4 GACTAGTCAGCTCATTCTTTCTGAG GAGCTCGAATTGTGTGTCCTGGTTC 

SORL1 GACTAGTGACAAGTAATTCCTGGGG CGAGCTCCATAACAAGAGTCTTTAAATGAG 

STARD8 GACTAGTGAGAAGAGAATCGCATGAGTAG CGAGCTCTAAAGTGCATCTCTGGTAATGCT 

TADA2B GACTAGTCGTCTGACCAGTTGGCTGG CGAGCTCCCAAACTAGGATCCTGGC 

TAF7 GACTAGTGAACTGATATTTAATTTCAG CGAGCTCCAGATGCTTTTATTTATTG 
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Um bei der Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion transformierte Bakterien auf das Vorhandensein 

der Plasmid-DNA und die erwartete Größe des klonierten 3’UTR-Inserts zu testen, wurden 

Oligonukleotid-Primer zur Amplifikation der Polylinker-Region des pMIR-RNL-TK-

Reporterplasmides (Tabelle 2) verwendet. 

Zur gezielten Veränderung von vorhergesagten miRNA-Bindestellen in den 3’UTR-Sequenzen 

potenzieller Zielgene wurden die gewünschten Sequenzveränderungen mithilfe von 

Mutagenese-Primern in die Zielsequenzen eingefügt (Tabelle 3). 

 

Tabelle 2: Übersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer zur Amplifikation der Polylinker-Region des 

pMIR-RNL-TK-Reporterplasmids (pMIR-Primer). 

 

pMIR-Primer (For) 

(5‘→3‘) 

pMIR-Primer (Rev) 

(5‘→3‘) 

GAAGTACCGAAAGGTCTTACCG CCAAGCTAGCGGCCGCATACAA 

 

 

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotid-Primer zur Mutagenese vorhergesagter Bindestellen in den 3’UTR-

Sequenzen potenzieller miRNA-Zielgene. 

Vorhergesagte miRNA-Bindestellen wurden in entsprechender Anzahl durch Schnittstellen des Restriktionsenzyms 

NruI (Unterstrichen) mit zusätzlich angefügten Basenpaaren ersetzt. Da bei der STARD8-3’UTR die vorhergesagte 

Bindestelle im Randbereichen der klonierten Sequenzen lag, wurde der Mutagenese-Primer an die Sequenz des 

ursprünglichen Klonierungs-Primers angefügt und die mutierte Gesamt-Sequenz durch Kombination mit dem 

Klonierungs-Primer (For) in einer einzelnen PCR erstellt. 

 

Zielgen-

3'UTR 

Mutagenese-Primer (For) 

(5'→3') 

Mutagenese-Primer (Rev) 

(5'→3') 

ADD3 

CCATTGTTTCAGTGGCACGTGA

CAGAATGCTTTAAAAACTTCTA

AGACAAGAATCTATTCGCGAGG

TATACACTGGCAC 

GTGCCAGTGTATACCTCGCGAA

TAGATTCTTGTCTTAGAAGTTT

TTAAAGCATTCTGTCACGTGCC

ACTGAAACAATGG 

LAT2 
GTGTTGTCTCCTAGAATCGCGA

GCATGTAGTTTATTTC 

GAAATAAACTACATGCTCGCGA

TTCTAGGAGACAACAC 

S100B 
CAAAGCCTTATCCTCGCGAGTT

TGAAAACACTGCTG 

CAGCAGTGTTTTCAAACTCGCG

AGGATAAGGCTTTG 

STARD8 

(Nicht benötigt, wegen 

Randbereichslage der zu 

mutierenden Bindestelle) 

CGAGCTCTAAAGTGCATCTCTG

GCTCGCGATTATTGATTTGAGG

G 
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma 

Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) oder der metabion GmbH (Planegg/Steinkirchen, 

Deutschland) synthetisiert. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden nach Herstellerangaben 

(Synthese-Report) zu einer Konzentration von 100 pmol/µl in Nuklease-freiem Wasser gelöst 

und für den Einsatz in der Polymerase-Kettenreaktion zu Arbeitslösungen von 25 μM 

(=25 pmol/µl) verdünnt. 

 

 

3.1.5. Synthetische miRNA-Oligonukleotide 

 

Zur Erstellung von Eichkurven im Rahmen der quantitativen miRNA-Analysen wurden 

synthetische miRNA-Oligonukleotide verwendet. Diese wurden auf Grundlage der reifen 

miRNA-Sequenzen (MiRNA-Datenbank; miRBase, release 22) designt (KOZOMARA et al., 

2019) und sind in Tabelle 4 zusammengefasst. 

 

 

Tabelle 4: Sequenzen der verwendeten miRNA-Oligonukleotide. 

Die dargestellten Oligonukleotide wurden auf Grundlage der reifen miRNA-Sequenzen (Humane (Homo sapiens) 

miRNAs; hsa-miRs) erstellt (KOZOMARA et al., 2019) und verwendet, um Eichkurven für die quantitative Analyse der 

miRNA-Expression mittels Microarray und Taqman-Analysen zu erstellen. 

 

miRNA 

Oligonukleotid-Sequenz 

(5’→3’) 

hsa-miR-15a-5p UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG 

hsa-miR-17-5p CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG 

hsa-miR-30c-5p UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC 

hsa-miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG 

hsa-miR-155-5p UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUU 

hsa-miR-182-5p UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU 

hsa-miR-221-3p AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC 

hsa-miR-223-3p UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA 
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Die Oligonukleotide wurden als einzelsträngige RNAs von der Firma Eurofins Genomics 

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die qualitative Analyse fand mittels 

massenspektrometrischer Analyse (MALDI-TOF) durch die Herstellerfirma statt. Die 

resultierenden Spektren wurden mir mit Angabe des Molekulargewichtes des zugehörigen 

Oligonukelotides als zusammenfassende Bilddateien von der Herstellerfirma übermittelt. Die 

Oligonukleotide wurden in lyophilisierter Form geliefert und nach Herstellerangaben (Synthese-

Report) zu einer Konzentration von 100 pmol/µl in RNase-freiem Wasser gelöst. Anschließend 

wurden Verdünnungsreihen in RNase-freiem Wasser hergestellt, um die synthetischen miRNAs 

zu verschiedenen Mengen auf die Eichreaktionen der Microarray- und Taqman-Analysen zu 

verteilen. 

 

 

3.1.6. Plasmidvektoren 

 

3.1.6.1. pSG5, pSG5-miR-155 und pSG5-miR-21 Expressionsplasmide 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden der leere pSG5-Plasmidvektor und pSG5 basierte 

Expressionsplasmide der miR-155 und der miR-21 verwendet. 

Bei dem pSG5-Plasmidvektor (Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, Vereinigte 

Staaten, Abbildung 4) handelt es sich um ein Expressionsplasmid des high-copy Typus. Es 

kann somit verwendet werden, um eine hohe Expression des gewünschten Gen-Inserts in 

eukaryontischen Zellen zu erzeugen. Diese wird über einen SV40 Promotor (P SV40) und das 

zugehörige SV40-Polyadenylierungssignal (SV40 pA) gesteuert. Insert-Sequenzen können über 

Schnittstellen der Restriktionsenzyme EcoRI, BamHI und BglII in den Plasmidvektor ligiert 

werden. Ein bakterieller Replikationsursprung (pUC ori) und ein Ampicillin-Resistenzgen 

ermöglichen eine Amplifikation im bakteriellen System und die Selektion transformierter 

Bakterien in entsprechender Antibiotika-Umgebung. 
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Abbildung 4: Vektorkarte des pSG5-Expressionsplasmids. 

(Quelle: Hersteller-Abbildung der Firma Agilent Technologies) 

 

 

Das pSG5-miR-155 und das pSG5-miR-21-Effektorplasmid wurden im Vorfeld der Arbeit am 

Institut für Virologie (Universitätsklinikum des Saarlandes, Standort Homburg) kloniert und 

wurden mir freundlicherweise von Herrn Prof. em. Dr. rer. nat. Friedrich Grässer zur Verfügung 

gestellt. Sie enthalten die Sequenz der jeweiligen pre-miRNA sowie Bereiche der umliegenden 

Sequenz, um eine korrekte miRNA-Prozessierung zu ermöglichen (miR-21-Sequenzbereich 

(GRCh38/hg38): Chr17:59841146-59841444; miR-155-Sequenzbereich (GRCh38/hg38): 

Chr(Chromosom)21:25573903-25574133). Die Überexpression der reifen miRNAs (hsa-miR-

21-5p und hsa-miR-155-5p) wurde im Rahmen dieser Arbeit im Vergleich zu einer 

Negativkontrolle des leeren pSG5-Plasmides mittels miRNA-spezifischer Taqman RT-qPCR 

verifiziert (vergleiche Anhang, Abbildung A 1). 
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3.1.6.2. pMIR-RNL-TK-Reporterplasmide 

 

Für die Testung im Rahmen der dualen Luciferase-Reportergen-Assays wurden 3’UTR-

Sequenzen potenzieller miRNA-Zielgene in das Reporterplasmid pMIR-RNL-TK kloniert. Dieses 

wurde auf Grundlage des pMIR-REPORT Luciferase Vektors (Ambion, Austin, Texas, 

Vereinigte Staaten) generiert. Die Polylinkerregion des pMIR-REPORT-Vektors liegt im 3’-

Sequenzbereich eines Firefly Luciferase Gens, welches durch die Kontrolle eines 

Promotorsystems des humanen Cytomegalievirus (CMV) konstitutiv in eukaryontischen Zellen 

exprimiert wird. Das resultierende mRNA-Transkript wird somit post-transkriptionell über die 

inserierte 3‘UTR-Sequenz reguliert (BEITZINGER et al., 2007). Bei einer Überexpression der 

miRNA liefert die Menge der translatierten Firefly-Luciferase Informationen zur Bindung der 

miRNA an die zu testende 3’UTR und damit über die Regulation des entsprechenden 

Zielgenes. Das Proteinprodukt des Firefly-Luciferase-Reportergens wird dazu indirekt in einer 

Lichtreaktion nachgewiesen (DYER et al., 2000; GREER, SZALAY, 2002; STABLES et al., 

1999). Bei pMIR-RNL-TK (Abbildung 5) wurde zusätzlich das Gen der Renilla-Luciferase unter 

der Kontrolle eines konstitutiv aktiven SV40-Promotors in das Plasmid eingefügt (BEITZINGER 

et al., 2007). Die Lichtreaktion der Renilla-Luciferase kann daher genutzt werden, um das 

Messergebnis der Firefly-Luciferase bezüglich der Transfektionseffizienz zu normieren 

(BEITZINGER et al., 2007; DYER et al., 2000; STABLES et al., 1999). Ein bakterieller 

Replikationsursprung (ori) und ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR) ermöglichen eine 

Amplifikation des pMIR-RNL-TK-Plasmids im bakteriellen System und die Selektion 

transformierter Bakterien in entsprechender Antibiotika-Umgebung. Das pMIR-RNL-TK-Plasmid 

wurde mir freundlicherweise von Herrn Prof. em. Dr. rer. nat. Friedrich Grässer zur Verfügung 

gestellt. 3’UTR-Sequenzen potenzieller miRNA-Zielgene wurden über Schnittstellen der 

Restriktionsenzyme SpeI und SacI oder SacI und NgoMIV in die Polylinkerregion des 

Reporterplasmids kloniert. 
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Abbildung 5: Vektorkarte des pMIR-RNL-TK-Reporterplasmids. 

Für die Testung im dualen Luciferase-Reportergen-Assay wurden 3’UTR-Sequenzen potenzieller miRNA-Zielgene 

über Schnittstellen der Restriktionsenzyme SpeI und SacI oder SacI und NgoMIV in die Polylinkerregion des 

Reporterplasmids pMIR-RNL-TK kloniert. Diese liegt im 3’UTR-Bereich der Firefly-Luciferase, so dass das 

resultierende Luciferase-Transkript unter Kontrolle der klonierten Sequenz gestellt wird. 

(Eigene Darstellung; die Abbildung wurde auf Grundlage der Vektorsequenz mit dem Programm SnapGene Viewer 

5.2.1 (GSL Biotech LLC) erstellt) 

 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten und verwendeten pMIR-RNL-TK-3’UTR-

Reporterkonstrukte sind in der folgenden Tabelle 5 aufgelistet. Die Wildtyp und mutierten 

Reporterkonstrukte der LAT2-, S100B- und TAF7-3’UTRs wurden im Rahmen einer von mir 

betreuten Bachelor-Arbeit durch Frau Sarah Pawusch am Institut für Humangenetik kloniert 

(Universität des Saarlandes, Standort Homburg). Das pMIR-ZFP36- und das pMIR-FOS-

Plasmid 3’UTR-Plasmid stammen aus anderen Projekte des Instituts für Humangenetik (HART 

et al., 2019; KERN et al., 2021) und wurden mir freundlicher Weise von Herrn Dr. rer. nat. 

Martin Hart (Institut für Humangenetik, Universität des Saarlandes, Standort Homburg) zur 

Verfügung gestellt. 
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Tabelle 5: Übersicht der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten pMIR-RNL-TK-3’UTR-Reporterkonstrukte. 

Wegen der Größe der Sequenz und dem Vorhandensein mehrerer vorhergesagter miRNA-Bindestellen wurden zwei 

Teil-Konstrukte der KDM5B 3’UTR erstellt. 

 

pMIR-RNL-TK-

3’UTR-Reporter-

konstrukt 

Größe der klonierten 

3’UTR-Sequenz 

(Inklusive Restriktionsschnittstellen) 

[nt] 

Lokalisierung 

der klonierten 3'UTR-Sequenz 

(Humanes Genom (GRCh38.p12)) 

pMIR-ADD3 909 Chr. 10: 110,133,828-110,134,737 

pMIR-CYP2U1 1005 Chr. 4: 107,952,202-107,953,207 

pMIR-DDX17 1033 Chr. 22: 38,483,505-38,484,538 

pMIR-EZH1 1017 Chr. 17: 42,700,879-42,701,896 

pMIR-FOS 419 Chr.14: 75,281,425-75,281,901 

pMIR-HERC3 998 Chr. 4: 88,707,228-88,708,226 

pMIR-IFT80 1105 Chr. 3: 160,257,309-160,258,414 

pMIR-IL1RAP 1169 Chr. 3: 190,649,694-190,650,862 

pMIR-JMY 875 Chr. 5: 79,321,621-79,322,496 

pMIR-KDM5B_1 673 Chr. 1: 202,728,344-202,729,017 

pMIR-KDM5B_2 1008 Chr. 1: 202,725,705-202,726,713 

pMIR-LAT2 805 Chr. 7:74,228,978-74,229,783 

pMIR-LEMD3 844 Chr. 12: 65,246,665-65,247,508 

pMIR-LDLRAP1 1085 Chr. 1: 25,567,547-25,568,632 

pMIR-RASA3 615 Chr. 13: 113,978,619-113,979,234 

pMIR-RXRA 700 Chr. 9: 134,439,864-134,440,564 

pMIR-S100B 629 Chr. 21: 46,598,714-46,599,343 

pMIR-SH3BP4 1056 Chr. 2: 235,054,371-235,055,427 

pMIR-SORL1 947 Chr. 11: 121,632,477-121,633,424 

pMIR-STARD8 1191 Chr. X: 68,724,657-68,725,848 

pMIR-TADA2B 976 Chr. 4: 7,056,120-7,057,096 

pMIR-TAF7 504 Chr. 5: 141,318,494-141,318,998 

pMIR-ZFP36 749 Chr. 19: 39,408,670-39,409,419 
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3.1.7. Laborgeräte 

 

Geräteart Bezeichnung Hersteller Firmensitz 

    
Zentrifugen SIGMA 2-16K mit 

Kühlung 

Sigma Laborzentrifugen 

GmbH 

Osterode am Harz, 

Deutschland 

Centrifuge 5425 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

UNIVERSAL 320R Andreas Hettich GmbH & Co. 

KG 

Tuttlingen, Deutschland 

Centrifuge 5810R Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Zellkultur Heraeus Laminair 

HB 2448 K 

Sterilbank/Sicher-

heitswerkbank 

Heraeus Holding GmbH Hanau, Deutschland 

New Brunswick 

Incubator CO2 

Galaxy 170S 

(Eukaryontische 

Zellkultur) 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Brutschrank Jouan 

EB53 (Bakterien-

Kultur) 

Jouan GmbH Unterhaching, 

Deutschland 

Schüttelinkubator 

HT Unitron 

(Bakterien-Kultur) 

Infors AG Bottmingen, Schweiz 

Laborschüttler Mischblock/Heiz-

block Bioer MB-102 

Thermocell 

Hangzhou Bioer Technology 

Co. Ltd 

Zhejiang, Hangzhou, 

China 

Laborschüttler 

Unimax 1010 

Heidolph Instruments Schwabach, Deutschland 

Reagenzglasschüttl

er Vortex-Genie 2T 

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Mikroskop Nikon Eclipse 

TS100 

Nikon Europe BV Amsterdam, Niederlande 

    



3. Material und Methoden 

28 

Geräteart Bezeichnung Hersteller Firmensitz 

    
Magnetrührer PHOENIX 

Instrument RSM-01 

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland 

Wasser- und 

Eisanlage 

Reinstwasseranlage 

ELGA PURELAB 

Chorus, PURELAB 

flex Dispenser 

ELGA LabWater/Veolia Water 

Technologies Deutschland 

GmbH 

Celle, Deutschland 

Flockeneisbereiter 

Flake-Line 

WESSAMAT 

Eismaschinenfabrik GmbH 

Kaiserslautern, 

Deutschland 

Wasserbäder Typ 1003 Gesellschaft für Labortechnik 

mbH 

Burgwedel, Deutschland 

B. Braun Biotech 

Thermomix BU 

B. Braun Mesungen AG Melsungen, Deutschland 

Netzgeräte EV231 

Electrophoresis 

Powersupply 

NeoLab Migge GmbH Heidelberg, Deutschland 

Standard Power 

Pack P25T 

Biometra GmbH Göttingen, Deutschland 

Elektrophorese

-Kammer 

Geltray UV-

transparent 

Renner GmbH Dannstadt, Deutschland 

 

  



3. Material und Methoden 

29 

3.1.8. Sonstige Materialien 

 

Bezeichnung Hersteller Firmensitz 

   
Bemis Curwood Parafilm M Labor-Verpackungsfolie Bemis Neenah, Wisconsin, 

Vereinigte Staaten 

epMotion Reservoir (10 ml; 30 ml) Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Research plus Pipetten (0,1-2,5 µl; 0,5-

10 µl; 2-20 µl; 20-200 µl; 100-1.000 µl) 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Eppendorf-Assay/Reader-Platten (96-well, weiß) Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Hybridization Gasket Slide Kit - 8 microarrays per 

slide format 

Agilent Technologies Santa Clara, Kalifornien, 

Vereinigte Staaten 

Kryogefäße Cryo.S (2 ml) Greiner Bio-One 

International GmbH 

Kremsmünster, Österreich 

Messröhrchen (Röhren, Rundboden, transparent, 

Polystyrol, 5 ml) 

Sarstedt AG & Co. 

KG 

Nümbrecht, Deutschland 

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate 

(mit Barcode, 0,1 ml) 

Thermo Fisher 

Scientific Inc. 

Waltham, Massachusetts, 

Vereinigte Staaten 

Mikrotiterplatten (6-well; 24-well) Greiner Bio-One 

International GmbH 

Kremsmünster, Österreich 

Mikrotiterplatten (96-well; RNase/Dnase frei) Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Pipetten (Steril; 5 ml; 10 ml; 25 ml) Greiner Bio-One 

International GmbH 

Kremsmünster, Österreich 

Pipettenspitzen eTIPS Motion (50 µl; 300 µl; 

1.000 µl) 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen Multiguard Barrier Tips (10 µl; 20 µl; 

200 µl; 1.000 µl) 

Sorenson 

Bioscience, Inc. 

Salt Lake City, Utah, 

Vereinigte Staaten 

Pipettierhilfe Accu-jet pro Brand Scientific 

GmbH 

Wertheim, Deutschland 

Reaktionsgefäße (15 ml; 50 ml) Greiner Bio-One 

International GmbH 

Kremsmünster, Österreich 

Reaktionsgefäße (flacher Deckel; 0,2 ml) VWR International, 

LLC 

Radnor, Pennsylvania, 

Vereinigte Staaten 
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Bezeichnung Hersteller Firmensitz 

   
Reaktionsgefäße (Safe-lock; 1,5 ml; 2,0 ml) Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

RNase-freie Reaktionsgefäße (1,5 ml; aus dem 

miRNeasy Micro Kit) 

Qiagen N.V. Hilden, Deutschland 

Zellkulturflaschen (25 cm2; 75 cm2) Greiner Bio-One 

International GmbH 

Kremsmünster, Österreich 

 

3.1.9. Software, in-silico Tools und Websites 

 

Die zugehörigen Entwickler und Websites der Software und Tools sind nachfolgend in  

Tabelle 6 aufgelistet. 

 

Zur Textverarbeitung wurde im Rahmen dieser Arbeit „Microsoft Office Word“ verwendet. Zur 

Verwaltung der Literatur-Referenzen wurde das Programm „EndNote X8“ genutzt. 

 

Die Abbildungen wurden unter Verwendung von „GraphPad Prism 7“, „PDF24 Creator“, 

„CorelDRAW 12.0“, „SnapGene Viewer 5.2.1“, „Microsoft Office Powerpoint“ sowie dem „PPT-

Illustration Toolkit“ erstellt und bearbeitet. 

 

Für die Kontrolle von Sequenzierungsergebnissen wurde das Programm „FinchTV“ Version 

1.5.0 genutzt. Für den Abgleich von DNA-Sequenzen wurde das „Basic Local Alignment Search 

Tool“ (BLAST) des „National Center for Biotechnology Information“ (NCBI) verwendet. 

 

Informationen zu mRNA-Sequenzen und 3’UTRs entstammen den Informationen des NCBI 

(NCBI Reference Sequences (RefSeq)). Für das Design von Oligonukleotid-Primern wurden die 

zugehörigen Schmelztemperaturen mit Hilfe des „Oligonucleotide Properties Calculators“ 

ermittelt und die Primer-Spezifität mittels in-silico PCR (BiSearch: Primer Design and Search 

Tool) überprüft. Zu amplifizierende 3’ UTR-Sequenzen wurden mit Hilfe des „Webcutter 2.0“ 

Tools auf das Vorhandensein von Schnittstellen der (im Rahmen der Klonierung verwendeten) 

Restriktionsenzyme überprüft. 

 

Informationen zu humanen miRNA-Sequenzen (Humane (Homo sapiens) miRNAs, hsa-miRs) 

entstammen den Informationen der miRNA-Datenbank (miRBase) (KOZOMARA et al., 2019). 
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Listensortierungen und einfachere Rechenoperationen wurden mithilfe von „Microsoft Office 

Excel“ vorgenommen. Statistische Auswertungen wurden mithilfe der „GraphPad Prism 7“ 

Software oder bei Unterstützung durch das Zentrum für Bioinformatik mit der 

Programmiersprache „R“ sowie integrierbarer R packages bzw. der Programmiersprache „C++“ 

durchgeführt (Vergleiche Methodenteil). Die bioinformatisch prozessierten Datensätze der 

Microarray-Hoch-Durchsatz-Analysen wurden auf der „Gene Expression Omnibus“-Plattform 

des NCBI, der Quelltext (Source Code) und die Auswertungen der miRNA-Cluster-Analysen bei 

dem Verwalterdienst „GitHub“ hinterlegt (vergleiche auch Methodenteil). 

 

Die Nutzung weiterer Websites und Tools ist im Methodenteil an entsprechender Stelle 

beschrieben. 

 

 

Tabelle 6: Entwickler und Websites der verwendeten Software und Tools. 

Software/Tool Entwickler bzw. zugehörige Website 

Agilent Scan Control (Microarray) Agilent Technologies 

Agilent Feature Extraction Software Agilent Technologies 

Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

Bioanalyzer 2100 Expert Software Agilent Technologies 

C++ (Programmiersprache) Bjarne Stroustrup, isocpp.org 

CorelDRAW 12.0 Corel Corporation 

DeVision G Vers. 2.0 Decon Science Tec GmbH 

EndNote X8 Clarivate Analytics 

FinchTV Version 1.5.0 PerkinElmer 

GeneTrail 2.0/3.0 genetrail.bioinf.uni-sb.de 

Gene Expression Omnibus(GEO) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ 

GitHub, Inc./Microsoft Corporation 

(Quelloffener Software-Verwalter 

Dienst) 

https://github.com/unisb-bioinf 

GraphPad Prism 7 Graphpad Software, Inc. 

Microsoft Office Excel, Powerpoint & 

Word 2007/2016 
Microsoft Office Home and Student; Microsoft Corporation 

miRBase release 21 und 22 http://www.mirbase.org/ 
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Software/Tool Entwickler bzw. zugehörige Website 

MicroRNA.org (MiRanda-Algorithmus) http://www.microrna.org 

miRTargetLink Human https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink/ 

miRWalk 2.0 
http://zmf.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/index.html 

National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ 

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties 

Calculator 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 

PDF24 Creator geek Software GmbH 

PPT-Illustration Toolkit Motifolio Inc. 

Primer Design and Search Tool  http://bisearch.enzim.hu/ 

R (Programmiersprache) R Core Team; www.R-project.org 

SnapGene Viewer 5.2.1 GSL Biotech LLC 

TargetScan Release 7.2 http://www.targetscan.org/vert_72/ 

Webcutter 2.0 http://heimanlab.com/cut2.html 

 

 

3.2. Experimente mit humanen T-Zellen 

 

3.2.1. Entnahme von Spenderblut und Erstellung des Hämatogrammes 

 

Für die Hoch-Durchsatz-Analyse von zeitaufgelösten RNA-Expressionsprofilen wurden 

Blutproben von zwei weiblichen Spendern vergleichbaren Alters entnommen (Alter der Spender 

1 und 2: 26 und 23 Jahre). Venöse Blutproben wurden in „S-Monovette®“-

Blutentnahmeröhrchen der Firma Sarstedt AG&Co. KG (Nümbrecht, Deutschland) gesammelt, 

welche zur Antikoagulation Lithium-Heparin enthielten. 

Das aktuelle Blutbild der Probanden 1 und 2 wurde zum Entnahmezeitpunkt bestimmt. Dazu 

wurden zusätzliche Aliquots venösen Blutes in Blutentnahmeröhrchen, die den 

Gerinnungshemmer Ethylendiamintetraazetat (EDTA) enthielten, gesammelt und das 

Hämatogramm automatisiert untersucht (Sysmex XN1000, Sysmex Deutschland GmbH, 

Norderstedt, Deutschland). 

Für die spätere Validierung der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsmuster (Taqman-Assays) 

wurde die Spendergruppe um vier zusätzliche Probanden, gleichen Geschlechts und 

vergleichbaren Alters, erweitert (Alter der Spender 1-6: 27, 24, 25 und 28 Jahre). 
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Die Entnahme der Blutproben wurde freundlicher Weise von Frau Laura Nickl (Institut für 

Humangenetik der Universität des Saarlandes, Standort Homburg) vorgenommen. 

Die Analysen des Blutbildes wurden von Herrn Dr. rer. nat. David Schub (Arbeitsgruppe Univ.-

Prof. Dr. rer. nat. Martina Sester; Abteilung für Transplantations- und Infektionsimmunologie, 

Universität des Saarlandes, Standort Homburg) koordiniert und durch das Zentrallabor der 

Universitätsklinik des Saarlandes (Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin; Leitung: Prof. 

Dr. med. Jürgen Geisel) durchgeführt. Die Analysedaten wurden mir freundlicher Weise zur 

Verfügung gestellt. 

 

Die Untersuchung von RNA-Expressionsprofilen auf Grundlage von Blutzellproben im Rahmen 

dieser Arbeit wurden durch die Ethikkommission der Universität des Saarlandes bewilligt 

(Antrags IDs: 213/08 und 121/18). Die Einwilligung der Probanden wurde nach erfolgter 

Aufklärung in schriftlicher Form festgehalten. 

 

3.2.2. Dichtegradientenzentrifugation zur Isolation von mononukleären Zellen des 

peripheren Blutes 

 

Im Anschluss an die Entnahme der Blutproben wurden die mononukleären Blut-Zellen 

(Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs) mittels Dichtegradientenzentrifugation separiert. 

Durch das Verfahren der Dichtegradientenzentrifugation können die Blutbestandteile anhand 

ihrer Verteilung entlang eines Dichtegradienten aufgetrennt werden (NOBLE, CUTTS, 1967). 

Dazu wird ein Dichtegradientenmedium mit hoher molekularer Dichte, welches in der Regel aus 

Saccharose-Polymeren besteht, vorgelegt und mit der Blutprobe überschichtet (DAINIAK et al., 

2007; KLEIVELAND, 2015; NOBLE, CUTTS, 1967). Mittels Zentrifugation werden im Folgenden 

die zellulären und nicht-zellulären Bestandteile des Blutes auf Basis unterschiedlicher 

Sedimentationsgeschwindigkeiten in verschiedene Zonen aufgetrennt, wobei die Dichte in 

Richtung des Gefäßbodens zunimmt (DAINIAK et al., 2007). Dabei bildet das Blutplasma die 

oberste Sedimentationsschicht. Darunter bilden die PBMCs und Thrombozyten eine zelluläre 

Zwischenschicht, gefolgt vom Dichtegradientenmedium. Granulozyten und Erythrozyten 

sedimentieren unterhalb des Dichtegradientenmediums (BROSSERON et al., 2012; 

KLEIVELAND, 2015; ROSADO et al., 2019). Nach dem Überführen der zellulären 

Zwischenschicht werden die Thrombozyten durch das Waschen mit phosphatgepufferter 

Salzlösung (PBS, Phosphate-buffered saline) entfernt, so dass die gereinigten PBMCs als 

Zellpellet verbleiben (KLEIVELAND, 2015). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde das „Lymphocyte Separating Medium, Pancoll human“ (Dichte 

(ρ): 1,077 g/ml) nach dem Herstellerprotokoll der Firma PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, 

Deutschland) verwendet. Nach dem finalen Waschschritt wurde das PBMC-Pellet in 10 ml PBS 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) 

resuspendiert. Die Gesamtzahl der lebensfähigen Zellen wurde anschließend anhand eines 

Probenaliquots und nach Färbung der toten Zellen mithilfe des Farbstoffs Trypanblau 

(Zellsuspension und 0,4%-ige Trypan-Blau-Lösung im Verhältnis eins zu eins gemischt; drei 

minütige Inkubation) in lichtmikroskopischer Zählung bestimmt (STROBER, 2001)). Da die 

PBMCs neben den Lymphozyten auch dendritische Zellen und Monozyten beinhalten 

(BROSSERON et al., 2012; KLEIVELAND, 2015; ROSADO et al., 2019), wurden die CD4+ T-

Zellen im Weiteren von den nicht benötigten Zellen der PBMC-Fraktion getrennt. 

Die Arbeiten zur Isolation der PBMCs wurden in Kooperation mit der Nachwuchsgruppe 

Virologie/Immunologie (Universität des Saarlandes, Standort Homburg; Zentrum für Human- 

und Molekularbiologie) unter Anleitung sowie mit experimenteller Unterstützung von Frau Tanja 

Tänzer und Frau PD Dr. rer. nat. Barbara Walch-Rückheim durchgeführt. Im Anschluss wurden 

die CD4+ T-Zellen im gleichen Labor angereichert. 

 

3.2.3. Negative Immunselektion von CD4+ T-Zellen 

 

Die CD4+ T-Zellen wurde mittels negativer Immunselektion aus dem Zellgemisch der PBMCs 

isoliert. 

Bei diesem Verfahren werden die nicht benötigten Zellen mithilfe zelltypspezifischer Antikörper 

und kovalent gekoppelten magnetischen Kügelchen (Beads) markiert, um diese bei der 

folgenden Magnettrennung innerhalb eines Magnetfeldes zurückgehalten. Die Zielzellen werden 

hingegen nicht immuno-magnetisch markiert und können somit unbeeinflusst von Antikörper-

Interaktionen und von der Magnetwirkung als Durchfluss gesammelt werden (DAINIAK et al., 

2007). Bei der negativen Selektion kann eine vorzeitige Aktivierung der Zielzellen, welche 

beispielsweise durch die Antikörper gekoppelte Induktion von zellulären Signalwegen ausgelöst 

werden kann, vermieden werden (DAINIAK et al., 2007). 
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Zur Anreicherung der CD4+ T-Zellen wurde das „Human CD4+ T cell Isolation Kit“ der Firma 

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. Die 

isolierten CD4+ T-Zellen wurden nach Trypanblau-Färbung gezählt (wie zuvor beschrieben), 

pelletiert und zu einer Konzentration von 3,5 × 105 Zellen 100 µl⁄  in „Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI) 1640“ Medium (Gibco RPMI 1640, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten) resuspendiert, das mit 10 % v/v hitzeinaktiviertem fetalem 

Kälberserum (FBS (Fetal bovine serum) superior, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) und 

1 % v/v Penicillin-Streptomycin (Gibco Penicillin-Streptomycin 100 U/ml; Thermo Fisher 

Scientific) versetzt war. 

Die Arbeiten zur Isolation der CD4+ T-Zellen wurden in Kooperation mit der Nachwuchsgruppe 

Virologie/Immunologie (Zentrum für Human- und Molekularbiologie; Universität des Saarlandes, 

Standort Homburg) unter Anleitung sowie mit experimenteller Unterstützung von Frau Tanja 

Tänzer und Frau PD Dr. rer. nat. Barbara Walch-Rückheim durchgeführt. Nach der 

Anreicherung wurden mir die CD4+ T-Zellen zur weiteren Bearbeitung freundlicher Weise zur 

Verfügung gestellt. 

Zellen, deren RNA erst zu einem späteren Zeitpunkt isoliert werden sollte, wurden direkt im 

Anschluss an die Isolation in vitalem Zustand kryokonserviert und innerhalb von 13 Monaten 

weiterverwendet (Kryomedium aus: 60 % RPMI 1640 Medium, 30 % FBS, 10 % DMSO 

(Dimethylsulfoxid); Lagerung der Kryogefäße in flüssigem Stickstoff). 

 

3.2.4. Bestimmung des Reinheitsgrades von isolierten CD4+ T-Zellen 

 

Der Reinheitsgrad der isolierten Zellen, welche für die Hoch-Durchsatz-Analysen von 

zeitaufgelösten RNA-Expressionsprofilen verwendet werden sollten (Spender 1 und 2), wurde 

durch den Nachweis der Expression des CD4-Oberflächenrezeptor überprüft. 

Dazu wurde ein Aliquot von 100.000 Zellen mithilfe eines Allophycocyanin (APC) gekoppelten, 

CD4-spezifischen Antikörpers (αCD4-APC, Cat#561840, BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland) gefärbt. Der Anteil der fluoreszierenden Zellen wurde mittels Laserdetektion im 

Durchflusszytometer (FACS Canto II; Becton, Dickinson (BD) and Company; Franklin Lakes, 

New Jersey, Vereinigte Staaten) bestimmt. 

Die zelluläre Färbung und die durchflusszytometrische Analyse der Fluoreszenz wurden in 

Kooperation mit der Nachwuchsgruppe Virologie/Immunologie (Zentrum für Human- und 

Molekularbiologie; Universität des Saarlandes, Standort Homburg) von Frau PD Dr. rer. nat. 

Barbara Walch-Rückheim durchgeführt. Die ausgewerteten Ergebnisse wurden mir freundlicher 

Weise zur Verfügung gestellt. 
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3.2.5. In vitro Aktivierung von T-Zellen und Sammeln von Zeitverlaufsproben 

 

Zum Sammeln der Zeitverlaufsproben wurden die T-Zellen in vitro aktiviert. 3,5×105 der frisch 

isolierten CD4+ T-Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 100 µl/Kavität in eine 

Mikrotiterplatte (mit insgesamt 96-Kavitäten/96 wells) ausgesät. Zur Induktion der T-Zell-

Aktivierung wurden Antikörper gekoppelte Beads zur Stimulation der CD3-, CD28 und CD2-

Oberflächenrezeptoren zugegeben (αCD2/αCD3/αCD28 MACSiBead™ particles“ (T cell 

activation/expansion kit, human; nach Herstellerangaben der Firma Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch Gladbach, Deutschland). Nach Zugabe der Beads wurden die Zellen im Brutschrank 

bei 37°C und bei fünfprozentigem CO2-Gehalt inkubiert. 

 

Die Entnahme der Zeitverlaufsproben für die folgenden Microarray-Analysen fand in Intervallen 

von 2 h und über einen Zeitraum von 0-24 h statt. Für jeden Analysezeitpunkt wurden drei 

Proben (gesamte Zellsuspension) aus separaten Kavitäten der Mikrotiterplatte entnommen. 

Insgesamt wurden somit pro Spender 39 Zell-Proben gesammelt. 

 

Die Entnahme der Zeitverlaufsproben für die Validierungsexperimente fand zu den Zeitpunkten 

von 0 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h und 24 h statt. Zusätzlich wurde für jeden der Spender 3-6 eine 

inaktive Zellprobe (ohne Hinzufügen der αCD2/αCD3/αCD28-gekoppelten Beads) über 24 h 

mitgeführt. Insgesamt wurden somit pro Spender 7 Zell-Proben gesammelt. 

 

Zur Entnahme wurden die Zellen in RNase-freie Reaktionsgefäße überführt, für 10 Minuten bei 

1600 rpm pelletiert und sofort mithilfe von je 700 µl „QIAzol® Lysis Reagent“ (aus dem 

miRNeasy Micro Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland; vergleiche Kapitel 3.6.1. 

Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion von zellulärer RNA) lysiert. Anschließend 

wurden die lysierten Zellen bis zur Isolation der RNA bei -70 °C gelagert. 

 

Die Beads wurden in Kooperation mit der Nachwuchsgruppe Virologie/Immunologie 

(Arbeitsgruppe PD Dr. rer. nat. Barbara Walch-Rückheim, Zentrum für Human- und 

Molekularbiologie, Universität des Saarlandes, Standort Homburg) von Frau Tanja Tänzer nach 

Herstelleranleitung mit den Antikörpern beladen. Die gebrauchsfertigen Beads wurden mir 

freundlicher Weise zur Verfügung gestellt. 

Die Entnahme der Zeitverlaufsproben wurde in gemeinsamer Zusammenarbeit mit Herrn Dr. 

rer. nat. Martin Hart (Institut für Humangenetik, Universität des Saarlandes, Homburg) 

durchgeführt. 
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3.3. Experimente mit humanen Zelllinien 

 

3.3.1. Kultivierung humaner Zelllinien 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden für die dualen Luciferase-Assays adhärente Zellen der 

humanen, embryonalen 293T Nieren-Zelllinie (Human Embryonic Kidney 293T, HEK293T) 

verwendet. Durch die Expression eines Simian-Virus 40 (SV40) T-Antigens kann diese viral 

immortalisierte Zelllinie Vektoren mit einem SV40-Replikationsursprung, wie das pMIR-RNL-TK-

Plasmid, eigenständig replizieren (GRAHAM et al., 1977; RIO et al., 1985; STEPANENKO, 

DMITRENKO, 2015). 

Zudem wurde die humane T-Lymphozyten-Zelllinie, Jurkat, verwendet, um RNA-Proben für die 

Erstellung einer cDNA-Bank mit T-zellulärem Hintergrund zu gewinnen. Diese Suspensions-

Zelllinie wurde ursprünglich aus Blutproben eines an akuter lymphatischer Leukämie erkrankten 

Spenders isoliert (SCHNEIDER et al., 1977). 

Die HEK293T- (ACC635) und die Jurkat-Zelllinien (ACC282) wurden mit Verifikation des 

genetischen Hintergrundes (Spezies-PCRs und Analyse charakteristischer repetitiver DNA-

Sequenzen (Mikro- und Minisatelliten)) von der „Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen“ (DSMZ; Leibniz-Institut; Braunschweig, Deutschland) bezogen. 

Die humanen Zelllinien wurden in 20 ml Kulturmedium, in 25 cm2 oder 75 cm2-Kulturflaschen, 

bei 37 °C und unter 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Die HEK293T-Zellen wurden dabei in 

„Dulbecco’s modified Eagle’s Medium“ (Gibco DMEM, high glucose, pyruvate) und die Jurkat-

Zellen in RPMI 1640 Medium (Gibco RPMI 1640) gehalten. Diese Zellkulturmedien wurden von 

der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) bezogen 

und mit 10 % v/v FBS (FBS superior; Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) sowie 1 % v/v 

Penicillin-Streptomycin (Gibco Penicillin-Streptomycin 100 U/ml; Thermo Fisher Scientific) 

versetzt. Zur Passage und zum Aussäen der adhärenten HEK293T-Zellen wurden diese, nach 

dem Abnehmen des Mediums, mit 1 ml Trypsin-EDTA (Gibco, 0,05 %; Thermo Fisher Scientific) 

gewaschen, um Zelldebris und Reste des Mediums zu entfernen. Anschließend wurden die 

Zellen enzymatisch mithilfe von 1 ml Trypsin-EDTA vom Flaschenboden gelöst und in frischem 

Medium resuspendiert. 

  



3. Material und Methoden 

38 

3.3.2. Chemische Transfektion 

 

Zur Transfektion der HEK293T-Zellen mit Reporterplasmiden und miRNA-

Expressionsplasmiden wurde das „PolyFect™“ Transfektionsreagenz der Firma Qiagen nach 

Herstellerangaben verwendet. Dabei handelt es sich um ein Reagenz aus kationischen 

Polyamidoamin Dendrimeren (AKHTAR et al., 2015). Über elektrostatische Wechselwirkungen 

bildet dieses einen Komplex mit der negativ geladenen Plasmid-DNA, die dann über 

Endozytose in die Zelle aufgenommen und intrazellulär freigesetzt wird (KESHARWANI et al., 

2015). 

 

Für die Transfektion im Rahmen der Hoch-Durchsatz-Luciferase-Assays wurden die Zellen am 

Tag vor der Transfektion automatisiert mithilfe eines „Liquid-Handling-System epMotion 5075“ 

Gerätes der Firma Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) in einer 96-well-

Mikrotiterplatte ausgesät (2,4-2,6×104 Zellen Kavität⁄ ). Am folgenden Tag wurden die Zellen 

dann automatisiert und unter Verwendung des Transfektionsreagenzes mit 50 ng des leeren 

pMIR-RNL-TK-Reporterplasmids oder des entsprechenden pMIR-3’UTR-Reporterkonstruktes in 

Kombination mit 200 ng des leeren pSG5- oder des pSG5-miR-155-Expressionsplasmids 

transfiziert. Die Transfektionsmethodik entsprach dabei der experimentellen Vorgehensweise 

des „high-throughput miRNA interaction reporter (HiTmIR)“ Assays (KERN et al., 2021). 

Für die Testung von kombinatorischen Effekten der miR-155-5p und der miR-21-5p wurden die 

Zellen manuell in eine 24-well-Mikrotiterplatte ausgesät (5-7×104 Zellen Kavität⁄ ). 0,2 μg des 

jeweiligen Reporterplasmids (pMIR-RNL-TK/pMIR-3’UTR-Reporterkonstrukt) wurden mit 

i) 0,8 μg des leeren pSG5-Expressionsplasmids oder 0,8 μg eines Gemisches aus ii) pSG5 und 

pSG5-miR-155, iii) pSG5 und pSG5-miR-21 oder iv) pSG5-miR-21 und pSG5-miR-155 

(Verhältnis: 1:1 w/w) vermischt. Anschließend wurden die Ansätze nach Herstellerangaben mit 

jeweils 50 μl Antibiotika- und FBS-freiem Zellkulturmedium verdünnt und mit 2 μl 

Transfektionsreagenz versetzt. Die Ansätze wurden gemischt, zur Bildung der Transfektions-

Komplexe für 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert und schließlich auf die Zellen getropft. 

Durch vorsichtiges Schwenken wurden die Transfektions-Komplexe mit dem Zellkulturmedium 

vermischt. 

Zur Kontrollexpression des pSG5-miR-155 beziehungsweise pSG5-miR-21-Plasmides wurden 

die HEK293T-Zellen am Tag vor der Transfektion bei einem Gesamtvolumen von 3 ml in einer 

6-well-Mikrotiterplatte ausgesät (6,00×105 Zellen Kavität⁄ ). Am Folgetag wurden die Zellen 

unter Verwendung des PolyFect-Transfektionsreagenzes mit 2 µg der Plasmid-DNA transfiziert. 

 

Zur Expression der Plasmide wurden die Zellen für 48 h im Brutschrank (37 °C und 5 % CO2) 

inkubiert. 
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3.3.3. Bestimmung der Zellanzahl bei den Experimenten mit humanen Zelllinien 

 

Bei den Experimenten mit humanen Zelllinien wurde die Zellanzahl auf Basis eines Aliquots der 

zellulären Probe bestimmt. Es wurde ein automatisiertes Zellzählgerät (LUNA-FL™ Dual 

Fluorescence Cell Counter; mit LUNA-FL™ Dual Fluorescence Cell Counter Counting Slides; 

Logos Biosystems Inc., Südkorea) verwendet. Die Lichtfeld-Zählung wurde ohne Trypanblau-

Färbung durchgeführt. Die Zellzahl ml⁄  wurde als Mittelwert aus zwei aufeinander folgenden 

Zählungen ermittelt. 

 

3.3.4. Duale Luciferase-Reportergen-Assays 

 

Zur experimentellen Testung vorhergesagter miRNA-Zielgen-Beziehungen, wurden duale 

Luciferase-Reportergen-Assays (dual luciferase reporter gene assays) durchgeführt. 

Dazu wurde die 3’UTR-Sequenz des jeweils zu testenden Genes in die Polylinker-Region des 

pMIR-RNL-TK-Plasmides kloniert. Diese liegt im 3’-Sequenzbereich eines Reportergens der 

Firefly-Luciferase. Das zugehörige Transkript kann somit unter den regulatorischen Einfluss der 

klonierten 3’UTR-Sequenz gebracht werden (BEITZINGER et al., 2007). Da es sich bei der 

Firefly-Luciferase um ein lumineszierendes Protein der nordamerikanische Leuchtkäferart 

Photinus pyralis handelt (DE WET et al., 1985), kann die Expression des Reportergens indirekt 

in einer messbaren Lichtreaktion nachgewiesen werden (DYER et al., 2000; GREER, SZALAY, 

2002; STABLES et al., 1999). Zusätzlich enthält das duale pMIR-RNL-TK-Plasmide ein 

konstitutiv exprimiertes Luciferase-Gen der Federkoralle Renilla reniformis (BEITZINGER et al., 

2007; GREER, SZALAY, 2002; LORENZ et al., 1991). Im Rahmen von alternierenden 

Luciferase-Aktivitäts-Messungen kann dieses für eine Normierung auf Basis der 

Transfektionseffizienz genutzt werden. Dazu wird mithilfe von spezifischen Substrat-

Pufferlösungen zunächst die Firefly-Lumineszenz aktiviert und anschließend für die 

Bestimmung der Renilla-Luciferase-Aktivität wieder abgestoppt (DYER et al., 2000; STABLES 

et al., 1999). Unter gleichzeitiger Überexpression der zu untersuchenden miRNA und über den 

Vergleich zu analogen Kontrollmessungen des leeren Reporterplasmids liefern die normierten 

Messergebnisse Informationen zur Interaktion zwischen der miRNA und der klonierten 3’UTR-

Sequenz. Eine 3’UTR gekoppelte Reduktion der Firefly-Aktivität gilt dabei als zuverlässiger 

Hinweis auf eine miRNA-Zielgen-Beziehung (BEITZINGER et al., 2007; CHOU et al., 2018; 

KUHN et al., 2008) (Überblick in Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Schematischer Überblick zur Funktionsweise des dualen Luciferase-Assays. 

Die zu testende 3’UTR-Sequenz wird innerhalb des Reporterplasmides in den 3’-Bereich des Firefly-Luciferase-Gens 

kloniert, um das resultierende Transkript unter den regulatorischen Einfluss der inserierten Sequenz zu stellen. Ein 

weiteres konstitutiv aktives Reportergen (Renilla-Luciferase) innerhalb des Reporterplasmids, ermöglicht die spätere 

Normierung der Messergebnisse bezüglich der Transfektionseffizienz. Nach Transfektion und Inkubation von 

humanen Zellen mit dem Reporterplasmid und bei gleichzeitiger Überexpression der miRNA, werden die Firefly- und 

Renilla-Luciferase-Genprodukte innerhalb der Zelllysate über eine entsprechende Lichtreaktion nachgewiesen. Beim 

Vergleich der Renilla-normierten Firefly-Luciferase-Aktivität zwischen Experimenten mit und ohne Insertion der 

3‘UTR, liefert eine Reduktion der relativen Firefly-Aktivität einen zuverlässigen Hinweis auf eine regulatorische 

Beziehung zwischen der miRNA und dem zu untersuchenden Zielgen. (Eigene Darstellung) 

 

 

Zur Zelllyse und für die folgende Durchführung der Luciferase-Aktivitätsmessungen wurden der 

„Passive Lysis Buffer“ (PLB) und das „Dual-Luciferase Reporter ® Assay Systems Kit“ der 

Firma Promega (Madison, Vereingte Staaten) nach Herstellerangaben verwendet. 
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Im Rahmen der Hoch-Durchsatz-Luciferase-Assays wurde die Zelllyse automatisiert mithilfe des 

„Liquid-Handling-System epMotion 5075“ Gerätes (Eppendorf AG) vorgenommen. Die Firefly- 

und Renilla-Luciferase-Aktivität wurden in aufeinanderfolgenden Messungen mit einem 

„GlowMax navigator microplate luminometer“ der Firma Promega bestimmt. Die Hoch-

Durchsatz-Messungen entsprachen der experimentellen Vorgehensweise des HiTmIR Assays 

(KERN et al., 2021). Als Positivkontrolle wurde ein pMIR-RNL-TK-3’UTR-Reporterkonstrukt des 

bereits bekannten miR-155-Zielgenes FOS (DUNAND-SAUTHIER et al., 2011) bei jeder 

Messung mitgeführt (siehe Anhang, Abbildung A 2). 

Die Hoch-Durchsatz-Luciferase-Assays wurden unter Anleitung und in gemeinsamer 

Zusammenarbeit mit Herrn Dr. rer. nat. Martin Hart sowie Frau Stefanie Rheinheimer (Institut für 

Humangenetik der Universität des Saarlandes, Standort Homburg) durchgeführt. 

 

Für die Testung von kombinatorischen Effekten der miR-155-5p und der miR-21-5p wurden die 

Zellen durch manuelles pipettieren lysiert. Die zu vermessenden Zellextrakte wurden vor der 

Vermessung in 1x PLB verdünnt (1:100 (v/v)). Die Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivität 

wurden in aufeinanderfolgenden Messungen mit einem „Lumat LB 9507 Luminometer“ der 

Firma Berthold Technologes GmbH & Co. KG (Bad Wildbad, Deutschland) bestimmt.  

 

Zur Auswertung der Messdaten unter dem Einfluss der miRNA-Überexpression, wurde die 

Aktivität der Firefly-Luciferase anhand der Renilla-Luciferase-Aktivität sowie der basalen 

Aktivität des jeweiligen Reporterplasmides (Co-Expression des leeren pSG5-Effektorplasmides) 

normiert. Die Ergebnisse der 3’UTR-Konstrukte wurden im Vergleich zur zugehörigen 

Kontrollmessung des leeren pMIR-RNL-TK-Reporters ausgewertet. Dazu wurde eine 

statistische Analyse mittels ungepaartem t-Test (mit ungleicher Varianz) und unter der 

Annahme einer Normalverteilung der Daten vorgenommen (GraphPad Prism 7, Graphpad 

Software, Inc.). Bei multiplen Vergleichen innerhalb der Hoch-Durchsatz-Analysen wurden die 

resultierenden p-Werte anhand des Verfahrens zur Reduktion der Falscherkennungsrate (False 

Discovery Rate; FDR) nach Benjamini und Hochberg angepasst (BENJAMINI, HOCHBERG, 

1995). Ein (angepasster) p-Wert von ≤0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet. 
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3.4. Hitzeschock-Transformation und Amplifikation von Plasmiden im 

bakteriellen System 

 

Um die klonierten Plasmide im bakteriellen System zu amplifizieren, wurde die Plasmid-DNA 

mittels Hitzeschock-Transformation in die Bakterien-Zellen eingebracht. Bakterien-Kolonien, 

welche das gewünschte Konstrukt enthielten, wurden zur Amplifikation der Plasmid-DNA in eine 

Flüssigkultur überführt. 

 

Bestimmte Bakterien sind über den natürlichen Prozess der Transformation in der Lage 

extrazelluläre DNA, wie beispielsweise Resistenz-Plasmide, aufzunehmen und sich dadurch 

einen Selektionsvorteil zu verschaffen (COHEN et al., 1972; HOTCHKISS, GABOR, 1970). Im 

Falle von Escherichia coli (E. coli) kann eine Kompetenz zur Transformation jedoch auch 

artifiziell induziert werden. Dazu wird die Permeabilität der Bakterien-Zellwand erhöht, indem 

die Zellen bei 0 °C unter einer hohen Konzentration an zweiwertigen Kalzium- oder Magnesium-

Ionen gehalten werden (BERGMANS et al., 1981; COHEN et al., 1972; MANDEL, HIGA, 1970). 

Die Aufnahme von extrazellulärer DNA wird dann durch einen kurzzeitigen Hitzeschock bei 

42 °C induziert, gefolgt von einer schnellen Abkühlung auf 0 °C (BERGMANS et al., 1981). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden chemisch kompetente „NEB® 5-alpha Competent E. coli“ der 

Firma New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet. Vor der 

Benutzung wurden diese bei -80 °C gelagert. Für die Hitzeschock-Transformation wurde ein 

10 µl Aliquot der Bakteriensuspension für 5 min auf Eis aufgetaut und anschließend für 1 h mit 

1 μl des Ligationsansatzes inkubiert. Die Aufnahme der extrazellulären Plasmid-DNA wurde 

durch einen Hitzeschock (30 sec bei 42 °C) induziert. Die Zellen wurden für 2 min auf Eis 

abgekühlt, mit 100 μl des mitgelieferten, flüssigen SOC-Mediums (Super Optimal broth with 

Catabolite repression) versetzt und für 1 h bei 37 °C und 600 rpm inkubiert. Im Folgenden 

wurden die Bakterien über Nacht bei 37 °C auf LB (Lysogeny Broth)-Agarplatten mit 0,1 % (w/v) 

Ampicillin kultiviert. Die Transformanten wurden dabei über eine Plasmid vermittelte Ampicillin-

Resistenz selektiert. Am folgenden Tag wurden Kolonien, welche das gewünschte 

Vektorkonstrukt enthielten, mittels Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion ermittelt. Entsprechende 

Transformanten wurden zur Amplifikation der Plasmide in eine 50 ml Flüssigkultur mit LB-

Medium (0,1 % (w/v) Ampicillin) inokuliert und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. 
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3.5. DNA-basierte Methoden 

 

3.5.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur in vitro Amplifikation von DNA-Sequenzen 

 

Im Rahmen der Klonierung wurde zur gezielten Amplifikation von 3’UTR-Sequenzen das in vitro 

Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) genutzt. 

Bei der PCR werden spezifische Nukleinsäure-Sequenzen mithilfe von freien 

Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) und sequenzflankierenden Oligonukleotiden, die als 

Ansatzpunkte (Primer) für die Enzymaktivität einer thermostabilen DNA-Polymerase dienen, 

repliziert (GARIBYAN, AVASHIA, 2013; MULLIS, FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988). Als 

thermostabile Polymerase wird in der Regel die sogenannte Taq-Polymerse, die ursprünglich 

aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus (Taq) stammt, verwendet (SAIKI et al., 

1988). Als Ausgangsmatrize für die Polymerase dient eine DNA oder cDNA (complementary 

DNA) Vorlage (GARIBYAN, AVASHIA, 2013; HEID et al., 1996). Durch die zyklische 

Wiederholung eines Temperatur-Programmes, welches mit der Doppelstrang-Trennung 

(Denaturierung), der Anlagerung der Primer (Annealing) und der anschließenden Aktivität der 

Taq-Polymerase (Elongation) einhergeht, kann die Zielsequenz nahezu exponentiell amplifiziert 

werden. Dabei dient jedes Amplikon im folgenden Zyklus wieder als Matrize (GARIBYAN, 

AVASHIA, 2013; MULLIS, FALOONA, 1987). 

 

Für die Amplifikation von zellulären 3’UTR-Sequenzen wurde cDNA aus der humanen T-Zellline 

Jurkat in die PCR eingesetzt. Die Reaktionsansätze wurden nach Tabelle 7 hergestellt und die 

Temperaturbehandlung entsprechend der Darstellung in Tabelle 8 durchgeführt. Dazu wurden 

eine Taq-DNA-Polymerase („DNA Polymerase from Thermus aquaticus“; mit zugehörigem 10x 

Reaktionspuffer mit MgCl2) der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten) 

und ein „peqSTAR 2x Thermocycler“ der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, 

Deutschland) verwendet. 
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Tabelle 7: Zusammensetzung eines typischen Reaktionsansatzes der Polymerase-Kettenreaktion. 

 

Reagenz Volumen 
Endkonzentration/ 

finale Menge 

10x PCR-Reaktionspuffer 5 µl 1x 

dNTP-Mix 2 µl Je 100 mM 

Primer For 1 µl 0,5 ng/µl 

Primer Rev 1 µl 0,5 ng/µl 

Taq-Polymerase 0,5 µl 2,5 U/μl 

cDNA x µl 500 ng 

Nuklease-freies Wasser x µl Ad 50 μl 

 

 

Tabelle 8: Temperaturprogramm zur Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion. 

Die Dauer der Elongationsphase wurde der Länge des zu amplifizierenden Sequenzabschnittes angepasst. 

 

PCR-Phase Temperatur Dauer Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min  

Denaturierung 95 °C 50 s 

38x 
Annealing 58-60 °C 1 min 

Elongation 72 °C (1 min 1000 bp⁄ ) 

Finale Elongation 72 °C 3 ×(1 min 1000 bp⁄ ) 

Ende 8 °C ∞  

 

 

3.5.2. Kolonie-PCR zur Identifizierung von erfolgreich transformierten Bakterien 

 

Um die transformierten Bakterien auf das Vorhandensein des pMIR-RNL-TK-Reporter-Plasmids 

und die erwartete Größe des gewünschten 3’UTR-Inserts zu testen, wurden Kolonie-PCRs 

durchgeführt. 
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Bei einer Kolonie-PCR kann die bakterielle DNA ohne vorherige Isolation aus der Zelle heraus 

amplifiziert werden (HOFMANN, BRIAN, 1993). Dazu werden einzelne Bakterien-Kolonien 

mithilfe eines sterilen Zahnstochers in einen PCR-Reaktionsansatz mit Polylinker-Region-

spezifischen Primer-Paaren überführt (GUSSOW, CLACKSON, 1989; HOFMANN, BRIAN, 

1993; SANDHU et al., 1989). Durch die initiale Denaturierungsphase des Temperatur-

Programmes werden die Zellen lysiert, so dass die freigesetzte Plasmid-DNA im Folgenden als 

Matrize bei der PCR dienen kann (GUSSOW, CLACKSON, 1989; SANDHU et al., 1989). 

Die Kolonie-PCRs (Tabelle 9 und Tabelle 10) wurden in einem Volumen von 25 μl und mit 

Primer-Paaren zur Amplifikation der pMIR-RNL-TK Polylinker-Region durchgeführt. Die 

Ergebnisse der Kolonie-PCR wurden anschließend in einer Agarosegelelektrophorese 

überprüft. Erfolgreich transformierte Kolonien wurden als Inokulum einer Flüssigkultur 

verwendet und zur Amplifikation des jeweiligen Plasmides in größerem Maßstab angezogen. 

 

 

Tabelle 9: Zusammensetzung eines typischen Reaktionsansatzes der Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion. 

Die Reaktion wurde mit Primer-Paaren für die Amplifikation der pMIR-RNL-TK Polylinker-Region durchgeführt. 

 

Reagenz Volumen 
Endkonzentration/ 

Finale Menge 

10x PCR-Reaktionspuffer 2,5 µl 1x 

dNTP-Mix 1 µl Je 100 mM 

Primer For 0,5 µl 0,5 ng/µl 

Primer Rev 0,5 µl 0,5 ng/µl 

Taq-Polymerase 0,25 µl 2,5 U/μl 

DNA Matrize Bakterien-Kolonie  

Nuklease-freies Wasser 20,25 µl Ad 25 μl 
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Tabelle 10: Temperaturprogramm zur Durchführung der Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion. 

Die Dauer der Elongationsphase wurde der Länge des zu amplifizierenden Sequenzabschnittes angepasst. Dabei 

wurden, zusätzlich zur 3’UTR-Sequenz, 235 bp der umliegenden pMIR-RNL-TK-Region amplifiziert. 

 

PCR-Phase Temperatur Dauer Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  

Denaturierung 95 °C 50 s 

27x 
Annealing 58-60 °C 1 min 

Elongation 72 °C (1 min 1000 bp⁄ ) 

Finale Elongation 72 °C 3 ×(1 min 1000 bp⁄ ) 

Ende 8 °C ∞  

 

 
3.5.3. Zielgerichtete Mutagenese potenzieller miRNA-Bindestellen mittels Overlap 

Extension PCR 

 

Im Rahmen einer Mutagenese mittels Overlap Extension PCR (OE-PCR) können DNA-

Sequenzen gezielt verändert werden (HO et al., 1989). In dieser Arbeit wurde die OE-PCR 

genutzt, um vorhergesagte Bindestellen der miR-155-5p in 3’UTR-Reporterplasmiden zu 

mutieren und durch Sequenzabschnitte mit gleicher Anzahl an Basenpaaren zu ersetzen. 

Bei der zweistufigen OE-PCR werden periphere Primer-Paare und zwei überlappenden 

Mutagenese-Primer des oberen und unteren Matrizen-Stranges, welche die zu mutierenden 

Sequenzabschnitten tragen, gezielt kombiniert. Es entstehen zunächst zwei doppelsträngige 

Teilstücken der zu mutierenden Gesamt-Sequenz, die an ihrem überlappenden Sequenzende 

die gewünschte Sequenzänderung tragen (HO et al., 1989). In einer sekundären PCR mit den 

peripheren Primern werden dann die primären PCR-Produkte als Matrizen genutzt und zur 

mutierten Gesamtsequenz fusioniert (HO et al., 1989). Ein schematischer Überblick zur OE-

PCR ist auf der nachfolgenden Seite in Abbildung 7 dargestellt. 
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Abbildung 7: Schematischer Überblick einer Overlap Extension PCR. 

Die Zielsequenz wird in zwei primären PCRs durch die gezielte Kombination von peripheren Primer-Paaren und 

Oligonukleotid-Primern mit den zu mutierenden Sequenzabschnitten (rot) amplifiziert. In einer weiteren PCR mit den 

peripheren Primern werden dann die überlappenden, mutierten Teilstücke der primären Amplifikation als Matrizen 

genutzt und zur mutierten Gesamtsequenz kombiniert. (Primer sind in 5’→3’ Orientierung in Pfeilrichtung dargestellt). 

(Eigene Darstellung nach (HO et al., 1989)) 

 

 

Für die Mutagenese der 3’UTR-Reporterplasmide wurden Reporterkonstrukte mit der Wildtyp-

3’UTR als Matrize bei den primären OE-PCRs genutzt. Es wurden Mutagenese-Primer mit den 

gewünschten Sequenzveränderungen in Kombination mit den peripheren Klonierungs-Primer 

verwendet. Die entstandenen Teilstücke wurden auf Agarosegelen aufgetrennt, reisoliert und zu 

jeweils 5 µl ohne vorherige Konzentrationsbestimmung in die sekundäre PCR mit den 

Klonierungs-Primern eingesetzt. Die Reaktionsansätze und das Temperaturprogramm 

entsprechen der Beschreibung in Abschnitt 3.5.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur in vitro 

Amplifikation von DNA-Sequenzen. 
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3.5.4. Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten 

 

Zur Auftrennung von DNA-Proben und zur Identifizierung von DNA-Sequenzen mit bestimmter 

Basenpaarlänge wurde das Verfahren der Gelelektrophorese angewandt. 

Für die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wird in der Regel eine polymere 

Agarose-Gelmatrix verwendet (LEE et al., 2012; SMITH, 1993). Beim Anlegen eines 

elektrischen Spannungsfeldes wandern die Nukleinsäure-Moleküle aufgrund der negativen 

Ladung ihres Phosphat-Rückgrats durch die Gel-Poren in Richtung der Anode. Die 

Migrationsgeschwindigkeit wird dabei durch die molekulare Masse und die Konformation der 

Sequenzen bestimmt (LEE et al., 2012). Mithilfe von interkalierenden Farbstoffen, wie 

beispielsweise Ethidiumbromid, können die aufgetrennten DNA-Fragmente anschließend unter 

UV-Licht sichtbar gemacht werden (GREEN, SAMBROOK, 2019; LEE et al., 2012). Durch das 

Mitführen eines Größenstandards (Marker) mit DNA-Sequenzabschnitten bekannter Größe, 

können die detektierten Banden anhand ihrer molekulare Masse zugeordnet werden (VOYTAS, 

2001). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Proben in Gelen mit einem Agaroseanteil von 1,5 % 

(w/v), in 1x TAE (Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat)-Puffer und bei 150 V aufgetrennt. Die 

Proben wurden vor dem Auftragen in einem Volumen-Verhältnis von eins zu sechs mit 

Ladepuffer (6x Gel Loading Dye Purple Buffer; New England BioLabs GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland) versetzt. Als Größenstandard wurde die „Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA 

Ladder“ (0,1-10,0 kbp) der Firma New England BioLabs GmbH mitgeführt. Zur Visualisierung 

der DNA-Fragmente wurde bei der Herstellung der Gelmatrix der DNA-interkalierende Farbstoff 

Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 μg/ml) zugesetzt. Die Banden wurden unter UV-Licht 

mit einer Wellenlänge von 254 nm sichtbar gemacht. (DeVision DBOX-Gerät, Decon Science 

Tec GmbH, Hohengandern, Deutschland). Um eine UV-bedingte Schädigung von DNA-

Fragmenten, welche anschließend zur Klonierung weiterverwendet werden sollten, zu 

vermeiden, wurde die entsprechenden Gelstücke so kurz wie möglich mit UV-Licht höherer 

Wellenlänge (365 nm) belichtet und die Banden für die weitere Bearbeitung mit einem sterilen 

Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. 
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3.5.5. Restriktionsverdau zur enzymatischen Spaltung von DNA 

 

Um die 3’-UTR-Sequenzen im Rahmen der Klonierung gerichtet in das pMIR-RNL-TK-

Reporterplasmid zu inserieren, wurden die Insert-Sequenzen ebenso wie die Polylinker-Region 

des leeren Reporterplasmids durch die Restriktionsenzyme SpeI und SacI geschnitten. 

Zudem wurden mutierte 3’UTR-Plasmide, bei denen potenzielle miRNA-Bindestellen durch 

Schnittstellen des Restriktionsenzyms NruI ersetzt wurden mittels Restriktionsverdau und 

anschließender Agarosegelelektrophorese des linearisierten Vektors auf den Erfolg der 

Mutagenese überprüft. 

Restriktionsendonukleasen bilden zusammen mit DNA-modifizierenden Enzymen sogenannte 

Restriktions-Modifikations Systeme. Diese dienen in prokaryontischen Zellen dem Schutz vor 

zellfremder DNA, die anhand von fehlenden Modifikationen an palindromischen, 4-8 nt langen 

Erkennungssequenzen von den Restriktionsenzymen identifiziert und geschnitten werden kann 

(PINGOUD et al., 2005; WILSON, 1991). Im Falle der hier verwendeten Restriktionsenzyme 

entstehen dabei durch versetzte Schnitte am DNA-Doppelstrang 5‘ bzw. 3‘ Sequenzüberhänge, 

die als sticky ends bezeichnet werden (HOSEINI, SAUER, 2015; ROBERTS, 1982; WILSON, 

1991). Indem zwei DNA-Moleküle mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten werden, 

können die sticky ends genutzt werden, um diese mithilfe der kohäsiven Sequenzenden in 

einem in vitro Ligations-Verfahren zu rekombinanten DNA-Molekülen zu verbinden (DELIDOW, 

1997; HUNG, WENSINK, 1984; MERTZ, DAVIS, 1972). Um bei der Verbindung zwischen 

Plasmid und Insert eine Rezirkularisierung des Restriktionsenzym geschnittenen Vektors im 

Rahmen der Ligationsreaktion zu vermeiden, kann zusätzlich eine 5’-Dephosphorylierung der 

Plasmid-DNA mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase durchgeführt werden (HOFFMAN, 

JENDRISAK, 1990). 

Der zeitgleiche Restriktionsverdau von DNA mit den Restriktionsenzymen SpeI und SacI (High-

Fidelity/HF-Enzyme) wurde nach Herstellerempfehlungen (New England BioLabs GmbH, 

Frankfurt am Main, Deutschland) für 2-12 h bei 37°C und unter den Pufferbedingungen des 

Hersteller-Puffers (Reaktionspuffer: „CutSmart Buffer“) durchgeführt. Wegen einer SpeI-

Schnittstelle innerhalb der Sequenz wurde zur Klonierung der IL1RAP-3’UTR anstelle von SpeI 

das Restriktionsenzym NgoMIV (New England BioLabs GmbH) unter gleichbleibenden 

Reaktionsbedingungen verwendet. Beim Verdau der Plasmid-DNA wurde zusätzlich eine 

alkalische Phosphatase („rAPid Alkaline Phosphatase“, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, 

Schweiz) mitgeführt. Die entsprechenden Reaktionsansätze sind in Tabelle 11 aufgeführt. Nach 

dem Restriktionsverdau wurden Plasmid- und Insert-DNA von den Enzymresten gereinigt und 

anschließend ligiert. 
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Für den Verdau der mutierten 3’UTR-Konstrukte wurde ein 2 μg-Aliquot der Plasmid-DNA mit 

1 µl NruI-HF und 2 µl des entsprechenden „CutSmart“-Puffers (New England BioLabs GmbH) in 

einem Endvolumen von 20 μl (Nuklease-freies Wasser ad 20 µl) über Nacht bei 37 °C verdaut. 

 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung des typischen Reaktionsansatzes zur enzymatischen Spaltung von DNA 

mittels Restriktionsverdau. 

 

A) Reaktionsansatz zum Verdau des leeren pMIR-RNL-TK- Reporterplasmids. 

 

Reagenz Volumen 

SpeI-HF 1 µl 

SacI-HF 1 µl 

10x Reaktionspuffer 2 µl 

Plasmid-DNA 2 µl (≡ 2 µg) 

Alkalische Phosphatase 1 µl 

Nuklease-freies Wasser 

(Ad 20 µl) 
13 µl 

 

B) Reaktionsansatz zum Verdau der Insert-DNA. 

 

Reagenz Volumen 

SpeI-HF 1 µl 

SacI-HF 1 µl 

10x Reaktionspuffer 2 µl 

Insert-DNA 16 µl 
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3.5.6. Ligation von DNA-Fragmenten 

 

Die gereinigte Plasmid- und Insert-DNA aus den Reaktionsansätzen des jeweiligen 

Restriktionsverdaus wurden in einen Ligationsansatz mit der T4 DNA Ligase eingesetzt. 

Die T4-Ligase entstammt ursprünglich dem Bakteriophagen T4 (LEHMAN, 1974). Im Falle von 

Einzelstrangbrüchen innerhalb von DNA-Doppelsträngen kann sie in einer ATP-abhängigen 

Reaktion Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 5’-Phosphoryl- und 3’-Hydroxyl-

Gruppen bilden (LEHMAN, 1974). Auf Grundlage dessen können zwei DNA-Moleküle mit 

kohäsiven Sequenzenden in vitro durch die T4-DNA-Ligase zu rekombinanten DNA-Molekülen 

verbunden werden (DELIDOW, 1997; HUNG, WENSINK, 1984; LEHMAN, 1974). 

Die Zusammensetzung des im Rahmen der Klonierung verwendeten Ligationsansätze ist in 

Tabelle 12 zusammengefasst. Die T4 DNA Ligase und der T4 DNA Ligase Puffer (10x, mit 

1 mM ATP) wurden von der Firma New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main, 

Deutschland) bezogen. Nach einer Inkubation von 12 h bei 4 °C wurden die Ligationsansätze 

zur Transformation von chemisch kompetenten Bakterien verwendet. 

 

 

Tabelle 12: Zusammensetzung des typischen Reaktionsansatzes zur Ligation von Insert-DNA und pMIR-RNL-

TK-Reporterplasmid. 

 

Reagenz Volumen 

10x T4 DNA Ligase Puffer 1 µl 

T4 DNA Ligase (400 U/µl) 1 µl 

Plasmid-DNA (pMIR-RNL-TK) 1 µl 

Insert-DNA 7 µl 

Gesamt Volumen 10 µl 
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3.5.7. Isolation von DNA-Proben aus Enzym-Reaktionen und Agarosegelen 

 

Zur Rückgewinnung und zur Reinigung von DNA-Fragmenten wurde das „NucleoSpin® Gel und 

PCR Clean-up Kit“ der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren, Deutschland) 

verwendet. Dieses basiert methodisch auf einer Adsorption der DNA an eine Silica-Membran 

und ermöglicht im kleinen Maßstab die Reinigung von Proben aus Enzym-Reaktionen und 

Agarosegelen. 

Die DNA-Probe wird dazu zunächst durch die Zugabe hochkonzentrierter, chaotroper Salze, 

wie beispielsweise Guanidiniumthiocyanat, an immobilisierte Silica- oder Glas-Partikel 

gebunden (BOOM et al., 1990; VANDEVENTER et al., 2013). Das Guanidiniumthiocyanat sorgt 

zudem für die Denaturierung von Proteinen innerhalb der Probe (BOOM et al., 1990). Durch 

das Waschen mit ethanolhaltigen Puffern können Verunreinigungen entfernt werden. Bei 

geringer Ionenstärke und leicht alkalischem pH-Wert wird die DNA-Probe schließlich mittels 

Ionenaustausch von der Säule eluiert (BOOM et al., 1990; VANDEVENTER et al., 2013). 

Die Vorgehensweise zur Reinigung des Restriktionsverdaus entsprach dem „PCR clean-up“ 

Protokoll des Herstellers. Zur Rückgewinnung von DNA-Fragmenten aus den Agarosegelen 

wurde nach dem „gel extraction“ Protokoll vorgegangen. Im Anschluss an die Elution wurden 

die Proben zum Entfernen von Ethanol-Resten in einer „UNIVAPO 100 H“ Vakuumzentrifuge 

(Uniequip Laborgerätebau und Vertriebs GmbH, Planegg, Deutschland) eingedampft und die 

DNA in 20 μl Nuklease-freiem Wasser gelöst. 

 

3.5.8. Isolation von Plasmid-DNA 

 

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde das „NucleoBond® PC 100 (Midi) Kit“ nach dem Protokoll 

der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren, Deutschland) verwendet. Dieses basiert 

auf dem Verfahren der Anionenaustausch-Chromatographie. 

Dazu werden die Plasmide zunächst aus den Bakterienzellen extrahiert. Dies kann mittels 

alkalischer Lyse erreicht werden (BIRNBOIM, DOLY, 1979; TIAINEN et al., 2007). Dabei findet 

unter alkalischen Bedingungen eine selektive Denaturierung der chromosomalen DNA statt, 

während die Plasmid-DNA als zirkulärer Doppelstrang erhalten bleibt (BIRNBOIM, DOLY, 

1979). Durch die anschließende Neutralisierung der Lösung, gefolgt von einem 

Zentrifugationsschritt, kann so die genomische DNA als unlösliches Pellet von der löslichen 

Plasmid-DNA getrennt werden (BIRNBOIM, DOLY, 1979). Die Plasmid-DNA des Überstandes 

wird im Folgenden auf Grundlage der negativen Ladung ihres Phosphatrückgrats an eine positiv 

geladene Säulenmatrix gebunden (DIOGO et al., 2005), 9639879). Nach mehrmaligem 

Waschen mit alkoholhaltigen Puffern zum Entfernen von RNA- und Proteinverunreinigungen, 

können die Plasmide durch Erhöhung der Salzkonzentration wieder von der Säule eluiert 
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werden (DIOGO et al., 2005; PRAZERES et al., 1998; TSENG, HO, 2003). Zum Schluss wird 

die isolierte DNA beispielsweise durch das Hinzufügen von Isopropanol mit anschließender 

Zentrifugation präzipitiert (TSENG, HO, 2003). 

Abweichend zum Protokoll des „NucleoBond® PC 100 (Midi) Kits“ wurden in dieser Arbeit für 

jeden Waschschritt 5 ml Waschpuffer verwendet. Die Zentrifugation fand bei 5000 rpm statt. 

Das Isopropanol-präzipitierte Plasmid-Pellet wurde in einem abschließenden Waschschritt nach 

Herstellerangaben mit Ethanol gewaschen und in 50 µl Nuklease-freiem Wasser gelöst. Die 

resultierende DNA-Konzentration wurde im Folgenden spektrophotometrisch bestimmt und mit 

Nuklease-freiem Wasser auf 1 µg µl⁄  eingestellt. 

 

3.5.9. Spektrophotometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 

 

Die Konzentration von DNA-Proben wurde in dieser Arbeit anhand einer 

spektrophotometrischen Vermessung bestimmt. 

Diese Art der Konzentrationsbestimmung basiert auf einer Messung des UV-Licht-

Absorptionsspektrums bei Wellenlängen zwischen 200-320 nm (OLSON, MORROW, 2012). 

Aufgrund von Doppelbindungen innerhalb der Nukleotid-Basen, absorbieren Nukleinsäuren 

Licht bei einer Wellenlänge von 260 nm. Entsprechende Messgeräte bestimmen daher das 

Absorptionsmaximum bei 260 nm (A260), welches mit zunehmender Nukleinsäure-Konzentration 

ansteigt (LI et al., 2014). So kann bei einem Einsatz von wenigen Mikrolitern des 

Probevolumens und mithilfe des Bouguer-Lambert-Beer‘schen Gesetzes eine 

Konzentrationsbestimmung ermöglicht werden (HE et al., 2018; MANTELE, DENIZ, 2017). 

Zudem können mithilfe des Spektrophotmeters die Absorptionsmaxima bei 230 nm (A230) und 

280 nm (A280) bestimmt werden, welche Informationen über die Verunreinigung der Probe mit 

Chemikalien-Rückständen und Proteinen liefern. Bei einer A260 A230⁄  Rate zwischen 1,8 und 2,2 

und einer A260 A280⁄  Rate zwischen 1,8 und 2,0 kann von einer guten Reinheit der DNA-Probe 

ausgegangen werden (OLSON, MORROW, 2012). 

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit wurde 1 μl der jeweiligen Probe mit Hilfe 

des „NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometers“ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten) vermessen. Als Referenz wurde eine Probe des 

Lösungsmittels (in der Regel Nuklease-freies Wasser) vermessen. Die DNA-Konzentration 

wurde durch die zugehörige Software bei einem Extinktionskoeffizienten von 50 ng-cm µl⁄  

bestimmt. 
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3.5.10. Sequenzierung rekombinanter Reporterplasmide 

 

Die inserierten Sequenzen der klonierten 3’UTR-Reporterkonstrukte wurden mittels Sanger-

Sequenzierung überprüft. Die Sequenzierung wurde als externe Dienstleistung durch die 

Firmen SEQ-IT GmbH & Co. KG (Kaiserslautern, Deutschland) oder Eurofins Genomics 

(Ebersberg, Deutschland; Mix2Seq) durchgeführt. Dabei wurden die pMIR-Primer als 

Sequenzierungs-Primer zur Analyse der Polylinker-Region des jeweiligen pMIR-RNL-TK-3’UTR-

Konstruktes verwendet. Die Sequenzierungsdaten wurden mir zur Verfügung gestellt. 

Die Korrektheit des jeweiligen 3’UTR-Inserts wurde anschließend durch einen Abgleich mit der 

entsprechenden Sequenzvorlage des „National Center for Biotechnology Information“ (NCBI) 

verifiziert. Dazu wurde das „Nucleotide BLAST“ Tool (NCBI) genutzt. Zusätzlich wurden die 

Sequenzierungsergebnisse an den vorhergesagten miRNA-Bindestellen anhand des 

zugehörigen Chromatogramms mithilfe der Software „FinchTV“ (PerkinElmer) überprüft. 
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3.6. RNA-basierte Methoden 

 

3.6.1. Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion von zellulärer RNA 

 

Zelluläre (Gesamt-)RNA wurde auf Grundlage der Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-

Extraktionsmethode isoliert. 

Bei diesem Verfahren wird die RNA bei saurem pH-Wert mithilfe von Lösungen aus 

Guanidiniumthiocyanat, Natriumacetat, Phenol und Chloroform extrahiert (CHOMCZYNSKI, 

SACCHI, 1987, 2006). Das Salz Guanidiniumthiocyanat sorgt dabei für die Denaturierung von 

Ribonukleasen und so für eine Stabilisierung der RNA (CHOMCZYNSKI, SACCHI, 2006). In 

einem zwei Phasen Gemisch aus Phenol und Chloroform verbleiben die Nukleinsäuren nach 

Zentrifugation in der oberen wässrigen Phase, während sich zelluläre Bestandteile, wie Proteine 

und Lipide, in der unteren hydrophoben Phase sammeln. Unter sauren Reaktionsbedingungen 

wird die DNA als zusätzliche Schicht zwischen der wässrigen und hydrophoben Phase 

abgeschieden (CHOMCZYNSKI, SACCHI, 1987, 2006; TAN, YIAP, 2009). Die RNA bleibt 

hingegen in der oberen wässrigen Phase gelöst und kann, nach dem Überführen dieser 

Schicht, mithilfe von Isopropanol präzipitiert werden. Durch mehrmaliges Waschen mit Ethanol-

haltigen Lösungen kann die Reinheit der RNA zusätzlich verbessert werden (CHOMCZYNSKI, 

SACCHI, 1987, 2006; TONI et al., 2018). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Isolation der zellulären RNA das „miRNeasy Micro Kit“ und 

das „QIAcube robot systems“ der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben 

verwendet. Anstelle der Isopropanol-Fällung wurde die RNA dabei mithilfe einer RNA 

bindenden Säule immobilisiert und nach dem Waschen durch die Zugabe von 15 µl Nuklease-

freiem Wasser eluiert. 

 

3.6.2. Fluorometische Bestimmung der RNA-Konzentration 

 

Die Konzentration von zellulären RNA-Proben wurde mittels fluorometrischer Messung 

bestimmt. Diese Art der Konzentrationsbestimmung ermöglicht eine präzise Quantifizierung auf 

Grundlage von RNA spezifischen Farbstoffen, welche bei Bindung an die RNA ein messbares 

Fluoreszenzsignal generieren (LI et al., 2015; SCHMIDT, ERNST, 1995). 

Es wurden das „Qubit RNA HS Assay Kit“ sowie das „Qubit 4“ Fluorometer der Firma Thermo 

Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) nach Herstellerangaben 

genutzt. Dabei wurde durch das Fluorometer die RNA-Konzentration der Proben im Vergleich 

zu den Fluoreszenzsignalen der im Kit enthaltenen Referenzstandards bestimmt. 
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3.6.3. Bestimmung der RNA-Integrität 

 

Zur Kontrolle der RNA-Integrität wurden die zellulären RNA-Proben mithilfe des „Agilent 2100 

Bioanalyzer Instruments“ und dem „RNA Pico Kit“ der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, 

Kalifornien, Vereinigte Staaten) überprüft. 

Bei dem zugehörigen mikrofluiden Elektrophorese-Verfahren erfolgt zunächst eine 

Größenauftrennung der RNA-Fragmente innerhalb der Gelmatrix eines kapillären Chip-Systems 

(DAVIES et al., 2016; MUELLER et al., 2000). Aufgrund ihrer negativen Ladung und in 

Abhängigkeit ihrer molekularen Masse wandern die RNA-Moleküle bei der elektrophoretischen 

Auftrennung im Spannungsfeld mit bestimmter Geschwindigkeit durch die Gelporen in Richtung 

der Anode (RIO et al., 2010). Im Folgenden können die RNA-Fragmente durch die 

Fluoreszenzanregung interkalierender Farbstoffe detektiert werden (DAVIES et al., 2016; 

MUELLER et al., 2000). Durch die Zugabe eines Markerfragments mit definierter Größe und 

das Mitführen eines Größenstandards konnten die RNA-Fragmente bestimmten 

Nukleotidlängen zugeordnet werden (DAVIES et al., 2016; MASOTTI, PRECKEL, 2006; 

SCHROEDER et al., 2006). Die zelluläre RNA wird anschließend in verschiedene RIN (RNA 

integrity number)-Kategorien eingeteilt, die mit zunehmender Degradation von den Werten 10 

bis 1 reichen. Diese werden durch die automatisierte Zuordnung von Signalintensitäten der 

ribosomalen RNAs (28S und 18S rRNAs) bestimmt. Eine fortschreitende Degradation der RNA 

geht dabei mit einer Abnahme der rRNA-Signale und einer Zunahme kleinerer RNA-Fragmente 

einher (SCHROEDER et al., 2006). 

Im Rahmen der vorliegenden Experimente wurden die zellulären RNA-Proben zunächst in 

einem Verhältnis von 1:10 mit RNase freiem Wasser verdünnt, um innerhalb des 

quantifizierbaren Bereichs des verwendeten Kits zu liegen. Anschließend wurde 1 µl der 

verdünnten Proben nach Angaben des Hersteller-Protokolls elektrophoretisch analysiert. Die 

zugehörigen RIN-Kategorien der einzelnen Proben wurden auf Grundlage der 

Elektropherogramme durch die zugehörige „Bioanalyzer 2100 Expert“ Software ermittelt 

(DAVIES et al., 2016; MUELLER et al., 2000; SCHROEDER et al., 2006). 
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3.6.4. Herstellung einer cDNA-Bank mittels reverser Transkription 

 

Für die Klonierung von 3’-UTR-Sequenzen wurden RNA-Isolate aus der humanen Jurkat T-Zell-

linie mittels reverser Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben. Diese diente als Matritze für 

die DNA-abhängige Taq-Polymerase bei der Polymerasekettenreaktion. 

Die Umschreibung von zellulärer RNA in cDNA kann enzymatisch durch eine Reverse 

Transkriptase katalysiert werden. Diese RNA-abhängige DNA-Polymerase bildet unter 

Verwendung von freien dNTPs den revers-komplementären Gegenstrang zu einer RNA-Matrize 

(GUBLER, HOFFMAN, 1983; OKAYAMA, BERG, 1982). 

Für die Herstellung von cDNA-Banken werden universelle Primer bei der reversen 

Transkriptions-Reaktion genutzt. Ein Beispiel dafür sind oligomere Desoxythymidin (Oligo(dT)) 

Primer, die an das 3‘-Polyadenylierungssignal von mRNAs binden. Die resultierende cDNA-

Bank repräsentiert dann die revers-komplementären Sequenzabschnitte der reifen mRNAs aus 

der Probe, einschließlich der zugehörigen 3’UTR-Sequenzbereiche (GUBLER, HOFFMAN, 

1983; OKAYAMA, BERG, 1982). 

Zur Herstellung einer cDNA-Bank wurde Jurkat-RNA (~2 µg) unter Verwendung des „Omniscript 

RT“ Kits (Qiagen N.V.) und Oligo(dT)-Primern (Invitrogen Oligo(dT) 12-18 Primer, Thermo 

Fisher Scientific) revers transkribiert. Dabei wurde dem Reaktionsansatz ein RNase-Inhibitor 

(RNase OutTM, Thermo Fisher Scientifc) hinzugefügt, um die Stabilität der RNA-Matrize 

während der Reaktion zu gewährleisten. Der Reaktionsansatz wurde entsprechend der 

Anleitung des „Omniscript Reverse Transcription Kit“ Protokolls (Firma Qiagen N.V, Hilden, 

Deutschland) zusammengestellt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Dazu wurde ein „peqSTAR 2x 

Thermocycler“ der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) genutzt. Die 

Konzentration der cDNA wurde im Anschluss spektrophotometrisch bestimmt. 
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3.6.5. Hoch-Durchsatz-Analyse von mRNA- und miRNA-Expressionsprofilen auf 

Grundlage des Microarray-Verfahrens 

 

Die mRNA- und miRNA-Expressionsprofile auf Grundlage der RNA-Zeitverlaufsproben der 

Spender 1 und 2 wurden mittels Microarray analysiert. 

Das Hoch-Durchsatz Verfahren des Microarrays ermöglicht die simultane Analyse 

verschiedenster Transkripte (CONSORTIUM et al., 2006; GUO et al., 2013). Dabei kann mithilfe 

spezialisierter Testsysteme die Expression von bis zu mehreren zehntausend unterschiedlichen 

Transkripten parallel untersucht werden (D'ANDRADE, FULMER-SMENTEK, 2012; 

GOVINDARAJAN et al., 2012). Das Analyse-Verfahren macht sich den Mechanismus der 

molekularen Hybridisierung zunutze. Aus zwei Nukleinsäure-Molekülen mit komplementärer 

Sequenz wird dabei ein Doppelstrang gebildet, wobei die Sequenzspezifität der 

Hybridisierungsreaktion durch die umgebende Temperatur und Salzkonzentration definiert wird 

(MCCARTHY, CHURCH, 1970; THOMPSON, GILLESPIE, 1990). 

Bei der Microarray-Untersuchung werden die Ziel-Nukleinsäure-Moleküle zunächst mit 

fluoreszierenden Farbstoffen, wie beispielsweise dem Cyaninfarbstoffe Cy3, markiert und 

anschließend in einer stringenten Hybridisierungsreaktion an Oligonukleotide mit 

komplementärer Sequenz gebunden, die zuvor mit definierter Position auf dem Trägermaterial 

des Array-Chips immobilisiert wurden (BARRETT, KAWASAKI, 2003; GOVINDARAJAN et al., 

2012). Die Scanner-Detektion der Fluoreszenzsignale liefert Informationen über das 

Vorhandensein der Zielsequenzen und den Umfang der Expression innerhalb der Probe 

(BARRETT, KAWASAKI, 2003; D'ANDRADE, FULMER-SMENTEK, 2012; GOVINDARAJAN et 

al., 2012). Ein schematischer Überblick zum Grundprinzip des Microarray-Verfahrens ist 

nachfolgend in Abbildung 8 zusammengefasst. 
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Abbildung 8: Schematischer Überblick zum Grundprinzip des Microarray-Verfahrens. 

Die Ziel-Nukleinsäure-Moleküle innerhalb der Probe werden durch die Anbringung eines fluoreszierenden Farbstoffes 

markiert. In einer Hybridisierungsreaktion werden sie anschließend an Oligonukleotid-Sonden mit komplementärer 

Sequenz gebunden, die mit definierter Position am Trägermaterial des Array-Chips immobilisiert sind. Die Detektion 

erfolgt mittels Laser-Scan. (Eigene Darstellung in Anlehnung an (PRITCHARD et al., 2012)) 

 

 

3.6.5.1. Analyse von mRNA-Expressionsprofilen 

 

Aufgrund ihrer geringen Stabilität müssen mRNAs für die Analyse mittels Microarray zunächst 

mithilfe von universellen Primern in einer reversen Transkriptionsreaktion (RT) zu stabileren 

cDNA Molekülen umgeschrieben werden (BARRETT, KAWASAKI, 2003; GOVINDARAJAN et 

al., 2012). Aufgrund der geringen Expressionsmenge von verschiedenen mRNAs, können auf 

Grundlage der cDNA-Bank in einem weiteren Amplifikationsschritt sogenannte antisense RNAs 

(aRNAs bzw. complementary RNAs/cRNAs) generiert werden, um somit die Signalstärke zu 

erhöhen und eine sensitivere Detektion zu ermöglichen (BUMGARNER, 2013; KERKHOVEN et 

al., 2008; VAN GELDER et al., 1990). Dazu wird mithilfe der RT-Primer eine Promotor-Sequenz 

für die Funktion einer T7 RNA Polymerase an die cDNA angefügt (VAN GELDER et al., 1990). 
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Zur Untersuchung der zeitaufgelösten mRNA-Expressionsprofile wurden für jede 

Zeitverlaufsprobe 25 ng der zellulären RNA nach Herstellerangaben mithilfe des „Low Input 

Quick Amp Labeling Kit (One-Color)“ der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, Kalifornien, 

Vereinigte Staaten) in cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde auf Grundlage cDNA unter 

Verwendung von Cy3-gekoppelten Cytosin-Nukleotiden fluoreszenzmarkierte cRNA 

synthetisiert. Die Cy3-markierten cRNA-Proben wurden mithilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) gereinigt und die cRNA-Konzentration sowie die Konzentration der 

Farbstoffmarkierung in spektrometrischer Analyse mithilfe des „NanoDrop™ 2000c“ 

Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Vereinigte 

Staaten) bestimmt. Für die Hybridisierung wurde das „Agilent Gene Expression Hybridization Kit 

in Kombination mit den Agilent Human SurePrint G3 Gene Expression (V3, G4851C)“ 

Microarray-Chips nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurden je 600 ng der 

fluoreszenzmarkierten cRNA mit einer spezifischen Aktivität (≡ pmol Cy3 µg cRNA⁄ ) von ≥ 6 in 

die Reaktion eingesetzt. Für die Temperatur-Behandlungen wurde ein „peqSTAR 2x 

Thermocycler“ der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) verwendet. 

Die Hybridisierung fand entsprechend des Herstellerprotokolls für 17 h bei 65 °C und bei einer 

Rotationsgeschwindigkeit von 10 rpm in einem „Agilent G2545A“ Hybridisierungsofen (Agilent 

Technologies) statt. Nach zwei abschließenden Waschschritten mit dem „Gene Expression 

Wash Buffer Kit“ (Waschpuffer 1 und 2 versetzt mit Triton X-102 zu je 0,005 %; Agilent 

Technologies) wurden die Array-Chips mit einer Auflösung von 3 µm auf einem „SureScan 

Microarray Scanner“ der Firma Agilent Technologies gescannt. Die Rohdaten wurden mithilfe 

der zugehörigen „Agilent Feature Extraction Software“ extrahiert. 
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3.6.5.2. Analyse von miRNA-Expressionsprofilen 

 

Die stabileren miRNAs können im Gegensatz zu mRNAs direkt und ohne 

Umschreibungsreaktion mittels Microarray untersucht werden. Bei dem vorliegenden Verfahren 

der Firma Agilent Technologies wird dazu eine Dephosphorylierungs-Reaktion vorgenommen 

und anschließend ein Cy3-markiertes Cytosin an das 3‘-Ende der miRNA ligiert, um die 

Fluoreszenzmarkierung der miRNA vor der abschließenden Chip-Hybridisierung vorzunehmen 

(D'ANDRADE, FULMER-SMENTEK, 2012). 

Zur Analyse der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsprofile wurden für jede Zeitverlaufsprobe 

75 ng der zellulären RNA innerhalb des „miRNA Complete Labeling and Hyb Kits“ (Agilent 

Technologies, Santa Clara, Kalifornien, Vereinigte Staaten) verwendet und gegen „Human 

SurePrint G3 Unrestricted miRNA 8x60K Array-Chips (Release 21.0, G4872A)“ hybridisiert. Für 

die Temperatur-Behandlungen wurde ein „peqSTAR 2x Thermocycler“ der Firma PEQLAB 

Biotechnologie GmbH verwendet. Die Hybridisierung fand entsprechend des 

Herstellerprotokolls für 20 h bei 55 °C und bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 20 rpm in 

einem „Agilent G2545A“ Hybridisierungsofen (Agilent Technologies) statt. Nach zwei 

abschließenden Waschschritten mit dem „Gene Expression Wash Buffer Kit“; (Waschpuffer 1 

und 2 versetzt mit Triton X-102 zu je 0,005 %; Agilent Technologies) wurden die Array-Chips 

mit einer Auflösung von 3 µm auf einem „SureScan Microarray Scanner“ der Firma Agilent 

Technologies gescannt. Die Rohdaten wurden mithilfe der zugehörigen „Agilent Feature 

Extraction Software“ extrahiert. 

 

 

3.6.6. Verfahren zur miRNA-Quantifizierung auf Grundlage der Microarray-Daten 

 

Um aktivierungs-induzierte miRNA-Expressionsveränderungen quantitativ zu erfassen, wurde 

im Rahmen dieser Arbeit eine neue Methodik zur miRNA-Quantifizierung durch die Eichung des 

verwendeten Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, Vereinigte Staaten) 

miRNA-Microarray-Analysesystems etabliert. 
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3.6.6.1. Quantifizierung von miRNA-Expressionsveränderungen in Relation zum 

zellulären Ruhezustand 

 

Um die relative Quantifizierung von miRNA-Expressionsveränderungen im Vergleich zum 

Ruhezustand (0 h) zu ermöglichen, wurden auf Basis der Microarray-Daten fünf exemplarische 

miRNAs mit unterschiedlichem Verlauf der zeitaufgelösten Expressionsmuster ausgewählt (hsa-

miR-30c-5p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-221-3p und hsa-miR-182-5p). Zur 

Eichung des Microarray-Systems wurden entsprechende, synthetische miRNA-Oligonukleotide 

als spike-ins zu verschiedenen Mengen (50, 500 und 1.000 amol) auf einzelne 

Reaktionsansätze verteilt. Um experimentell vergleichbare Bedingungen für die Generierung 

der Standardkurve zu erreichen, welche die spätere Anwendung auf die Zeitverlaufs-Daten 

erlauben würden, wurden die Microarray-Experimente vor dem Hintergrund (75 ng) einer  

T-zellulären RNA-Probe durchgeführt (RIN: 7,8). Diese entstammte einem Aliquot der 

kryokonservierten, inaktiven (0 h) CD4+ T-Zellen von Spender 1. Des Weiteren wurde ein 

Reaktionsansatz dieser Hintergrund-RNA ohne das Hinzufügen der Oligonukleotide vermessen. 

Zur Auswertung wurden die Rohsignale der Microarray-Analysen zunächst bezüglich des 

Hintergrundrauschens korrigiert (vergleiche Abschnitt zur bioinformatischen Prozessierung der 

Microarray-Daten). Anschließend wurde die relative Veränderung in der Signalstärke auf 

Grundlager der hinzugefügten spike-in-Menge bestimmt. Dazu wurde das Messergebnis der 

Hintergrund-RNA von dem der Array-Reaktionen mit den hinzugefügten Oligonukleotiden 

subtrahiert. Das Verhältnis zwischen dem Anstieg dieser relativen Signalwerte (Abszisse) und 

der Menge des jeweiligen miRNA spike-ins (Ordinate) wurde durch eine Ursprungsgerade 

dargestellt. 

Die resultierenden Geraden-Gleichungen der untersuchten miRNAs wurden für die 

Quantifizierung von miRNA-Expressionsveränderungen auf die Zeitverlaufsdaten angewendet. 

Entsprechende relative Rohsignalwerte (Korrigiert) der zeitaufgelösten Microarray-Analysen 

wurden in Relation zu den korrigierten Rohsignalen der inaktiven CD4+ T-Zellen (0 h) bestimmt. 

Als Resultat wurde die relative Expressionsänderung der jeweiligen miRNA für die RNA-Menge 

des Microarray-Ansatzes ermittelt ( Stoffmengenänderung [amol] 75 ng⁄ ). Anschließend 

wurde für jeden Ansatz eine Hochrechnung auf die RNA-Gesamtmenge innerhalb der 

jeweiligen Zeitverlaufsprobe (RNA-Gesamtmenge = Elutionsvolumen x RNA-Konzentration) 

vorgenommen ( amol Probe⁄ ). Die enthaltene Molekülzahl wurde anhand der Avogadro-

Konstanten (NA = 6,02214076 ×1023 Teilchen (Moleküle) mol⁄ ) bestimmt ( Moleküle Probe⁄ ). 

Veränderungen pro Zelle wurden unter der Annahme extrapoliert, dass die ausgesäte Zellzahl 

von 3,5×105 Zellen Probe⁄  bei allen Zeitverlaufsproben konstant blieb ( Moleküle Zelle⁄ ). 
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3.6.6.2. Absolute Quantifizierung von miRNA-Expressionsmengen 

 

Um die absolute Quantifizierung der miRNA-Expression zu ermöglichen, wurde die Eichung des 

Microarray-Systems vor dem Hintergrund einer nicht-kompetitiven RNA-Probe wiederholt. Dazu 

wurden, anstelle einer zellulären Hintergrund-RNA, 75 ng einer viralen RNA-Probe des MS2-

Bakteriophagen (RNA, MS2) von der Firma Roche (Basel, Schweiz) verwendet. Diese sollte 

nicht an den Array-Chip binden und so das spätere Messergebnis nicht beeinflussen. Die 

miRNA-Oligonukleotide wurden als „spike-ins“ zu 50 amol, 500 amol, 1.000 amol, 2.000 amol 

und 5.000 amol auf die einzelnen Reaktionsansätze verteilt. Die Rohsignale der Microarray-

Analysen wurden bezüglich des Hintergrundrauschens korrigiert . Es wurden Eichkurven zu fünf 

unterschiedlichen miRNAs erstellt (hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-

miR-221-3p und hsa-miR-182-5p). Der Zusammenhang zwischen den Microarraysignalwerten 

(Abszisse) und der jeweiligen Menge der miRNA spike-ins (Ordinate) wurde als quadratische 

Funktion dargestellt. 

Zur Bestimmung einer universellen Eichkurve, wurden die Mittelwerte der korrigierten 

Rohsignalwerte aus den Ergebnissen von allen analysierten miRNA-Oligonukleotiden bestimmt. 

Der Zusammenhang zwischen diesen Durchschnittswerten (Abszisse) und der jeweiligen 

Menge der miRNA spike-ins (Ordinate) wurde als quadratische Funktion dargestellt. Die 

Übertragbarkeit der resultierenden universellen Eichkurve wurde in einem entsprechenden 

Kontrollexperiment überprüft. Dabei wurden weitere synthetische miRNAs (hsa-miR-15a-5p, 

hsa-miR-17-5p, hsa-miR-150–5p und hsa-miR-223-3p) als spike-ins vor einem MS2-RNA-

Hintergrund vermessen und mithilfe der Eichkurve quantifiziert. 

Zur quantitativen Analyse der Zeitverlaufsdaten wurde die Kurven-Gleichung auf die korrigierten 

Rohsignalwerte der einzelnen Array-Reaktionen angewendet. Dabei wurde die jeweilige Menge 

aller 815 detektierten miRNAs innerhalb der Reaktionsansätze bestimmt ( amol 75 ng⁄ ). Des 

Weiteren wurde die Molekülzahl pro Zelle berechnet, wie bereits für die relative Quantifizierung 

beschrieben. 

Die Auszählung zur anteiligen Verteilung der miRNAs erfolgte nach Bestimmung der maximalen 

Expressionsmenge bzw. nach Berechnung der maximalen Expressionsänderung anhand der 

gerundeten Molekülzahlen (ohne Dezimalstellen). 

  



3. Material und Methoden 

64 

3.6.7. Validierung von zeitaufgelösten RNA-Expressionsprofilen durch Taqman-Analysen 

 

Zur Validierung zeitaufgelösten miRNA-Expressionsprofile wurden miRNA-spezifische Taqman-

Untersuchungen durchgeführt. Die verwendeten „TaqMan™ microRNA assays“ (Kombination 

aus RT-Primer und qPCR-Assays) wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) bezogen und sind in Tabelle 13 

zusammengefasst. 

 

 

Tabelle 13: Übersicht der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten TaqMan™ microRNA assays. 

 

Ziel-miRNA 

Assay-ID 

(Thermo Fisher 

Scientific Inc.) 

hsa-let-7b-5p 002619 

hsa-miR-17-5p 002308 

hsa-miR-20a-5p 000580 

hsa-miR-21-5p 000397 

hsa-miR-26a-5p 000405 

hsa-miR-132-3p 000457 

hsa-miR-155-5p 002623 

hsa-miR-221-3p 000524 

hsa-miR-223-3p 002295 

 

 

Das Taqman-Verfahren basiert auf einer reversen Transkriptionsreaktion (RT) in Kombination 

mit einer quantitativen PCR (qPCR) (CHEN et al., 2005). 

Die RT wird dabei mithilfe von haarnadelförmigen (stem-loop) Oligonukleotiden, welche 

sequenzspezifisch an das 3‘-Ende der zu untersuchenden miRNAs binden und als Primer für 

die Enzymaktivität der Reversen Transkriptase dienen, durchgeführt. Dabei sorgt die 

haarnadelförmige Primer-Struktur durch die intramolekularen Basenpaarungen für eine 

besonders hohe Thermostabilität und somit eine hohe Effektivität und Spezifität im Rahmen der 

RT. Das entstehende Produkt, welches, neben der Primer-Struktur, die miRNA-Sequenz sowie 

die revers-komplementäre Sequenz (cDNA) der miRNA enthält, wird anschließend als Matrize 

in die qPCR-Untersuchung eingesetzt (CHEN et al., 2005). 
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Bei einer quantitativen PCR wird die Amplifikation des PCR-Produktes über den Verlauf der 

Reaktionszyklen quantifiziert (GARIBYAN, AVASHIA, 2013; HEID et al., 1996). Im Falle des 

Taqman-Assays wird dazu eine fluorogene Sonde verwendet deren Fluoreszenz zunächst 

durch ein Quencher-Molekül inhibiert wird (CHEN et al., 2005; HEID et al., 1996; LIE, 

PETROPOULOS, 1998). Die Annealing-Phase der zugehörigen PCR umfasst neben der 

Anlagerung der Primer auch die sequenzspezifische Assoziation der Sonde mit der Matrize. In 

der folgenden Elongationsphase kommt es dann durch die 5‘-Nuklease-Aktivität der Taq-

Polymerse zur Hydrolyse der gebundenen Sonde und somit zur Freisetzung des Fluorophors 

(HEID et al., 1996; HOLLAND et al., 1991). Im Zuge der weiteren Polymerisierungsreaktion löst 

sich der verbleibende Teil der Sonde wieder von der Matrize (LIE, PETROPOULOS, 1998). Mit 

jedem PCR-Zyklus kommt es so zu einem Anstieg der Emission. Dabei wird die exponentielle 

Phase der PCR früher erreicht, je mehr Ausgangs-cDNA in die Reaktion eingesetzt wurde. So 

kann auf Grundlage des Eintritts in die exponentielle Amplifikationsphase (Treshold cycle (Ct) 

bzw. quantitation cycle (Cq)) und die Normierung durch die äquivalente Messung eines 

Haushaltsgenes (ΔCq = Cq (Zielgen) - Cq (Haushaltsgen)) Rückschluss auf die (relative) Zielgen-

Expression gezogen werden (CHEN et al., 2005; HEID et al., 1996; LEFEVER et al., 2009). 

Ein schematischer Überblick des Analyseverfahrens ist in Abbildung 9 zusammengefasst. 
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Abbildung 9: Schematischer Überblick des Taqman-Verfahrens. 

Bei dem Taqman-Verfahren wird in einem ersten Schritt eine reverse Transkriptionsreaktion (RT) unter Verwendung 

von haarnadelförmigen (stem-loop) Oligonukleotid-Primern durchgeführt. Im Anschluss an die stem-loop RT entsteht 

so ein Produkt, welches die Primer-Struktur (blau), die miRNA-Sequenz (braun) und die revers-komplementäre 

Sequenz der zu untersuchenden miRNA (cDNA, grün) enthält. Im zweiten Schritt wird die Amplifikation dieses 

Produktes im Rahmen einer quantitativen PCR unter Echtzeitbedingungen (real-time) quantifiziert. Dabei wird eine 

sequenzspezifische, fluorogene Sonde (F) verwendet, deren Fluoreszenz zunächst durch ein gekoppeltes Quencher-

Molekül (Q) inhibiert wird. Die Sonde assoziiert in der Annealing-Phase der zugehörigen PCR mit der zu 

quantifizierenden cDNA-Matrize. Durch die folgende Elongation kommt es zur Hydrolyse der gebundenen Sonde und 

somit zur Freisetzung des Fluorophors. Auf Grundlage dessen wird der Anstieg der Emission über den Verlauf der 

PCR-Zyklen vermessen. Der Eintritt in die exponentielle PCR-Phase erlaubt schließlich Rückschluss über die 

Expressionsmenge der miRNA innerhalb der Ausgangsprobe. (Quelle: (CHEN et al., 2005)) 

 

 

Bei der experimentellen Durchführung der Taqman-RT-qPCR-Analysen wurde nach Anleitung 

des „TaqMan® Small RNA Assay“ Benutzerhandbuch (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten) vorgegangen. Dazu wurden jeweils 5 ng der zellulären 

RNA in die RT-Reaktion eingesetzt und das „TaqMan MicroRNA Reverse Transcription (RT) 

Kit“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) verwendet. Für die 

Inkubation anhand des Temperaturprogrammes wurde ein „ProFlex 3x32-well PCR System“ der 

Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) genutzt. 
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Von der entstandenen cDNA wurden 3 µl in die folgende qPCR-Analyse eingesetzt. Dabei 

wurden der „TaqMan™ Fast Advanced Master Mix“ und ein „StepOnePlus real-time PCR 

Instrument“ der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten) 

genutzt. Bei der Temperaturbehandlung wurde zunächst eine thermische Aktivierung der im 

qPCR-Mastermix enthaltenen Uracil-N-Glycosylase (UNG) vorgenommen. Das Enzym wird 

häufig im Zusammenhang mit PCR basierten Methoden genutzt und ermöglicht die Reduktion 

von falsch-positiven qPCR-Resultaten, indem es für die Degradierung von unspezifischen 

Produkten und DNA-Kontaminationen in der zu analysierenden Probe sorgt (KLEIBOEKER, 

2005; LONGO et al., 1990; TETZNER, 2009). 

Bei der Bestimmung des Cq-Wertes wurde ein Signal-Schwellenwert von 0,2 gesetzt. Die 

Normierung wurde anhand einer entsprechenden Messung des Haushaltsgens RNU48 

(TaqMan™ microRNA control assay, assay ID: 001006; Thermo Fisher Scientific) 

vorgenommen. 

 

Zur Validierung der Microarray-Analyseergebnisse (Spender 1, 2) wurden Taqman RT-qPCR-

Untersuchungen für acht unterschiedliche miRNAs durchgeführt (hsa-let-7b-5p, hsa-miR-17-5p, 

hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-155-5p und hsa-

miR-223-3p). Die Taqman-Analyse-Ergebnisse der Spender (3-6) wurden mit den Resultaten 

entsprechender Referenzproben des Spenders 2 verglichen. Zur statistischen Analyse wurden 

die entsprechenden ΔCq-Werte zwischen dem maximalen und minimalen Expressionswert 

verglichen. Zudem wurde ein Vergleich zum Expressionswert der inaktiven Zellkontrolle 

vorgenommen. Dazu wurde ein gepaarte t-Testung unter der Annahme einer Normalverteilung 

der Daten mithilfe der Statistiksoftware GraphPad Prism 7 (Graphpad Software, Inc.) 

durchgeführt. Ein p-Wert von ≤0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet. 
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Für die Validierung der quantitativen Expressionsanalysen (Kapitel 3.6.6. Verfahren zur miRNA-

Quantifizierung auf Grundlage der Microarray-Daten) wurden vergleichende Taqman-

Messungen der miRNAs, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-155-5p und hsa-miR-221-3p, durchgeführt. 

Zur Erstellung von relativen Eichkurven wurden analog zur Microarray-Eichung Proben aus 

miRNA-Oligonukleotid spike-ins (0 nmol, 50 nmol, 500 nmol and 1.000 nmol) und 75 ng einer 

T-zellulären Hintergrund-RNA (RIN: 9,8) generiert. Aliquots dieser Proben wurden für die 

miRNA-spezifischen RT-Reaktionen verwendet und die resultierenden cDNAs anschließend in 

die qPCR-Analyse eingesetzt. Die Hintergrund-RNA entstammte einem Aliquot der 

kryokonservierten, inaktiven (0 h) CD4+ T-Zellen von Spender 1. Nach Ermittlung der ΔCq-

Werte, wurden die Änderungen durch die hinzugefügten Oligonukleotid spike-ins durch 

Subtraktion der jeweiligen Messergebnisse der Hintergrund-RNA, ohne die entsprechenden 

Oligonkleotid spike-ins (0 nmol), bestimmt (ΔΔCq). Die Eichkurven wurden durch Auftragung 

des -ΔΔCq-Wertes (Abszisse) gegen die Menge der Oligonukleotid spike-ins (Ordinate) 

bestimmt und auf entsprechende Messergebnisse der Zeitverlaufsproben angewendet. Dabei 

wurden die ΔΔCq-Werte relativ zu den ΔCq-Werten der inaktiven CD4+ T-Zellen (0 h) bestimmt 

und die -ΔΔCq-Werte für die Quantifizierung der Expressionsänderungen verwendet. Die 

molekularen Änderungen pro Zelle wurden berechnet, wie bereits für die Microarray basierte 

Quantifizierung beschrieben. Die Taqman-Analysen der Zeitverlaufsproben wurden auf 

Grundlage von einem der drei Proben-Replikate pro Zeitpunkt durchgeführt. Dabei wurde für 

jede miRNA die gleiche Zeitverlaufsprobe verwendet. Aufgrund der geringen Menge der 

verbliebenen zellulären RNA-Proben mussten bei den Analysen teilweise einzelne Zeitpunkte 

ausgelassen werden. Die cDNAs wurden dreimal vermessen und der resultierende Mittelwert 

für die relative Quantifizierung verwendet.  
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3.7. Auswertung und bioinformatische Analyse der Microarray-Daten 

 

3.7.1. Bioinformatische Prozessierung der Microarray-Rohdaten 

 

Unter Verwendung der Programmiersprache „R“ (Entwickler: R Core Team) und mithilfe des 

„limma R-package“ (RITCHIE et al., 2015) wurden die Microarray-Rohdaten bezüglich des 

Hintergrundrauschens korrigiert (method = normexp, offset = 16). Dazu wurden die Signalwerte 

von Kontrollsoden herangezogen, die in das Microarray-Chipsystem integriert sind (LOPEZ-

ROMERO et al., 2010). Die Daten wurden mittels Quantil-Normalisierung normiert und zur 

besseren Vergleichbarkeit mittels log2-Transformierung skaliert. Die bioinformatische 

Prozessierung der Microarray-Rohdaten wurde in Kooperation mit dem Zentrum für 

Bioinformatik (Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hans-Peter Lenhof; Universität des 

Saarlandes, Standort Saarbrücken) freundlicher Weise von Herrn Tim Kehl vorgenommen. Die 

prozessierten Microarray-Daten wurden (im Zusammenhang mit einer Publikation der 

Ergebnisse (DIENER et al., 2020)) auf der „Gene Expression Omnibus“ (GEO) Plattform 

hinterlegt (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; Zugriffsnummer der mRNA-Daten: GSE136625; 

Zugriffsnummer der miRNA-Daten: GSE136626). Die korrigierten Rohsignalwerte und die 

normierten log2-Expressionsdaten wurden mir für die Darstellung und weitere Auswertung der 

zeitaufgelösten miRNA- bzw. mRNA-Expressionsprofile zur Verfügung gestellt. 
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3.7.2. Auswertungen zur Ermittlung von miRNA-Kandidaten mit deutlicher 

Expressionsveränderung im Kontext des Aktivierungsprozesses 

 

Zur statistischen Bewertung der detektierten miRNA-Expressionveränderungen, wurden für jede 

miRNA zunächst die Zeitpunkte der maximalen und minimalen log2-Expression auf Grundlage 

der Median-Werte der Microarray-Ergebnisse bestimmt. Unter Annahme einer Normalverteilung 

der Daten, wurde anschließend ein gepaarter t-Test zum Vergleich der betreffenden Zeitpunkte 

durchgeführt. Für jeden Spender wurden dazu die Expressionsdaten der drei separat aktivierten 

Proben pro Zeitpunkt verglichen. Aufgrund der multiplen Testung wurden die resultierenden p-

Werte nach der Methodik von Benjamini und Hochberg adjustiert (BENJAMINI, HOCHBERG, 

1995). Ein adjustierter p-Wert von ≤0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet. 

Zur Bestimmung der am stärksten veränderten miRNAs wurden die signifikant veränderten 

miRNAs in einem weiteren Schritt auf Grundlage der zugehörigen Änderung zwischen der 

maximalen und minimalen Expression gefiltert. Ein FC von 1,5 bei gleichzeitiger statistischer 

Signifikanz gilt in der Regel als zuverlässiger Schwellenwert für die Detektion von zellulären 

miRNA-Expressionsveränderungen (DANIELS et al., 2014; MCCARTHY, SMYTH, 2009). Die 

fold changes (FCs) wurden auf Grundlage der Median-log2-Expressionswerte berechnet und die 

miRNAs mit einem FC von mehr als 1,5 (FC≥1,5) für jeden Spender bestimmt: 

 

(FC = 2(Median-log2-Expression (Maximum) - Median-log2-Expression (Minimum))) 

 

Die Auswertungen zur Ermittlung der miRNA-Kandidaten wurden in Kooperation mit dem 

Zentrum für Bioinformatik (Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hans-Peter Lenhof; Universität 

des Saarlandes, Standort Saarbrücken) durchgeführt. Für die bioinformatischen Berechnungen 

durch Herrn Tim Kehl wurde die Programmiersprache „R“ verwendet. Die Zeitpunkte der 

maximalen und minimalen Expression, die zugehörigen log2-Expressionswerte (Median), FCs 

und die adjustierten p-Werte wurden mir freundlicher Weise als Liste für alle detektierten 

miRNAs zur Verfügung gestellt und anschließend nach den oben beschriebenen Kriterien 

gefiltert. 
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3.7.3. Klassifikation von zeitaufgelösten miRNA-Expressionsprofilen 

 

Zur Klassifikation der zeitaufgelösten Expressionsprofile von ausgewählten miRNAs wurden die 

Median-Ergebnisse der Microarray-Zeitverlaufsanalysen (n = 6 pro Zeitpunkt) einer zweistufigen 

Cluster-Analyse unterzogen. 

Als Maß für den Vergleich zwischen zwei aufeinander folgenden Zeitpunkten wurde der 

Euklidische Abstand verwendet (GERSTNER et al., 2020). In einem ersten Schritt wurden 

ähnliche Muster mithilfe einer graphisch basierten Methodik mit ganzzahliger linearer 

Programmierung (Integer linear program, ILP) nach Grötschel und Wakabayashi bestimmt 

(GRÖTSCHEL, WAKABAYASHI, 1989). Dabei wurden initiale Cluster als Knotenpunkte 

innerhalb des resultierenden Cliquen-Graphs bei einem Ähnlichkeits-Grenzwert von 0,895 

bestimmt. Anschließend wurde die Untersuchung durch eine hierarchische Cluster-Analyse 

nach dem Ward-Verfahren ergänzt (WARD, 1963), um so die finalen Profil-Klassen, bestehend 

aus miRNAs mit gemeinsamen zeitaufgelösten Expressionsmustern, zu definieren. 

Die bioinformatischen Cluster-Analysen wurden in Kooperation mit dem Zentrum für 

Bioinformatik (Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hans-Peter Lenhof; Universität des 

Saarlandes, Standort Saarbrücken) von Herrn Tim Kehl und Frau Kerstin Lenhof durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Auswertungen wurden mir freundlicher Weise als graphische Übersicht 

(Heatmap) zur Verfügung gestellt und von mir als Abbildung der log2-Zeitverlaufslinien 

dargestellt. 

Im Zusammenhang mit einer Publikation der Ergebnisse (DIENER et al., 2020) wurden der 

Quelltext (Source Code als Programmbibliothek für die Programmiersprache C++) sowie die 

Auswertung der miRNA-Cluster-Analysen durch Herrn Kehl unter dem Link 

https://github.com/unisb-bioinf (GitHub, Inc. netzbasierter Dienst; Microsoft Corporation) 

hinterlegt. 
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3.7.4. Funktionelle Analyse von Signalwegen der T-Zell-Aktivierung 

 

Die statistische Analyse von signifikant veränderten T-Zell-Aktivierungssignalwegen wurde 

mithilfe des „GeneTrail 2.0“ Webservice-Tools durchgeführt (STOCKEL et al., 2016). Durch die 

Bestimmung der Differenz zwischen den Zeitpunkten nach der T-Zell-Aktivierung (2 h-24 h) und 

dem 0 h Zeitpunkt wurden für jeden Spender die Expressionsveränderungen (log2-FCs) der 

repräsentierten mRNAs auf Grundlage der Median-log2-Expressionswerte ermittelt. Die 

zugehörigen Gene wurden anhand des Umfangs dieser Änderungen sortiert. Im nächsten 

Schritt wurde eine unweighted Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) der sortierten Gen-Liste 

mit einer Einordnung in verschiedene Signalwegs-Kategorien vorgenommen (BACKES et al., 

2007; KELLER et al., 2007; THE GENE ONTOLOGY, 2019). Aufgrund der multiplen Testung 

wurden die p-Werte nach der Methodik von Benjamini und Hochberg adjustiert (BENJAMINI, 

HOCHBERG, 1995). Ein angepasster p-Wert von ≤0,05 wurde als statistisch signifikant 

erachtet. 

Die beschriebenen Signalwegs-Analysen wurden in Kooperation mit dem Zentrum für 

Bioinformatik (Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hans-Peter Lenhof, Universität des 

Saarlandes, Standort Saarbrücken) freundlicher Weise von Herrn Tim Kehl vorgenommen. Die 

Ergebnisse der adjustierten p-Werte wurden mir zur Verfügung gestellt und wurden als 

Darstellung für verschiedene Termini der Kategorie „Gene Ontology (GO): Biological Process“ 

gezeigt. 

 

 

3.8. Methoden auf Grundlage bioinformatischer Tools 

 

3.8.1. Analyse von miRNA-Zielgen-Netzwerken 

 

Die Analyse von miRNA-Zielgen-Netzwerken wurde mithilfe des „miRTargetLink“ Webservice-

Tools durchgeführt (HAMBERG et al., 2016). Dazu wurde die “Search by microRNA” Funktion 

und ein nachhaltiger Hinweis Typus („strong evidence type“) für bereits experimentell validierte 

Zielgen-Interaktionen ausgewählt. Die zugehörigen Funktionen der miRNA-Zielgene wurden 

durch eine Einsortierung (Over-representation analysis, FDR adjustment (BENJAMINI, 

YEKUTIELI, 2001)) in die Kategorie “Gene Ontology (GO): Biological Process” mithilfe des 

„GeneTrail 2.0“ Webservice-Tools ermittelt (BACKES et al., 2007). Nach einer Sortierung nach 

Anzahl der Treffer (Hits) wurden die Top 5 Ergebnisse der entsprechenden GO Termini für die 

entsprechenden miRNA-Paarungen bestimmt. 
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3.8.2. Vorhersage von miRNA-Zielgenen 

 

Für die Vorhersage von möglichen Bindestellen in den 3’UTRs von potenziellen miRNA-

Zielgenen wurde das „miRWalk 2.0“ in silico Tool verwendet (DWEEP, GRETZ, 2015). Dabei 

wurden alle verfügbaren Datenbanken sowie ein minimaler Umfang der seed-Bindung von 6 nt 

ausgewählt. Im Anschluss wurden die Ergebnisse nach einer Vorhersage durch mindestens 

fünf der insgesamt zwölf integrierten Datenbanken (miRWalk, MicroT4, miRanda, miRBridge, 

miRDB, miRMap, miRNAMap, PICTAR2, PITA, RNA22, RNAhybrid und Targetscan (DWEEP, 

GRETZ, 2015)) gefiltert. 

 

Für die Auswahl im Rahmen der Hoch-Durchsatz-Testung wurden die zugehörigen Gene auf 

eine inverse Korrelation zwischen den zeitaufgelösten mRNA-Expressionsdaten und den 

entsprechenden miR-155-5p-Zeitverlaufsdaten überprüft. Dabei wurden inverse 

Korrelationskoeffizienten nach Pearson und bzw. oder Spearman von mindestens -0,8 

vorausgesetzt. Der Pearson-Korrelationskoeffizient beschreibt den linearen Zusammenhang 

zwischen zwei Variablen, unter Annahme einer Normalverteilung der Daten. Im Gegensatz 

dazu kann ein statistischer Zusammenhang auf Grundlage des nichtparametrischen Spearman-

Korrelationskoeffizienten (Rangkorrelationskoeffizient) durch die Erstellung einer Rangliste und 

ohne die Voraussetzung einer Normalverteilung der Daten bestimmt werden (AKOGLU, 2018; 

MUKAKA, 2012). 

Die Bestimmung der Korrelationskoeffizienten wurde in Kooperation mit dem Zentrum für 

Bioinformatik (Arbeitsgruppe Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hans-Peter Lenhof, Universität des 

Saarlandes, Standort Saarbrücken) freundlicher Weise durch Herrn Tim Kehl unter Verwendung 

der Programmiersprache „R“ (R Core Team) vorgenommen. Die resultierenden 

Korrelationsdaten wurden mir als Liste zur Verfügung gestellt. 

 

Zur Testung mittels dualen Luciferase-Reportergen-Assays wurden 19 der der invers 

korrelierenden, potenziellen Zielgene mit unterschiedlicher zellulärer Funktion und 

unterschiedlichem Umfang der zugehörigen mRNA-Expressionsabnahme ausgewählt 

 

(Fold Decrease = 2(Median-log2-Expression (0 h) - Median-log2-Expression (Minimum des Zeitverlaufs))). 

 

Die möglichen miR-155-5p-Bindestellen innerhalb der zugehörigen 3’UTR-Sequenzen sind 

nachfolgend in Tabelle 14 aufgeführt. 
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Tabelle 14: Übersicht über mögliche miR-155-5p-Bindestellen in den zugehörigen 3’UTR-Sequenzen der 

mittels dualen Hoch-Durchsatz Luciferase-Reportergen-Assays getesteten Gene. 

(Die jeweils obere der beiden Sequenzen entspricht dem 3’UTR-Sequenzbereich des potenziellen Zielgens, die 

untere der miRNA-155-5p-Sequenz. Die tabellarische Übersicht der potenziellen Bindestellen wurde unter 

Verwendung von Vorhersageinformationen des miRanda- und des TargetScan-Algorithmus zusammengestellt 

(AGARWAL et al., 2015; BETEL et al., 2008)) 

 

Potenzielles 

Zielgen 

Mögliche miR-155-5p-Bindestelle(n) innerhalb der 

3’UTR-Sequenz 

ADD3 

5'   ...CCAUUGUUUCAGUGG--GCAUUAAC... 3' 

                |||      |||||||  

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

5'    ...AAGACAAGAAUCUAUAGCAUUAG...  3' 

                        |||||||  

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

CYP2U1 

5'    ...UUGCACUAAUAACUCAGCAUUAA...  3' 

                        |||||||| 

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

DDX17 

5'   ...AGACACAUUCCUGUUGCAUUAAG...   3' 

                       |||||||  

3'    UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU       5' 

EZH1 

5'    ...UAGCAGCUGCAGGCAAGCAUUAU...  3' 

                        |||||||  

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

5'   ...UGCUGCUAUUGAAGAAGCAUUAG...   3' 

                       |||||||  

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

HERC3 

5'   ...CUUUUGGAGCAAGUUGCAUUAAC...   3' 

                       |||||||  

3'    UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU       5' 

IFT80 

5'  ...CACCAAGUUCAUAGC-AGCAUUAC...   3' 

               |||     |||||||  

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

 

JMY 

5'    ...AUAGCUGUAAGUCAGGCAUUAAA...  3' 

                        |||||||  

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

5'  ...AUACACCUAAAAUGUCCGCAUUACU...  3' 

                        ||||||   

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 
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Potenzielles 

Zielgen 

Mögliche miR-155-5p-Bindestelle(n) innerhalb der 

3’UTR-Sequenz 

KDM5B 

5'   ...CACCUUUUCAUGUACAGCAUUAA...   3' 

               |||     |||||||| 

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

5'   ...CAUUGCCCAUUGUAAAGCAUUAA...   3' 

                       |||||||| 

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

LAT2 

5'    ...UGUUGUCUCCUAGAAAGCAUUAC...  3' 

                        |||||||  

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

LDLRAP1 

5'   ...AGCUUGGCACUUUAAAGCAUUAA...   3' 

               |||     |||||||| 

3'    UUGGGGAUAGUGCUAA-UCGUAAUU      5' 

RASA3 

5'     ...CAUUGGGAGGUUCAGAGCAUUAC... 3' 

                         |||||||  

3'       UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU    5' 

RXRA 

5'     ...GGUUUGAUGGACAGUAGCAUUAG... 3' 

                         |||||||  

3'       UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU    5' 

S100B 

5'   ...AACAAAGCCUUAUCCAGCAUUAU...   3' 

                       ||||||| 

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

 

SH3BP4 

5'   ...ACUUGACACAGUGUUGCAUUAAU...   3' 

              |||      |||||||  

3'   UUGGGGAUAGUGCUAAU-CGUAAUU       5' 

5'   ...GCAGAGUGAAGUCCCGCAUUAGC...   3' 

                       ||||||   

3'    UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU       5' 

SORL1 

5'    ...GUAAUAAAAGCCAGUGCAUUAAG...  3' 

                        |||||||  

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

STARD8 

5'  ...CCCUCAAAUCAAUAA-AGCAUUAC...   3' 

              ||||     |||||||  

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

TADA2B 

5'  ...UAGGGUAAAAUUUUCAGCAUUAA...    3' 

                      |||||||| 

3'    UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU       5' 
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Potenzielles 

Zielgen 

Mögliche miR-155-5p-Bindestelle(n) innerhalb der 

3’UTR-Sequenz 

TAF7 

5'  ...GUCUUCAGACUGGUCAGCAUUAG...    3' 

                      |||||||  

3'    UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU       5' 

ZFP36 

5'    ...CCCCUUUUCCAGAAUGCAUUAAC...  3' 

                        |||||||  

3'     UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU      5' 

 

 

Für die Analyse von kooperativen miRNA-Zielgenen wurden mögliche 3’UTR-Bindestellen der 

miR-155-5p und der miR-21-5p, wie bereits oben beschrieben, mithilfe von „miRWalk 2.0“ 

vorhergesagt (DWEEP, GRETZ, 2015). Anschließend wurde die Schnittmenge der gemeinsam 

vorhergesagten Zielgene bestimmt. Da vermutet wird, dass eine geringe Distanz von 8-40 nt 

zwischen Bindestellen eine entscheidende Voraussetzung für die kooperative Funktionsweise 

von miRNA-Bindestellen ist (GRIMSON et al., 2007), wurden für die exemplarische Testung 

mittels dualen Luciferase-Assays zwei potenzielle Zielgene anhand nahegelegener 

Bindestellen, einer möglichen Rolle für die T-Zell-Funktion und einer Abnahme der mRNA über 

den Zeitverlauf ausgewählt. Die vorhergesagten miR-155-5p und miR-21-5p Bindestellen der so 

ausgewählten Gene sind in Tabelle 15 zusammengefasst. 
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Tabelle 15: Übersicht über mögliche miR-155-5p- bzw. miR-21-5p-Bindestellen in den zugehörigen 3’UTR-

Sequenzen der mittels dualen Luciferase-Reportergen-Assays getesteten potenziellen Zielgene. 

(Die jeweils obere der Sequenzen entspricht dem 3’UTR-Sequenzbereich des potenziellen Zielgens, die untere 

Sequenz der jeweiligen miRNA. Die tabellarische Übersicht der potenziellen Bindestellen wurde unter Verwendung 

von Vorhersageinformationen des miRanda- und des TargetScan-Algorithmus zusammengestellt (AGARWAL et al., 

2015; BETEL et al., 2008)). 

 

Potenzielles 

Zielgen 

Mögliche miR-155-5p- bzw. miR-21-5p-Bindestelle(n) 

innerhalb der 3’UTR-Sequenz 

IL1RAP 

5'     ...UGAGAGUUGCUUUUGGCAUUAAU... 3' 

                         |||||||   

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

 

5'     ...GUAGCCAGCCAUCGGGCAUUAAU... 3' 

                         |||||||   

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

 

(miR-155-5p) 

5'     ...GACACAUUUAGAAACUAAGCUAU... 3' 

                         |||||||   

3'        AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU     5' 

 

5'     ...AAGAACUUAUUCCAGAUAAGCUU... 3' 

                         |||||||   

3'         AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU    5' 

 

(miR-21-5p) 

LEMD3 

5'     ...UUUAUGAGGAUGUCUGCAUUAAA... 3' 

                         |||||||  

3'      UUGGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU     5' 

(miR-155-5p) 

5'     ...CAUUAAAGCAGUAAAAUAAGCUU... 3' 

                  ||||   |||||||   

3'         AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU    5' 

(miR-21-5p) 
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3.8.3. Ermittlung von zellulären Funktionen der identifizierten miRNA-Zielgene 

 

Zur Analyse der zellulären Funktion von miR-155-5p-Zielgenen wurde mithilfe des „Genetrail 

3.0“ Webservice-Tools eine funktionelle Einsortierung („Over-representation analysis“, FDR 

adjustiert (BENJAMINI, YEKUTIELI, 2001)) anhand der Kategorie “Gene Ontology (GO): 

Molecular Function” vorgenommen (GERSTNER et al., 2020). Ergänzend wurde eine 

Literaturrecherche durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 
Zentrale Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit wurden bereits im Rahmen einer Publikation („Quantitative and time-

resolved miRNA pattern of early human T cell activation“) in der naturwissenschaftlichen Fachzeitschrift „Nucleic 

Acids Research“ veröffentlicht (DIENER et al., 2020). 

 

4.1. Methodische Vorgehensweise zur Erfassung der zeitaufgelösten RNA-

Expressionsprofile 

 

Die methodische Vorgehensweise zur Ermittlung der zeitaufgelösten miRNA- und mRNA-

Expressionsdaten ist nachfolgend in Abbildung 10 zusammengefasst. Da CD4+ Zellen den 

größten Anteil der T-Zellen im menschlichen Blut bilden (TOLLERUD et al., 1989) und durch 

ihren regulatorischen Einfluss von entscheidender Bedeutung für die Effektivität der 

Immunantwort sind (LUCKHEERAM et al., 2012), wurden die Untersuchungen an CD4+ T-

Zellen durchgeführt. Diese wurden aus peripheren Blutblutproben von zwei weiblichen 

Spendern (Spender 1 und 2), vergleichbaren Alters (26 bzw. 23 Jahre) und ohne bekannte 

immunologische Vorerkrankungen, gewonnen und in vitro aktiviert. Mit der Entnahme von drei 

separat aktivierten Zellproben pro Spender und Zeitpunkt, in Intervallen von 2 h und über einen 

Gesamt-Zeitraum von 24 h, wurden insgesamt 78 Proben gesammelt. Anschließend wurde für 

jede Probe die zelluläre RNA extrahiert. Die miRNA- und mRNA-Expressionsprofile wurden 

mithilfe des Microarray-Verfahrens erfasst. Somit wurden zeitaufgelöste RNA-Expressionsdaten 

zu insgesamt sechs Zeitverläufen (0-24 h) der initialen T-Zell-Aktivierungsphase ermittelt. 
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Abbildung 10: Methodische Übersicht zur Erfassung der zeitaufgelösten miRNA- und mRNA-

Expressionsdaten im Zusammenhang mit den ersten 24 h der humanen T-Zell-Aktivierung. 

Zunächst wurden CD4+-T-Zellen aus venösen Blutproben von zwei Spendern, gleichen Geschlechts und 

vergleichbaren Alters, isoliert. Anschließend wurde die T-Zell-Aktivierung in vitro durch die Antikörper vermittelte 

Stimulation von Oberflächenrezeptoren induziert. Pro Spender wurden in Intervallen von 2 h jeweils drei synchron-

aktivierte Zellproben aus separaten Reaktionsansätzen entnommen. Auf Grundlage der Zeitverlaufsproben wurden 

im Folgenden die zeitaufgelösten RNA-Expressionsprofile ermittelt. Dazu wurde die zelluläre RNA extrahiert und die 

miRNA- und mRNA-Expression mithilfe des Microarray-Verfahrens analysiert. 
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4.2. Kontroll-Analysen der zu Grunde liegenden Parameter bei der Erfassung und 

Auswertung der zeitaufgelösten RNA-Expressionsprofile 

 

Im Hinblick auf die Validität der zeitaufgelösten Expressionsdaten wurden verschiedene 

quantitative und qualitative Grundparameter kontrolliert. Dabei wurde der aktuelle 

immunologische Zustand der Probanden überprüft, um den Einfluss einer akuten Infektion auf 

die Ergebnisse der Zeitverlaufsanalysen auszuschließen. Des Weiteren wurden die Reinheit der 

isolierten CD4+ T-Zellen sowie die Menge und die Integrität der extrahierten zellulären Gesamt-

RNA-Proben analysiert. Mithilfe der mRNA-Zeitverlaufsdaten wurde zudem die effektive 

Induktion des T-Zell-Aktivierungsprozesses kontrolliert. 

 

Zum Nachweis des gesunden immunologischen Zustands, wurde das aktuelle Blutbild der 

Spender 1 und 2 zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestimmt. Die Analyse-Daten wurden mit den 

Normwerten der gesunden menschlichen Blutzusammensetzung verglichen (Tabelle 16). Dabei 

lagen sowohl die Anzahl an roten Blutzellen, die Hämoglobin- und Hämatokrit-Werte sowie die 

Mengen an weißen Blutzellen, inklusive Lymphozyten, Monozyten, neutrophilen und basophilen 

Granulozyten, für beide Spender innerhalb des Normbereiches. Für den Spender 1 entsprachen 

sowohl der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten an den weißen Blutzellen als auch 

die Anzahl der Zellen pro Blutvolumen ebenfalls den Normwerten. Im Falle des Spenders 2 lag 

der prozentuale Gehalt an eosinophilen Granulozyten leicht unterhalb des Referenzbereiches, 

die absolute Zellanzahl pro Blutvolumen entsprach jedoch den Normwerten, so dass nicht von 

einer Eosinopenie auszugehen war (GEORGE-GAY, PARKER, 2003; KRAUSE, BOGGS, 

1987). 
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Tabelle 16: Hämatogramm-Daten der Spender 1 und 2 vom Zeitpunkt der Blutentnahme. 

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme wurde das Blutbild für die Spender 1 und 2 erhoben. Die resultierenden 

Analysedaten sind im Vergleich zum Normbereich dargestellt. 

(Definition des Normbereichs der Blutzusammensetzung nach (GEORGE-GAY, PARKER, 2003; KRAUSE, BOGGS, 

1987)) 

 

Bestandteil des Blutes Spender 1 Spender 2 Normbereich 

Rote Blutzellen (Red blood cells; RBCs)/µl 4,84 × 106 4,82 × 106 4,0 - 6,2 × 106 

Hämoglobin [g/dl] 14 14 12 - 16 

Hämatocrit [%] 41 41 38 - 47 

Weiße Blutzellen (White blood cells; WBCs)/µl 8,49 × 103 7,58 × 103 4,5 - 11,0 × 103 

Lymphozyten [% der WBCs] 29 26 25 - 33 

Monozyten [% der WBCs] 6 4 3 - 7 

Neutrophile Granulozyten [% der WBCs] 64 70 60 - 70 

Basophile [% der WBCs] 0,7 0,3 0 - 0,75 

Eosinophile Granulozyten [% der WBCs] /  

                                         [Zellen/µl Blut] 

1,5 / 

0,13 × 103 

0,4 / 

0,03 × 103 

1 - 5 / 

0,02-0,65 × 103 
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Nach der Isolation wurde die Reinheit der CD4+ T-Zellen kontrolliert (Abbildung 11A und B). 

Dazu wurde auf Grundlage eines zellulären Aliquots eine Oberflächenfärbung des CD4-

Rezeptors mit anschließender Durchflusszytometrie-Analyse durchgeführt. Abzüglich der 

Hintergrundfluoreszenz, die jeweils durch die Analyse einer ungefärbten Kontrollprobe ermittelt 

wurde, lag der hohe Anteil an CD4+-Zellen für die Zellprobe des ersten Spenders bei 95,0 % 

und für die Probe des zweiten Spenders bei 83,7 %. 

 

Die Quantität und Qualität der extrahierten zellulären Gesamt-RNA-Proben wurden mittels 

fluorometrischer Vermessung und kapillarelektrophoretischer Auftrennung kontrolliert. Die 

durchschnittliche Menge der Gesamt-RNA (Gesamtheit der isolierten RNA-Spezies, inklusive 

ncRNAs und mRNAs) lag dabei für Spender 1 in einem Bereich zwischen 216,5 ng (2 h) und 

432,0 ng (24 h) pro Probe und für Spender 2 in einem Bereich zwischen 211,0 ng (6 h) und 

402,0 ng (24 h) pro Probe. Unter Annahme einer konstanten Anzahl von 350.000 T-Zellen 

entsprachen die resultierende Gesamt-RNA-Mengen pro T-Zelle (Spender 1: 0,62 und 

1,32 pg/Zelle; Spender 2: 0,60 und 1,15 pg/Zelle) somit dem Normbereich von circa 1-

2 pg/Zelle (MONACO et al., 2019; WANG et al., 2019). Zudem wiesen die Zeitverläufe der 

zellulären RNA-Proben für beide Spender einen Anstieg in Richtung der späteren 

Analysezeitpunkte auf (Abbildung 11C). Eine vergleichbare Zunahme der zellulären Gesamt-

RNA wurde im Zusammenhang mit dem fortschreitenden Zellzyklus und der T-Zell-Aktivierung 

bereits in der Literatur beschrieben (DARZYNKIEWICZ et al., 1979; POULTON et al., 1988; 

TEAGUE et al., 1999). Anhand von RIN-Werten zwischen 8,2 und 10,0 konnte des Weiteren 

eine hohe Integrität für alle RNA-Proben bestätigt werden (Abbildung 11D). 
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Abbildung 11: Reinheitskontrolle der isolierten CD4+ T-Zellen sowie quantitative und qualitative Kontrolle 

der extrahierten zellulären RNA-Proben. 

A, B) Durchflusszytometrie-Analyse zur Reinheitskontrolle der isolierten CD4+ T-Zellen von Spender 1 (A) und 

Spender 2 (B). Die Ergebnisse sind als vergleichende Histogramme eines ungefärbten zellulären Aliquots 

und eines Aliquots, das mit einem Allophycocyanin gekoppelten, CD4-spezifischen Antikörper (APC-A-

Fluoreszenz) gefärbt wurde, dargestellt. Die Zellzahl (Count) in der P2-Region entspricht dabei einer 

positiven CD4-Färbung. 

C) Resultierende Quantität der zellulären RNA, nach Extraktion aus den Zeitverlaufsproben der aktivierten 

CD4+ T-Zellen. Die entsprechenden RNA-Mengen sind für jeweils drei separate Zeitverlaufsproben pro 

Spender (Punkte) und mit Angabe der durchschnittlichen Verlaufslinie dargestellt. 

D) Qualitätskontrolle der zellulären RNA-Proben. Die Ergebnisse sind mit Angabe der Durchschnittswerte 

(Linie) und mit Angabe des Umfangs der resultierenden RIN-Werte (Box) dargestellt. 
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Die effektive Induktion des T-Zell-Aktivierungsprozesses wurde durch Auswertungen auf Basis 

der zeitaufgelösten mRNA-Expressionsdaten überprüft. Anhand einer funktionellen Enrichment-

Analyse (STOCKEL et al., 2016) waren signifikante Expressionsveränderungen im 

Zusammenhang mit Signalprozessen der T-Zell-Aktivierung, der anstehenden T-Zell-

Proliferation und der Effektor-Zell-Differenzierung zu verzeichnen (Abbildung 12A). Dabei 

wiesen beispielsweise der T-Zell-Rezeptor- und der NF-kappaB (Nuclear factor kappa B/NFκB)-

Signalweg (OH, GHOSH, 2013) bereits ab dem 4 h Zeitpunkt signifikante Veränderungen im 

Vergleich zum Ruhezustand auf. Darüber hinaus wurde die Expressionskinetik des CD69-

Rezeptors überprüft, der als Marker für die frühe Phase des T-Zell-Aktivierungsprozesses gilt 

(LOPEZ-CABRERA et al., 1993). Für die zugehörige mRNA war bei allen Zeitverlaufsanalysen 

ein vergleichbares Expressionsmuster mit einem frühen Expressionsanstieg und einer 

Abnahme in Richtung der späteren Untersuchungszeitpunkte erkennbar (Abbildung 12B). Dies 

entsprach anhand von vorangegangenen Studienergebnissen der mRNA-Kinetik bei einer 

effektiven Induktion des T-Zell-Aktivierungsprozesses (LOPEZ-CABRERA et al., 1993; WANG 

et al., 2008; WOLF et al., 2020). 

 

Somit konnte insgesamt von einem gesunden immunologischen Ausgangszustand der 

Probanden, einer hohen Reinheit der Zielzellen, einer adäquaten Quantität und hohen Integrität 

der T-Zell-RNA-Proben sowie einer effektiven Induktion des T-Zell-Aktvierungsprozesses 

ausgegangen werden. 
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Abbildung 12: Expressionsanalysen zur Kontrolle des T-Zell-Aktivierungsprozesses. 

A) Zum Nachweis der in vitro induzierten T-Zell-Aktivierung wurden funktionelle Signalwegs-Analysen auf 

Grundlage der mRNA-Zeitverlaufsdaten durchgeführt. Dazu wurden zunächst die 

Expressionsveränderungen zwischen den Zeitpunkten nach dem Aktivierungsstimulus (2-24 h) und dem 0 h 

Zeitpunkt bestimmt. Die Ergebnisse wurden anschließend anhand des Umfangs dieser Änderungen sortiert 

und die entsprechenden Listen einer unweighted Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) unterzogen 

(STOCKEL et al., 2016). Dabei wurde eine Einordnung in funktionelle Signalwegs-Kategorien 

vorgenommen. Die resultierenden (FDR-adjustierten) p-Werte sind für beide Spender anhand 

repräsentativer biologischer Prozesse dargestellt (Termini der Gene Ontology (GO) Kategorie: „Biological 

Process“ (THE GENE ONTOLOGY, 2019)). 

B)  Zur weiteren Kontrolle des T-Zell-Aktivierungsprozesses wurde die Expression des CD69-T-Zell-

Aktivierungsmarkers auf Grundlage der mRNA-Zeitverlaufsdaten überprüft. Das zugehörige 

Expressionsmuster ist als Median-Ergebnis (Linie) mit dem Umfangsbereich der zugehörigen log2-

Expressionswerte (Punkte), anhand der Analyse von jeweils drei separat aktivierten Zellproben pro 

Zeitpunkt und pro Spender dargestellt.  
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4.3. Identifizierung von miRNAs mit deutlicher und reproduzierbarer 

Expressionsveränderung im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses 

 

Auf Grundlage der zeitaufgelösten Expressionsdaten sollten miRNAs identifiziert werden, 

welche von zentraler Bedeutung für die Regulation des initialen T-Zell-Aktivierungsprozesses 

sein könnten. Im Zusammenhang mit der funktionellen und transkriptionellen Umstrukturierung 

innerhalb der betrachteten Aktivierungsphase (HESS et al., 2004; ULLMAN et al., 1990), war 

von einer veränderten Expressionsdynamik der Prozess-regulierenden miRNAs auszugehen 

(AVRAHAM, YARDEN, 2012; GULYAEVA, KUSHLINSKIY, 2016). Folglich wurden die Stärke 

und die Reproduzierbarkeit der detektierten miRNA-Expressionsveränderungen als 

grundlegende Analyseparameter für die Identifizierung der zentralen miRNAs herangezogen. 

Dabei wurden biologisch und technisch reproduzierbare miRNA-Expressionsveränderungen mit 

statistischer Signifikanz und einem Fold Change (FC) von mindestens 1,5 als Voraussetzungen 

für eine zentrale regulatorische Funktion gewählt. 
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Insgesamt wurden im Rahmen der Expressionsanalysen 815 reife miRNAs detektiert. Durch 

den Vergleich zwischen den Analysezeitpunkten mit maximaler und minimaler Expression 

wurden für jeden Spender die miRNAs mit signifikanter Expressionsveränderung ermittelt. Die 

zu vergleichenden Zeitpunkte und der zugehörige FC wurden dabei für jede miRNA anhand des 

Median-Ergebnisses der entsprechenden log2-Expressionswerte bestimmt. In den 

Analyseergebnissen des ersten Spenders zeigten 140 miRNAs signifikante 

Expressionsveränderungen. Davon wiesen 51 miRNAs Veränderungen mit einem FC von 

mindestens 1,5 auf. Im Falle des zweiten Spenders zeigten 231 miRNAs signifikante 

Expressionsveränderungen. Davon wiesen 66 miRNAs Veränderungen mit einem FC von 

mindestens 1,5 auf. Die Schnittmenge zwischen beiden Spendern beinhaltete insgesamt 39 

gemeinsame miRNAs, die innerhalb des betrachteten Zeitraumes der T-Zell-Aktivierung 

Expressionsänderungen mit statistischer Signifikanz und einem FC von mindestens 1,5 

aufwiesen (vergleiche Abbildung 13 und Anhang, Tabelle A 1). 

 

 

 

 

Abbildung 13: Identifizierung von zentralen miRNAs mit deutlicher Expressionsveränderung im Kontext des 

T-Zell-Aktivierungsprozesses. 

Zur Identifizierung von zentralen miRNAs, die als dynamische Regulatoren im Zusammenhang mit der initialen T-

Zell-Aktivierungsphase stehen könnten, wurde auf Basis der zellulären Zeitverlaufsdaten von beiden Spendern (1 

und 2) die gemeinsame Schnittmenge der miRNAs mit signifikanter Expressionsveränderung und einem FC von 

mindestens 1,5 bestimmt. 

 

 

Im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit konnte, neben der Signifikanz und des vergleichbaren 

Umfangs der Veränderungen, auch für die zeitlichen Verlaufsmuster der identifizierten miRNAs 

(n=39) eine hohe Ähnlichkeit festgestellt werden (exemplarisch veranschaulicht in  

Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Exemplarische Darstellung zur Veranschaulichung der Ähnlichkeit zwischen den 

zeitaufgelösten miRNA-Expressionsmustern. 

Die Expressionsdaten der hsa-let-7b-5p und hsa-miR-30c-5p, mit abnehmender Expression (A und B) sowie der hsa-

miR-132-3p und hsa-miR-155-5p, mit zunehmender Expression (C und D) verdeutlichen die Reproduzierbarkeit der 

zugehörigen miRNA-Zeitverlaufsmuster. Die zeitaufgelösten Expressionsverläufe sind dabei als Median-Ergebnis 

(Zeitverlaufslinie) mit dem Umfangsbereich der zugehörigen log2-Expressionswerte (farblich hinterlegt) auf Grundlage 

der Analyse von jeweils drei separat aktivierten Zellproben pro Zeitpunkt und pro Spender dargestellt. 
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Die Vergleichbarkeit der zugehörigen zeitaufgelösten Expressionsdaten konnte zudem mittels 

Regressionsanalyse statistisch verifiziert werden (Abbildung 15). Zum Vergleich wurden die 

separat aktivierten Zeitverlaufsproben pro Spender zu drei kompletten Zeitverläufen 

zusammengefasst, die im Folgenden als technische Replikate bezeichnet sind. Für den 

paarweisen Abgleich zwischen den technischen Replikaten des jeweiligen Spenders betrug die 

Steigung der Regressionsgeraden zwischen 0,9988 und 1,0019. Das zugehörige 

Bestimmtheitsmaß (R2) lag zwischen 0,9934 und 0,9978. Der Abgleich zwischen den 

unterschiedlichen Spendern zeigte ebenso eine hohe Korrelation für die zeitaufgelösten 

Expressionsdaten. Die Steigung der Regressionsgeraden auf Basis der Median-

Expressionswerte der technischen Replikate betrug dabei 0,999 mit einem R2-Wert von 0,9921. 
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Abbildung 15: Korrelation der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten zwischen den technischen 

Replikaten und zwischen den unterschiedlichen Spendern. 

A, B)  Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit wurden die zeitaufgelösten Expressionsdaten der miRNAs 

verglichen, welche auf Grundlage von beiden Spendern signifikante und deutliche 

Expressionsveränderungen aufwiesen. Dazu wurden die Ergebnisse der Zeitverlaufsanalysen für jeden 

Spender zu jeweils drei kompletten Zeitverläufen (0-24 h) zusammengefasst, die in der Darstellung als 

technische Replikate (Rep.) A, B und C bezeichnet sind. Die Expressionsdaten der technischen Replikate 

wurden für jeden Spender (Spender 1 (A) und Spender 2 (B)) in paarweiser Gegenüberstellung korreliert. 

Die resultierenden Regressionslinien sind als Gesamtergebnis für den Vergleich aller miRNAs (n=39) und 

aller Analysezeitpunkte (n=13), mit Angabe der zugehörigen Geradengleichung sowie des 

Korrelationskoeffizienten (Korr.; Bestimmtheitsmaß, R2) impliziert. 

C)  Für den Abgleich zwischen den Spendern wurden die zeitaufgelösten Expressionsdaten auf das jeweilige 

Median-Ergebnis der technischen Replikate reduziert. Die zugehörige Regressionslinie ist als 

Gesamtergebnis für den Vergleich aller miRNAs (n=39) und aller Analysezeitpunkte (n=13), mit Angabe der 

Geradengleichung sowie des Korrelationskoeffizienten (Korr.; Bestimmtheitsmaß, R2) impliziert. 
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Um die Befunde zur Reproduzierbarkeit der beschriebenen miRNA-Zeitverlaufsmuster zu 

validieren, wurden die Zeitverlaufsexperimente mit den Zellen von vier weiteren Probanden 

(Spender 3-6), gleichen Geschlechts und vergleichbaren Alters, wiederholt und die miRNA-

Expression durch eine unabhängige Detektionsmethodik analysiert. Da im Falle eines Spenders 

(Spender 6) die 0 h Probe im Rahmen der RNA-Isolation verloren ging, wurde die zugehörige 

RNA aus einem zellulären Aliquot extrahiert, welches nach Isolation der CD4+-T-Zellen im 

inaktiven Zustand kryokonserviert worden war. Für alle Proben konnte anhand von RIN-Werten 

zwischen 8,6 und 9,6 eine hohe Integrität der extrahierten zellulären RNA bestätigt werden. Die 

zeitaufgelösten Expressionsmuster von acht exemplarischen miRNAs der zuvor beschriebenen 

Gruppe (n=39) wurden anschließend spezifisch mithilfe des RT-qPCR basierten Taqman-

Verfahrens analysiert. Zum Vergleich wurde eine Kontrolle des Spenders 2 für repräsentative 

Zeitpunkte mitgeführt. Zudem wurden entsprechende Negativkontrollen von inaktiven CD4+ T-

Zellen nach 24-stündiger Inkubation analysiert, um den Einfluss von aktivierungs-unabhängigen 

Effekten auf die Änderung der miRNA-Expression auszuschließen. 

Sowohl für den Bereich der ΔCq-Expressionswerte als auch für den spezifischen Verlauf der 

miRNA-Expression war eine hohe Ähnlichkeit zwischen den Untersuchungsergebnissen des 

Referenzspenders und der erweiterten Spendergruppe erkennbar (Abbildung 16). Die ΔCq-

Expressionswerte auf Grundlage der Zellprobe mit Kryo-Konservierung wiesen dabei häufiger 

Varianzen auf, die jedoch im Zusammenhang mit dem Lagerungsprozess stehen könnten. 

Durch den statistischen Vergleich zwischen der maximalen und minimalen Expression konnte 

zudem für alle analysierten miRNAs eine signifikante Änderung während des Zeitverlaufs der T-

Zell-Aktivierung bestätigt werden. Die p-Werte lagen dabei zwischen 1,95×10-4 und 8,15×10-3. 

Im Gegensatz dazu zeigten die inaktiven Kontrollen nach 24 h in der Regel keine signifikanten 

Veränderungen. Lediglich bei der Analyse der miR-26a-5p war eine Expressionsänderung mit 

Signifikanz (p=0,04) zu verzeichnen, die jedoch im Vergleich zur aktivierungs-gekoppelten 

Änderung in die entgegengesetze Expressionsrichtung wies. 

Damit konnte die stabile experimentelle und biologische Reproduzierbarkeit der zeitaufgelösten 

miRNA-Expressionsmuster exemplarisch validiert und dabei der Einfluss durch aktivierungs-

unabhängige Effekte weitestgehend ausgeschlossen werden. 

 

Insgesamt konnten somit miRNA-Zeitverlaufsmuster (n=39 miRNAs) mit deutlicher und 

reproduzierbarer Expressionsveränderung nachgewiesen werden. Demnach könnte es sich bei 

den betreffenden miRNAs um zentrale Regulatoren des T-Zell-Aktivierungsprozesses handeln. 
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(Die zugehörige Abbildungslegende der Abbildung 16 befindet sich auf der nachfolgenden Seite) 
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Abbildung 16: Vergleichende Analysen zur Reproduzierbarkeit der zeitaufgelösten miRNA-

Expressionsmuster. 

Zur Validierung der Befunde auf Grundlage der Microarray-Analysen wurden die Zeitverlaufsuntersuchungen mit 

Zellproben von vier weiteren Spendern (Spender 3-6) wiederholt. Die zeitaufgelösten Expressionsmuster von acht 

exemplarischen miRNAs (Abbildungsteile A-H) wurden mit dem RT-qPCR basierten Taqman-Verfahren analysiert. 

Zum Vergleich wurde eine Kontrolle des Spenders 2 für repräsentative Zeitpunkte mitgeführt (eins von insgesamt 

drei technischen Zeitverlaufsreplikaten). Die zugehörigen Zeitverläufe auf Grundlage der Spender 3-6 wurden 

anhand des minimalen und maximalen normierten Expressionswertes (ΔCq) auf eine signifikante Änderung während 

des untersuchten Zeitraumes überprüft. Die Zeitpunkte der minimalen und maximalen Expression wurden dabei 

jeweils auf Grundlage des Median-Exgebnisses der Spender 3-6 ermittelt. Zudem wurden entsprechende 

Negativkontrollen inaktiver CD4+ T-Zellen nach 24-stündiger Inkubation analysiert. (n.s.=Nicht signigikant) 

 

4.4. Klassifikation von zeitaufgelösten miRNA-Expressionsmustern im Zusammenhang 

mit der T-Zell-Aktivierung 

 

Um eine genauere Beschreibung der miRNA-Expressionsdynamik im Zusammenhang mit der 

T-Zell-Aktivierung zu ermöglichen, wurden die zeitaufgelösten Expressionsmuster der zuvor 

identifizierten miRNAs (n=39; Kapitel 4.3. Identifizierung von miRNAs mit deutlicher und 

reproduzierbarer Expressionsveränderung im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses.) 

klassifiziert. Die zugehörigen Expressionsprofil-Klassen wurden auf Grundlage von 

gemeinsamen miRNA-Zeitverlaufsmustern in einem zweistufigen Analyse-Prozess, durch die 

Kombination einer graphisch basierten Methodik und einer hierarchischen Cluster-Analyse, 

ermittelt (GERSTNER et al., 2020; GRÖTSCHEL, WAKABAYASHI, 1989; WARD, 1963). Dabei 

wurden die log2-Microarray-Expressionsdaten als Gesamtergebnis für beide Spender, das heißt 

als Median-Expressionswerte auf Basis von insgesamt sechs Proben pro Zeitpunkt, 

ausgewertet. 

Von den resultierenden 11 Expressionsprofil-Klassen (Abbildung 17) enthielten die Klassen 1 

und 4 die meisten miRNAs (n (Klasse 1) = 10; n (Klasse 4) = 8). Dabei zeichneten sich die 

Zeitverläufe durch kontinuierliche und moderate Expressionsveränderungen aus. Im Falle der 

gemeinsamen miRNAs der Klasse 1 entsprachen diese einer Expressionsabnahme, während 

die gemeinsamen miRNAs der Klasse 4 ab dem 2 h Zeitpunkt eine Expressionszunahme 

zeigten. Die vier kleinsten Klassen (Klassen 2, 9, 10 und 11) beinhalteten hingegen jeweils nur 

einzelne miRNAs mit spezifischen Expressionsmustern (miR-223-3p, miR-155-5p, miR-132-3p 

und miR-21-3p). Dabei war für die miR-155-5p die am stärksten ausgeprägte 

Expressionsveränderung (FC (Median) = 21,4) von allen analysierten miRNAs zu verzeichnen. 

Das zugehörige Zeitverlaufsmuster wies eine stetige starke Zunahme der miR-155-5p-

Expression zwischen 2 h und 24 h auf. Der Expressionsverlauf der miR-223-3p entsprach 

hingegen einer kontinuierlichen Expressionsabnahme, welche im Vergleich zu den miRNAs der 

Klasse 1 eine etwas stärkere Ausprägung besaß. 
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(Die Abbildung wird auf der nachfolgenden Seite fortgesetzt)  
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(Fortgesetzte Abbildung) 

 

 

 

Abbildung 17: Repräsentative Expressionsprofil-Klassen, bestehend aus miRNAs mit gemeinsamen 

zeitaufgelösten Expressionsmustern. 

Die zuvor bestimmten miRNAs mit deutlicher und reproduzierbarer Expressionsänderung in beiden Spendern (n=39) 

wurden mittels Cluster-Analyse in die 11 dargestellten Expressionsprofil-Klassen (Abbildungsteile A-K) eingeteilt. 

MiRNAs mit vergleichbaren Expressionsmustern wurden dabei zunächst mithilfe einer graphisch basierten Cluster-

Methodik bestimmt, die anschließend durch eine hierarchische Cluster-Analyse ergänzt wurde. Die Zeitverläufe der 

jeweiligen miRNAs in den unterschiedlichen Klassen sind als Median-Expressionswerte (Linie) mit Angabe des 

Expressionsumfangs (Fehlerindikatoren) als Gesamtergebnis der beiden Spender, das heißt auf Basis von 

insgesamt sechs Proben pro Zeitpunkt, dargestellt. 

 

Die Expressionsmuster der miR-132-3p und miR-21-3p waren durch einen frühen 

Expressionsanstieg mit plateauartigem Verlauf gekennzeichnet. Die Expressionstendenz in der 

späteren Plateau-Phase deutete im Falle der miR-132-3p auf eine leichte Reduktion hin, 

während der Expressionsverlauf der miR-21-3p in Richtung eines leichten Anstieges wies. Alle 

weiteren Expressionsprofil-Klassen zeichneten sich ebenfalls durch kontinuierliche 

Veränderungen oder plateauartige Expressionsverläufe aus. Unterschiede zu den bereits 

beschriebenen Klassen lagen beispielsweise in der Ausprägung oder im zeitlichen Beginn der 

Expressionsveränderungen.  
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Zur weiteren Aufschlüsselung der miRNA-Expressionsdynamik wurde die Verteilung der 

miRNAs zwischen den unterschiedlichen Profil-Klassen analysiert. Durch unterschiedliche 

thermodynamische Eigenschaften kommt es bei der Einlagerung in den RISC zu einer 

unterschiedlichen Strangpräferenz und damit zu einer unterschiedlichen biologischen Aktivität 

der gemeinsam prozessierten 5p- bzw. 3p-miRNA-Stränge (HU et al., 2009; KHVOROVA et al., 

2003). Auf Grundlage der Cluster-Zuordnung wiesen reife miRNA-Einzelstränge mit 

vergleichbarer biologischer Aktivität häufig auch eine ähnliche Expressionsdynamik auf. So 

wurden beispielsweise die 3p-Stränge der miR-155 und miR-29b-1 mit geringerer biologischer 

Aktivität der Klasse 8 zugeordnet, während die Klasse 8 jeweils die biologisch aktiveren 5p-

Stränge der miR-17 und miR-18a enthielt (KOZOMARA et al., 2019). Im Gegensatz dazu 

wiesen die 3p- und 5p-Stränge desselben miRNA-Vorläufers in der Regel eine unterschiedliche 

Expressionsdynamik auf. Dementsprechend wurden beispielsweise die 5p und 3p Stränge der 

miR-21 jeweils den Profil-Klasse 4 und 11 zugeordnet. MiRNAs können zudem auf Basis von 

Sequenzhomologien und der Struktur der pre-miRNAs in bestimmte miRNA-Familien eingeteilt 

werden (KACZKOWSKI et al., 2009; KOZOMARA et al., 2019). Anhand der Cluster-

Klassifizierung zeigten miRNAs, welche den gleichen Familien zugeordnet werden, oft auch 

ähnliche Expressionsmuster. So wurden beispielsweise die miR-15a-5p und die miR-15b-5p der 

miR-15-Familie beide der Expressionsprofil-Klasse 1 zugeordnet. 

 

 

4.5. Identifizierung von Zielgenen zur funktionellen Charakterisierung der miR-155-5p 

 

Aufgrund der besonders ausgeprägten Veränderung im Zusammenhang mit der initialen T-Zell-

Aktivierungsphase, wurde die Funktionalität der miR-155-5p genauer untersucht. Die 

regulatorische miRNA-Funktion wurde dabei durch die Identifizierung von Zielgenen spezifiziert. 

Dazu wurde eine in silico Vorhersage von potenziellen miR-155-5p-Zielgenen durchgeführt. Die 

Auswahl der zu testenden Gene fand unter Berücksichtigung der zeitaufgelösten miRNA- und 

mRNA-Expressionsdaten statt und die postulierten miRNA-Zielgen-Beziehungen wurden 

mithilfe von dualen Luciferase-Assays überprüft. 
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In silico Vorhersagen von miRNA-Zielgenen basieren vor allem auf der Suche nach 3’UTR-

Sequenzmotiven, die durch eine (partielle) reverse Komplementarität zur miRNA-spezifischen 

seed-Sequenz potenzielle miRNA-Bindestellen darstellen könnten (ROJO ARIAS, BUSSKAMP, 

2019; WITKOS et al., 2011). Da jedoch noch weitere Faktoren eine Rolle für die Funktionalität 

der miRNA-Bindestellen spielen können (KERTESZ et al., 2007; MARIN, VANICEK, 2011; 

SHEU-GRUTTADAURIA et al., 2019b), liegen unterschiedlichen Vorhersagemodellen häufig 

unterschiedliche Parameter zu Grunde (KERN et al., 2020; RIOLO et al., 2020). 

Potenzielle miR-155-5p-Bindestellen in den 3’UTR-Sequenzen möglicher Zielgene wurden 

mithilfe des in silico Tools „miRWalk 2.0“ vorhergesagt, welches die Vorhersage-Informationen 

von 13 unterschiedlichen Datenbanken integriert (DWEEP, GRETZ, 2015). Die Analyse lieferte 

insgesamt 42.554 Resultate, von denen 5.305 dem folgenden Filterkriterium einer stabilen 

Vorhersage durch mindestens fünf der integrierten Datenbanken entsprachen. 535 

vorhergesagte Zielgene wiesen zudem eine inverse Korrelation zwischen den 

Expressionsdaten der miR-155-5p und den entsprechenden zeitaufgelösten mRNA-

Expressionsdaten auf (Abbildung 18). Dabei wurde ein inverser Pearson- und bzw. oder 

nichtparametrischer Spearman-Korrelationskoeffizient von mindestens -0,8 in mindestens 

einem der beiden Spender vorausgesetzt. 

 

 

 

Abbildung 18: Übersicht zur Vorhersage und Auswahl potenzieller miR-155-5p-Zielgene. 

Mögliche miR-155-5p-Bindestellen in den 3’UTR-Sequenzen von mRNAs wurden mittels in silico Vorhersage mit 

dem miRWalk 2.0 Vorhersage-Tool bestimmt (DWEEP, GRETZ, 2015). Die resultierende Liste wurde anschließend 

anhand einer Vorhersage von mindestens 5 der integrierten Datenbanken gefiltert. Im Folgenden wurden die 

zugehörigen Gene auf eine inverse Korrelation zwischen den zeitaufgelösten mRNA-Expressionsprofilen und dem 

Zeitverlauf der miR-155-5p überprüft. 19 der invers korrelierenden potenziellen Zielgene wurden anschließend mittels 

dualen Luciferase-Assays getestet. 

 

19 dieser Gene (ADD3, CYP2U1, DDX17, EZH1, HERC3, IFT80, JMY, KDM5B, LAT2, 

LDLRAP1, RASA3, RXRA, S100B, SH3BP4, SORL1, STARD8, TADA2B, TAF7 und ZFP36) 

wurden auf Grundlage des unterschiedlichen Umfangs der zugehörigen mRNA-

Expressionsreduktion als mögliche miR-155-5p-Zielgene für die exemplarische Testung mittels 

dualen Luciferase-Assays ausgewählt. Die zugehörigen Fold Decreases über den Zeitverlauf 

betrugen zwischen 1,3 und 26,3 (Anhang, Tabelle A 2 und Abbildung A 3).  
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Zunächst wurden 3’UTR-Reporterplasmide auf Grundlage des dualen Luciferase-

Reporterplasmids „pMIR-RNL-TK“ kloniert (BEITZINGER et al., 2007). Die Polylinkerregion des 

Plasmids liegt im 3’-Bereich eines Reportergens der Firefly-Luciferase, so dass die zugehörige 

mRNA unter die regulatorische Kontrolle der klonierten 3’UTR-Sequenzen gestellt werden kann. 

Das resultierende Luciferase-Protein kann später indirekt in einer messbaren Lichtreaktion 

nachgewiesen werden (DYER et al., 2000; GREER, SZALAY, 2002; STABLES et al., 1999). 

Zusätzlich enthält das duale Plasmid ein konstitutiv exprimiertes Reportergen der Renilla-

Luciferase, deren Lichtreaktion eine Normierung der Firefly-Luciferase-Aktivität anhand der 

Transfektions-Effizienz ermöglicht (BEITZINGER et al., 2007). Als Resultat der dualen 

Luciferase-Reportergen-Assays kann so die postulierte miRNA-Zielgen-Beziehung anhand 

einer Reduktion der Firefly-Luciferase-Aktivität bei gleichzeitiger Überexpression der zu 

untersuchenden miRNA verifiziert werden (BEITZINGER et al., 2007; CHOU et al., 2018; KUHN 

et al., 2008). 

Die pMIR-RNL-TK basierten Reporter-Konstrukte der zu untersuchenden Zielgene wurden 

unter Überexpression der miR-155-5p im humanen Zellsystem getestet. Wegen der Größe der 

Sequenz und dem Vorhandensein mehrerer vorhergesagter miRNA-Bindestellen, wurden zwei 

Teil-Konstrukte der KDM5B-3’UTR erstellt und untersucht. Für die simultanen Testung der 

3’UTR-Konstrukte wurde ein semi-automatisiertes Hoch-Durchsatz-Messverfahren angewandt 

(KERN et al., 2021). Zur Bestimmung von 3’UTR-spezifischen Effekten wurden die 

Untersuchungsergebnisse der 3’UTR-Konstrukte im relativen Vergleich zu entsprechenden 

Analysen des leeren Reporterplasmids ausgewertet (BEITZINGER et al., 2007; CHOU et al., 

2018; KUHN et al., 2008). 

  



4. Ergebnisse 

100 

Anhand einer signifikanten Reduktion der relativen (Firefly-)Luciferase-Aktivität im 

Zusammenhang mit der miR-155-5p (p-Werte 1,94×10-12 bis 3,15×10-4), konnten insgesamt 17 

von 19 getesteten Genen als Ziele der miR-155-5p bestätigt werden (Abbildung 19 und 

Anhang, Tabelle A 3A). Dabei lag die Luciferase-Aktivität der zugehörigen 3’UTR-Konstrukte 

im relativen Vergleich zum leeren Reporterplasmid zwischen 45,2 % und 87,2 %. Der 

Standardfehler (standard error of the mean; SEM) betrug zwischen ±1,7 und ±5,7. Lediglich für 

die 3’UTR-Konstrukte der Gene RASA3 und RXRA war kein signifikanter Effekt der miR-155-

Überexpression zu beobachten. Die zugehörige relative Luciferase-Aktivität lag im Vergleich 

zum leeren Reporterplasmid bei 99,7 % (SEM: ±4,2; p=0,94) und bei 94,3 % (SEM: ±3,8; 

p=0,17). 

 

 

 

 

Abbildung 19: Ergebnisse der Hoch-Durchsatz Luciferase-Reportergen-Assays zur Identifizierung von 

Zielgenen der miR-155-5p. 

3’UTR-Reporterplasmid-Konstrukte der potenziellen miR-155-5p-Zielgene wurden im humanen HEK293T-Zellsystem 

mittels dualen Luciferase-Reportergen-Assays und unter Überexpression der miR-155 (pSG5-miR-155) getestet. Die 

Vermessung der Zellextrakte fand 48 h nach der Transfektion statt. Die Aktivität der Firefly-Luciferase wurde 

zunächst anhand der Aktivität der Renilla-Luciferase sowie der basalen Reporter-Aktivität (Vergleichende Testung 

des leeren pSG5-Plasmides) normiert und die Ergebnisse der 3’UTR-Konstrukte anschließend in Relation zur 

Aktivität des leeren Reporterplasmids (pMIR-(RNL-TK)) gesetzt. Die relative Luciferase-Aktivität [%] des jeweiligen 

Zielgen-Konstruktes ist als Mittelwert und mit Angabe des Standardfehlers (SEM) auf Grundlage von vier 

unabhängigen Untersuchungen dargestellt, die in technischen Duplikaten durchgeführt wurden. (p=Bereich des FDR 

adjustierten p-Wertes im Vergleich zur leeren Reporter-Kontrolle; n.s.=Nicht signifikant)  
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Zur Validierung der Messergebnisse wurden exemplarisch für vier der positiv getesteten 

Zielgene (ADD3, LAT2, S100B und STARD8) 3’UTR-Reporterkonstrukte mit mutierten 

Sequenzen der vorhergesagten miR-155-5p-Bindestellen generiert. Anschließend wurden die 

dualen Luciferase-Messungen der Wildtyp-Konstrukte wiederholt und durch vergleichende 

Analysen der mutierten Konstrukte ergänzt (Abbildung 20 und Anhang, Tabelle A 3B). Dabei 

konnte erneut eine signifikante Abnahme der relativen Luciferase-Aktivität im Zusammenhang 

mit der miR-155-Expression für alle Wildtyp-3’UTR-Konstrukte detektiert werden (p-Werte 

6,61×10-7 bis 8,40×10-4). Die relative Luciferase-Aktivität im Vergleich zum leeren 

Reporterplasmid lag dabei im Bereich zwischen 46,5 % und 72,8 %. Die SEM-Werte betrugen 

zwischen ±2,1 und ±6,00. Bei den Messungen der mutierten Konstrukte konnte hingegen keine 

signifikante Reduktion der Luciferase-Aktivität im Vergleich zum leeren Reporterplasmid 

festgestellt werden (p-Werte 0,27 bis 0,55). Die relative Luciferase-Aktivität lag im Bereich 

zwischen 92,0 % und 106,8 %. Die SEM-Werte betrugen zwischen ±3,7 und ±8,9. Anhand der 

Analysen der mutierten Reporterkonstrukte konnten somit die Zusammenhänge zwischen der 

positiven Zielgen-Testung und der postulierten miRNA-Bindung validiert werden (KUHN et al., 

2008). 

 

 

 

Abbildung 20: Validierung der Hoch-Durchsatz Luciferase-Reportergen-Assays. 

Zur Validierung der initialen Luciferase-Assays (Abbildung 19) wurden exemplarisch für vier der positiv getesteten 

Zielgene die Messungen der 3’UTR-Reporterkonstrukte wiederholt und durch die Messung von 3’UTR-

Reporterkonstrukten mit mutierten miR-155-5p-Bindestellen (mut) erweitert. Es wurden drei unabhängige 

Untersuchungen in technischen Duplikaten durchgeführt. Die relative Luciferase-Aktivität [%] des jeweiligen Zielgen-

Konstruktes ist als Mittelwert und mit Angabe des Standardfehlers (SEM) dargestellt. (p=Bereich des FDR 

adjustierten p-Wertes im Vergleich zur leeren Reporter-Kontrolle; n.s.=Nicht signifikant) 

  



4. Ergebnisse 

102 

Um die zellulären Funktionen der identifizierten miR-155-5p-Ziele zu spezifizieren, wurde eine 

funktionelle Einsortierung mithilfe des „Genetrail 3.0“ Webservice-Tools durchgeführt 

(GERSTNER et al., 2020). Die molekulare Funktion von sechs der Gene (DDX17, EZH1, JMY, 

KDM5B, TADA2B, TAF7) lag dabei auf dem Gebiet der transkriptionellen Co-Regulation. Die 

zugehörigen Genprodukte waren mit einem signifikanten p-Wert von 6,89×10-4 durch den GO 

Terminus “transcription coregulator activity” repräsentiert. Für vier der Gene (DDX17, JMY, 

TADA2B, TAF7) wurde die Funktion der Genprodukte zudem im Bezug auf die transkriptionelle 

Co-Aktivierung spezifiziert (GO Terminus “transcription coactivator activity”; p = 9,52×10-3) (THE 

GENE ONTOLOGY, 2019). Für weitere Signalprozesse waren keine signifikanten Resultate zu 

verzeichnen. Ergänzend wurde daher eine Recherche mithilfe der zugehörigen Fachliteratur 

durchgeführt. Anhand dieser lagen neben der transkriptionellen Regulation weitere zelluläre 

Funktionen der identifizierten miR-155-5p-Ziele in der Integration von Kalzium gesteuerten 

Signalwegen (ADD3 und S100B), der Modulation von Immunzell-Signalen (CYP2U1, IFT80 und 

LAT2), in der Regulation der Protein- und RNA-Stabilität (HERC3 und ZFP36), der Regulation 

von Endozytose-Prozessen (LDLRAP1, SH3BP4) sowie der Organisation des intrazellulären 

Transportes und des Zytoskeletts (SORL1 und STARD8) (Tabelle 17; Seite 103ff.). 
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Tabelle 17: Übersicht zur Funktion der identifizierten miR-155-5p-Zielgene. 

Die aufgelisteten Gene wurden mittels dualen Luciferase-Assays als Zielgene der miR-155-5p identifiziert. Ihre 

zelluläre Funktion wurde anhand von Beschreibungen der zugehörigen Fachliteratur ermittelt. 

 

Zielgen 
Funktion des zugehörigen Proteins 

(Literaturrecherche) 
Quelle 

ADD3 

(Adducin 3) 

Membranassoziiertes Protein; Regulation des 

Spektrin-Aktin Zellmembran-Skeletts; Interaktion 

mit Kalzium-Calmodulin und verschiedenen 

Proteinkinasen 

(KIANG, 

LEUNG, 2018) 

CYP2U1 

(Cytochrome P450 family 2 

subfamily U member 1) 

Enzym der Cytochrom-P450-Familie; Potenzieller 

Regulator der Immunzell-Funktion 

(CHUANG et 

al., 2004; 

DHERS et al., 

2017) 

DDX17 

(DEAD-box helicase 17) 

RNA-Helicase; Regulatorischer Einfluss auf 

Transkriptionsprozesse, zelluläre 

Signaltransduktion und RNA-Metabolismus 

(CONNERTY et 

al., 2015; NGO 

et al., 2019; 

XING et al., 

2019) 

EZH1 

(Enhancer of zeste 1 

polycomb repressive 

complex 2 subunit) 

Protein der Polycomb-Gruppe; Negative Regulation 

von Transkriptionsprozessen 

(MARGUERON 

et al., 2008) 

HERC3 

(HECT and RLD domain 

containing E3 ubiquitin 

protein ligase 3) 

Ubiquitin-Ligase; Inhibition der NF-κB-gesteuerten 

Transkription 

(HOCHRAINER 

et al., 2015) 
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Zielgen 
Funktion des zugehörigen Proteins 

(Literaturrecherche) 
Quelle 

IFT80 

(Intraflagellar transport 80) 

Bestandteil der intraflagellaren Transport-

Maschinerie in Zellen mit Zilien; (Wahrscheinliche 

Bedeutung von ziliären Transportprozessen für die 

T-Zell-Funktion) 

(BEALES et al., 

2007; 

STEPHEN et 

al., 2018; 

WANG et al., 

2018) 

 

JMY 

(Junction mediating and 

regulatory protein, p53 

cofactor) 

Co-Aktivator der Protein p53-gesteuerten 

Transkription 

(ADIGHIBE, 

PEZZELLA, 

2018) 

KDM5B 

(Lysine demethylase 5B) 

Modifikation von Histonen (Histon-Demethylase); 

Negative Regulation von Transkriptionsprozessen 

(ZHENG et al., 

2019) 

LAT2 

(Linker for activation of T 

cells family member 2) 

Transmembranes Adaptorprotein; Feinregulation 

beim Aktivierungsprozess von Lymphoyzten 

(FULLER et al., 

2011) 

LDLRAP1 

(Low density lipoprotein 

receptor adaptor protein 1) 

Interaktion mit dem LDL (low density lipoprotein)-

Membranrezeptor; Regulation von Endozytose-

Prozessen und intrazellulärer Lokalisation 

(SIRINIAN et 

al., 2005) 

S100B 

(S100 calcium binding 

protein B) 

Kalzium bindendes Protein; Beteiligung an Kalzium 

gesteuerten Signalprozessen 

(DONATO et 

al., 2009) 
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Zielgen 
Funktion des zugehörigen Proteins 

(Literaturrecherche) 
Quelle 

SH3BP4 

(SH3 domain binding 

protein 4) 

Regulation der Endozytose des Transferrin-

Rezeptors; (Transferrin-Rezeptor mit möglicher 

Bedeutung bei Signal-Amplifikation nach T-Zell-

Rezeptor-Stimulation) 

(SALMERON et 

al., 1995; 

TOSONI et al., 

2005) 

SORL1 

(Sortilin related receptor 1) 

Intrazellulärer Rezeptor; Regulation von 

intrazellulärer Lokalisation 

(SCHMIDT et 

al., 2017) 

STARD8 

(StAR related lipid transfer 

domain containing 8) 

Aktivierung der Rho GTPase mit Funktionen für die 

Regulation des Zytoskeletts, die zelluläre 

Differenzierung und das Zellwachstum; Negative 

Regulation von Signalprozessen 

(BRAUN, 

OLAYIOYE, 

2015; MOON, 

ZHENG, 2003) 

TADA2B 

(Transcriptional adaptor 2B) 

Adaptorprotein; Co-Aktivator bei 

Transkriptionsprozessen 

(BARLEV et al., 

2003) 

TAF7 

(TATA-box binding protein 

associated factor 7) 

Regulatorische Funktion bei der Initiation von 

Transkriptionsprozessen 

(GEGONNE et 

al., 2013) 

ZFP36 

(ZFP36 ring finger protein) 

RNA-bindendes Protein; Zielgerichtete mRNA-

Degradierung; Regulation von Signalprozessen 

(GUO et al., 

2017; MOORE 

et al., 2018) 
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4.6. Etablierung und Validierung eines Verfahrens zur quantitativen Analyse der 

zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten 

 

Durch die Etablierung einer neuen Methodik zur Eichung des verwendeten Microarray-

Analysesystems (der Firma Agilent Technologies), sollten Informationen zum molekularen 

Ausmaß der miRNA-Expression vor dem Hintergrund des T-Zell-Aktivierungsprozesses 

gewonnen werden. Das Eichverfahren wurde auf Grundlage von bereits bestehenden RNA-

Quantifizierungsmethoden entwickelt. Bei diesen Verfahren findet die Eichung der 

Expressionsdaten durch die analoge Messung von Verdünnungsreihen synthetischer 

Oligonukleotide mit bekannter Quantität statt, welche der Sequenz der Ziel-Moleküle oder 

einem Konvolut verschiedener Ziel-RNAs entsprechen (BISSELS et al., 2009; BUSTIN, 2000). 

Dabei werden unterschiedliche Mengen der Oligonukleotid-RNAs in die Expressionsanalysen 

eingesetzt. Entsprechende relative Standardkurven können durch Messung vor dem 

Hintergrund einer zellulären RNA generiert werden, die ebenfalls die Ziel-Moleküle enthält und 

somit das Messergebnis entsprechend beeinflusst (BUSTIN, 2000; SVEC et al., 2015). Eine 

Messung zur absoluten Quantifizierung der Ziel-RNA-Moleküle kann vor dem Hintergrund einer 

nicht-kompetitiven RNA-Probe durchgeführt werden, welche für gleichbleibende 

Mengenverhältnisse innerhalb des Messvorganges sorgt, aber das spätere Messergebnis nicht 

entscheidend beeinflusst (BUSTIN, 2000; MIRANDA, STEWARD, 2017; SVEC et al., 2015). 
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4.6.1. Relative Quantifizierung von miRNA-Expressionsveränderungen 

 

Zur Entwicklung der methodischen Vorgehensweise wurde ein Versuchsaufbau getestet, der 

auf Grundlage der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten die relative Quantifizierung von 

exemplarischen miRNA-Expressionsveränderungen im Vergleich zum Ruhezustand (0 h 

Zeitpunkt) ermöglichen sollte.  

Auf Basis der Microarray-Daten wurden zunächst fünf miRNAs mit unterschiedlichem 

Verlaufsmuster und Ausmaß der zeitaufgelösten Expressionsveränderungen ausgewählt (miR-

30c-5p, miR-132-3p, miR-155-5p, miR-221-3p und miR-182-5p). Zur Eichung wurden 

anschließend synthetische miRNA-Oligonukleotide dieser miRNAs zu verschiedenen Mengen 

auf einzelne Reaktionsansätze verteilt und mittels Microarray untersucht. Dabei wurde eine 

Hintergrund-RNA (RIN-Wert: 7,8) auf Basis einer inaktiven T-Zell-Probe (Ruhezustand) 

verwendet. Zusätzlich wurde ein Reaktionsansatz der Hintergrund-RNA ohne das Hinzufügen 

der Oligonukleotide vermessen. Bei der Auswertung der Eichexperimente wurden die 

Rohsignale der Microarray-Analysen zunächst bezüglich des Hintergrundrauschens korrigiert 

(Rohsignalwerte (Korrigiert)). Dazu wurden die Signalwerte von Kontrollsonden herangezogen, 

die in das Microarray-Chipsystem integriert sind (LOPEZ-ROMERO et al., 2010). Anschließend 

wurde das Messergebnis der Hintergrund-RNA von dem der Array-Reaktionen mit den 

hinzugefügten Oligonukleotiden subtrahiert, um die relativen Veränderungen in der Signalstärke 

im Zusammenhang mit den hinzugefügten Oligonukleotiden zu bestimmen (Relative 

Rohsignalwerte (Korrigiert)). Zur Ermittlung der Eichkurven wurde anschließend die jeweilige 

Menge des miRNA-Oligonukleotids (Ordinate) gegen die relative Änderung des Arraysignals 

(Abszisse) aufgetragen. Eine Übersicht zur methodischen Vorgehensweise ist nachfolgend in 

Abbildung 21 dargestellt. Das zugehörige Bestimmtheitsmaß (R2) lag für alle resultierenden 

Eichgeraden zwischen 0,9952 und 0,9997 (Abbildung 22, Seite 109). 
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Abbildung 21: Methodische Übersicht zur Microarray-Eichung für die relative Quantifizierung der 

zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten. 

Zur Eichung des Microarray-Systems wurden zunächst synthetische miRNA-Oligonukleotide von fünf exemplarischen 

miRNAs als spike-ins zu verschiedenen Mengen auf einzelne Reaktionsansätze verteilt und vor dem Hintergrund 

einer RNA-Probe aus CD4+ T-Zellen im Ruhezustand vermessen. Im Anschluss an die Analyse wurden die 

Rohsignalwerte der entsprechenden miRNAs zunächst bezüglich des Hintergrundrauschens der Microarray-Messung 

korrigiert. Anschließend wurden die Ergebnisse anhand einer Kontrollmessung der Hintergrund-RNA ohne die 

hinzugefügten Oligonukleotide normiert, um so die relative Änderung der Rohsignalwerte zu bestimmen. Anhand der 

jeweiligen Menge des hinzugefügten Oligonukleotids und den relativen Rohsignalwerten wurden abschließend die 

zugehörigen Eichkurven bestimmt. 
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Abbildung 22: Eichgeraden zur relativen Quantifizierung von exemplarischen miRNA-

Expressionsveränderungen im Vergleich zum zellulären Ruhezustand. 

Die dargestellten Eichkurven zur relativen Quantifizierung der angegebenen miRNAs (A-E) wurden durch 

Messungen von entsprechenden Oligonukleotid-spike-ins vor dem RNA-Hintergrund einer inaktiven T-Zell-Probe 

(Ruhezustand) ermittelt. Sie beschreiben das Verhältnis zwischen den hinzugefügten Oligonukleotiden ([amol]; y-

Achse) und den relativen Veränderungen in der Signalstärke (Relative Rohsignalwerte (Korrigiert); x-Achse) im 

Zusammenhang mit der Microarray-Analyse.  
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Durch das Verwenden der T-zellulären Hintergrund-RNA sollten vergleichbare 

Reaktionsbedingungen geschaffen werden, welche die spätere Quantifizierung der 

zeitaufgelösten miRNA-Daten in Relation zum zellulären Ruhezustand (0 h) ermöglichen 

würden. Zur Kontrolle wurde für die untersuchten miRNAs der Unterschied zwischen der 

Hintergrund-RNA der Eichung und den Median-Expressionswerten (Rohsignalwerte (Korrigiert)) 

der beiden Spender zum 0 h Zeitpunkt überprüft (Anhang, Abbildung A 4). Anhand eines 

maximalen Abweichungsbetrages der korrigierten Rohsignalwerte von weniger als 20,0 % 

konnte eine gute Vergleichbarkeit zwischen den experimentellen Daten der Eichung und der 

Zeitverlaufsanalysen gewährleistet und eine relative Quantifizierung der Zeitverlaufsdaten 

durchgeführt werden. 

Für die quantitative Auswertung wurden die Zeitverlaufsdaten zu drei technischen Replikaten 

(0-24 h) pro Spender zusammengefasst. Die relativen Rohsignalwerte (Korrigiert) wurden 

anschließend in Relation zum jeweiligen 0 h Zeitpunkt bestimmt. Als Resultat wurde die relative 

Änderung der Stoffmenge ([amol]) innerhalb des Microarray-Ansatzes ermittelt. Anschließend 

wurde für jeden Ansatz eine Hochrechnung auf die RNA-Gesamtmenge innerhalb der 

jeweiligen Zeitverlaufsprobe vorgenommen und die entsprechende Anzahl an Molekülen 

mithilfe der Avogadro-Konstanten bestimmt. Die molekularen Veränderungen pro Zelle wurden 

im Folgenden unter der Annahme einer konstant bleibenden Zellanzahl (n=350.000 ausgesäte 

Zellen/Zeitverlaufsprobe) extrapoliert. Die Ergebnisse zu den relativen Expressionsänderungen 

der analysierten miRNAs sind auf der nachfolgenden Seite in Abbildung 23 zusammengefasst. 

Beim Vergleich der jeweiligen Median-Ergebnisse zwischen dem 0 h und dem 24 h Zeitpunkt 

lag die relative Expressionsänderung der abnehmenden miR-30c-5p für den ersten Spender bei 

13 Molekülen pro Zelle und für den zweiten Spender bei 17 Molekülen pro Zelle. Für die miR-

132-3p mit plateauartigem Expressions-Verlauf zwischen 2 h und 24 h lag die entsprechende 

Zunahme der Expression im Median für Spender 1 zwischen 4-7 Molekülen pro Zelle und für 

Spender 2 zwischen 4-9 Molekülen pro Zelle. Die quantifizierte Zunahme der miR-155-5p-

Expression betrug insgesamt 1.300 (Spender 1; Median) bzw. 1.357 Moleküle pro Zelle 

(Spender 2; Median) mit einer stündlichen Zunahme um etwa 60 Moleküle pro Zelle im 

Zeitraum zwischen 2 h und 24 h. Der Umfang der molekularen Expressionsänderungen für die 

nicht-signifikant veränderte miR-182-5p lag innerhalb des Zeitverlaufs im Median für beide 

Spender zwischen minus einem und einem Molekül pro Zelle. Die relative Expressionsänderung 

der miR-221-3p mit moderater Expressionszunahme, nach den initialen 2-4 h der Aktivierung, 

lag beim Vergleich der Median-Werte zwischen dem 0 h und dem 24 h Zeitpunkt für beide 

Spender bei 6 Molekülen pro Zelle. 
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Abbildung 23: Relative Quantifizierung von miRNA-Expressionsveränderungen vor dem Hintergrund des 

zellulären Ruhezustands. 

Im Zusammenhang mit dem Zeitverlauf der T-Zell-Aktivierung wurden auf Grundlage der Microarray-Daten für fünf 

exemplarische miRNAs (A-C und E-F) die relativen molekularen Expressionsänderungen [miRNA-Moleküle/Zelle] im 

Vergleich zum zellulären Ruhezustand (0 h) bestimmt. Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung sind auf Basis 

dreier technischer Replikate (0-24 h) pro Spender als Median (Linie) und mit Angabe des Umfangs (Farblich 

hinterlegt) dargestellt. Für den starken Anstieg der miR-155-5p-Expression wurden zusätzlich die zugehörigen 

Regressionsgeraden bestimmt. Diese sind in Abbildungsteil (D) gestrichelt (für beide Spender nahezu überlappend), 

mit Angabe der Geraden-Gleichungen und mit den zugehörigen Bestimmtheitsmaßen (R2) dargestellt. 
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Bereits bestehende Verfahren zur Quantifizierung der miRNA-Expression basieren häufig auf 

einer qPCR basierten Messmethodik (CHEN et al., 2005; SVEC et al., 2015). Zur Validierung 

der entwickelten Quantifizierungsmethode wurden daher vergleichende Taqman RT-qPCR-

Analysen durchgeführt. Dazu wurden mithilfe der synthetischen Oligonukleotide analoge 

Eichkurven vor dem Hintergrund einer 0 h T-Zell-RNA-Probe bestimmt. Die Untersuchungen 

wurden exemplarisch für drei miRNAs (miR-132-3p, miR-155-5p und miR-221-3p) durchgeführt. 

Die resultierenden exponentiellen Kurvengleichungen (R2: 0,9958, 0,9946 und 0,9979; Anhang, 

Abbildung A 5) der Taqman RT-qPCR-Eichung wurden auf entsprechende 

Untersuchungsergebnisse der RNA-Zeitverlaufsproben angewendet. Sowohl das molekulare 

Ausmaß der miRNA-Expressionsänderungen in Relation zum 0 h Zeitpunkt als auch die 

zeitlichen Verlaufsmuster wiesen eine hohe Ähnlichkeit zwischen den Ergebnissen der qPCR- 

und der Microarray-Quantifizierung auf (Abbildung 24). 

Auf Basis der vergleichbaren Ergebnisse durch ein bereits etabliertes Quantifizierungsverfahren 

konnte somit die Validität der erarbeiteten relativen Quantifizierungsmethodik bestätigt werden. 
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Abbildung 24: Vergleich zwischen den Ergebnissen der Microarray und der Taqman basierten relativen 

miRNA-Quantifizierung. 

Die Expressionsänderungen im Zusammenhang mit der T-Zell-Aktivierung sind im relativen Vergleich zum 

Ruhezustand (0 h) für drei miRNAs (A-C) als Ergebnisse der Microarray basierten Quantifizierung (Median für jeden 

Spender; gestrichelte Linie) und als Resultate analoger Taqman-Analysen (Durchschnittswert aus Triplikat-Messung 

der gleichen cDNA-Probe; durchgängige Verlaufslinie) dargestellt.  
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4.6.2. Absolute Quantifizierung der miRNA-Expression 

 

Für die quantitative Analyse der absoluten miRNA-Expressionswerte wurde die molekulare 

Eichung des Microarray-Systems vor dem Hintergrund einer nicht-kompetitiven RNA-Probe 

wiederholt. Dazu wurde eine virale RNA-Probe des MS2-Bakteriophagen als Hintergrund 

verwendet, welche nicht an den Array-Chip binden und somit das spätere Messergebnis nicht 

beeinflussen sollte. Es wurden Oligonukleotid spike-ins zu fünf unterschiedlichen miRNAs (miR-

30c-5p, miR-132-3p, miR-155-5p, miR-221-3p und miR-182-5p) vermessen. 

 

Zur Bestimmung einer universellen Eichkurve mit der die quantitative Analyse auf alle 

detektierten miRNAs ausgeweitet werden konnte, wurde das Durchschnittsergebnis der 

korrigierten Rohsignalwerte aus den Analysen aller miRNA spike-ins bestimmt. Der 

Zusammenhang zwischen den Durchschnittssignalwerten und der jeweiligen Oligonukleotid-

Menge wurde als Eichkurve dargestellt (Abbildung 25A). Der zugehörige R2-Wert lag bei 

0,9995. Die Übertragbarkeit der Eichkurve wurde anschließend in einem Kontrollexperiment 

getestet. Dazu wurden spike-ins von vier weiteren miRNA-Oligonukleotiden (miR-15a-5p, miR-

17-5p, miR-150–5p und miR-223-3p) vor dem Hintergrund der MS2-Hintergrund-RNA-Probe 

vermessen und mithilfe der Kurven-Gleichung quantifiziert. Dabei konnte für die Quantifizierung 

der verschiedenen miRNAs eine unterschiedlich hohe Genauigkeit festgestellt werden. So 

zeigte beispielsweise die Quantifizierung der miR-223-3p für den Messbereich zwischen 

50 amol und 5000 amol eine vergleichsweise geringe Genauigkeit. Der Bereich der 

Quantifizierungsvarianz lag dabei zwischen dem 1,63-fachen und dem 2,59-fachen der 

tatsächlichen spike-in-Menge. Die Ergebnisse der miR-17-5p wiesen hingegen auf eine hohe 

quantitative Genauigkeit hin, mit einer Varianz zwischen dem 0,93-fachen und dem 1,34-fachen 

der tatsächlichen spike-in-Menge. Im Gesamt-Durchschnitt konnte für die Quantifizierung der 

Oligonukleotid-spike-ins auf Grundlage der Eichkurve ebenfalls eine gute Genauigkeit bestätigt 

werden (Abbildung 25B). Dabei lag die durchschnittliche Abweichung für die quantifizierte 

Stoffmenge im Bereich von 0 amol bei +0,03 amol, von 50 amol bei +1 amol, von 500 amol bei -

16 amol, von 1.000 amol bei +128 amol, von 2.000 amol bei +593 und von 5.000 amol bei 

+886 amol. Die durchschnittliche Varianz lag somit zwischen dem 0,97-fachen und dem 1,30-

fachen der tatsächlichen Menge. 
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Abbildung 25: Bestimmung und Überprüfung einer universellen Eichkurve zur absoluten miRNA-

Quantifizierung. 

A)  Mithilfe von spike-ins der angegeben miRNAs-Oligonukleotide wurde eine Eichung des Microarray-

Analysesystems vor dem Hintergrund einer nicht-kompetitiven RNA-Probe (MS2-Bakteriophagen-RNA) 

vorgenommen. D.h. die absolute Eichung wurde vor einer Hintergrund-RNA durchgeführt, welche neben den 

Oligonukleotid-spike-ins nicht an den Array-Chip binden und somit das spätere Messergebnis nicht 

beeinflussen sollte. Zur Bestimmung einer universellen Eichkurve wurde der Durchschnitt der Hintergrund-

korrigierten Rohsignalwerte aus den Ergebnissen aller analysierten miRNA-Oligonukleotide (vergleiche 

Abbildungslegende) bestimmt. 

B)  Die Übertragbarkeit der durchschnittlichen Eichkurve wurde überprüft, indem spike-ins vierer weiterer 

miRNA-Oligonukleotide vor dem Hintergrund einer nicht-kompetitiven RNA-Probe vermessen und 

quantifiziert wurden. Die Ergebnisse der Quantifizierung [amol] sind mit Angabe der tatsächlichen Menge für 

die einzelnen spike-ins sowie als Durchschnittsergebnis für die Quantifizierung aller vier Oligonukleotide 

dargestellt. Die Quantifizierungsergebnisse sind in der Darstellung als gerundete Werte ohne Dezimalstellen 

angegeben. 
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Zur weiteren Kontrolle wurden die relativen Expressionsänderungen im Vergleich zum 

Ruhezustand auf Basis der absoluten Quantifizierungsergebnisse bestimmt. Die Ergebnisse 

wurden anschließend mit den Resultaten der vorangegangenen relativen Quantifizierung 

verglichen (Anhang, Abbildung A 6). Dabei konnte für die verglichenen miRNAs eine gute 

Übereinstimmung für den molekularen Bereich der quantifizierten miRNA-

Expressionsveränderungen bestätigt werden. 

Insgesamt konnte die universelle Eichkurve somit für eine angenäherte quantitative 

Abschätzung der miRNA-Expression im Zusammenhang mit den Zeitverlaufsdaten genutzt 

werden. 

 

4.7. Detektion von miRNAs mit prominenter molekularer Expression 

 

Um grundlegende Informationen zum molekularen Bereich der miRNA-Expression im Kontext 

des T-Zell-Aktivierungsprozesses zu erlangen, wurde mithilfe der universellen Eichkurve 

(Kapitel 4.6.2. Absolute Quantifizierung der miRNA-Expression) eine quantitative Auswertung 

der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten vorgenommen und sowohl der Bereich der 

maximalen Expressionsmenge als auch der maximalen Expressionsveränderung während des 

Zeitverlaufs zwischen den unterschiedlichen microRNAs verglichen. 

Die Etablierung einer adäquaten Dosierung stellt aktuell eine Herausforderung für die 

Entwicklung von microRNA-basierten Therapieansätzen dar (LAI et al., 2019; RUPAIMOOLE, 

SLACK, 2017). Somit könnten die im Folgenden beschriebenen quantitativen microRNA-

Expressionsinformationen im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses eine mögliche 

Datengrundlage für die Entwicklung einer physiologisch-angepassten zellulären microRNA-

Dosierung bilden (zusätzlich weiter ausgeführt in Kapitel 4.9.). 

 

Die Kurvengleichung wurde auf die Expressionsdaten der Zeitverlaufsanalysen angewendet, 

um die detektierte Stoffmenge pro Arrayreaktion für alle 815 detektierten miRNAs zu bestimmen 

(→ amol/Reaktion). Da die quantifizierte Expressionsmenge der miR-7975 (18.010-

42.638 amol) sowie der miR-7977 (3.898-16.330 amol) für einigen Analysen außerhalb des 

kalibrierten Messbereichs (bis 5.000 amol) lag, wurde die Quantifizierung dieser miRNAs 

lediglich unter der Annahme eines gleichbleibenden Verlaufs der erweiterten Eichkurve 

extrapoliert. Die zugehörige molekulare Expression pro Arrayreaktion wurde mithilfe der 

Avogadro-Konstanten (NA; [Teilchen (Moleküle)/mol]) berechnet. Das heißt die molekularen 

miRNA-Expressionsmengen wurden in Bezug auf die (in die Reaktion eingesetzten) 75 ng der 

zellulären Gesamt-RNA-Probe ermittelt (→ Moleküle/75 ng). 
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Im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit der quantitativen Expressionsdaten konnte eine gute 

Vergleichbarkeit für alle Zeitverlaufsanalysen festgestellt werden (vergleiche Anhang, 

Abbildung A 7 und Abbildung A 8). Zur Vereinfachung des umfangreichen Datensatzes wurde 

die Quantifizierung daher als Gesamtergebnis für alle Zeitverlaufsanalysen ausgewertet. Dabei 

wurde das Median-Ergebnis für jeden Zeitpunkt auf Grundlage von beiden Spendern und von 

allen analysierten Zellproben, das heißt von insgesamt sechs Untersuchungen pro Zeitpunkt, 

bestimmt. 

Bei der Analyse von jeweils 75 ng der zellulären Gesamt-RNA lag für die Mehrzahl der 

detektierten miRNAs das Maximum der quantifizierten Expressionsmenge in einem Bereich 

zwischen 4,337×105 und 9,992×105 Molekülen (n=608 von n(Gesamt)=815; entsprechend 

75 %). Für die übrigen 207 miRNAs betrug die maximale Expression zwischen 1,003×106 und 

2,098×1010 Molekülen. Für nur 14 miRNAs lag die quantifizierte Expressionsmenge dabei 

oberhalb von 108 Molekülen. 

In Bezug auf die maximale Expressionsveränderung innerhalb des analysierten Zeitraumes 

zeichnete sich ein ähnlicher Trend ab. Von der zuvor beschriebenen miRNA-Gruppe mit 

prominenter Expressionsmenge (>106 Moleküle/75 ng; n=207), war für lediglich 92 miRNAs 

gleichzeitig auch eine vergleichsweise starke Expressionsänderung um mehr als 106 Moleküle 

im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses zu verzeichnen (vergleiche Anhang, Tabelle A 4). 

Der Bereich der Expressionsänderung lag dabei zwischen 1,004×106 und 5,294×109 Molekülen. 

Die Mehrzahl der miRNAs zeigte geringere Expressionsänderungen (Bereich zwischen 

2,465×104 und 9,982×105 Molekülen; n=723 von n(Gesamt)=815; entsprechend 89 %). 
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Zur weiteren Aufschlüsselung der beschriebenen Expressionstrends wurde die molekulare 

miRNA-Expression pro Zelle extrapoliert. Dazu wurde die jeweilige Gesamtmenge der 

extrahierten zellulären RNA-Probe in die Kalkulation einbezogen und die zelluläre 

Expressionsmenge unter Annahme einer konstant bleibenden Zellanzahl 

(350.000 Zellen/Zeitverlaufsprobe) berechnet. Die Quantifizierung wurde als Gesamtergebnis 

für alle Zeitverlaufsanalysen ausgewertet (n=6 Untersuchungen pro Zeitpunkt). 

In Hinsicht auf die maximale Expressionsmenge (Abbildung 26 A und B) war für 683 der 815 

miRNAs innerhalb des gesamten Analysezeitraumes eine vergleichswiese geringe Expression 

von weniger als 20 Molekülen/Zelle zu verzeichnen (entsprechend 84 %). Von den 

verbleibenden 132 miRNAs (entsprechend 16 %) wiesen 16 eine maximale Expressionsmenge 

von mehr als 1.000 Molekülen/Zelle auf. Darunter lag die Expression für 38 miRNAs oberhalb 

von 100 Molekülen/Zelle. Weitere 78 miRNAs entsprachen weiterhin einer maximalen 

Expressionsmenge von mindesten 20 Molekülen/Zelle. Insgesamt lag der Bereich der 

maximalen Expressionswerte für alle detektierten miRNAs zwischen 7 und 

317.271 Molekülen/Zelle. Unter Ausschluss der miR-7975 und der miR-7977, deren Signalwerte 

zeitweise außerhalb des geeichten Messbereiches lagen und deren quantitative Daten somit 

lediglich unter der Voraussetzung bestand hatte, dass die Eichkurve auch außerhalb des 

kalibrierten Signalbereiches ihre Gültigkeit beibehielt, lag die obere Grenze der maximalen 

Expressionsmenge mit der miR-142-3p bei 9.829 Molekülen/Zelle. 

In Bezug auf die maximalen Zeitverlaufsveränderungen (Abbildung 26A und C) war für 734 der 

815 detektierten miRNAs (entsprechend 90 %) eine maximale Expressionsänderung um 

weniger als 20 Moleküle/Zelle zu verzeichnen. Von den verbleibenden 81 miRNAs 

(entsprechend 10 %) wiesen lediglich 10 eine Expressionsänderung von mehr als 

1.000 Molekülen/Zelle, weitere 24 miRNAs von mehr als 100 Molekülen/Zelle und 47 eine 

Änderung von mindestens 20 Molekülen/Zelle auf. 

Insgesamt lag der quantifizierte Bereich der maximalen Expressionsänderung für alle 

detektierten miRNAs zwischen 3 und 182.876 Molekülen/Zelle. Unter Ausschluss der miR-7975 

und der miR-7977, lag die obere Grenze der ermittelten Expressionsveränderungen mit der 

miR-150-5p bei 2.990 Molekülen/Zelle. Diese zeigte innerhalb des Zeitverlaufes eine Reduktion 

von 9.762 auf 6.772 Molekülen/Zelle. 
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Abbildung 26: Verteilung der detektierten miRNAs bezüglich der maximalen molekularen Expressionsmenge 

sowie der maximalen Expressionsänderung. 

Im Zusammenhang mit den Zeitverlaufsanalysen der T-Zell-Aktivierung wurde die zelluläre Expression der 

detektierten miRNAs quantitativ abgeschätzt. Die Ergebnisse der absoluten miRNA-Quantifizierung wurden 

gemeinsam für beide Spender (Spender 1 und 2), das heißt auf Grundlage von insgesamt sechs Proben pro 

Zeitpunkt, ausgewertet. Dazu wurde das Median-Ergebnis bestimmt [Moleküle/Zelle]. Die dargestellten Diagramme 

zeigen die anteilige Verteilung der miRNAs in Bezug auf den quantifizierten Betrag der maximalen 

Expressionsmenge (Max.; A und B) und in Bezug auf den quantifizierten Betrag der maximalen 

Expressionsänderung innerhalb des analysierten Zeitraumes (Δ(Max.); Differenz zwischen maximaler und minimaler 

Expressionsmenge; A und C). Die molekularen Expressionswerte wurden dazu in verschiedene Kategorien (<20, 

≥20, ≥100 und ≥1.000 Moleküle/Zelle) eingeteilt. Die Kategorien sind in den Legenden der Ringdiagramme (B und C) 

jeweils mit der enthaltenen Anzahl an miRNAs angegeben.  
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Von den miRNAs (n=39), welche im Zusammenhang mit der Auswertung der log2-

Expressionsdaten als mögliche Regulatoren des T-Zell-Aktivierungsprozesses identifiziert 

wurden (Kapitel 4.3. Identifizierung von miRNAs mit deutlicher und reproduzierbarer 

Expressionsveränderung im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses), wiesen 7 miRNAs eine 

maximale Expressionsmenge zwischen 9 und 18 Molekülen/Zelle auf (miR-630, miR-30e-3p, 

miR-5787, miR-5703, miR-1275, miR-4521 und miR-132-5p). Für die übrigen 32 miRNAs lag 

diese zwischen 20 (miR-18b-5p) und 2.320 Molekülen/Zelle (miR-21-5p). In Bezug auf die 

maximalen Expressionsveränderungen zeigten 16 miRNAs Änderungen zwischen 4 und 

18 Molekülen/Zelle (miR-30c-5p, miR-221-3p, miR-132-3p, miR-1290, miR-155-3p, miR-20a-3p, 

miR-18b-5p, miR-3196, miR-630, miR-5703, miR-5787, miR-125b-5p, miR-4521, miR-132-5p, 

miR-30e-3p und miR-1275). Für die 23 verbleibenden miRNAs lag die Änderung innerhalb des 

Zeitverlaufs zwischen 32 (miR-29b-1-5p) und 1.703 Molekülen/Zelle (miR-21-5p)  

(Abbildung 27). 

 

 

 

 

Abbildung 27: Verteilung der identifizierten miRNAs (n=39) bezüglich der maximalen Expressionsmenge 

sowie der maximalen Expressionsänderung. 

Die Verteilung der miRNAs (n=39), welche im Zusammenhang mit der Auswertung der log2-Microarray-

Expressionsdaten identifiziert wurden, ist (wie bereits in Abbildung 26 beschrieben) in Bezug auf den quantifizierten 

Betrag der maximalen Expressionsmenge (Max) und in Bezug auf den quantifizierten Betrag der maximalen 

Expressionsänderung (Δ(Max.)) innerhalb des analysierten Zeitraumes dargestellt. 
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Anhand der molekularen Quantifizierungsdaten ist daher im Zusammenhang mit der initialen T-

Zell-Aktivierungsphase lediglich von einer limitierten Anzahl prominent exprimierter miRNAs und 

darunter einer vergleichsweise geringen Anzahl an miRNAs mit vergleichsweise starker 

molekularer Expressionsveränderung auszugehen. 

 

 

4.8. Identifizierung und funktioneller Nachweis von kooperativen miRNA-Paaren 

 

Durch funktionelle Interaktionen kann es bei simultaner Expression von bestimmten miRNAs zu 

einer veränderten Wirkung auf gemeinsame Zielgene kommen (GRIMSON et al., 2007; LAI et 

al., 2019). Auf Grundlage von kooperativen 3’UTR-Bindestellen kann dabei die Bindung eines 

miRNA-geladenen RISCs die Bindungsfähigkeit weiterer miRNA-geladener RISCs auf 

physikalischem Wege fördern oder die Wirkung von einzelnen miRNAs funktionell summiert 

werden. Man spricht daher von Bindungskooperativität (binding cooperativity) beziehungsweise 

funktioneller miRNA-Kooperativität (functional cooperativity) (BRODERICK et al., 2011; 

GRIMSON et al., 2007; LAI et al., 2019). 

Zur Charakterisierung der miRNA-Wirkung sollten im Zusammenhang mit dem T-Zell-

Aktivierungsprozess funktionell interagierende miRNA-Paare bestimmt werden. 

Vorangegangene Expressionsstudien weisen auf eine Korrelation zwischen der miRNA-

Expressionsrate und der regulatorischen miRNA-Wirkung hin (BROWN et al., 2007). Für eine 

kooperative miRNA-Funktionalität mit breitem regulatorischem Einfluss wurden daher sowohl 

starke Expressionsveränderungen als auch ein gemeinsames Zielgenspektrum vorausgesetzt. 

 

Als Ausgangskandidaten für die Bestimmung der zentralen miRNA-Paarungen wurden die 

miRNAs gewählt, welche als Reaktion auf den Aktivierungsstimulus sowohl bei der Auswertung 

der log2-Microarray-Expressionsdaten deutliche und reproduzierbare 

Expressionsveränderungen aufwiesen als auch auf Basis der quantitativen Analysen eine 

vergleichswiese starke molekulare Änderungen (>20 Moleküle/Zelle) zeigten (n=23; vergleiche 

Kapitel 4.3. und 4.7.). 15 dieser miRNAs zeigten eine Expressionszunahme zwischen 32 und 

1.703 Molekülen/Zelle (Abbildung 28A) und acht eine Expressionsabnahme zwischen 36 und 

264 Molekülen/Zelle (Abbildung 28B).  
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Abbildung 28: Molekulare Expressionsänderungen der miRNAs, welche als Ausgangskandidaten für die 

Bestimmung der funktionell interagierenden miRNA-Paare dienten. 

Im Zeitverlauf der T-Zell-Aktivierung konnten für die dargestellten miRNAs, neben deutlichen und reproduzierbaren 

Veränderungen bei der Auswertung der log2-Microarray-Expressionsdaten, auch auf Basis der quantitativen 

Informationen vergleichswiese starke Expressionsänderungen in Form einer Zu- (A) oder Abnahme (B) von mehr als 

20 Molekülen/Zelle festgestellt werden. 

 

 

Auf Basis eines gemeinsamen Zielgen-Spektrums sollten im Folgenden miRNA-Paarungen mit 

möglicher kooperativer Funktionsweise bestimmt werden. Dazu wurden die zugehörigen 

Zielgen-Netzwerke der miRNA-Kandidaten graphisch mithilfe des „miRTargetLink“ Webservice-

Tools erstellt (HAMBERG et al., 2016). Als Voraussetzung für die zugrundliegenden 

Informationsdaten wurde eine zuverlässige experimentelle Validierung der bereits bekannten 

miRNA-Zielgen-Beziehungen gewählt („strong evidence“) (HAMBERG et al., 2016). Aufgrund 

von fehlenden Zielgen-Informationen, wurden somit einige miRNAs (miR-21-3p, miR-29b-1-5p, 

miR-1260a, miR-1273g-3p, miR-4286 und miR-6085) von der Analyse ausgeschlossen. 
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In den resultierenden Netzwerken wurden prägnante Knotenpunkte bestimmt, welche aus 

miRNAs mit multiplen überlappenden Zielgenen bestanden. Innerhalb des Netzwerks der 

zunehmenden miRNA (Abbildung 29A) konnte ein Knotenpunkt mit 31 überlappende Zielgene 

für die miR-20a-5p und die miR-17-5p nachgewiesen werden. Die funktionelle Einsortierung der 

überlappenden Zielgene (BACKES et al., 2007) wies neben der Involvierung in die Zellzyklus-

Regulation und die zelluläre Reifung zudem im Zusammenhang mit dem Notch-Signalweg auf 

zentrale Funktionen für die Regulation des T-Zell-Differenzierungsprozesses und die T-Zell-

Immunreaktion hin (BRANDSTADTER, MAILLARD, 2019). Des Weiteren konnte ein 

Knotenpunkt aus acht gemeinsamen Zielgenen für die miR-155-5p und die miR-21-5p 

identifiziert werden. Diese waren funktionell vor allem an der Regulation von Signalwegen der 

Immunzell-Aktivierung beteiligt. Innerhalb des Netzwerks der abnehmenden miRNA (Abbildung 

29B) wiesen die miRNAs miR-26a-5p und let-7b-5p neun überlappende Zielgene auf. Die 

Einsortierung ergab dabei Funktionen im Zusammenhang mit der Regulation der Zellseneszenz 

sowie der negativen Regulation des zellulären Metabolismus und der Translation. 
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Abbildung 29: MiRNA-Zielgen-Netzwerke zur Identifizierung von miRNA-Paarungen mit möglicher 

kooperativer Funktion im Zusammenhang mit der intialen T-Zell-Aktivierungsphase. 

MiRNA-Zielgen-Netzwerke wurden mithilfe des Online-Tools „MiRTargetLink“ (HAMBERG et al., 2016) generiert und 

exportiert. Prägnante Knotenpunkte mit multiplen überlappenden Zielgenen sind für die zu- (A) und abnehmenden 

miRNAs (B) graphisch hervorgehoben. Die zugehörige funktionelle Einsortierung der überlappenden Zielgene ist 

anhand von repräsentativen Termini der Gene Ontology (GO) Kategorie: „Biological Process“ dargestellt (STOCKEL 

et al., 2016; THE GENE ONTOLOGY, 2019). 
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Für das molekular am stärksten veränderte Paar der miR-155-5p und miR-21-5p sollte die 

Hypothese der regulatorischen Kooperativität exemplarisch auf Grundlage von zusätzlichen 

Zielgen-Testungen verifiziert werden. Dabei lag der quantifizierte Expressionsanstieg innerhalb 

des Zeitverlaufs der T-Zell-Aktivierung im Maximum jeweils bei 1.561 und 1.703 Molekülen pro 

Zelle im Vergleich zum zellulären Ruhezustand. 

Zur Bestimmung von möglichen kooperativen miRNA-Zielgenen wurden 3’UTR-Bindestellen 

mithilfe von „miRWalk 2.0“ unter dem Kriterium einer stabilen Vorhersage durch mindestens fünf 

der integrierten Datenbanken vorhergesagt (DWEEP, GRETZ, 2015). Anschließend wurde die 

Schnittmenge der gemeinsam vorhergesagten Zielgene bestimmt (n=708 potenzielle Zielgene 

mit gemeinsamer Vorhersage für die miR-155-5p und die miR-21-5p). Da eine geringe Distanz 

von 8-40 nt zwischen Bindestellen eine entscheidende Voraussetzung für die kooperative 

Funktionsweise von miRNA-Bindestellen zu sein scheint (GRIMSON et al., 2007), wurden zwei 

potenzielle gemeinsame Zielgene (IL1RAP und LEMD3) auf Basis nahegelegener Bindestellen, 

einer möglichen Rolle für die T-Zell-Funktion und einer mRNA-Abnahme im Zusammenhang mit 

den Zeitverlaufsanalysen für die exemplarische Testung mittels dualem Luciferase-Assay 

ausgewählt. Bei der Testung wurden Co-Transfektionen des leeren Effektorplasmids (pSG5), 

der miR-155 (pSG5-leer und pSG5-miR-155 (1:1)), der miR-21 (pSG5-leer und pSG5-miR-21 

(1:1)) oder beider miRNAs (pSG5-miR-155 und pSG5-miR-21 (1:1)) vorgenommen. Um die 

Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurde die transfizierte Gesamt-Menge der Effektorplasmid-

DNA sowie die anteiligen Mengen der pSG5-miR-155- und pSG5-miR-21-Plasmide für alle 

Analysen konstant gehalten. 
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Im Falle der analysierten IL1RAP-3’UTR-Sequenz wurden nahegelegene Bindestellen der miR-

155-5p und miR-21-5p mit einer Distanz von 40 nt vorhergesagt (Abbildung 30A), welche 

somit dem Kriterium der Sequenznähe potenzieller kooperativer Bindestellen entsprachen 

(GRIMSON et al., 2007) . Daneben wurde für den peripheren Sequenzbereich noch jeweils eine 

zusätzliche Bindestelle für die beiden miRNAs vorhergesagt. Eine potenzielle miR-155-5p-

Bindestelle lag dabei mit einer Distanz von 642 nt im 3‘-Bereich vor der bereits beschriebenen 

miR-155-5p-Bindestelle und eine mögliche miR-21-5p-Bindestelle mit einer Distanz von 375 nt 

im 5‘-Bereich hinter der bereits beschriebenen miR-21-5p-Bindestelle. Bei dem Genprodukt des 

IL1RAP-Gens handelt es sich um einen Bestandteil des Interleukin-1-Rezeptor-Komplexes, 

welcher durch die Interaktion mit verschiedenen Zytokinen an der Modulation von aktivierungs- 

und differenzierungs-assoziierten T-Zell-Signalwegen beteiligt ist (ALI et al., 2007; 

CHACKERIAN et al., 2007). Für die zugehörige mRNA konnte nach 24 h eine Abnahme mit 

einem Fold Decrease von 1,62 (Spender 1; Median-Ergebnis) bzw. 2,04 (Spender 2; Median-

Ergebnis) im Vergleich zum 0 h Zeitpunkt beobachtet werden. 

Anhand einer Reduktion der relativen Luciferase-Aktivität im Zusammenhang mit der miR-155-

5p (p-Werte 5,35×10-7), konnte eine miRNA-Zielgen-Beziehung für die miR-155-5p und das 

IL1RAP-Gen bestätigt werden (Abbildung 30B). Dabei lag die Luciferase-Aktivität des 

zugehörigen 3’UTR-Konstruktes im relativen Vergleich zum leeren Reporterplasmid bei 51,2 % 

(SEM: ±3,8). Für die Analyse des miR-21-5p-Effektes war kein signifikanter Effekt im 

Zusammenhang mit der miRNA-Überexpression zu beobachten. Die zugehörige relative 

Luciferase-Aktivität lag im Vergleich zum leeren Reporterplasmid bei 96,8 % (SEM: ±7,7; 

p=0,71). Im Zusammenhang mit der Überexpression beider miRNAs war erneut eine 

signifikante Reduktion der relativen Luciferase-Aktivität zu verzeichnen 44,7 % (SEM: ±4,5; 

p=2,80×10-7). Der Effekt unterschied sich jedoch nicht signifikant vom Einzeleffekt der miR-

155-5p (p=0,29). Daher ergaben sich durch die Testung der IL1RAP-3’UTR keine Hinweise auf 

eine kooperative Funktionsweise der miR-155-5p und der miR-21-5p. 
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Abbildung 30: Duale Luciferase-Reportergen-Assays zur Analyse der 3’UTR des IL1RAP-Gens im Hinblick 

auf eine gemeinsame regulatorische Wirkung der miR-155-5p und der miR-21-5p. 

Auf Grundlage von nahegelegenen 3’UTR-Bindestellen wurde die gemeinsame regulatorischen Wirkung der miR-

155-5p und der miR-21-5p im Zusammenhang mit dem IL1RAP-Gen untersucht. Ein entsprechendes 3’UTR- 

Reporterplasmid-Konstrukt (A) wurde dazu mittels dualen Luciferase-Reportergen-Assays im humanen HEK293T-

Zellsystem getestet (B). Dabei wurden die Überexpression der miR-155, der miR-21 oder beider miRNAs untersucht. 

Die Vermessung der Zellextrakte fand 48 h nach der Transfektion statt. Die Aktivität der Firefly-Luciferase wurde 

anhand der Aktivität der Renilla-Luciferase sowie der basalen Reporter-Aktivität normiert und die Ergebnisse in 

Relation zur jeweiligen Aktivität des leeren Reporterplasmids (pMIR-RNL-TK) gesetzt. Die relative Luciferase-Aktivität 

[%] ist als Mittelwert und mit Angabe des Standardfehlers (SEM) auf Grundlage von vier unabhängigen 

Untersuchungen dargestellt, die in technischen Duplikaten durchgeführt wurden. (p=p-Wert; n.s.=Nicht signifikant) 
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Im Falle von LEMD3 wurden nahegelegene 3’UTR-Bindestellten der miR-155-5p und miR-21-

5p mit einer Distanz von 9 nt vorhergesagt (Abbildung 31A), welche somit ebenfalls dem 

Kriterium der Sequenznähe potenzieller kooperativer Bindestellen entsprachen (GRIMSON et 

al., 2007) . Bei dem Genprodukt des LEMD3-Gens handelt es sich um einen Inhibitor des TGF-

beta-Signalweges (LIN et al., 2005; PAN et al., 2005). Dieser ist von entscheidender Bedeutung 

für die T-Zell-Funktionalität, indem er zur Regulation von Prozessen wie der T-Zell-Teilung oder 

der Effektor-Zell-Differenzierung beiträgt (LI, FLAVELL, 2008; OH, LI, 2013). Für die zugehörige 

mRNA konnte nach 24 h eine Abnahme mit einem Fold Decrease von 2,00 (Spender 1; 

Median-Ergebnis) bzw. 2,01 (Spender 2; Median-Ergebnis) im Vergleich zum 0 h Zeitpunkt 

beobachtet werden. 

Für die Analyse des miR-155-5p-Effektes war kein signifikanter Effekt im Zusammenhang mit 

der miRNA-Überexpression zu beobachten. Die zugehörige relative Luciferase-Aktivität lag im 

Vergleich zum leeren Reporterplasmid bei 109,9 % (SEM: ±5,5; p=0,15). Anhand einer 

Reduktion der relativen Luciferase-Aktivität im Zusammenhang mit der miR-21-5p (p-Werte 

7,57×10-6), konnte jedoch eine miRNA-Zielgen-Beziehung bestätigt werden (Abbildung 31B). 

Dabei lag die Luciferase-Aktivität des zugehörigen 3’UTR-Konstrukte im relativen Vergleich zum 

leeren Reporterplasmid bei 82,9 % (SEM: ±1,6). Im Zusammenhang mit der Überexpression 

beider miRNAs war im Falle der LEMD3-3’UTR zusätzlich eine signifikante Verstärkung des 

miR-21-5p-induzierten Effektes zu verzeichnen (p=4,85×10-6). Die zugehörige relative 

Luciferase-Aktivität lag bei 70,4 % (SEM: ±2,7; p=2,20×10-3). 

Anhand der Testung der LEMD3-3’UTR konnte somit eine synergistische Zielgen-Regulation 

durch die gemeinsame Expression der miR-155-5p und der miR-21-5p bestätigt werden. 
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Abbildung 31: Duale Luciferase-Reportergen-Assays zur Analyse der 3’UTR des LEMD3-Gens im Hinblick auf 

eine gemeinsame regulatorische Wirkung der miR-155-5p und der miR-21-5p. 

Auf Grundlage von nahegelegenen 3’UTR-Bindestellen wurde die gemeinsame regulatorischen Wirkung der miR-

155-5p und der miR-21-5p im Zusammenhang mit dem LEMD3-Gen untersucht. Ein entsprechendes 3’UTR- 

Reporterplasmid-Konstrukt (A) wurde dazu mittels dualen Luciferase-Reportergen-Assays im humanen HEK293T-

Zellsystem getestet (B). Dabei wurden die Überexpression der miR-155, der miR-21 oder beider miRNAs untersucht. 

Die Vermessung der Zellextrakte fand 48 h nach der Transfektion statt. Die Aktivität der Firefly-Luciferase wurde 

anhand der Aktivität der Renilla-Luciferase sowie der basalen Reporter-Aktivität normiert und die Ergebnisse in 

Relation zur jeweiligen Aktivität des leeren Reporterplasmids (pMIR-RNL-TK) gesetzt. Die relative Luciferase-Aktivität 

[%] ist als Mittelwert und mit Angabe des Standardfehlers (SEM) auf Grundlage von vier unabhängigen 

Untersuchungen dargestellt, die in technischen Duplikaten durchgeführt wurden. (p=p-Wert; n.s.=Nicht signifikant) 
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4.9. Spezifizierung der quantitativen miR-155-5p-Expressionsdaten 

 

Im Zusammenhang mit der Entwicklung von innovativen Therapieansätzen könnten 

synthetische miRNAs für die genzielte Manipulation von Zell-Funktionen genutzt werden (GIRI 

et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). Eine Überdosierung könnte im 

Rahmen einer therapeutischen microRNA-Nutzung jedoch zu toxischen Nebeneffekten führen 

(LAI et al., 2019; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). Aufgrund der oben beschriebenen 

ausgeprägten und reproduzierbaren Expressionsveränderung sowie den mit der Literatur 

übereinstimmenden Hinweisen auf eine zentrale regulatorische Funktion (RODRIGUEZ et al., 

2007), wurde die miR-155-5p ausgewählt, um die quantitative Auswertung der zugehörigen 

Expressionsdaten nochmals genauer zu spezifizieren und somit im Hinblick auf die Therapie-

Entwicklung möglichst präzise Informationen zur physiologischen miRNA-Expression zu 

erlangen. 

 

Dazu wurde die, im Rahmen der Microarray-Eichung ermittelte, spezifische Eichkurve 

(vergleiche Kapitel 4.6.2. Absolute Quantifizierung der miRNA-Expression“ und Abbildung 32A; 

R2=0,9994) für die Analyse der absoluten miR-155-5p-Expression genutzt. Zudem wurden 

extrapolierende Berechnungsschritte, wie beispielsweise die Kalkulation der Molekülzahl pro 

Zelle unter der Voraussetzung einer konstanten Zellanzahl, ausgelassen. Die quantitative 

Bestimmung der miR-155-5p-Expression wurde dementsprechend auf die detektierte Menge in 

den einzelnen Array-Reaktionen, das heißt auf konstante zelluläre RNA-Mengen von jeweils 

75 ng, bezogen. Zur vereinfachten Übersicht wurden die resultierenden Daten als 

Gesamtergebnis für beide Spender ausgewertet (n=6 pro Zeitpunkt). 

 

Bei der Analyse von jeweils 75 ng der zellulären Gesamt-RNA lag die quantifizierte 

Expressionsmenge der miR-155-5p im Bereich zwischen 9,36 amol (2 h; Minimum) und 

404,50 amol (24 h; Maximum) (Abbildung 32B). Der maximale Rahmen der miR-155-5p-

Expressionsänderung betrug somit 395,11 amol. 
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Abbildung 32: Spezifische Quantifizierung der miR-155-5p-Expression mit Bezug zur analysierten Gesamt-

Menge der zellulären RNA. 

A)  Die Eichkurve zur absoluten Quantifizierung der miR-155-5p, welche für das verwendete Microarray-

Analysesystem mithilfe von Oligonukleotid-spike-ins und vor dem Hintergrund einer nicht-kompetitiven RNA-

Probe (MS2-Bakteriophagen-RNA) erstellt wurde, ist mit Angabe der Kurvengleichung sowie dem 

zugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) angegeben. 

B)  Im Zusammenhang mit den Zeitverlaufsanalysen der T-Zell-Aktivierung wurde die molekulare Expression 

der miR-155-5p mit Bezug zur analysierten Gesamt-Menge der zellulären RNA quantitativ erfasst. Pro 

Microarray-Analysereaktion wurden dabei 75 ng zelluläre RNA verwendet. Die Ergebnisse der 

Quantifizierung [amol/75 ng zellulärer RNA] wurden gemeinsam für beide Spender (Spender 1 und 2), das 

heißt auf Grundlage von insgesamt sechs Proben pro Zeitpunkt (dargestellt als Punkte), ausgewertet. 
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Unter Einbezug der Avogadro-Konstanten (NA: [Teilchen (Moleküle)/mol]) wurde die enthaltene 

Molekülanzahl auf Grundlage der quantifizierten Expressionsmengen bestimmt. Dabei lag die 

resultierende molekulare Expressionsmenge der miR-155-5p im Bereich zwischen 5,65×106 

(entsprechend 9,36 amol; bei 75 ng zellulärer Gesamt-RNA) und 2,44×108 Molekülen 

(entsprechend 404,50 amol; bei 75 ng zellulärer Gesamt-RNA). Pro Nanogramm der zellulären 

RNA entsprach dies somit einer minimalen Expressionsmenge von 7,54×104 und einer 

maximalen Menge von 3,25×106 Molekülen. Der maximale Rahmen der miR-155-5p-

Expressionsänderung lag bei 2,38×108 Molekülen (entsprechend 395,11 amol; bei 75 ng 

zellulärer Gesamt-RNA). Dies entsprach einer maximalen Expressionsänderung von 

3,17×106 Molekülen pro Nanogramm der zellulären RNA. 

Unter Einbezug des Molekulargewichtes der reifen miR-155-5p, wurde zudem die zugehörige 

Masse der quantifizierten Expressionsmengen berechnet. Zur Berechnung wurde das 

Molekulargewicht des miR-155-5p-RNA-Oligonukleotids herangezogen, welches als spike-in bei 

der Microarray-Eichung diente. Auf Grundlage der massenspektrometrischen Analysedaten des 

Herstellers (vergleiche Material und Methodenteil) lag dieses bei etwa 7.696 g/mol 

(=7,696×106 ng/amol). Bei der Analyse von jeweils 75 ng der zellulären Gesamt-RNA lag 

dementsprechend der Massenanteil der miR-155-5p im Bereich zwischen 7,23×10-5 ng 

(entsprechend 9,36 amol) und 3,11×10-3 ng (entsprechend 404,50 amol). Das abgeleitete 

zellphysiologische Mengenverhältnis zwischen der miR-155-5p und der Gesamt-RNA konnte 

damit auf einen Bereich zwischen eins zu 1×106 und eins zu 2×104 beziffert werden. Die 

maximale miR-155-5p-Expressionsänderung lag bei 3,04×10-3ng (entsprechend 395,11 amol). 

Dies entsprach einer maximalen Expressionsänderung von 0,04 pg pro Nanogramm der 

zellulären RNA. 

 

Ausgehend von einer durchschnittlichen T-zellulären Gesamt-RNA-Menge von etwa einem 

Pikogramm pro Zelle (WANG et al., 2019; ZHENG et al., 2017), könnte auf Grundlage der hier 

beschriebenen quantitativen Daten der miR-155-5p eine zellulär eingebrachte synthetische 

miRNA-Menge von etwa 0,395 amol pro Zelle als Ausgangspunkt für die Entwicklung einer 

zellphysiologisch angepassten Transfektionsdosierung dienen. Die weiterhin beschriebenen 

quantitativen Parameter der miR-155-5p (miRNA-Moleküle, und Molekulargewichtsanteil) sowie 

die im Kapitel 4.7 beschriebenen quantitativen miRNA-Expressionsdaten könnten mit Bezug zur 

(zelltypspezifischen) Gesamt-RNA-Menge (ISLAM et al., 2011; SASAGAWA et al., 2013) 

weitere Grundinformationen für die Etablierung von therapeutischen miRNA-Dosierungen 

liefern. 
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5. Diskussion 

 

MiRNAs spielen eine Schlüsselrolle für die Regulation der T-Zell-Aktivität (EICHMULLER et al., 

2017; KOPP et al., 2013; LIU et al., 2013b; LORENZI et al., 2012). Als Biomarker für T-Zell 

gekoppelte Erkrankungen und als Instrument für die gezielte Manipulation der T-Zell-Funktion 

könnten sie künftig zum Bestandteil von diagnostischen und immuntherapeutischen Ansätzen 

werden (COLAMATTEO et al., 2019; LONG et al., 2018). Umfangreiche Kenntnisse zur 

Expression und Funktion von miRNAs sind dafür eine wesentliche Voraussetzung 

(EICHMULLER et al., 2017; GIRI et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). 

Die Ziele dieser Arbeit bestanden in der Erfassung, Quantifizierung und funktionellen 

Charakterisierung von miRNA-Expressionsveränderungen im frühen 24 h Zeitraum der 

humanen T-Zell-Aktivierung. Aufgrund der Vielfältigkeit der Analysen werden in der folgenden 

Diskussion primär die methodischen Aspekte der Expressionsanalysen, die Koordinierung und 

Funktion der miRNAs sowie die mögliche Nutzung der gewonnenen miRNA-

Expressionsinformationen thematisiert. 

 

5.1. Evaluierung der miRNA-Expressionsanalysen 

 

5.1.1. Analyse von zeitaufgelösten miRNA-Expressionsprofilen mithilfe des Microarray-

Verfahrens 

 

Zur Erfassung der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsprofile wurde der Expressionsnachweis 

auf Grundlage des Microarray-Hoch-Durchsatz-Verfahrens durchgeführt. Im Folgenden soll eine 

Evalulierung der Microarray-Expressionsanalysen im Vergleich zu anderen miRNA-

Detektionsmethoden vorgenommen werden. 

 

Für das Design der miRNA-spezifischen Sonden greift das hier verwendete Microarray-System 

auf die neuesten Sequenzinformationen der miRNA-Datenbank (miRBase) zurück 

(D'ANDRADE, FULMER-SMENTEK, 2012; KOZOMARA, GRIFFITHS-JONES, 2014). Nach 

Angaben des Herstellers (Agilent Technologies Inc.) wurden im konkreten Falle die 

Sequenzinformationen der miRBase Version 21 für das Design der Sonden-Chips 

herangezogen (AGILENT TECHNOLOGIES INC.; KOZOMARA et al., 2019; KOZOMARA, 

GRIFFITHS-JONES, 2014). 

Die ersten miRNAs wurden mithilfe von forward genetics Methoden oder im Rahmen von 

klassischen Sanger-Sequenzierungsanalysen entdeckt. In der Regel fand dabei neben der 

Erfassung der miRNAs eine experimentelle Validierung statt, indem die zugehörigen  
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Sequenzen kloniert und die zelluläre miRNA-Expression experimentell nachgewiesen wurde 

(HUANG et al., 2011; LUDWIG et al., 2017). Durch die fortschreitende Entwicklung von Hoch-

Durchsatz-Sequenzierungs-Technologien (Small RNA sequencing (Small RNA-Seq) 

technologies) wurden in neuerer Zeit jedoch tausende neuer Sequenzen identifiziert, die auf 

Grundlage von bioinformatischen Vorhersagemodellen miRNAs darstellen könnten 

(KOZOMARA, GRIFFITHS-JONES, 2014; LIU et al., 2014; LUDWIG et al., 2017). In den 

neueren Versionen der miRBase werden diese als „annotierte“ miRNAs zumeist schon vor der 

experimentellen Validierung hinterlegt (ALLES et al., 2019; KOZOMARA et al., 2019; LUDWIG 

et al., 2017). Durch die systematische Auswertung von miRNA-Sequenzierungsdaten und die 

experimentelle Überprüfung von annotierten miRNAs gibt es jedoch Hinweise, dass viele der so 

hinterlegten Sequenzen definitionsgemäß keine echten miRNAs darstellen (ALLES et al., 2019; 

CHIANG et al., 2010; KOZOMARA et al., 2019). Dementsprechend könnte es sich bei einigen 

der hier beschriebenen Sequenzen um RNA-Spezies handeln, die fälschlich als miRNAs 

ausgewiesen sind (ALLES et al., 2019; BROWN et al., 2013; CHIANG et al., 2010). Ein 

entsprechendes Beispiel stellt die miR-1273g dar. Diese war zu Beginn dieser 

Expressionsstudie noch als miRNA der miR-1273-Familie in der miRBase hinterlegt, wurde 

jedoch bei einer Aktualisierung im Verlauf dieser Arbeit als „falsch-annotiert“ aus der neueren 

Datenbankversion (Version 22) entfernt (KOZOMARA et al., 2019). Diese generellen Defizite 

der miRNA-Sequenz-Datenbank wirken sich auch auf alternative Detektionsverfahren, wie die 

RT-qPCR oder die Hoch-Durchsatz-Sequenzierung (Small RNA sequencing, Small RNA-Seq), 

aus. Dabei können inkorrekte miRBase-Informationen beispielsweise zu Fehlern bei der 

Auswahl von miRNA-spezifischen Primern und Sonden oder zu einer fehlerhaften Zuordnung 

der Sequenzierungsdaten führen (CHUGH, DITTMER, 2012; ZHONG et al., 2019; ZIEMANN et 

al., 2016). 

 

MiRNAs können auf Basis von Sequenzhomologien in bestimmte miRNA-Familien eingeteilt 

werden (KACZKOWSKI et al., 2009; KOZOMARA et al., 2019). Bei der Unterscheidung von 

miRNAs mit ähnlicher Sequenz kann es im Zusammenhang mit der Sonden-Hybridisierung des 

Microarray-Detektionsverfahrens zur Unschärfe kommen (GIT et al., 2010; LESHKOWITZ et al., 

2013; YE et al., 2019). Entsprechende Sequenzähnlichkeiten können jedoch auch bei anderen 

Detektionsverfahren zu Ungenauigkeiten führen (ANDROVIC et al., 2017; DE HOON et al., 

2010; LESHKOWITZ et al., 2013). So kann es bei Sequenzierungsanalysen durch 

Sequenzhomologien unter Umständen zu einer fehlerhaften Zuordnung der detektierten 

Sequenzabschnitte kommen (DE HOON et al., 2010). Zudem können durch enzymatische 

Amplifikationsschritte Sequenzveränderungen eingefügt werden und beim Vergleich zwischen 

sequenziell ähnlichen miRNAs zu Fehlinterpretationen führen (LESHKOWITZ et al., 2013).  
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Durch Limitierungen bei der Primer-Spezifität sind auch im Rahmen von RT-qPCR-Analysen 

Ungenauigkeiten bei der Unterscheidung zwischen sequenzähnlichen miRNAs möglich 

(ANDROVIC et al., 2017). 

 

Die gezielte Sequenz-Veränderung, das sogenannte miRNA-Editing, ist ein biologischer 

Mechanismus zur Modulation der miRNA-Aktivität (CORREIA DE SOUSA et al., 2019). Diese 

Veränderungen werden meist innerhalb der seed-Region vorgenommen, so dass das Zielgen-

Spektrum der betreffenden miRNA dynamisch verändert werden kann (CORREIA DE SOUSA 

et al., 2019; WARNEFORS et al., 2014). Microarray-Detektionssysteme sind jedoch in der 

Regel für die Erfassung von kanonischen miRNA-Sequenzen ausgelegt (GIT et al., 2010; 

LESHKOWITZ et al., 2013). Des Weiteren können miRNAs eine Zelltyp- oder Kontext-

spezifische Expression aufweisen (HE et al., 2012; JUZENAS et al., 2017). Demnach könnten 

auch noch unbekannte miRNAs mit relevanter Funktion im Rahmen des T-Zell-

Aktivierungsprozesses existieren, die noch nicht in der miRBase hinterlegt sind und damit nicht 

durch die verwendeten Microarray-Sonden detektiert werden können (SIDDIKA, HEINEMANN, 

2020). Somit ergeben sich Einschränkungen für den Sonden basierten Expressionsnachweis 

durch die fehlenden Detektionsmöglichkeiten für miRNA-Isoformen und für neue miRNAs 

(LESHKOWITZ et al., 2013; SIDDIKA, HEINEMANN, 2020). Vergleichbares gilt in der Regel 

auch für den Primer-abhängigen Expressionsnachweise mittels RT-qPCR (ANDROVIC et al., 

2017). 

Für einen ausgeweiteten miRNA-Sequenznachweis können als Fortführung der Microarray 

basierten Untersuchungen daher Zeitverlaufsstudien mit anschließender 

Sequenzierungsanalyse durchgeführt werden (CHUGH, DITTMER, 2012; MARINOV et al., 

2014; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2021). Ein entsprechender Untersuchungsansatz konnte 

aktuell zeigen, dass eine Editierung des 3‘-Sequenzendes (3‘-Adenylierung) der Stabilisierung 

von bestimmten miRNAs im Rahmen der frühen CD4+-T-Zell-Aktivierung dienen könnte 

(RODRIGUEZ-GALAN et al., 2021). Gleichzeitig bestätigen die Ergebnisse der beschriebenen 

Sequenzierungsstudie die Microarray-Daten dieser Arbeit durch eine Vielzahl an 

Übereinstimmungen bei der Detektion von aktivierungs-gekoppelten microRNA-

Expressionsveränderungen (RODRIGUEZ-GALAN et al., 2021). 
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5.1.2. Eichung des Microarray-Analysesystems zur quantitativen Auswertung der 

zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten 

 

Um quantitative Informationen zu den detektierten miRNA-Expressionsveränderungen 

abzuleiten, wurden mithilfe von synthetischen miRNA spike-ins Eichkurven für das verwendete 

Microarray-Analysesystem erstellt. 

 

Im Gegensatz zu Untersuchungen mit Sequenzierungstechniken oder mit quantitativen PCR-

Methoden, werden Microarray basierte Analysen in der Regel nicht für die quantitative 

Erfassung der RNA-Expression verwendet. Als Gründe werden unter anderem Mängel bei der 

technischen Reproduzierbarkeit und der experimentellen Genauigkeit genannt (CANALES et 

al., 2006; DRAGHICI et al., 2006; FU et al., 2009; T HOEN et al., 2008). Viele dieser Befunde 

basieren allerdings auf der Detektion von mRNAs (BISSELS et al., 2009; FU et al., 2009). Bei 

miRNA-Expressionsanalysen konnte im Vergleich zu anderen Detektionsverfahren für einige 

Microarray-Analysesysteme eine äquivalente oder gar eine verbesserte Leistungsfähigkeit 

belegt werden (GIT et al., 2010; SAH et al., 2010; WILLENBROCK et al., 2009). So konnte in 

methodischen Vergleichsanalysen für das Untersuchungssystem der Firma Agilent 

Technologies eine hohe Reproduzierbarkeit und hohe miRNA-Detektionsgenauigkeit bestätigt 

werden (LESHKOWITZ et al., 2013). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass in Microarray-

Analysesystemen eine quantitative miRNA-Expressionserfassung durch den Vergleich mit 

synthetischen Oligonukleotid-Referenzen möglich ist (BISSELS et al., 2009). 

Auch für die miRNA-Zeitverlaufsdaten der vorliegenden Arbeit kann von einer hohen 

Zuverlässigkeit der Microarray basierten Expressionsanalysen ausgegangen werden. 

Vergleichbare Zeitverlaufsmuster bei der Untersuchung von technischen und biologischen 

Replikaten weisen auf eine hohe Reproduzierbarkeit der Microarray-Daten hin. 

Übereinstimmende Ergebnisse zwischen den Microarray-Untersuchungen und dem Taqman-

RT-qPCR-Verfahren, welches als zuverlässige Methode für die quantitative Erfassung der 

miRNA-Expression gilt (CHEN et al., 2005; SVEC et al., 2015), sprechen zudem für eine 

gleichwertige Genauigkeit bei der quantitativen Beschreibung von miRNA-Expressionsprofilen. 
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Wie auch bei anderen quantitativen Analysemethoden (CHUGH, DITTMER, 2012; WRIGHT et 

al., 2019), ist bei der Bewertung der Microarray basierten Quantifizierungsmethodik die 

Möglichkeit von methodisch bedingten Varianzen zu beachten. So können Unterschiede 

zwischen den jeweiligen miRNA-Sequenzen im Rahmen von Microarray-Untersuchungen zu 

einer variablen Effizienz der Fluoreszenzmarkierung und der Sonden-Hybridisierung führen 

(BISSELS et al., 2009; LESHKOWITZ et al., 2013). Entsprechende miRNA-spezifische 

Detektionssignal-Verschiebungen wurden auch für das verwendete Analysesystem beschrieben 

(LESHKOWITZ et al., 2013). Frühere Studien lassen dementsprechend vermuten, dass die 

Verwendung einer universellen Eichkurve negativen Einfluss auf die Genauigkeit von 

Microarray basierten Quantifizierungsdaten haben könnte (BISSELS et al., 2009). Eine 

entsprechende Kurve wurde in dieser Arbeit als Durchschnittsergebnis von verschiedenen 

miRNA-Oligonukleotid spike-ins ermittelt und wurde für die simultane Quantifizierung aller 

detektierter miRNAs verwendet. In Übereinstimmung mit der oben beschriebenen Vermutung, 

wiesen die Ergebnisse der experimentellen Testung zur Übertragbarkeit der entsprechenden 

Eichkurve für die Quantifizierung von verschiedenen miRNAs auf eine unterschiedliche 

Genauigkeit hin. Im Durchschnittsergebnis zeigte die experimentelle Testung der universellen 

Eichkurve jedoch eine gute quantitative Leistung. 

Die quantitativen miRNA-Expressionsdaten wurden mithilfe der Eichkurve und mit stabilem 

Bezug zur analysierten Gesamt-RNA-Menge bestimmt. Im Rahmen der quantitativen 

Auswertungen wurde zusätzlich die Anzahl der miRNA-Moleküle pro Zelle unter 

Berücksichtigung der extrahierten Gesamt-RNA-Mengen und unter der Voraussetzung einer 

konstanten Zellanzahl extrapoliert. Hierbei könnte eine Minderung der 

Quantifizierungsgenauigkeit als Folge einer Veränderung der Zellanzahl aufgetreten sein, zum 

Beispiel durch die vorzeitige Teilung oder das Absterben einzelner Zellen. Da entsprechende 

Berechnungsschritte jedoch unter gleichbleibenden Bedingungen durchgeführt wurden, sollte 

die allgemeine Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen der quantifizierten miRNAs dennoch 

gewährleistet sein. 

Die Ergebnisse zur zellulären miRNA-Expression stehen zudem im Einklang mit den Daten 

früherer Literatur. Zelluläre miRNA-Expressionsmengen wurden in vorangegangen Hoch-

Durchsatz-Studien im Zusammenhang mit verschiedenen humanen Zellkulturmodellen 

beschrieben. Die Expressionsmengen wurden dabei anhand von Richtwerten oder auf 

Grundlage von Voruntersuchungen zur zellulären Gesamt-RNA-Menge eingeschätzt (JANAS et 

al., 2012; SONG et al., 2017). Auf Basis dieser Analysen wird ein Expressionsbereich zwischen 

circa 103 und 105 Molekülen pro Zelle für hoch exprimierte miRNAs angenommen (JANAS et 

al., 2012; SONG et al., 2017). Dies entspricht dem Mengenbereich, welcher im Rahmen dieser 

Arbeit für die am stärksten exprimierten miRNAs quantifiziert wurde.  
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Untersuchungen an humanen hämatopoetischen Vorläuferzellen weisen für miRNAs, die bei 

der Analyse unterschiedlicher Probanden vergleichbare Expressionsprofile zeigten, auf einen 

Expressionsrahmen zwischen etwa 10 und 103 Molekülen pro Zelle hin (BISSELS et al., 2009). 

Diese Befunde stehen ebenfalls in Übereinstimmung mit den zellulär quantifizierten 

Expressionsmengen der 39 miRNAs, welche im Zusammenhang mit dieser Arbeit als mögliche 

interindividuell konservierte Regulatoren des T-Zell-Aktivierungsprozesses identifiziert wurden. 

Trotz möglicher miRNA-spezifischer Einschränkungen scheint anhand der globalen 

quantitativen Expressionsanalysen somit eine grundlegende Einschätzung der molekularen 

miRNA-Expression möglich zu sein. 

Für die spezifizierten miR-155-5p-Quantifizierungsdaten ist zudem von einer zusätzlich 

verbesserten Genauigkeit auszugehen, da, im Gegensatz zu universellen Eichkurven, bei 

miRNA-spezifischen Eichkurven sequenzabhängige Signalverschiebungen berücksichtigt 

werden können (BISSELS et al., 2009). 

 

Als Fazit sollten die vorliegenden quantitativen Auswertungen insgesamt eine realistische 

Einschätzung der molekularen miRNA-Expression und Rückschlüsse über das molekulare 

Ausmaß von miRNA-Expressionsveränderungen im Zusammenhang mit dem zeitlichen Verlauf 

der T-Zell-Aktivierung ermöglichen. 

 

5.1.3. Vergleichende Expressionsanalysen zur Identifizierung von zentralen miRNAs 

 

Die initialen 24-Stunden der T-Zell-Aktivierung sind von funktionellen und transkriptionellen 

Veränderungen geprägt (HESS et al., 2004; ULLMAN et al., 1990). Für die zielgerichtete 

Regulation von zellulären Signalprozessen, kann die miRNA-Expression zellulär adaptiert 

werden (AVRAHAM, YARDEN, 2012; GULYAEVA, KUSHLINSKIY, 2016). Die im Rahmen 

dieser Arbeit detektierten miRNA-Expressionsveränderungen dienten dazu, zentrale miRNAs im 

Zusammenhang mit dem T-Zell-Aktivierungsprozess zu identifizieren. 

 

Durch die Auswertung der Quantil-normierten und log2-skalierten Microarray-Expressionsdaten 

konnten 39 miRNAs mit deutlicher Expressionsveränderung im Kontext des T-Zell-

Aktivierungsprozesses identifiziert werden. Die hohe Reproduzierbarkeit konnte dabei durch die 

Vergleichbarkeit der Expressionsdaten zwischen den beiden untersuchten Spendern sowie 

zwischen den jeweils drei technisch-replizierten Zeitverlaufsreihen pro Spender belegt werden. 

Durch Kontrolluntersuchungen von vier weiteren Spendern mit einer unabhängigen Methode 

(Taqman-Analysen) konnten die Zeitverlaufsmuster zudem für acht exemplarische miRNAs 

validiert werden. Bei den identifizierten miRNAs handelt es sich daher wahrscheinlich um 

adaptive Regulatoren der initialen T-Zell-Aktivierungsphase. 
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Für einige dieser miRNAs wurden in vorangegangenen Untersuchungen sowie in einer kürzlich 

erschienen Sequenzierungsstudie vergleichbare Expressionsänderungen im Zusammenhang 

mit der humanen T-Zell-Aktivierung beschrieben (GRIGORYEV et al., 2011; RODRIGUEZ-

GALAN et al., 2021; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018). So zeigen beispielsweise die miR-17-

5p, miR-18a-5p, miR-19a-3p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-132-3p, miR-155-5p 

sowie die miR-221-3p nach 48-stündiger Aktivierung einen deutlichen und interindividuell 

reproduzierbaren Expressionsanstieg und die miR-26a-5p, miR-125b-5p, miR-181a-5p sowie 

die miR-223-3p eine entsprechende Expressionsreduktion (GRIGORYEV et al., 2011). Studien 

an Mäusen bestätigen zudem die beschriebenen Expressionsveränderungen für weitere 

miRNAs (CHO et al., 2016; GAGNON et al., 2019; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2018). 

Vorangegangene Studien bestätigen somit die Befunde dieser Arbeit und geben einen Hinweis 

auf die zeitliche Stabilität der hier beschriebenen miRNA-Expressionsveränderungen. 

Eine weitere Informationsquelle können die Daten der quantitativen miRNA-

Expressionsanalysen bieten. Unter Einbezug der molekularen Expressionsdaten können dabei 

die detektierten Expressionsveränderungen spezifiziert und weitere Kandidaten zur Liste der 

miRNAs mit möglicher zentraler Funktionalität hinzugefügt werden. Verschiedenste 

Expressionsstudien weisen auf einen Zusammenhang zwischen der miRNA-Expressionsmenge 

und der regulatorischen miRNA-Wirkung hin (BROWN et al., 2007; MAYYA, DUCHAINE, 2015; 

MULLOKANDOV et al., 2012). Eine prägnante molekulare Expressionsveränderung nach T-

Zell-Aktivierung, könnte somit einen breiten regulatorischen Einfluss der betreffenden miRNAs 

anzeigen. Auf Grundlage der Expressionsmenge könnten allerdings auch hoch-exprimierte 

miRNAs mit einem stabilen Expressionsverlauf zentrale Regulatoren der T-Zell-Funktion 

darstellen und dabei ein breites Zielgen-Spektrum regulieren (BROWN et al., 2007; MAYYA, 

DUCHAINE, 2015; MULLOKANDOV et al., 2012). Veränderte Transkriptionsraten von miRNA-

Zielgenen könnten dazu unabhängig von der miRNA-Expression eine gezielte Verschiebung 

des miRNA-spezifischen Zielgen-Spektrums zwischen dem Ruhezustand und der 

Aktivierungsphase bewirken (ARVEY et al., 2010; JEKER, BLUESTONE, 2013; 

MULLOKANDOV et al., 2012; SMIGIELSKA-CZEPIEL et al., 2013). 

Die regulatorische miRNA-Aktivität kann jedoch nicht allein anhand der jeweiligen miRNA-

Expressionshöhe postuliert werden (CORREIA DE SOUSA et al., 2019). Auch die im Rahmen 

dieser Arbeit detektierten miRNAs mit vergleichsweise niedriger molekularer Expressionsmenge 

könnten an der Regulation des T-Zell-Aktivierungsprozesses beteiligt sein und Gene regulieren, 

die zentrale Schnittstellen innerhalb des T-Zell-Aktivierungsprozesses darstellen, wie zum 

Beispiel Transkriptionsfaktoren (PODSHIVALOVA, SALOMON, 2013; SHU et al., 2017).  
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Mögliche Voraussetzungen könnte eine hohe Zielgen-Affinität und eine hohe funktionelle 

Spezifität der betreffenden miRNAs sein (BOSSON et al., 2014; DENZLER et al., 2016). Ein 

kleines Zielgen-Spektrum könnte dabei für eine hohe miRNA-zu-Zielgen-Ratio sorgen, bei der 

wenige miRNA-Moleküle für eine regulatorische Wirkung ausreichend wären (ARVEY et al., 

2010; BOSSON et al., 2014; LEMUS-DIAZ et al., 2017). Im Zusammenhang mit der T-Zell-

Aktivierung wurde zudem eine Verkürzung von Zielgen-3’UTR-Sequenzen beschrieben (MAYR, 

BARTEL, 2009). Dies könnte das regulatorische Potenzial bestimmter miRNAs sowohl auf 

positivem als auch auf negativem Wege beeinflussen (HOFFMAN et al., 2016b; MAYR, 

BARTEL, 2009; SANDBERG et al., 2008). Des Weiteren wäre es denkbar, dass kooperative 

miRNA-Wirkungen eine geringe molekulare Expression einzelner miRNAs kompensieren 

könnten (DENZLER et al., 2016; SHU et al., 2017). 

 

Die Expressionsanalysen dieser Arbeit bieten somit eine umfassende Daten-Grundlage für die 

Auswahl von microRNAs, deren funktionelle Charakterisierung im Rahmen fortführender 

Studien weiteren Aufschluss über microRNA-regulierte Netzwerke im Kontext des T-Zell-

Aktivierungsprozesses geben könnte. 
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5.1.4. Identifizierung von miRNA-Zielgenen unter Einbezug der mRNA-Expressionsdaten 

 

Durch die Identifizierung von Zielgenen sollte die regulatorische Funktion von miRNAs im 

Zusammenhang mit dem T-Zell-Aktivierungsprozess genauer charakterisiert werden. 

 

Für die Vorauswahl der potenziellen miRNA-Zielgene wurde in einem ersten Schritt eine in 

silico Vorhersage durchgeführt. MiRNA-Bindestellen sind überwiegend in den 3’UTR-

Sequenzen ihrer Ziel-mRNAs lokalisiert (GREGORY et al., 2005; NAKANISHI, 2016). Die 

miRNA-Zielgen-Interaktion wird dabei über die seed-Region der miRNA vermittelt (FRIEDMAN 

et al., 2009; GARZON et al., 2009; GRIMSON et al., 2007). Zur Zielgen-Vorhersage wird in 

genomweiten 3‘UTR-Referenzdaten nach Sequenzmotiven gesucht, die eine (partielle) reverse 

Komplementarität zur miRNA-spezifischen seed-Sequenz und den umliegenden Nukleotiden 

aufweisen (ROJO ARIAS, BUSSKAMP, 2019; WITKOS et al., 2011). Darüber hinaus können 

weitere Faktoren, wie beispielsweise die Sekundärstrukturen der umliegenden 3’UTR-

Sequenzregion oder zusätzliche Basenpaarbindungen außerhalb der seed-Region, von 

entscheidender Bedeutung für die Funktionalität der Bindestellen sein (KERTESZ et al., 2007; 

MARIN, VANICEK, 2011; SHEU-GRUTTADAURIA et al., 2019b). Wegen der Komplexität der 

Parameter, welche zu einer funktionellen miRNA-Zielgen-Interaktion beitragen, besitzen 

unterschiedliche Algorithmen eine unterschiedliche Vorhersagegenauigkeit für potenzielle 

miRNA-Zielgene (KERN et al., 2020; RIOLO et al., 2020). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

potenzielle 3’UTR-miRNA-Bindestellen mithilfe des miRWalk-Tools postuliert, das die 

Vorhersagekraft von mehreren Algorithmen vereint (DWEEP, GRETZ, 2015; DWEEP et al., 

2011). 

Zur post-transkriptionellen Regulation von proteinkodierenden Genen induzieren miRNAs häufig 

eine Destabilisierung oder den Abbau ihrer Ziel-mRNAs (BAUMJOHANN, ANSEL, 2013; GUO 

et al., 2010; WINTER et al., 2009). Die mRNA-Expression kann somit einen weiteren Hinweis 

auf mögliche miRNA-Zielgen-Beziehungen liefern (NAIFANG et al., 2013; NAM et al., 2009; OH 

et al., 2017). Als ergänzendes Kriterium zur in silico Vorhersage fand die Auswahl der zu 

testenden Gene daher unter Einbezug der mRNA-Zeitverlaufsdaten statt. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die regulatorische Funktion der miR-155-5p durch die Identifizierung von multiplen 

Zielgenen spezifiziert. Dabei wurde auf Basis der Zeitverlaufsanalysen ein inverses 

Korrelationsverhältnis zwischen der miR-155-5p-Expression und den jeweiligen mRNA-

Zeitverlaufsdaten vorausgesetzt. 
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Bei einer vergleichbaren Microarray basierten Zeitverlaufsstudie wurde unter dem Stimulus 

einer medikamentösen Exposition von Multiplen-Myelom-Zellen eine zeitliche Verzögerung 

zwischen der miRNA-Expression und den Expressionsveränderungen der Ziel-mRNAs als 

Voraussetzung für die expressionsgekoppelte Zielgen-Identifizierung definiert (JAYASWAL et 

al., 2009). Im Gegensatz zu anderen Plattformen ist mithilfe des hier verwendeten Microarray-

Systems allerdings eine effektive Unterscheidung zwischen den miRNA-Vorläuferformen und 

der reifen miRNA möglich (LESHKOWITZ et al., 2013). Somit sollte die Microarray-Detektion 

primär die Expressionsmengen der prozessierten, reifen miRNAs widerspiegeln, die zum 

gegebenen Zeitpunkt bereits aktiv an der Regulation der Zielgene beteiligt sein könnten. 

Experimentelle Untersuchungen an humanen T-Zellen belegen zudem, dass unter dem Einfluss 

des Aktivierungsprozesses ein großer Teil der mRNA-Transkripte erhöhte Abbauraten und 

vergleichsweise kurze Halbwertszeiten aufweist (KHABAR, 2007; RAGHAVAN et al., 2002). 

Aus diesen Gründen wurde im Rahmen dieser Arbeit die zeitliche Verschiebung zwischen der 

detektierten miRNA-Expression und der gekoppelten Wirkung auf die mRNA-Expression nicht 

berücksichtigt. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass zeitliche Verschiebungseffekte auch im 

Rahmen der miR-155-5p-Funktion eine Rolle spielen könnten. 

Die postulierten miRNA-Zielgen-Beziehungen wurden experimentell mithilfe von dualen 

Luciferase-Assays überprüft. Anhand einer Validierungsrate von 89,47 % kann auf Basis der 

miR-155-5p-Zielgen-Testungen bestätigt werden, dass mit der gewählten methodischen 

Vorgehensweise eine effektive Vorhersage von miRNA-Zielgen-Beziehungen möglich ist. In 

Bezug auf Zielgenvorhersage ist jedoch zu beachten, dass das Zielgen-Spektrum vom 

zellulären Kontext abhängen kann (ERHARD et al., 2014; HSIN et al., 2018). Analysen weisen 

darauf hin, dass miRNAs bei hoher Expression ein großes Zielgen-Spektrum regulieren können 

(BROWN et al., 2007; MAYYA, DUCHAINE, 2015; MULLOKANDOV et al., 2012). Es besteht 

somit die Möglichkeit, dass die Effizienz der Zielgenvorhersage unter anderem auf einen breiten 

regulatorischen Einfluss der prominent exprimierten miR-155-5p zurückzuführen ist. Es ist 

weiterhin zu beachten, dass die miRNA-basierte Regulation auch zur Inhibition des 

Translationsprozesses führen kann, ohne sich auf die mRNA-Ebene auszuwirken 

(BAUMJOHANN, ANSEL, 2013; O'BRIEN et al., 2018; WINTER et al., 2009). 
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Die inverse Korrelation und die positive Zielgen-Testung, sprechen grundsätzlich für einen 

kausalen Zusammenhang zwischen der miRNA-Expression und den zugehörigen 

Zeitverlaufsdaten der entsprechenden mRNAs. Fortführende Zeitverlaufsuntersuchungen 

könnten unter Einbezug der Protein-Ebene weiteren Aufschluss über die beschriebenen 

miRNA-Zielgen-Beziehungen liefern (HUANG et al., 2013a). Um miRNA-spezifische 

Regulationseffekte zuzuordnen, könnte in entsprechenden Versuchsreihen eine Manipulation 

durch miRNA-Inhibitoren oder synthetische miRNAs vorgenommen werden (CHRISTOPHER et 

al., 2016; KUHN et al., 2008). Da Proteine in der Regel längere Halbwertszeiten als mRNAs 

aufweisen (SCHWANHAUSSER et al., 2011), könnten miRNA-induzierten Effekte auf Protein-

Ebene und somit auch auf funktioneller Ebene allerdings erst mit zeitlicher Verzögerung zum 

Tragen kommen (HUANG et al., 2013a; LEE et al., 2015a). 

 

5.2. Koordinierung und Funktion von veränderten miRNAs 

 

Detaillierte Informationen zur Koordinierung der miRNA-Expression, zur spezifischen Funktion 

und zur funktionellen Interaktion von miRNAs sind von entscheidender Bedeutung für ein 

grundlegendes Verständnis der Immunzellfunktion (GIRI et al., 2019; MEHTA, BALTIMORE, 

2016). Anhand der vorliegenden Ergebnisse zur miRNA-Expressionsdynamik und zur Zielgen-

Regulation sollen im Folgenden Rückschlüsse zur Koordinierung und Funktion von miRNA-

Expressionsveränderungen im Zusammenhang mit der Regulation des frühen T-Zell-

Aktivierungsprozesses gezogen werden. 

 

5.2.1. Koordinierung der miRNA-Expressionsdynamik 

 

Um die miRNA-Expressionsdynamik im Kontext mit der T-Zell-Aktivierung zu analysieren, 

wurden die zeitaufgelösten Expressionsmuster ausgewählter miRNAs mit deutlicher 

Expressionsveränderung untersucht. Die biologische und technische Reproduzierbarkeit der 

zugehörigen Zeitverlaufsdaten sowie das Auftreten von vergleichbaren Zeitverlaufsmustern 

zwischen unterschiedlichen miRNAs weisen dabei auf streng koordinierte Abläufe im Rahmen 

der miRNA-Expressionsregulation hin. Unter Einbeziehung der miRNA-Zeitverlaufsprofile sollen 

im Folgenden verschiedene Rückschlüsse zu den Mechanismen gezogen werden, die im 

Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses zur Koordinierung der miRNA-Expression beitragen 

könnten. 
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Die Transkription von miRNA-Genen kann über das Vorhandensein von bestimmten 

Transkriptionsfaktoren gesteuert werden (MARBACH-BAR et al., 2013; SCHANEN, LI, 2011). 

Transkriptionsfaktor gesteuerte Mechanismen tragen mit hoher Wahrscheinlichkeit auch zur 

koordinierten miRNA-Expression im Rahmen des T-Zell-Aktivierungsprozesses bei 

(PODSHIVALOVA, SALOMON, 2013). Anhand der Cluster-Analysen zeigen unter anderem die 

miR-15a-5p und die miR-15b-5p der miR-15-Familie (FINNERTY et al., 2010), die miR-30c-5p 

und miR-30e-3p der miR-30-Familie (MAO et al., 2018) sowie die miR-26a-5p ein ähnliches 

Zeitverlaufsmuster in Form einer kontinuierlichen und moderaten Expressionsabnahme. Im 

Gegensatz dazu weisen mehrere miRNAs der miR-17-Gen-Familie (miR-17-3p, miR-17-5p, 

miR-18a-5p, miR-20a-3p, miR-20a-5p; miR-18b-5p und miR-20b-5p) die durch das 

polycistronisch transkribierte miR-17-92-Cluster (MIR17HG, miR-17-92a-1 cluster host gene auf 

Chromosom 13) und das paraloge miR-106a-363-Cluster auf dem X-Chromosom kodiert sind 

(CONCEPCION et al., 2012; KOZOMARA et al., 2019; TAN et al., 2014), einen deutlichen 

Expressionsanstieg im Rahmen des Zeitverlaufs auf. Ein ähnlicher Expressionsanstieg mit 

vergleichbarem Verlauf zur miR-18b-5p, miR-20a-5p und miR-20b-5p konnte auch für die miR-

21-5p nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit der T-Zell-Aktivierung kommt es bereits 

nach etwa zwei bis vier Stunden zu einer verstärkten mRNA- und Protein-Expression des c-

Myc-Transkriptionsfaktors (auch als Myc bezeichnet) (LINDSTEN et al., 1988; MARCHINGO et 

al., 2020; WANG et al., 2011). Anhand der Analyse von verschiedenen humanen Zellsystemen 

gibt es Hinweise, dass dieser auf transkriptioneller Ebene die Expression zahlreicher miRNAs 

reguliert (CHANG et al., 2008; TAO et al., 2014). Dabei konnte sowohl eine negative 

expressionelle Regulation der miR-15a/miR-15b, miR-30e/miR-30c-1 und der miR-26a (CHANG 

et al., 2008; WILLIAMS et al., 2019) als auch eine positive expressionelle Regulation des miR-

17-92- und miR-106a-363-Clusters sowie der miR-21 nachgewiesen werden (KUMAR et al., 

2013; LI et al., 2021; O'DONNELL et al., 2005). Vor diesem Hintergrund könnte unter anderem 

die Regulation durch c-Myc im Rahmen der T-Zell-Aktivierung für die simultane transkriptionelle 

Koordinierung multipler miRNAs verantwortlich sein. 
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Zudem könnten Vernetzungen zwischen der Transkriptionsfaktor-gesteuerten miRNA-

Expression und der miRNA-Funktion zur gezielten Modulation der miRNA-Expressionsdynamik 

beitragen. Für unterschiedliche Zelltypen konnten diverse Regelkreise zwischen c-Myc und den 

c-Myc-regulierten miRNAs nachgewiesen werden (JACKSTADT, HERMEKING, 2015). So 

scheint unter anderem eine auto-regulatorische Verbindung zwischen der c-Myc- und der miR-

17-92-Expression zu bestehen (O'DONNELL et al., 2005; SYLVESTRE et al., 2007). Des 

Weiteren konnte c-Myc anhand von Luciferase-Reportergen-Assays als ein Ziel der miR-155-5p 

identifiziert werden (SUN et al., 2014). Deren deutlicher Expressionsanstieg im Rahmen des 

Zeitverlaufs könnte mit der Trankriptionsfaktor-Regulation koordiniert sein. Dabei könnte auch 

der NFκB-Proteinkomplex eine Rolle spielen (THOMPSON et al., 2013), dessen Aktivität im 

Rahmen des T-Zell-Rezeptor-Signalweges nachweislich induziert wird (OH, GHOSH, 2013; 

THAKER et al., 2015) und bei dem es sich gleichzeitig um einen weiteren Regulator der miR-

17-92-Clusters sowie der miR-21-Expression handeln könnte (SHIN et al., 2011; ZHOU et al., 

2010). 

In Bezug auf die Zeitverlaufsmuster und die resultierende Expressionsprofil-Klassen weisen die 

miRNAs des miR-17-92-Clusters, trotz einer gemeinsamen Transkriptionseinheit 

(CHAKRABORTY et al., 2012), teils deutliche Unterschiede auf. Einige der Cluster kodierten 

miRNAs entsprechen zudem nicht den Auswahlkriterien einer deutlichen und reproduzierbaren 

Expressionsveränderung und wurden dementsprechend nicht in die Expressionsprofil-

Klassifizierung einbezogen. Die Unterschiede zwischen den Expressionsprofilen könnten durch 

eine unterschiedliche Prozessierung der miRNAs bedingt sein. Dabei scheint ein genereller 

Einfluss durch die Sekundär- und Tertiär-Struktur des polycistronischen miR-17-92-Transkriptes 

zu bestehen (CHAKRABORTY et al., 2012; CHAULK et al., 2011; FUZIWARA, KIMURA, 2015). 

Vergleichbares könnte auch für die miRNAs des paralogen miR-106a-363-Clusters gelten 

(MICHLEWSKI et al., 2008). Die Prozessierungseffizienz könnte zudem auch bei weiteren 

miRNAs durch die Struktur der Transkripte beeinflusst sein. 
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Darüber hinaus scheint sich auch die biologische Aktivität der miRNAs auf die 

Expressionsdynamik im Rahmen des T-Zell-Aktivierungsprozesses auswirken. Untersuchungen 

weisen darauf hin, dass die 5p- und 3p-Stränge eines gemeinsamen miRNA-Vorläufers für die 

Regulation eines unterschiedlichen Zielgen-Spektrums verantwortlich sein und somit separate 

zelluläre Funktionen erfüllen können (MEDLEY et al., 2021). Bei der Beladung des RISCs 

fungiert einer der Stränge präferenziell als biologisch aktiver Leitstrang, während der andere 

Einzelstrang freigesetzt und aufgrund einer fehlenden Protein-Stabilisierung degradiert wird 

(GUO, LU, 2010; MEIJER et al., 2014; WANG et al., 2009). Genomweite Expressionsstudien 

deuten für miRNA-Stränge mit geringerer biologischer Aktivität auf kürzere Halbwertszeiten hin 

(MARZI et al., 2016). Diese Befunde stehen in Übereinstimmung mit der vorliegenden 

Auswertung der miRNA-Expressionsdynamik. Als konkretes Beispiel für eine mögliche selektive 

Strang-Präferenz zeigen die 5p- und 3p-Stränge der miR-21 deutliche Unterschiede zwischen 

den zugehörigen Zeitverlaufsmustern. Im Falle des miR-21-3p-Stranges, welcher in der Regel 

als Strang mit geringerer biologischer Aktivität gilt (COUTINHO et al., 2007; KUMARSWAMY et 

al., 2011; PAN et al., 2017), kann auf Grundlage der Zeitverlaufsdaten auch ein geringerer 

Expressionsumfang festgestellt werden. 

Als ein weiterer regulierender Parameter könnten auch Zielgen gesteuerte Mechanismen auf 

die miRNA-Expression einwirken. Es konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von Ziel-

mRNAs zu einer verstärkten Prozessierung von bestimmten miRNAs führen kann (BOSE, 

BHATTACHARYYA, 2016). Zudem kann die miRNA-Stabilität über den Mechanismus der 

Zielgen-gesteuerten-miRNA-Degradierung (target-directed miRNA degradation) beeinflusst 

werden. Nach aktuellen Erkenntnissen führen dabei bestimmte Bindungskonstellationen im 

Rahmen der regulatorischen miRNA-Aktivität zu einer Entladung des miRISCs oder einer 

Offenlegung und Destabilisierung des miRNA-3‘-Sequenzendes (PARK, SHIN, 2017; PARK et 

al., 2017; SHEU-GRUTTADAURIA et al., 2019a). Auf Grundlage von Expressionsanalysen in 

verschiedenen humanen Zellmodellsystemen kann die Halbwertszeit der miR-223-3p in einem 

Zeitraum zwischen 15 h und 46 h liegen (BACCARINI et al., 2011). Dabei konnten 

Anhaltspunkte für einen Zusammenhang zwischen der miRNA-Abbaugeschwindigkeit und der 

regulatorischen miRNA-Funktion gefunden werden (BACCARINI et al., 2011). Anhand der 

vorliegenden Ergebnisse zeigt die miR-223-3p im Kontext der T-Zell-Aktivierung bereits 

innerhalb von 24 h eine Expressionsreduktion um mehr als die Hälfte der anfänglichen 

Expressionsmenge. Diese vergleichsweise kurze Dauer könnte somit in Verbindung mit einem 

Zielgen-gesteuerten-miRNA-Degradierungsmechanismus stehen. 
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Zudem könnte die miRNA-Expressionsdynamik im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses 

unter dem Einfluss von zellulären Exportmechanismen stehen. Im Rahmen der T-Zell-

Aktivierung kommt es nachweislich zur Freisetzung von RNA-enthaltenden Vesikeln, die 

beispielsweise als inter-zelluläres Kommunikationssignal an die APC dienen können (CHIOU et 

al., 2018; MITTELBRUNN et al., 2011). Dabei konnte anhand von humanen CD4+ T-Zell-

Untersuchungen gezeigt werden, dass bestimmte miRNAs Gegenstand des vesikulären 

Exports sein können. So konnte beispielsweise das Vorkommen der miR-19a-3p, miR-20a-5p, 

miR-21-5p und der miR-155-5p in extrazellulären Vesikeln nachgewiesen werden (TORRI et al., 

2017). Auf Grundlage dessen wäre es denkbar, dass gezielte Exportprozesse die intrazelluläre 

Menge von miRNAs zu bestimmten Zeitpunkten der T-Zell-Aktivierung beeinflussen und somit 

modulierend auf die miRNA-Expressionsdynamik einwirken könnten. 

 

Wie oben exemplarisch dargelegt können anhand der Ergebnisse dieser Arbeit zahlreiche 

Informationen zur möglichen Koordinierung der miRNA-Expression abgeleitet werden. Die 

vorliegenden Expressionsinformationen könnten somit die Datengrundlage für fortführende 

experimentelle Studien bilden und einen wichtigen Beitrag zur Aufklärung der T-Zell-Funktion 

leisten (MEHTA, BALTIMORE, 2016). 

 

5.2.2. Spezifische Funktionen und funktionelle Interaktionen von miRNAs 

 

Die Summe der unterschiedlichen Zielgen-Interaktionen scheint entscheidend für die 

biologische miRNA-Wirkung zu sein (CHRISTOPHER et al., 2016; GEBERT, MACRAE, 2019). 

MiRNA-induzierte Effekte auf einzelne Zielgene resultieren im Allgemeinen in einer eher 

moderaten Expressionsveränderung (SELBACH et al., 2008). Einige der hier identifizierten 

miRNA-Zielgene zeigen jedoch stark ausgeprägte mRNA-Expressionsveränderungen im 

Rahmen des T-Zell-Zeitverlaufs. Dies lässt vermuten, dass noch weitere Faktoren für die 

Expressionsregulation der entsprechenden mRNAs eine Rolle spielen könnten. 

 

Die Verkürzung von mRNA-Halbwertszeiten im Zusammenhang mit der T-Zell-Aktivierung kann 

in Verbindung mit bestimmten regulatorischen Elementen gebracht werden (RAGHAVAN et al., 

2002). Diese werden als Adenylat-Uridylat-reiche-Elemente (AU-rich elements, AREs) 

bezeichnet und sind in der Regel in den 3’UTR-Sequenzen von mRNAs lokalisiert (KHABAR, 

2007; RAGHAVAN et al., 2002). Die Funktion dieser Elemente wird über RNA-bindende 

Proteine (RBPs) vermittelt, welche die Transkripte entweder stabilisieren oder für einen 

beschleunigten Abbau der mRNAs sorgen können (OTSUKA et al., 2019). 
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Neben den ARE bindenden Proteinen existieren eine Vielzahl weiterer RBP-Subtypen, welche 

durch die Bindung an bestimmte Sequenzmotive Einfluss auf die RNA-Stabilität nehmen 

können, aber auch auf die RNA-Prozessierung und -Lokalisierung einwirken (CORLEY et al., 

2020; JIANG, COLLER, 2012). Die regulatorische Funktion von RBPs und miRNAs scheint in 

vielen Fällen eng miteinander verknüpft zu sein (JIANG, COLLER, 2012; KHABAR, 2007; 

RAGHAVAN et al., 2002). Bestimmte RBPs können durch Interaktion mit dem miRISC den 

miRNA-gekoppelten mRNA-Abbau fördern, während andere die Zielgen-Bindung und somit die 

miRNA-Funktionalität inhibieren (CONNERTY et al., 2015; KIM et al., 2009; KUNDU et al., 

2012). Darüber hinaus können gegenseitige Einflüsse zwischen der miRNA- und der RBP-

Expression bestehen (CIAFRE, GALARDI, 2013). Wechselwirkungen mit RBPs könnten somit 

auch zur post-transkriptionellen Regulation der hier beschriebenen miRNA-Zielgene beitragen 

(CIAFRE, GALARDI, 2013; JIANG, COLLER, 2012). 

Ein Beispiel für ein RBP, welches über seine Interaktion mit ARE-Motiven den mRNA-Abbau 

reguliert (LYKKE-ANDERSEN, WAGNER, 2005) und das im Rahmen des T-Zell-

Aktivierungsprozesses unter wechselseitigem Einfluss mit der miR-155-5p stehen könnte, ist 

das Ring-Finger-Protein ZFP36. Dieses scheint für die Koordinierung des frühen CD4+ T-Zell-

Aktivierungsprozesses eine entscheidende Rolle zu spielen, indem es die Expressionsmenge 

von bestimmten Zytokinen, Komponenten des T-Zell-Rezeptor-Signalwegs und 

Transkriptionsfaktoren reguliert (MOORE et al., 2018). In den frühen Stunden des 

Aktivierungsprozesses wird dabei zunächst die ZFP36-Proteinherstellung induziert, während die 

Protein-Menge im späteren Verlauf wieder zurückgeht (MOORE et al., 2018). Anhand der 

vorliegenden Daten weist die ZFP36-mRNA während des 24-Stunden-Zeitverlaufs eine dazu 

passende Expressionsreduktion auf. Dabei konnte eine inverse Expressionskorrelation mit der 

miR-155-5p nachgewiesen werden. Die Daten einer vorangegangenen Studie enthielten erste 

Anhaltspunkte für eine miRNA-Zielgen-Beziehung zwischen der miR-155-5p und dem ZFP36-

Gen (LIU et al., 2013a). Diese konnte im Rahmen dieser Arbeit auf Grundlage der dualen 

Luciferase-Assay-Testungen bestätigt werden. Untersuchungen an Lungen-Epithelzellen zeigen 

zudem, dass ZFP36 als negativer Regulator der miR-155-5p-Biogenese wirken kann 

(BHATTACHARYYA et al., 2013). ZFP36 könnte somit beispielhaft für eine regulatorische 

Verbindung zwischen der miRNA- und der RBP-Expression im Kontext des T-Zell-

Aktivierungsprozesses stehen. 

Eine weitere Verbindung zwischen der miRNA- und der RBP-Expression könnte auf Grundlage 

der Helicase DDX17 bestehen (CONNERTY et al., 2015; NGO et al., 2019). Diese ist in die 

miRNA-Biogenese involviert, indem sie an bestimmte pri-miRNAs bindet und damit die 

Prozessierungseffizienz des Drosha-DGCR8-Komplexes fördert (NGO et al., 2019). Im Rahmen 

der Luciferase-Assays konnte DDX17 als ein Zielgen der miR-155-5p identifiziert werden. 
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Auf Grundlage dessen könnte die miR-155-5p-Expression über die Regulation von DDX17 auf 

die Prozessierung weiterer miRNAs wirken. 

 

Neben der Interaktion mit RNA-bindenden Proteinen, kann die regulatorische Wirkung von 

miRNAs auf einzelne ihrer Zielgene auch durch die Wechselwirkungen zwischen 

unterschiedlichen miRNAs potenziert werden (CIAFRE, GALARDI, 2013; DENZLER et al., 

2016; GEBERT, MACRAE, 2019). Benachbarte miRNA-Bindestellen können dabei auf 

physikalischem Wege zu einer synergistischen Bindungskooperativität oder über eine 

Summierung des regulatorischen Effektes zu einer funktionellen Kooperativität führen 

(BRODERICK et al., 2011; GRIMSON et al., 2007; LAI et al., 2019). Durch die Analyse von 

miRNA-Zielgen-Netzwerken wurden im Rahmen dieser Arbeit gemeinsam exprimierte miRNA-

Paare bestimmt, die kooperative Funktionen im Kontext des T-Zell-Aktivierungsprozesses 

erfüllen könnten. Als Auswahlparameter wurden dabei eine hohe molekulare miRNA-

Expressionsmenge mit deutlicher Expressionsveränderung und einer deutlichen Schnittmenge 

von experimentell bestätigten Zielgenen gewählt. Kooperative miRNA-Wirkungen könnten 

allerdings auch der Kompensation von geringen miRNA-Expressionsmengen dienen 

(DENZLER et al., 2016; SHU et al., 2017). Darüber hinaus wurden für die Erstellung der 

Netzwerke auf Datenbank-Informationen zu experimentell bestätigten miRNA-Zielgen-

Beziehungen zurückgegriffen, die jedoch auch unvollständige oder fehlerhafte Informationen 

enthalten können (HAMBERG et al., 2016; LEE et al., 2015b). Auf Grundlage dessen ist 

anzunehmen, dass noch weitere kooperative miRNA-Paarungen für die T-Zell-Funktion eine 

Rolle spielen, die im Rahmen des vorliegenden Analyse-Ansatzes nicht berücksichtigt  

wurden. 

Als ein Paar mit abnehmender Expression und möglicher kooperativer Funktionalität wurden die 

miRNAs let-7b-5p und miR-26a-5p identifiziert. Gemeinsame Funktionen scheinen unter 

anderem in der Proliferationsinhibition und in der Regulierung von metabolischen Prozessen zu 

liegen (FU et al., 2014; WELLS et al., 2017; ZHAO et al., 2016). Dementsprechend konnte für 

beide miRNAs bereits gezeigt werden, dass eine Expressionsreduktion zur effektiven 

Steuerung der T-Zell-Aktivität beiträgt (WELLS et al., 2017; ZHAO et al., 2016). Als deutlicher 

Hinweis auf eine gekoppelte Funktionsweise konnte für verschiedene humane Zelllinien eine 

proportionale Beziehung zwischen der miR-26a-Expression und der Biogenese von 

verschiedenen miRNAs der let-7-Familie nachgewiesen werden, zu der auch die let-7b-5p zählt 

(FU et al., 2014). Als eine der potenziellen kooperativen miRNA-Paarungen mit steigendem 

Expressionsverlauf wurden die miR-17-5p und die miR-20a-5p des miR-17-92-Clusters 

identifiziert. Diese weisen eine hohe Ähnlichkeit zwischen den zugehörigen seed-Sequenzen 

auf (KHUU et al., 2016). Man geht davon aus, dass miRNAs mit ähnlicher seed-Sequenz häufig  
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auch gemeinsame Zielgene regulieren (CHIPMAN, PASQUINELLI, 2019; CONCEPCION et al., 

2012; OLIVE et al., 2010). In Übereinstimmung mit dieser Vermutung gibt es Hinweise, dass die 

miR-17-5p und miR-20a-5p in bestimmten Zelltypen synergistische Funktionen erfüllen und 

dadurch beispielsweise die Zellproliferation fördern (CONCEPCION et al., 2012; O'DONNELL et 

al., 2005; TROMPETER et al., 2011). Spezifische Basenpaarbindungen außerhalb der seed-

Region könnten bei bestimmten Zielgenen allerdings auch zu einer unterschiedlichen 

regulatorischen Aktivität führen (BROUGHTON et al., 2016). Somit ist trotz vergleichbarer seed-

Sequenzen nicht grundsätzlich von einer funktionellen Redundanz der miR-17-5p und der miR-

20a-5p auszugehen (GREENBERG et al., 2014). Als ein weiteres miRNA-Paar mit steigender 

Expression und möglicher kooperativer Funktion wurden auf Grundlage der miRNA-Zielgen-

Netzwerks-Analysen die miR-21-5p und die miR-155-5p vorhergesagt. Anhand zahlreicher 

experimenteller Studien und in Übereinstimmung mit der vorliegenden miR-155-5p-Zielgen-

Identifizierung scheinen die betreffenden miRNAs in Immunzellen ein großes Zielgen-Spektrum 

zu regulieren und dabei auf eine Vielzahl zellulärer Signalprozesse einzuwirken (KROESEN et 

al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2007; SHEEDY, 2015). Beide miRNAs gelten als zentrale 

Modulatoren der T-Zell-Aktivität (CARISSIMI et al., 2014; LIND, OHASHI, 2014; SHEEDY, 

2015). 

Um näheren Aufschluss über die postulierte miRNA-Interaktion zu erhalten, wurden in dieser 

Arbeit potenzielle gemeinsame Zielgene der miR-21-5p und der miR-155-5p mittels dualen 

Luciferase-Assays getestet. Anhand der Testung der LEMD3-3’UTR konnte eine synergistische 

Zielgen-Regulation durch gemeinsame miRNA-Expression bestätigt werden. Dabei war durch 

die Co-Expression eine Verstärkung des regulatorischen Effektes der miR-21-5p zu 

beobachten, während für die alleinige Überexpression der miR-155-5p keine regulatorische 

Wirkung nachweisbar war. Dementsprechend könnte es sich im spezifischen Falle um eine 

Form der Bindungskooperativität handeln (BRODERICK et al., 2011). Es ist anzunehmen, dass 

funktionelle Interaktionen zwischen der miR-21-5p und der miR-155-5p zur effektiven 

Regulation des T-Zell-Aktivierungsprozesses beitragen könnten. Anhand von Untersuchen an 

T-Zellen von Mäusen wurde zudem gezeigt, dass die Expression des Ubiquitin-konjugierenden 

Enzyms E2K durch die gemeinsame Aktivität des miR-21-5p-miR-155-5p-Paares reguliert wird 

(JEKER, BLUESTONE, 2013; SANDBERG et al., 2008). Im Zusammenhang mit der 

evolutionären Stabilität der spezifischen miRNA-Sequenzen (KRICHEVSKY, GABRIELY, 2009; 

MASHIMA, 2015) könnte dies auf eine Konservierung der kooperativen miRNA-Funktionsweise 

hindeuten (FLAMAND et al., 2017; FRIEDMAN et al., 2009). 
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5.3. Potenzial zur anwendungsbasierten Nutzung der miRNA-Expressionsinformationen 

 

5.3.1. Mögliche Nutzung im Rahmen der Biomarker-Forschung 

 

Biomarker dienen im Rahmen der klinischen Diagnostik und Prognostik als messbarer 

Parameter zur objektiven Bewertung des Gesundheitszustandes (DIENER et al., 2019; 

SHIGEYASU et al., 2017; STRIMBU, TAVEL, 2010). Wegen ihres Bezugs zu verschiedenen 

Krankheitsmechanismen und der Detektionsmöglichkeiten durch etablierte 

molekularbiologische Techniken gelten miRNAs als besonders aussichtsreiche Kandidaten in 

der Biomarker-Forschung (HUANG, 2017; ROBINSON et al., 2013; WANG et al., 2016a). 

T-Lymphozyten spielen in einer Vielzahl unterschiedlicher Pathomechanismen eine zentrale 

Rolle. Dazu zählen Infektionskrankheiten, Autoimmunerkrankungen (CHEN, JOHN WHERRY, 

2020; DORNMAIR et al., 2003), aber auch neurodegenerative Erkrankungen oder Krebs 

(MOLON et al., 2016; TAN et al., 2020). Die Evaluierung von T-Zell gekoppelten miRNA-

Expressionsveränderungen stellt somit einen vielversprechenden Ansatzpunkt im Bereich der 

Biomarker-Forschung dar (INCORVAIA et al., 2020; SAKI et al., 2015; SCHERM, DANIEL, 

2020). 

Für die Auswahl von möglichen Biomarkern ist eine hohe Reproduzierbarkeit essenziell 

(STRIMBU, TAVEL, 2010). Immun-gekoppelte Signalwege weisen jedoch häufig eine hohe 

interindividuelle Variabilität auf (BRODIN, DAVIS, 2017). Im Rahmen dieser Arbeit konnten 

spezifische miRNA-Expressionsprofile mit sowohl biologisch als auch technisch 

reproduzierbaren Zeitverlaufsmustern nachgewiesen werden. Dies könnte auf generalisierbare 

Abläufe im Rahmen der miRNA-Expressionsregulation schließen lassen. Durch alters- oder 

geschlechtsbedingte Unterschiede in der Immunfunktionalität können sich Änderungen der 

miRNA-Expressionsprofile ergeben (DAI, AHMED, 2014; KVERNELAND et al., 2016; YE et al., 

2018). Veränderte miRNA-Zeitverläufe könnten allerdings auch auf eine veränderte T-Zell-

Aktivität im Zusammenhang mit Erkrankungen hindeuten. Auf Grundlage dessen wäre eine 

anwendungsbasierte Weiterentwicklung der zeitaufgelösten Expressionsanalysen im Rahmen 

der Biomarker-Identifizierung denkbar. In Verbindung mit mRNA- und Protein-Untersuchungen 

(DIENG et al., 2020; WILK, BRAUN, 2018; ZHOU et al., 2014) könnten entsprechende 

Zeitverlaufsstudien zudem dabei helfen die mechanistischen Grundlagen von T-Zell 

gekoppelten Erkrankungen aufzuklären. 
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5.3.2. Möglicher Nutzen für die Entwicklung von miRNA-basierten Therapien 

 

Im Zusammenhang mit der Entwicklung von innovativen Therapieansätzen könnten 

synthetische miRNAs und miRNA-Inhibitoren für die genzielte Manipulation der Zell-Funktion 

genutzt werden (GIRI et al., 2019; JI et al., 2016; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). T-Zellen sind 

in diesem Zusammenhang besonders prädestiniert, da sie entscheidend an der Immunabwehr 

beteiligt sind (JANEWAY et al., 1975; MATTER, 1974; ZHU, 2018). Des Weiteren können sie 

mit geringer Invasivität aus Patientenblut isoliert, außerhalb des Körpers manipuliert und im 

Rahmen eines adoptiven Zelltransfers über die Blutbahn wieder in den Körper zurückgeführt 

werden (MAROFI et al., 2021; MAUS et al., 2014). Zur Behandlung von bestimmten Tumoren 

wurde beispielweise die sogenannte CAR (chimeric antigen receptor) -T-Zell-Therapie 

entwickelt. Dabei werden die adoptiven T-Zellen außerhalb des Körpers gentechnisch 

manipuliert, so dass sie Oberflächenrezeptoren exprimieren, die gegen Tumor-spezifische 

Antigene gerichtet sind (MAROFI et al., 2021; MAUS et al., 2014; SOMMERMEYER et al., 

2016). Die gentechnisch-veränderten T-Zellen können somit eine gezielte Immunantwort gegen 

den Tumor auslösen (MAUS et al., 2014). Bei manchen Krebserkrankungen mindern 

immuninhibierende Signale in der Tumorumgebung jedoch die Effizienz von adoptiven 

Immuntherapien (TAHMASEBI et al., 2019; ZOU, 2005). Durch den gezielten Einsatz von 

miRNAs könnte im Rahmen von CAR-T-Zell-Therapien beispielsweise eine Verbesserung der 

Anti-Tumor-Reaktivität erreicht werden (JI et al., 2016). Ziele einer miRNA-basierten 

Manipulation könnte dabei eine Förderung der T-Zell-Fitness, der Überlebensfähigkeit oder der 

Effektor-Zell-Funktionalität sein (CORTEZ et al., 2019; JI et al., 2016; LIN et al., 2014; OHNO et 

al., 2013). Darüber hinaus könnten miRNA-basierte Therapeutika durch eine zielgerichtete 

Applikation innerhalb des Körpers zur Behandlung bestimmter T-Zell gekoppelten 

Erkrankungen und Infektionen eingesetzt werden (GIRI et al., 2019; LUCK et al., 2015). 

Detaillierte Kenntnisse zur miRNA-Funktion sind somit essenziell, um die Effekte von miRNA-

basierten Medikamenten abschätzen und potente miRNA-Kandidaten für die therapeutische  

T-Zell-Manipulation auswählen zu können (GIRI et al., 2019; JI et al., 2016). 

Auf Grundlage der vorliegenden zeitaufgelösten Expressionsdaten können anhand von 

deutlichen und reproduzierbaren Veränderungen zahlreiche miRNAs bestimmt werden, die 

wichtige Schnittstellen in der T-Zell-Aktivitätsregulation darstellen könnten. Dabei können 

mithilfe der Zeitverlaufsinformationen, wie oben in der Diskussion dargelegt, zudem funktionelle 

Zusammenhänge identifiziert werden, die neue Möglichkeiten für eine miRNA-basierte T-Zell-

Manipulation eröffnen könnten (EKIZ et al., 2019; GIRI et al., 2019). 
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Die funktionelle Wirkung von miRNAs scheint eng mit der Expressionsmenge verknüpft zu sein 

(NARAYAN et al., 2017; SHU et al., 2012). Eine Überdosierung könnte im Rahmen einer 

therapeutischen Nutzung dementsprechend zu toxischen Nebeneffekten führen (LAI et al., 

2019; RUPAIMOOLE, SLACK, 2017). Um im Hinblick auf die Therapie-Entwicklung 

Informationen zur physiologischen miRNA-Expression zu erlangen, wurde in dieser Arbeit eine 

quantitative Auswertung der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten vorgenommen. Darüber 

hinaus ergeben sich durch die quantitativen miRNA-Expressionsdaten Möglichkeiten, um T-

zelluläre miRNA-Funktionen mit spezifischem Bezug zur Expressionsmenge zu untersuchen 

(KHAN et al., 2009; NARAYAN et al., 2017; SHU et al., 2012). Wegen ihrer zentralen Rolle im 

Rahmen der Immunantwort (RODRIGUEZ et al., 2007), könnte insbesondere die miR-155-5p 

das Ziel zukunftsweisender Therapie-Strategien sein (EKIZ et al., 2019; JI et al., 2019). Daher 

wurde im Rahmen der quantitativen Expressionsanalysen ein besonderer Schwerpunkt auf die 

miR-155-5p gelegt, um Möglichkeiten für eine physiologisch-angepasste miRNA-Manipulation 

aufzuzeigen. 

Wie oben bereits dargelegt konnte durch die Zielgen-Identifizierung in dieser Arbeit außerdem 

ein Beitrag zur funktionellen Charakterisierung der miR-155-5p geleistet und eine kooperative 

Interaktion mit der miR-21-5p belegt werden. Entsprechende Informationen zu synergistischen 

miRNA-Funktionen könnten Möglichkeiten aufzeigen, um durch die kombinierte Nutzung 

unterschiedlicher miRNAs mit einer jeweils geringen Einzel-Dosierung dennoch eine wirksame 

Manipulation von zellulären Signalprozessen zu erzielen (LAI et al., 2019). 

Da die deregulierte Expression von miRNAs auch zur Entstehung von Tumoren oder zu 

neurodegenerativen Erkrankungen beitragen kann (PAUL et al., 2020; SHAH et al., 2016), wäre 

eine erweiterte Nutzung der T-Zell basierten Daten im Hinblick auf die Therapie-Entwicklung 

denkbar. So gelten viele der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten miRNAs, wie zum Beispiel 

die miR-223-3p, das miR-17-92-Cluster oder die miR-155-5p als onkogene miRNAs (SAKI et 

al., 2015). Im Gegensatz dazu scheint es sich beispielsweise bei der miR-26a-5p oder der let-7-

Familie in vielen Gewebetypen um miRNAs mit Tumor-suppressiver Funktion zu handeln 

(GILLES, SLACK, 2018; KOTA et al., 2009). Somit könnten diese miRNAs auch in anderen 

Zellsystemen das Ziel einer therapeutischen Expressionsmanipulation sein (SHAH et al., 2016). 

Da sich die Gesamt-RNA-Menge in der Regel zwischen unterschiedlichen Zelltypen 

unterscheidet (ISLAM et al., 2011; SASAGAWA et al., 2013) und darüber hinaus die miRNA-

Expression sowie -Funktion in Abhängigkeit des zellulären Kontextes stehen (GULYAEVA, 

KUSHLINSKIY, 2016; HSIN et al., 2018; NAM et al., 2014), wäre die Übertragbarkeit der 

quantitativen Expressionsdaten sowie der funktionellen und expressionellen Verkettungen 

jeweils spezifisch zu prüfen. 
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Die intravenöse Verabreichung von synthetischen miRNAs zur klinischen Behandlung von 

Krebs-Erkrankungen hat in der Vergangenheit zu starken immunologischen Nebenwirkungen 

geführt (BEG et al., 2017; CORTEZ et al., 2019; HONG et al., 2020). Die T-Zell basierten 

Untersuchen dieser Arbeit weisen in Übereinstimmung mit zahlreichen weiteren 

immunologischen Studien auf die komplexe Verbindung zwischen der miRNA-Expression und 

der Immunzell-Funktion hin (CHEN et al., 2013; JIA, WEI, 2020; WINKLE et al., 2021). Auf 

Grundlage dessen ist es für die künftige Entwicklung von miRNA-basierten Krebs-

Therapiestudien entscheidend die möglichen Risiken in Bezug auf das Immunsystem gezielt zu 

evaluieren (ABD-AZIZ et al., 2020; CORTEZ et al., 2019; HART et al., 2020; WINKLE et al., 

2021). Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zur Expression und Wirkung von 

miRNAs bilden die Grundlage für ein besseres Verständnis von miRNA-regulierten Netzwerken 

im Kontext des frühen T-Zell-Aktivierungsprozesses. Im Hinblick auf mögliche immunulogische 

Nebenwirkungen könnten sie daher künftig dazu beitragen eine erste Risikoeinschätzung für 

miRNA-basierte Therapien vornehmen zu können. 

 

5.4. Fazit und Ausblick 

 

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Erfassung, der funktionellen Charakterisierung und 

Quantifizierung von miRNA-Expressionsveränderungen im Zusammenhang mit der frühen 24 h-

Phase der humanen CD4+ T-Zell-Aktivierung. Es wurden detaillierte, zeitaufgelöste Datensätze 

zur miRNA- und mRNA-Expression für die ersten 24 h der T-Zell-Aktivierung erstellt. Mithilfe der 

Zeitverlaufsdaten können Rückschlüsse zur Koordinierung und zur spezifischen Funktion von 

miRNAs gezogen und somit aktuelle Themengebiete der immunbiologischen Forschung 

adressiert werden (GIRI et al., 2019; JIA, WEI, 2020; MEHTA, BALTIMORE, 2016). Als 

Schnittstelle zum biomedizinischen Anwendungsbereich können im Kontext des 

Aktivierungsprozesses zentral veränderte miRNAs identifiziert werden, die im Rahmen von 

zukunftsweisenden Therapien für die gezielte Manipulation von spezifischen T-Zell-Funktionen 

genutzt werden könnten (GIRI et al., 2019; JI et al., 2016; LUCK et al., 2015). Darüber hinaus 

liefern quantitative Auswertungen der miRNA-Zeitverlaufsdaten umfangreiche Informationen zur 

molekularen miRNA-Expression vor dem Hintergrund des T-Zell-Aktivierungsprozesses, welche 

im Hinblick auf miRNA-basierten Therapie-Einsatz für die Bestimmung einer physiologisch-

angepassten Dosierung herangezogen werden können (LAI et al., 2019; RUPAIMOOLE, 

SLACK, 2017). 

Insgesamt leisten die vorliegenden Untersuchungen somit einen wichtigen Beitrag zur 

Entschlüsselung der koordinierten miRNA-Expression im Rahmen der T-Zell-Aktivierung und 

liefern eine umfassende Datengrundlage zur Aufklärung von miRNA-regulierten 

Signalnetzwerken sowie für die Entwicklung von miRNA-basierten Therapien.  
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7. Anhang 

 

7.1. Tabellen im Anhang 

 

Tabelle A 1: Übersicht der gemeinsamen, signifikant und deutlich veränderten miRNAs. 

Die aufgelisteten miRNAs wurden im Zusammenhang mit den Zeitverlaufsanalysen der T-Zell-Aktivierung ermittelt 

und zeigten dabei sowohl deutliche (Fold change (FC) ≥ 1,5) als auch signifikante Expressionsveränderungen in den 

Microarray-Analyseergebnissen beider Spender (Spender 1 / Spender 2). Die Zeitpunkte der minimalen und 

maximalen Expression, die FCs zwischen den zugehörigen Median-Expressionswerten und die entsprechenden p-

Werte sind als Übersicht dargestellt. Wegen der multiplen Testung wurden die p-Werte zur Reduktion der 

Falscherkennungsrate adjustiert. 

 

miRNA 

Minimale 

Expression 

[h] 

Maximale 

Expression 

[h] 

FC zwischen maximaler und 

minimaler Expression 

(Median) 

Adjustierter 

p-Wert 

hsa-let-7b-5p 24 / 24 0 / 0 1,75 / 1,7 
0,0491 / 

0,0331 

hsa-miR-15a-5p 24 / 24 0 / 0 1,71 / 2,04 
0,0446 / 

0,0372 

hsa-miR-15b-5p 24 / 24 2 / 0 1,69 / 1,7 
0,0495 / 

0,0331 

hsa-miR-17-3p 0 / 0 24 / 24 2,57 / 2,97 
0,0446 / 

0,0331 

hsa-miR-17-5p 0 / 2 24 / 24 2,86 / 3,99 
0,0469 / 

0,0331 

hsa-miR-18a-5p 2 / 2 24 / 24 4,72 / 5,59 
0,0469 / 

0,0331 

hsa-miR-18b-5p 0 / 2 24 / 22 2,27 / 2,29 
0,0446 / 

0,0297 

hsa-miR-19a-3p 0 / 2 24 / 24 1,78 / 2,23 
0,0469 / 

0,0371 

hsa-miR-20a-3p 0 / 0 12 / 10 1,77 / 1,86 
0,0367 / 

0,0316 

hsa-miR-20a-5p 0 / 2 24 / 22 2,02 / 2,44 
0,0333 / 

0,0313 

hsa-miR-20b-5p 0 / 2 22 / 22 2 / 2,3 
0,0333 / 

0,0297 

hsa-miR-21-3p 0 / 0 24 / 24 6,18 / 6,71 
0,0286 / 

0,0297 

hsa-miR-21-5p 0 / 2 20 / 24 1,86 / 2,23 
0,0367 / 

0,0313 

hsa-miR-23a-3p 24 / 24 4 / 0 1,51 / 1,65 
0,0469 / 

0,0429 
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miRNA 

Minimale 

Expression 

[h] 

Maximale 

Expression 

[h] 

FC zwischen maximaler und 

minimaler Expression 

(Median) 

Adjustierter 

p-Wert 

hsa-miR-26a-5p 20 / 24 0 / 2 1,62 / 1,81 
0,0343 / 

0,0336 

hsa-miR-27a-3p 20 / 24 2 / 6 1,66 / 1,7 
0,0446 / 

0,0297 

hsa-miR-29b-1-5p 0 / 0 12 / 14 4,34 / 4,4 
0,0265 / 

0,0297 

hsa-miR-30c-5p 24 / 24 0 / 0 1,69 / 1,69 
0,0495 / 

0,0313 

hsa-miR-30e-3p 20 / 24 0 / 0 1,5 / 1,7 
0,0454 / 

0,0297 

hsa-miR-125b-5p 22 / 24 0 / 0 1,51 / 1,6 
0,0469 / 

0,0313 

hsa-miR-132-3p 0 / 0 10 / 10 2,99 / 3,5 
0,0265 / 

0,0297 

hsa-miR-132-5p 0 / 0 4 / 4 1,73 / 1,84 
0,0286 / 

0,0187 

hsa-miR-155-3p 0 / 0 12 / 12 3,75 / 3,7 
0,0152 / 

0,0297 

hsa-miR-155-5p 0 / 2 24 / 24 17,89 / 24,96 
0,032 / 

0,0297 

hsa-miR-181a-5p 24 / 24 0 / 0 1,63 / 1,84 
0,0469 / 

0,0331 

hsa-miR-221-3p 0 / 2 16 / 20 1,64 / 1,98 
0,0489 / 

0,0373 

hsa-miR-223-3p 24 / 24 0 / 0 2,88 / 5,79 
0,0333 / 

0,0297 

hsa-miR-630 0 / 0 24 / 18 2,13 / 2,79 
0,0286 / 

0,0297 

hsa-miR-1260a 2 / 0 24 / 24 1,78 / 1,74 
0,0343 / 

0,0355 

hsa-miR-1260b 6 / 0 24 / 24 1,75 / 1,91 
0,0333 / 

0,0313 

hsa-miR-1273g-3p 4 / 0 24 / 24 1,65 / 1,53 
0,0469 / 

0,0331 

hsa-miR-1275 22 / 24 0 / 0 1,55 / 1,51 
0,0469 / 

0,0313 

hsa-miR-1290 0 / 0 22 / 24 2,25 / 2,2 
0,0469 / 

0,0313 

hsa-miR-3196 0 / 0 24 / 24 1,53 / 1,56 
0,0469 / 

0,0446 

hsa-miR-4286 2 / 0 24 / 22 1,5 / 1,56 0,0367 / 
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miRNA 

Minimale 

Expression 

[h] 

Maximale 

Expression 

[h] 

FC zwischen maximaler und 

minimaler Expression 

(Median) 

Adjustierter 

p-Wert 

0,0331 

hsa-miR-4521 0 / 0 22 / 20 1,64 / 1,6 
0,0469 / 

0,0313 

hsa-miR-5703 0 / 0 24 / 18 1,92 / 2,32 
0,0274 / 

0,0313 

hsa-miR-5787 2 / 0 24 / 20 1,68 / 1,8 
0,0343 / 

0,0297 

hsa-miR-6085 4 / 8 24 / 22 1,57 / 1,72 
0,0343 / 

0,0328 

 

 

Tabelle A 2: Übersicht zu den mittels dualen Hoch-Durchsatz-Luciferase-Assays getesteten potenziellen 

Zielgenen der miR-155-5p. 

Nach einer in silico Zielgenvorhersage, wurden 19 Gene als mögliche miR-155-5p-Zielgene für die Testung mittels 

dualen Luciferase-Assays ausgewählt. Dabei wurde ein inverses Korrelationsverhältnis zwischen den zeitaufgelösten 

mRNA-Expressionsdaten und den Daten der miR-155-5p-Expression vorausgesetzt. (Pearson- und bzw. oder 

Spearman-Korrelationskoeffizient: ≤-0,8, bei mindestens einem der Spender). Die Korrelationskoeffizienten wurden 

auf Basis der Median-Expressionswerte bestimmt. Die getesteten Gene wiesen ein unterschiedliches Maß an 

Expressionsreduktion während des Zeitverlaufs auf. Die maximale Reduktion der mRNA während des Zeitverlaufs 

wurde als Fold Decrease auf Grundlage der Median-Expressionswerte des jeweiligen Spenders und im Vergleich 

zum 0 h Zeitpunkt berechnet. 

 

 
Spender 1 Spender 2 

Mögliches 

Zielgen 

(Gensymbol) 

Pearson-

Korrelation 

 

Spearman-

Korrelation 

 

Maximale 

Reduktion 

der mRNA 

(Fold 

Decrease) 

Pearson-

Korrelation 

 

Spearman-

Korrelation 

 

Maximale 

Reduktion 

der mRNA 

(Fold 

Decrease) 

ADD3 -0,98 -0,98 7,57 -0,97 -0,98 10,58 

CYP2U1 -0,89 -0,94 2,79 -0,79 -0,59 2,91 

DDX17 -0,98 -0,95 2,33 -0,99 -0,98 2,3 

EZH1 -0,96 -0,98 3,12 -0,97 -0,9 2,86 

HERC3 -0,93 -0,97 2,01 -0,88 -0,66 2,04 

IFT80 -0,76 -0,87 2,9 -0,77 -0,84 2,72 
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JMY -0,91 -0,97 2,55 -0,97 -0,91 3,27 

KDM5B -0,6 -0,85 1,35 -0,62 -0,81 1,48 

LAT2 -0,96 -0,97 2,47 -0,97 -0,96 3,21 

LDLRAP1 -0,89 -0,48 24,06 -0,83 -0,49 26,3 

RASA3 -0,95 -0,69 14,43 -0,95 -0,78 12,85 

RXRA -0,97 -0,76 5,63 -0,99 -0,9 9,46 

S100B -0,95 -0,91 1,81 -0,96 -0,85 1,71 

SH3BP4 -0,91 -0,95 1,24 -0,81 -0,63 1,49 

SORL1 -0,95 -0,78 23,36 -0,98 -0,84 18,2 

STARD8 -0,39 -0,65 1,17 -0,65 -0,82 1,5 

TADA2B -0,83 -0,94 1,87 -0,88 -0,96 1,75 

TAF7 -0,99 -0,95 1,83 -0,9 -0,79 1,95 

ZFP36 -0,97 -0,97 4,46 -0,98 -0,95 6,75 
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Tabelle A 3: Ergebnisübersicht der Hoch-Durchsatz Luciferase-Reportergen-Assays zur Identifizierung von 

Zielgenen der miR-155-5p. 

Die normierten Messergebnisse der 3’UTR-Konstrukte wurden in Relation zur Aktivität des leeren Reporterplasmids 

(pMIR-RNL-TK ≡100 %) gesetzt. Die relative Luciferase-Aktivität [%] ist als Mittelwert und mit Angabe des 

Standardfehlers (SEM) aus vier (initiale Analysen (A)) bzw. drei (Validierung (B)) unabhängigen Untersuchungen mit 

technischen Duplikaten dargestellt. Die FDR adjustierten p-Werte sind im Vergleich zur leeren Reporter-Kontrolle 

angegeben. 

 

A) 

3’UTR-Konstrukt Mittelwert [%] ± SEM p-Wert (Adjustiert) 

pMIR-ADD3 45,2 ± 1,7 1,04×10-12 

pMIR-CYP2U1 64,8 ± 4,4 2,98×10-6 

pMIR-DDX17 75,1 ± 2,4 2,16×10-7 

pMIR-EZH1 81,2 ± 2,6 8,77×10-6 

pMIR-HERC3 87,2 ± 2,4 1,84×10-4 

pMIR-IFT80 64 ± 4,9 5,98×10-6 

pMIR-JMY 68,5 ± 5,0 2,91×10-5 

pMIR-KDM5B_1 55,1 ± 2,4 2,97×10-10 

pMIR-KDM5B_2 59,1 ± 2,5 8,52×10-10 

pMIR-LAT2 75,6 ± 2,5 5,08×10-7 

pMIR-LDLRAP1 72,5 ± 2,8 3,70×10-7 

pMIR-RASA3 99,7 ± 4,2 0,94 

pMIR-RXRA 94,3 ± 3,8 0,17 

pMIR-S100B 82 ± 3,6 2,36×10-4 

pMIR-SH3BP4 79,5 ± 2,6 3,79×10-6 

pMIR-SORL1 83,1 ± 2,6 2,98×10-5 

pMIR-STARD8 58,8 ± 3,5 4,21×10-8 

pMIR-TADA2B 61,7 ± 1,9 1,39×10-10 
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pMIR-TAF7 72,5 ± 5,7 3,15×10-4 

pMIR-ZFP36 70,1 ± 2,3 1,96×10-8 

 

B) 

3’UTR-Konstrukt Mittelwert [%] ± SEM p-Wert (Adjustiert) 

pMIR-ADD3 46,4 ± 2,1 6,61×10-7 

pMIR-ADD3mut 103,0 ± 3,7 0,55 

pMIR-LAT2 65,5 ± 6,0 8,40×10-4 

pMIR-LAT2mut 106,8 ± 4 0,27 

pMIR-S100B 72,8 ± 2,8 2,24×10-4 

pMIR-S100Bmut 92,0 ± 5,0 0,27 

pMIR-STARD8 70,6 ± 3,5 2,24×10-4 

pMIR-STARD8mut 92,4 ± 8,9 0,50 

 

 

Tabelle A 4: Übersicht prominenter miRNAs mit vergleichsweise hoher molekularer Expressionsmenge und 

bzw. oder starker Expressionsveränderung im Zusammenhang mit der T-Zell-Aktivierung. 

Die aufgelisteten miRNAs wiesen anhand der molekularen Quantifizierung eine vergleichsweise hohe 

Expressionsmenge (Expressionsmaximum >106 Moleküle/75 ng) und bzw. oder starke Expressionsveränderungen 

(ΔMax=Maximale Expressionsänderung; >106 Moleküle/75 ng) im Zusammenhang mit der T-Zell-Aktivierung auf. 

(Die jeweilige maximale Expressionsmenge ist in der Tabelle dunkelgrau hinterlegt, die minimale Expressionsmenge 

ist hellgrau hinterlegt; Die Darstellung erfolgte anhand von gerundeten molekularen Expressionswerten; 

[Moleküle/75 ng]) 

 

miRNA 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h 14 h 16 h 18 h 20 h 22 h 24 h ΔMax 

hsa-miR-
7975 

1,569×

1010 

1,586×

1010 

1,772×

1010 

1,749×

1010 

1,828×

1010 

1,890×

1010 

1,784×

1010 

1,683×

1010 

1,741×

1010 

1,733×

1010 

1,854×

1010 

2,098×

1010 

2,062×

1010 

5,294×

109 

hsa-miR-
7977 

4,233×

109 

4,040×

109 

4,730×

109 

5,050×

109 

5,729×

109 

5,793×

109 

5,873×

109 

6,168×

109 

6,033×

109 

6,273×

109 

7,266×

109 

7,810×

109 

8,317×

109 

4,278×

109 

hsa-miR-
142-3p 

1,209×

109 

1,205×

109 

1,113×

109 

1,138×

109 

1,032×

109 

1,002×

109 

1,027×

109 

8,116×

108 

7,189×

108 

6,644×

108 

6,630×

108 

5,938×

108 

6,474×

108 

6,152×

108 

hsa-miR-
150-5p 

1,146×

109 

1,162×

109 

1,095×

109 

1,095×

109 

1,034×

109 

9,251×

108 

8,688×

108 

7,123×

108 

6,184×

108 

6,279×

108 

5,976×

108 

5,339×

108 

5,256×

108 

6,359×

108 

hsa-miR-
8069 

3,244×

108 

3,233×

108 

3,156×

108 

3,088×

108 

3,069×

108 

2,826×

108 

2,682×

108 

2,410×

108 

2,219×

108 

2,219×

108 

1,952×

108 

1,734×

108 

1,711×

108 

1,532×

108 

hsa-miR-
5100 

2,177×

108 

2,128×

108 

2,255×

108 

2,324×

108 

2,475×

108 

2,482×

108 

2,521×

108 

2,506×

108 

2,501×

108 

2,553×

108 

2,883×

108 

2,949×

108 

3,180×

108 

1,052×

108 



7. Anhang 

189 

miRNA 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h 14 h 16 h 18 h 20 h 22 h 24 h ΔMax 

hsa-let-
7g-5p 

2,347×

108 

2,532×

108 

2,354×

108 

2,387×

108 

2,265×

108 

1,995×

108 

1,986×

108 

1,539×

108 

1,460×

108 

1,544×

108 

1,440×

108 

1,345×

108 

1,337×

108 

1,195×

108 

hsa-miR-
21-5p 

8,758×

107 

8,683×

107 

9,408×

107 

1,221×

108 

1,285×

108 

1,360×

108 

1,404×

108 

1,355×

108 

1,357×

108 

1,270×

108 

1,379×

108 

1,450×

108 

1,654×

108 

7,860×

107 

hsa-miR-
29a-3p 

1,358×

108 

1,304×

108 

1,478×

108 

1,443×

108 

1,616×

108 

1,490×

108 

1,580×

108 

1,394×

108 

1,371×

108 

1,452×

108 

1,503×

108 

1,397×

108 

1,543×

108 

3,115×

107 

hsa-miR-
29c-3p 

1,128×

108 

1,225×

108 

1,126×

108 

1,176×

108 

1,153×

108 

1,006×

108 

1,032×

108 

9,099×

107 

8,510×

107 

8,505×

107 

8,071×

107 

7,279×

107 

7,387×

107 

4,974×

107 

hsa-miR-
16-5p 

1,075×

108 

1,084×

108 

9,602×

107 

9,955×

107 

9,310×

107 

8,631×

107 

8,434×

107 

6,687×

107 

6,704×

107 

6,667×

107 

6,048×

107 

5,561×

107 

5,412×

107 

5,430×

107 

hsa-miR-
1260a 

6,968×

107 

6,787×

107 

6,855×

107 

6,929×

107 

7,377×

107 

7,560×

107 

7,495×

107 

7,488×

107 

7,179×

107 

7,462×

107 

8,403×

107 

8,816×

107 

1,073×

108 

3,942×

107 

hsa-miR-
29b-3p 

7,181×

107 

8,171×

107 

7,668×

107 

8,647×

107 

8,976×

107 

8,446×

107 

9,501×

107 

8,739×

107 

9,274×

107 

9,367×

107 

1,004×

108 

8,878×

107 

1,055×

108 

3,369×

107 

hsa-miR-
155-5p 

4,779×

106 

4,985×

106 

1,102×

107 

2,341×

107 

3,769×

107 

4,866×

107 

5,779×

107 

6,999×

107 

6,958×

107 

8,003×

107 

9,440×

107 

1,028×

108 

1,024×

108 

9,800×

107 

hsa-let-
7f-5p 

9,573×

107 

9,813×

107 

9,274×

107 

9,748×

107 

9,299×

107 

8,829×

107 

8,967×

107 

6,762×

107 

6,972×

107 

7,062×

107 

6,982×

107 

6,088×

107 

6,668×

107 

3,724×

107 

hsa-let-
7a-5p 

8,878×

107 

9,247×

107 

8,777×

107 

8,831×

107 

8,456×

107 

7,749×

107 

8,065×

107 

6,083×

107 

6,015×

107 

6,255×

107 

6,152×

107 

5,388×

107 

5,473×

107 

3,860×

107 

hsa-miR-
19b-3p 

5,765×

107 

5,369×

107 

6,275×

107 

7,403×

107 

7,913×

107 

8,050×

107 

9,165×

107 

8,259×

107 

8,195×

107 

8,457×

107 

8,362×

107 

7,618×

107 

8,857×

107 

3,796×

107 

hsa-miR-
342-3p 

9,050×

107 

7,957×

107 

8,598×

107 

8,151×

107 

8,176×

107 

7,380×

107 

7,489×

107 

6,248×

107 

5,782×

107 

5,597×

107 

5,509×

107 

4,899×

107 

4,610×

107 

4,440×

107 

hsa-miR-
26a-5p 

8,831×

107 

9,009×

107 

8,467×

107 

8,318×

107 

8,365×

107 

7,310×

107 

6,960×

107 

5,694×

107 

5,489×

107 

5,148×

107 

4,755×

107 

4,336×

107 

4,437×

107 

4,674×

107 

hsa-miR-
142-5p 

7,857×

107 

8,875×

107 

8,017×

107 

8,495×

107 

8,012×

107 

6,661×

107 

6,889×

107 

6,204×

107 

5,891×

107 

5,594×

107 

5,145×

107 

4,900×

107 

5,090×

107 

3,976×

107 

hsa-miR-
4286 

5,791×

107 

5,765×

107 

6,239×

107 

6,520×

107 

6,716×

107 

6,878×

107 

6,940×

107 

6,740×

107 

6,198×

107 

6,657×

107 

7,211×

107 

7,151×

107 

8,233×

107 

2,467×

107 

hsa-miR-
20a-5p 

3,935×

107 

4,105×

107 

4,389×

107 

5,552×

107 

6,380×

107 

6,803×

107 

7,646×

107 

7,303×

107 

7,131×

107 

7,545×

107 

7,870×

107 

7,831×

107 

7,918×

107 

3,983×

107 

hsa-miR-
26b-5p 

7,287×

107 

7,402×

107 

7,099×

107 

7,205×

107 

6,856×

107 

6,318×

107 

6,459×

107 

4,917×

107 

4,991×

107 

4,859×

107 

4,524×

107 

4,133×

107 

4,399×

107 

3,269×

107 

hsa-miR-
4284 

4,659×

107 

4,142×

107 

4,381×

107 

4,295×

107 

4,739×

107 

4,325×

107 

4,138×

107 

4,151×

107 

4,066×

107 

4,112×

107 

4,638×

107 

4,875×

107 

5,492×

107 

1,426×

107 
hsa-miR-
1273g-
3p 

3,789×

107 

3,715×

107 

3,778×

107 

4,075×

107 

4,208×

107 

4,101×

107 

4,495×

107 

4,175×

107 

4,498×

107 

4,485×

107 

4,418×

107 

4,507×

107 

5,198×

107 

1,483×

107 

hsa-miR-
223-3p 

3,967×

107 

2,645×

107 

2,773×

107 

2,627×

107 

2,608×

107 

2,236×

107 

2,017×

107 

1,602×

107 

1,472×

107 

1,204×

107 

1,043×

107 

8,642×

106 

6,932×

106 

3,273×

107 

hsa-miR-
1260b 

2,574×

107 

2,427×

107 

2,488×

107 

2,472×

107 

2,723×

107 

2,712×

107 

2,738×

107 

2,725×

107 

2,688×

107 

2,694×

107 

3,122×

107 

3,390×

107 

3,692×

107 

1,265×

107 

hsa-miR-
146b-5p 

3,562×

107 

3,610×

107 

3,570×

107 

3,475×

107 

3,412×

107 

3,074×

107 

2,925×

107 

2,479×

107 

2,355×

107 

2,190×

107 

2,294×

107 

2,096×

107 

2,040×

107 

1,570×

107 

hsa-let-
7i-5p 

3,359×

107 

3,519×

107 

3,323×

107 

3,416×

107 

3,235×

107 

3,006×

107 

3,056×

107 

2,450×

107 

2,320×

107 

2,410×

107 

2,451×

107 

2,273×

107 

2,164×

107 

1,355×

107 

hsa-miR-
17-5p 

1,181×

107 

1,173×

107 

1,396×

107 

1,960×

107 

2,538×

107 

2,785×

107 

3,132×

107 

3,263×

107 

3,040×

107 

3,137×

107 

3,359×

107 

3,468×

107 

3,485×

107 

2,312×

107 

hsa-miR-
30b-5p 

3,042×

107 

3,171×

107 

2,969×

107 

3,036×

107 

2,905×

107 

2,588×

107 

2,584×

107 

2,212×

107 

2,028×

107 

1,948×

107 

1,914×

107 

1,735×

107 

1,811×

107 

1,435×

107 

hsa-miR-
15b-5p 

2,957×

107 

2,862×

107 

2,631×

107 

2,792×

107 

2,678×

107 

2,410×

107 

2,511×

107 

1,981×

107 

1,888×

107 

1,935×

107 

1,711×

107 

1,633×

107 

1,561×

107 

1,396×

107 

hsa-miR-
19a-3p 

1,513×

107 

1,595×

107 

1,644×

107 

2,019×

107 

2,133×

107 

2,182×

107 

2,443×

107 

2,297×

107 

2,232×

107 

2,355×

107 

2,453×

107 

2,310×

107 

2,507×

107 

9,943×

106 

hsa-miR-
20b-5p 

1,284×

107 

1,336×

107 

1,433×

107 

1,806×

107 

1,977×

107 

2,140×

107 

2,395×

107 

2,203×

107 

2,237×

107 

2,294×

107 

2,319×

107 

2,361×

107 

2,435×

107 

1,151×

107 

hsa-let-
7b-5p 

2,153×

107 

2,110×

107 

1,994×

107 

1,934×

107 

1,921×

107 

1,713×

107 

1,723×

107 

1,422×

107 

1,385×

107 

1,367×

107 

1,329×

107 

1,243×

107 

1,102×

107 

1,051×

107 

hsa-miR-
92a-3p 

1,172×

107 

1,117×

107 

1,349×

107 

1,577×

107 

1,846×

107 

1,946×

107 

2,079×

107 

2,044×

107 

1,996×

107 

2,003×

107 

2,139×

107 

2,025×

107 

2,127×

107 

1,023×

107 

hsa-miR-
101-3p 

1,787×

107 

1,937×

107 

1,780×

107 

1,887×

107 

1,862×

107 

1,634×

107 

1,688×

107 

1,413×

107 

1,378×

107 

1,299×

107 

1,258×

107 

1,111×

107 

1,276×

107 

8,255×

106 

hsa-miR-
23a-3p 

1,878×

107 

1,798×

107 

1,796×

107 

1,924×

107 

1,929×

107 

1,769×

107 

1,788×

107 

1,470×

107 

1,331×

107 

1,240×

107 

1,115×

107 

9,979×

106 

1,030×

107 

9,310×

106 

hsa-miR-
103a-3p 

1,710×

107 

1,474×

107 

1,459×

107 

1,451×

107 

1,467×

107 

1,362×

107 

1,400×

107 

1,148×

107 

1,110×

107 

1,088×

107 

1,058×

107 

9,696×

106 

1,001×

107 

7,406×

106 

hsa-miR-
15a-5p 

1,705×

107 

1,576×

107 

1,433×

107 

1,541×

107 

1,463×

107 

1,314×

107 

1,407×

107 

1,045×

107 

1,042×

107 

1,006×

107 

9,496×

106 

7,862×

106 

8,132×

106 

9,186×

106 



7. Anhang 

190 

miRNA 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h 14 h 16 h 18 h 20 h 22 h 24 h ΔMax 

hsa-miR-
7641 

1,397×

107 

1,189×

107 

1,314×

107 

1,266×

107 

1,427×

107 

1,412×

107 

1,331×

107 

1,209×

107 

1,315×

107 

1,358×

107 

1,311×

107 

1,416×

107 

1,520×

107 

3,310×

106 

hsa-miR-
27a-3p 

1,303×

107 

1,507×

107 

1,428×

107 

1,514×

107 

1,425×

107 

1,311×

107 

1,217×

107 

1,027×

107 

9,430×

106 

8,912×

106 

8,002×

106 

7,531×

106 

7,886×

106 

7,613×

106 

hsa-miR-
6085 

1,176×

107 

1,073×

107 

1,091×

107 

1,162×

107 

1,169×

107 

1,194×

107 

1,184×

107 

1,199×

107 

1,225×

107 

1,201×

107 

1,301×

107 

1,354×

107 

1,455×

107 

3,819×

106 

hsa-miR-
107 

1,409×

107 

1,341×

107 

1,264×

107 

1,319×

107 

1,262×

107 

1,178×

107 

1,213×

107 

9,892×

106 

9,691×

106 

9,849×

106 

9,499×

106 

8,420×

106 

9,312×

106 

5,674×

106 

hsa-miR-
30e-5p 

1,332×

107 

1,347×

107 

1,291×

107 

1,244×

107 

1,243×

107 

1,105×

107 

1,071×

107 

9,305×

106 

8,471×

106 

8,276×

106 

7,593×

106 

7,038×

106 

7,299×

106 

6,428×

106 

hsa-miR-
25-3p 

1,301×

107 

1,308×

107 

1,260×

107 

1,265×

107 

1,217×

107 

1,108×

107 

1,129×

107 

8,477×

106 

9,172×

106 

8,951×

106 

8,539×

106 

7,543×

106 

8,282×

106 

5,540×

106 

hsa-miR-
106b-5p 

1,277×

107 

1,266×

107 

1,175×

107 

1,206×

107 

1,136×

107 

1,058×

107 

1,073×

107 

8,738×

106 

8,379×

106 

8,570×

106 

8,140×

106 

7,511×

106 

8,418×

106 

5,257×

106 

hsa-miR-
146a-5p 

1,182×

107 

1,190×

107 

1,154×

107 

1,204×

107 

1,213×

107 

1,111×

107 

1,002×

107 

9,054×

106 

8,571×

106 

7,911×

106 

7,755×

106 

7,039×

106 

6,903×

106 

5,224×

106 

hsa-let-
7d-5p 

1,163×

107 

1,209×

107 

1,173×

107 

1,162×

107 

1,151×

107 

1,068×

107 

1,082×

107 

8,836×

106 

8,616×

106 

8,616×

106 

8,620×

106 

7,781×

106 

7,897×

106 

4,307×

106 

hsa-miR-
451a 

7,866×

106 

7,318×

106 

1,126×

107 

1,128×

107 

1,164×

107 

9,658×

106 

8,394×

106 

8,238×

106 

7,171×

106 

6,665×

106 

5,197×

106 

4,531×

106 

4,361×

106 

7,275×

106 

hsa-miR-
140-3p 

1,101×

107 

1,097×

107 

1,039×

107 

1,014×

107 

1,012×

107 

8,983×

106 

9,196×

106 

7,594×

106 

7,296×

106 

7,155×

106 

7,113×

106 

6,183×

106 

6,592×

106 

4,830×

106 

hsa-miR-
24-3p 

1,074×

107 

1,071×

107 

1,010×

107 

1,067×

107 

1,055×

107 

9,782×

106 

9,811×

106 

8,142×

106 

8,074×

106 

7,953×

106 

7,797×

106 

7,075×

106 

7,396×

106 

3,661×

106 

hsa-miR-
6826-5p 

6,405×

106 

5,939×

106 

6,662×

106 

7,358×

106 

7,999×

106 

7,927×

106 

8,496×

106 

8,760×

106 

8,172×

106 

8,468×

106 

9,445×

106 

1,042×

107 

1,061×

107 

4,669×

106 

hsa-miR-
181a-5p 

1,036×

107 

9,983×

106 

1,012×

107 

9,915×

106 

1,032×

107 

9,457×

106 

8,504×

106 

7,871×

106 

6,903×

106 

6,330×

106 

5,521×

106 

5,334×

106 

5,319×

106 

5,045×

106 

hsa-miR-
5739 

7,782×

106 

7,089×

106 

7,388×

106 

7,660×

106 

7,942×

106 

7,901×

106 

7,991×

106 

7,990×

106 

8,144×

106 

7,821×

106 

8,612×

106 

8,960×

106 

9,416×

106 

2,327×

106 

hsa-miR-
3653-3p 

7,566×

106 

7,393×

106 

7,205×

106 

7,707×

106 

7,128×

106 

6,686×

106 

6,668×

106 

6,070×

106 

5,457×

106 

5,215×

106 

5,001×

106 

4,798×

106 

4,595×

106 

3,113×

106 

hsa-miR-
374a-5p 

7,243×

106 

7,699×

106 

6,928×

106 

7,212×

106 

6,975×

106 

6,141×

106 

6,117×

106 

5,417×

106 

5,013×

106 

4,962×

106 

4,920×

106 

4,700×

106 

4,748×

106 

2,999×

106 

hsa-miR-
363-3p 

6,513×

106 

6,621×

106 

6,414×

106 

6,861×

106 

6,648×

106 

6,302×

106 

6,701×

106 

5,611×

106 

5,453×

106 

5,392×

106 

5,373×

106 

5,096×

106 

5,157×

106 

1,766×

106 

hsa-miR-
30c-5p 

6,737×

106 

6,774×

106 

6,280×

106 

6,540×

106 

6,059×

106 

5,527×

106 

5,596×

106 

4,512×

106 

4,346×

106 

4,072×

106 

3,775×

106 

3,426×

106 

3,529×

106 

3,348×

106 

hsa-let-
7c-5p 

6,773×

106 

6,624×

106 

6,263×

106 

6,405×

106 

6,084×

106 

5,581×

106 

5,535×

106 

4,179×

106 

4,644×

106 

4,567×

106 

4,568×

106 

3,640×

106 

3,848×

106 

3,133×

106 

hsa-miR-
342-5p 

6,428×

106 

6,264×

106 

6,425×

106 

6,203×

106 

5,930×

106 

5,623×

106 

5,629×

106 

4,409×

106 

4,751×

106 

4,474×

106 

4,418×

106 

3,801×

106 

3,778×

106 

2,650×

106 

hsa-miR-
6127 

5,825×

106 

5,680×

106 

5,682×

106 

6,363×

106 

6,033×

106 

6,134×

106 

6,362×

106 

5,222×

106 

5,244×

106 

5,308×

106 

5,106×

106 

5,049×

106 

5,269×

106 

1,315×

106 

hsa-miR-
664b-3p 

6,329×

106 

6,245×

106 

6,164×

106 

6,223×

106 

6,309×

106 

5,965×

106 

5,855×

106 

5,313×

106 

4,993×

106 

4,824×

106 

4,608×

106 

4,353×

106 

4,453×

106 

1,976×

106 

hsa-miR-
6089 

5,264×

106 

5,427×

106 

5,987×

106 

5,893×

106 

5,982×

106 

5,416×

106 

5,156×

106 

4,922×

106 

5,213×

106 

5,407×

106 

4,912×

106 

4,544×

106 

4,744×

106 

1,443×

106 

hsa-miR-
21-3p 

8,900×

105 

3,859×

106 

3,852×

106 

4,259×

106 

4,713×

106 

4,557×

106 

4,493×

106 

4,836×

106 

4,933×

106 

4,783×

106 

5,285×

106 

5,157×

106 

5,796×

106 

4,906×

106 

hsa-miR-
494-3p 

4,797×

106 

4,880×

106 

4,683×

106 

4,727×

106 

4,864×

106 

5,143×

106 

4,776×

106 

4,606×

106 

4,419×

106 

4,804×

106 

4,622×

106 

5,382×

106 

5,760×

106 

1,341×

106 

hsa-miR-
4459 

3,989×

106 

3,635×

106 

4,055×

106 

4,228×

106 

5,237×

106 

5,061×

106 

4,920×

106 

4,943×

106 

5,003×

106 

5,488×

106 

5,249×

106 

5,292×

106 

5,477×

106 

1,853×

106 

hsa-miR-
140-5p 

5,456×

106 

5,194×

106 

4,942×

106 

4,995×

106 

4,783×

106 

4,399×

106 

4,552×

106 

3,838×

106 

3,609×

106 

3,462×

106 

3,383×

106 

3,139×

106 

3,174×

106 

2,316×

106 

hsa-miR-
324-3p 

5,247×

106 

5,057×

106 

5,374×

106 

5,328×

106 

5,413×

106 

4,917×

106 

5,140×

106 

4,460×

106 

4,757×

106 

4,542×

106 

4,458×

106 

4,216×

106 

4,727×

106 

1,197×

106 

hsa-miR-
6749-5p 

4,090×

106 

3,885×

106 

3,936×

106 

4,208×

106 

4,255×

106 

4,229×

106 

4,388×

106 

4,123×

106 

4,290×

106 

4,230×

106 

4,572×

106 

4,621×

106 

5,110×

106 

1,225×

106 

hsa-miR-
3960 

4,821×

106 

5,066×

106 

4,748×

106 

4,053×

106 

3,858×

106 

3,448×

106 

3,373×

106 

2,892×

106 

2,891×

106 

2,883×

106 

2,610×

106 

2,559×

106 

2,495×

106 

2,571×

106 

hsa-miR-
1246 

9,987×

105 

1,387×

106 

1,534×

106 

1,909×

106 

2,553×

106 

2,610×

106 

3,072×

106 

3,468×

106 

3,295×

106 

3,675×

106 

4,153×

106 

4,765×

106 

4,854×

106 

3,856×

106 

hsa-miR-
3651 

3,766×

106 

3,752×

106 

3,683×

106 

3,726×

106 

3,934×

106 

3,714×

106 

3,852×

106 

3,786×

106 

3,833×

106 

3,763×

106 

3,999×

106 

4,038×

106 

4,403×

106 

7,192×

105 

hsa-miR-
4485-5p 

4,361×

106 

4,196×

106 

4,289×

106 

4,327×

106 

4,376×

106 

4,116×

106 

3,944×

106 

3,570×

106 

3,817×

106 

3,313×

106 

3,377×

106 

3,295×

106 

3,022×

106 

1,354×

106 
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hsa-miR-
6875-5p 

4,128×

106 

3,844×

106 

4,106×

106 

4,327×

106 

4,202×

106 

4,014×

106 

4,256×

106 

3,691×

106 

3,624×

106 

3,835×

106 

3,526×

106 

3,656×

106 

3,612×

106 

8,018×

105 

hsa-miR-
4299 

4,218×

106 

3,870×

106 

4,212×

106 

4,097×

106 

4,246×

106 

4,218×

106 

3,906×

106 

3,884×

106 

4,089×

106 

4,294×

106 

4,083×

106 

3,988×

106 

4,274×

106 

4,245×

105 

hsa-miR-
93-5p 

4,270×

106 

3,852×

106 

3,678×

106 

3,931×

106 

3,869×

106 

3,703×

106 

3,508×

106 

3,072×

106 

3,051×

106 

3,168×

106 

3,203×

106 

3,593×

106 

3,598×

106 

1,218×

106 

hsa-miR-
18a-5p 

9,174×

105 

8,854×

105 

1,186×

106 

1,848×

106 

2,348×

106 

2,658×

106 

3,001×

106 

3,388×

106 

3,130×

106 

3,373×

106 

3,867×

106 

4,188×

106 

4,171×

106 

3,303×

106 

hsa-miR-
186-5p 

3,879×

106 

4,008×

106 

3,890×

106 

3,911×

106 

3,791×

106 

3,507×

106 

3,436×

106 

2,941×

106 

2,903×

106 

2,816×

106 

2,704×

106 

2,420×

106 

2,612×

106 

1,588×

106 

hsa-miR-
320d 

3,561×

106 

3,541×

106 

3,776×

106 

3,685×

106 

3,814×

106 

3,414×

106 

3,538×

106 

3,122×

106 

2,968×

106 

3,045×

106 

3,111×

106 

2,729×

106 

2,663×

106 

1,150×

106 

hsa-miR-
17-3p 

1,380×

106 

1,703×

106 

2,120×

106 

2,834×

106 

3,175×

106 

3,297×

106 

3,433×

106 

3,416×

106 

3,277×

106 

3,099×

106 

3,317×

106 

3,561×

106 

3,607×

106 

2,227×

106 

hsa-miR-
192-5p 

3,573×

106 

3,591×

106 

3,421×

106 

3,414×

106 

3,276×

106 

3,110×

106 

3,113×

106 

2,643×

106 

2,486×

106 

2,383×

106 

2,402×

106 

2,268×

106 

2,197×

106 

1,394×

106 

hsa-miR-
361-3p 

3,309×

106 

3,414×

106 

3,387×

106 

3,483×

106 

3,311×

106 

3,005×

106 

2,924×

106 

2,623×

106 

2,447×

106 

2,396×

106 

2,317×

106 

2,164×

106 

2,157×

106 

1,326×

106 

hsa-miR-
3162-5p 

2,948×

106 

3,013×

106 

3,166×

106 

3,209×

106 

3,288×

106 

3,250×

106 

3,171×

106 

3,047×

106 

3,144×

106 

2,938×

106 

3,175×

106 

3,334×

106 

3,436×

106 

4,972×

105 

hsa-miR-
31-5p 

3,356×

106 

3,167×

106 

3,298×

106 

3,294×

106 

3,374×

106 

3,018×

106 

3,010×

106 

2,641×

106 

2,446×

106 

2,397×

106 

2,249×

106 

2,221×

106 

2,255×

106 

1,153×

106 

hsa-miR-
6087 

2,771×

106 

2,732×

106 

2,963×

106 

3,016×

106 

3,273×

106 

2,923×

106 

2,875×

106 

2,706×

106 

2,793×

106 

2,970×

106 

2,703×

106 

2,916×

106 

2,898×

106 

5,702×

105 

hsa-miR-
425-5p 

3,272×

106 

2,965×

106 

2,804×

106 

2,818×

106 

2,797×

106 

2,509×

106 

2,522×

106 

2,157×

106 

1,991×

106 

1,921×

106 

1,760×

106 

1,721×

106 

1,741×

106 

1,550×

106 

hsa-miR-
590-5p 

3,235×

106 

3,271×

106 

3,094×

106 

3,218×

106 

2,993×

106 

2,825×

106 

2,868×

106 

2,424×

106 

2,343×

106 

2,314×

106 

2,252×

106 

2,122×

106 

2,150×

106 

1,149×

106 

hsa-miR-
4516 

3,138×

106 

3,204×

106 

3,142×

106 

2,986×

106 

3,111×

106 

3,053×

106 

3,233×

106 

2,955×

106 

2,941×

106 

3,115×

106 

2,994×

106 

2,950×

106 

2,976×

106 

2,911×

105 

hsa-miR-
374b-5p 

3,156×

106 

3,222×

106 

2,910×

106 

3,048×

106 

2,973×

106 

2,618×

106 

2,545×

106 

2,355×

106 

2,168×

106 

2,124×

106 

1,960×

106 

1,986×

106 

1,875×

106 

1,347×

106 

hsa-miR-
30d-5p 

3,189×

106 

3,131×

106 

2,979×

106 

3,190×

106 

3,113×

106 

3,005×

106 

2,891×

106 

2,512×

106 

2,433×

106 

2,303×

106 

2,280×

106 

2,141×

106 

2,306×

106 

1,049×

106 

hsa-miR-
331-3p 

3,179×

106 

2,984×

106 

2,973×

106 

3,165×

106 

2,986×

106 

2,818×

106 

2,952×

106 

2,543×

106 

2,399×

106 

2,435×

106 

2,549×

106 

2,488×

106 

2,610×

106 

7,799×

105 

hsa-miR-
22-3p 

3,036×

106 

2,937×

106 

2,817×

106 

2,993×

106 

3,175×

106 

2,854×

106 

2,994×

106 

2,626×

106 

2,505×

106 

2,523×

106 

2,418×

106 

2,324×

106 

2,529×

106 

8,502×

105 

hsa-miR-
7114-5p 

2,368×

106 

2,166×

106 

2,430×

106 

2,507×

106 

2,595×

106 

2,664×

106 

2,818×

106 

2,718×

106 

2,595×

106 

2,563×

106 

2,802×

106 

3,044×

106 

3,170×

106 

1,004×

106 

hsa-miR-
125b-5p 

3,057×

106 

3,164×

106 

3,017×

106 

3,058×

106 

2,873×

106 

2,672×

106 

2,667×

106 

2,290×

106 

2,186×

106 

1,987×

106 

2,000×

106 

1,742×

106 

1,796×

106 

1,422×

106 

hsa-miR-
29b-1-5p 

7,025×

105 

1,209×

106 

1,742×

106 

2,404×

106 

2,798×

106 

2,960×

106 

3,084×

106 

2,890×

106 

2,796×

106 

2,711×

106 

2,919×

106 

2,684×

106 

2,726×

106 

2,381×

106 

hsa-miR-
222-3p 

2,031×

106 

1,974×

106 

1,997×

106 

2,079×

106 

2,384×

106 

2,309×

106 

2,322×

106 

2,414×

106 

2,461×

106 

2,535×

106 

2,730×

106 

2,555×

106 

2,972×

106 

9,982×

105 

hsa-miR-
151a-5p 

2,879×

106 

2,815×

106 

2,682×

106 

2,736×

106 

2,663×

106 

2,486×

106 

2,446×

106 

2,050×

106 

2,087×

106 

1,912×

106 

1,883×

106 

1,659×

106 

1,772×

106 

1,220×

106 

hsa-miR-
320b 

2,747×

106 

2,675×

106 

2,644×

106 

2,703×

106 

2,712×

106 

2,661×

106 

2,665×

106 

2,195×

106 

2,186×

106 

2,299×

106 

2,254×

106 

1,981×

106 

2,212×

106 

7,659×

105 

hsa-miR-
6165 

2,227×

106 

2,233×

106 

2,265×

106 

2,321×

106 

2,414×

106 

2,369×

106 

2,490×

106 

2,249×

106 

2,306×

106 

2,308×

106 

2,522×

106 

2,583×

106 

2,692×

106 

4,652×

105 

hsa-miR-
320e 

2,589×

106 

2,556×

106 

2,539×

106 

2,654×

106 

2,630×

106 

2,533×

106 

2,670×

106 

2,130×

106 

2,165×

106 

2,184×

106 

2,176×

106 

1,845×

106 

2,121×

106 

8,246×

105 

hsa-miR-
320c 

2,442×

106 

2,436×

106 

2,395×

106 

2,655×

106 

2,526×

106 

2,371×

106 

2,477×

106 

2,127×

106 

2,141×

106 

2,144×

106 

2,171×

106 

1,878×

106 

2,023×

106 

7,767×

105 

hsa-miR-
6125 

1,914×

106 

1,900×

106 

2,048×

106 

2,168×

106 

2,351×

106 

2,128×

106 

2,093×

106 

2,007×

106 

2,027×

106 

2,033×

106 

1,971×

106 

1,920×

106 

1,896×

106 

4,559×

105 

hsa-miR-
1202 

2,116×

106 

2,208×

106 

2,209×

106 

2,240×

106 

2,345×

106 

2,134×

106 

2,130×

106 

2,125×

106 

2,087×

106 

1,963×

106 

2,207×

106 

2,045×

106 

2,173×

106 

3,821×

105 

hsa-miR-
148a-3p 

2,231×

106 

2,295×

106 

2,259×

106 

2,319×

106 

2,262×

106 

2,035×

106 

1,944×

106 

1,762×

106 

1,740×

106 

1,603×

106 

1,626×

106 

1,457×

106 

1,440×

106 

8,788×

105 

hsa-miR-
215-5p 

2,238×

106 

2,267×

106 

2,214×

106 

2,166×

106 

2,149×

106 

2,027×

106 

1,984×

106 

1,679×

106 

1,663×

106 

1,572×

106 

1,569×

106 

1,448×

106 

1,465×

106 

8,187×

105 

hsa-miR-
6090 

2,185×

106 

2,099×

106 

2,168×

106 

2,021×

106 

2,060×

106 

1,969×

106 

2,018×

106 

1,792×

106 

1,857×

106 

2,002×

106 

1,910×

106 

1,780×

106 

1,776×

106 

4,086×

105 

hsa-miR-
361-5p 

2,177×

106 

2,058×

106 

1,914×

106 

1,962×

106 

1,963×

106 

1,786×

106 

1,738×

106 

1,562×

106 

1,489×

106 

1,383×

106 

1,331×

106 

1,225×

106 

1,248×

106 

9,520×

105 
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hsa-miR-
6879-5p 

2,125×

106 

2,154×

106 

2,134×

106 

2,146×

106 

2,136×

106 

2,099×

106 

2,143×

106 

1,782×

106 

1,854×

106 

1,838×

106 

1,863×

106 

1,782×

106 

1,931×

106 

3,726×

105 

hsa-miR-
4306 

2,153×

106 

2,131×

106 

2,017×

106 

2,050×

106 

2,050×

106 

1,863×

106 

1,893×

106 

1,570×

106 

1,583×

106 

1,528×

106 

1,475×

106 

1,351×

106 

1,470×

106 

8,025×

105 

hsa-miR-
320a 

2,059×

106 

2,025×

106 

2,023×

106 

2,045×

106 

2,070×

106 

1,985×

106 

2,001×

106 

1,759×

106 

1,643×

106 

1,635×

106 

1,690×

106 

1,615×

106 

1,666×

106 

4,548×

105 

hsa-miR-
132-3p 

5,893×

105 

1,663×

106 

1,993×

106 

2,053×

106 

2,007×

106 

2,046×

106 

1,950×

106 

1,681×

106 

1,484×

106 

1,416×

106 

1,361×

106 

1,493×

106 

1,368×

106 

1,464×

106 

hsa-miR-
20a-3p 

9,491×

105 

1,248×

106 

1,510×

106 

1,835×

106 

2,032×

106 

1,919×

106 

1,926×

106 

1,785×

106 

1,629×

106 

1,540×

106 

1,584×

106 

1,450×

106 

1,522×

106 

1,083×

106 

hsa-miR-
27b-3p 

1,964×

106 

1,955×

106 

1,918×

106 

1,971×

106 

1,827×

106 

1,753×

106 

1,749×

106 

1,503×

106 

1,465×

106 

1,399×

106 

1,311×

106 

1,234×

106 

1,283×

106 

7,363×

105 

hsa-miR-
424-5p 

1,965×

106 

1,961×

106 

1,824×

106 

1,919×

106 

1,915×

106 

1,837×

106 

1,661×

106 

1,585×

106 

1,642×

106 

1,385×

106 

1,421×

106 

1,293×

106 

1,230×

106 

7,353×

105 

hsa-miR-
423-5p 

1,898×

106 

1,840×

106 

1,837×

106 

1,906×

106 

1,957×

106 

1,817×

106 

1,667×

106 

1,539×

106 

1,486×

106 

1,493×

106 

1,412×

106 

1,354×

106 

1,331×

106 

6,266×

105 

hsa-miR-
3607-3p 

1,941×

106 

1,921×

106 

1,904×

106 

1,896×

106 

1,902×

106 

1,706×

106 

1,707×

106 

1,549×

106 

1,527×

106 

1,425×

106 

1,250×

106 

1,327×

106 

1,322×

106 

6,906×

105 

hsa-miR-
4281 

1,406×

106 

1,844×

106 

1,827×

106 

1,883×

106 

1,913×

106 

1,844×

106 

1,789×

106 

1,621×

106 

1,625×

106 

1,598×

106 

1,501×

106 

1,434×

106 

1,488×

106 

5,077×

105 

hsa-miR-
197-5p 

1,829×

106 

1,792×

106 

1,840×

106 

1,881×

106 

1,898×

106 

1,797×

106 

1,837×

106 

1,664×

106 

1,693×

106 

1,598×

106 

1,633×

106 

1,574×

106 

1,562×

106 

3,357×

105 

hsa-miR-
221-3p 

1,053×

106 

1,019×

106 

1,210×

106 

1,502×

106 

1,796×

106 

1,873×

106 

1,879×

106 

1,796×

106 

1,726×

106 

1,699×

106 

1,793×

106 

1,765×

106 

1,796×

106 

8,601×

105 

hsa-miR-
185-5p 

1,838×

106 

1,706×

106 

1,518×

106 

1,602×

106 

1,600×

106 

1,492×

106 

1,472×

106 

1,271×

106 

1,200×

106 

1,152×

106 

1,130×

106 

1,026×

106 

1,142×

106 

8,125×

105 

hsa-miR-
155-3p 

4,479×

105 

6,239×

105 

1,280×

106 

1,724×

106 

1,834×

106 

1,739×

106 

1,798×

106 

1,543×

106 

1,419×

106 

1,352×

106 

1,347×

106 

1,460×

106 

1,396×

106 

1,386×

106 

hsa-miR-
28-5p 

1,816×

106 

1,796×

106 

1,691×

106 

1,819×

106 

1,746×

106 

1,584×

106 

1,609×

106 

1,377×

106 

1,317×

106 

1,270×

106 

1,231×

106 

1,123×

106 

1,184×

106 

6,960×

105 

hsa-miR-
125a-5p 

1,795×

106 

1,719×

106 

1,686×

106 

1,692×

106 

1,665×

106 

1,528×

106 

1,458×

106 

1,380×

106 

1,267×

106 

1,260×

106 

1,177×

106 

1,222×

106 

1,232×

106 

6,179×

105 

hsa-miR-
194-5p 

1,777×

106 

1,760×

106 

1,795×

106 

1,753×

106 

1,738×

106 

1,630×

106 

1,549×

106 

1,345×

106 

1,225×

106 

1,271×

106 

1,255×

106 

1,104×

106 

1,172×

106 

6,907×

105 

hsa-miR-
7-5p 

1,015×

106 

1,019×

106 

1,067×

106 

1,226×

106 

1,256×

106 

1,277×

106 

1,401×

106 

1,303×

106 

1,354×

106 

1,443×

106 

1,581×

106 

1,739×

106 

1,789×

106 

7,736×

105 

hsa-miR-
99a-5p 

1,704×

106 

1,777×

106 

1,756×

106 

1,774×

106 

1,765×

106 

1,590×

106 

1,559×

106 

1,317×

106 

1,293×

106 

1,253×

106 

1,194×

106 

1,109×

106 

1,192×

106 

6,681×

105 

hsa-miR-
660-5p 

1,755×

106 

1,641×

106 

1,589×

106 

1,635×

106 

1,656×

106 

1,562×

106 

1,559×

106 

1,453×

106 

1,284×

106 

1,326×

106 

1,279×

106 

1,201×

106 

1,195×

106 

5,592×

105 

hsa-miR-
30e-3p 

1,706×

106 

1,701×

106 

1,565×

106 

1,522×

106 

1,539×

106 

1,407×

106 

1,479×

106 

1,268×

106 

1,172×

106 

1,080×

106 

1,062×

106 

1,010×

106 

1,057×

106 

6,958×

105 

hsa-miR-
3196 

1,266×

106 

1,245×

106 

1,278×

106 

1,350×

106 

1,405×

106 

1,424×

106 

1,449×

106 

1,460×

106 

1,407×

106 

1,430×

106 

1,530×

106 

1,597×

106 

1,695×

106 

4,490×

105 

hsa-miR-
23b-3p 

1,639×

106 

1,617×

106 

1,587×

106 

1,681×

106 

1,600×

106 

1,518×

106 

1,439×

106 

1,338×

106 

1,272×

106 

1,182×

106 

1,163×

106 

1,060×

106 

1,080×

106 

6,210×

105 

hsa-miR-
6740-5p 

1,498×

106 

1,476×

106 

1,565×

106 

1,617×

106 

1,610×

106 

1,547×

106 

1,645×

106 

1,380×

106 

1,360×

106 

1,333×

106 

1,316×

106 

1,289×

106 

1,388×

106 

3,567×

105 

hsa-miR-
7-1-3p 

1,619×

106 

1,516×

106 

1,524×

106 

1,522×

106 

1,514×

106 

1,411×

106 

1,433×

106 

1,349×

106 

1,230×

106 

1,246×

106 

1,203×

106 

1,281×

106 

1,278×

106 

4,161×

105 

hsa-miR-
4505 

1,492×

106 

1,376×

106 

1,538×

106 

1,558×

106 

1,607×

106 

1,558×

106 

1,474×

106 

1,446×

106 

1,512×

106 

1,601×

106 

1,453×

106 

1,469×

106 

1,535×

106 

2,309×

105 

hsa-miR-
151b 

1,598×

106 

1,522×

106 

1,498×

106 

1,552×

106 

1,556×

106 

1,424×

106 

1,404×

106 

1,227×

106 

1,216×

106 

1,154×

106 

1,135×

106 

1,090×

106 

1,083×

106 

5,144×

105 

hsa-miR-
4713-3p 

1,474×

106 

1,430×

106 

1,527×

106 

1,597×

106 

1,535×

106 

1,489×

106 

1,436×

106 

1,304×

106 

1,283×

106 

1,233×

106 

1,215×

106 

1,191×

106 

1,305×

106 

4,063×

105 

hsa-miR-
574-5p 

1,200×

106 

1,258×

106 

1,306×

106 

1,362×

106 

1,570×

106 

1,479×

106 

1,522×

106 

1,356×

106 

1,323×

106 

1,229×

106 

1,273×

106 

1,231×

106 

1,242×

106 

3,706×

105 

hsa-miR-
642a-3p 

1,255×

106 

1,445×

106 

1,433×

106 

1,407×

106 

1,541×

106 

1,456×

106 

1,498×

106 

1,336×

106 

1,385×

106 

1,407×

106 

1,422×

106 

1,394×

106 

1,401×

106 

2,861×

105 

hsa-miR-
130a-3p 

1,530×

106 

1,365×

106 

1,317×

106 

1,370×

106 

1,348×

106 

1,238×

106 

1,159×

106 

1,056×

106 

1,102×

106 

9,996×

105 

9,786×

105 

9,544×

105 

9,041×

105 

6,256×

105 

hsa-let-
7e-5p 

1,519×

106 

1,497×

106 

1,484×

106 

1,483×

106 

1,475×

106 

1,412×

106 

1,362×

106 

1,178×

106 

1,164×

106 

1,182×

106 

1,182×

106 

1,123×

106 

1,135×

106 

3,960×

105 

hsa-miR-
4530 

1,295×

106 

1,455×

106 

1,503×

106 

1,452×

106 

1,502×

106 

1,433×

106 

1,394×

106 

1,398×

106 

1,352×

106 

1,345×

106 

1,270×

106 

1,349×

106 

1,374×

106 

2,334×

105 

hsa-miR-
197-3p 

1,424×

106 

1,407×

106 

1,413×

106 

1,495×

106 

1,441×

106 

1,344×

106 

1,310×

106 

1,188×

106 

1,168×

106 

1,126×

106 

1,094×

106 

1,036×

106 

1,085×

106 

4,587×

105 
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hsa-miR-
1290 

5,884×

105 

7,828×

105 

9,245×

105 

1,074×

106 

1,288×

106 

1,325×

106 

1,291×

106 

1,245×

106 

1,350×

106 

1,318×

106 

1,358×

106 

1,478×

106 

1,419×

106 

8,892×

105 

hsa-miR-
378i 

1,454×

106 

1,252×

106 

1,201×

106 

1,316×

106 

1,387×

106 

1,303×

106 

1,316×

106 

1,212×

106 

1,143×

106 

1,131×

106 

1,171×

106 

1,143×

106 

1,122×

106 

3,311×

105 

hsa-miR-
181b-5p 

1,379×

106 

1,337×

106 

1,453×

106 

1,405×

106 

1,435×

106 

1,366×

106 

1,245×

106 

1,139×

106 

1,069×

106 

1,006×

106 

9,788×

105 

1,021×

106 

1,021×

106 

4,738×

105 

hsa-miR-
1275 

1,444×

106 

1,417×

106 

1,427×

106 

1,367×

106 

1,326×

106 

1,262×

106 

1,247×

106 

1,119×

106 

1,076×

106 

1,053×

106 

1,066×

106 

1,021×

106 

9,990×

105 

4,455×

105 

hsa-miR-
4443 

1,383×

106 

1,041×

106 

1,058×

106 

1,096×

106 

1,156×

106 

1,217×

106 

1,202×

106 

1,166×

106 

1,129×

106 

1,142×

106 

1,230×

106 

1,223×

106 

1,370×

106 

3,425×

105 

hsa-miR-
6869-5p 

1,126×

106 

1,165×

106 

1,310×

106 

1,289×

106 

1,381×

106 

1,371×

106 

1,313×

106 

1,313×

106 

1,267×

106 

1,373×

106 

1,246×

106 

1,249×

106 

1,246×

106 

2,551×

105 

hsa-miR-
625-5p 

1,351×

106 

1,379×

106 

1,329×

106 

1,359×

106 

1,292×

106 

1,193×

106 

1,163×

106 

1,081×

106 

1,119×

106 

1,063×

106 

9,904×

105 

9,301×

105 

8,945×

105 

4,843×

105 

hsa-miR-
6803-5p 

1,149×

106 

1,108×

106 

1,225×

106 

1,243×

106 

1,350×

106 

1,310×

106 

1,270×

106 

1,263×

106 

1,271×

106 

1,236×

106 

1,236×

106 

1,253×

106 

1,288×

106 

2,417×

105 

hsa-miR-
874-3p 

1,268×

106 

1,334×

106 

1,287×

106 

1,279×

106 

1,224×

106 

1,147×

106 

1,142×

106 

1,035×

106 

9,768×

105 

9,143×

105 

8,694×

105 

8,302×

105 

8,799×

105 

5,038×

105 

hsa-miR-
365a-3p 

1,247×

106 

1,213×

106 

1,244×

106 

1,295×

106 

1,322×

106 

1,271×

106 

1,256×

106 

1,170×

106 

1,098×

106 

1,002×

106 

1,018×

106 

1,005×

106 

9,643×

105 

3,579×

105 

hsa-miR-
766-3p 

1,272×

106 

1,303×

106 

1,255×

106 

1,241×

106 

1,317×

106 

1,245×

106 

1,215×

106 

1,175×

106 

1,129×

106 

1,104×

106 

1,107×

106 

1,090×

106 

1,032×

106 

2,845×

105 

hsa-miR-
6717-5p 

1,192×

106 

1,145×

106 

1,259×

106 

1,304×

106 

1,218×

106 

1,230×

106 

1,233×

106 

1,075×

106 

1,040×

106 

1,053×

106 

1,015×

106 

1,007×

106 

1,106×

106 

2,973×

105 

hsa-miR-
18b-5p 

5,893×

105 

5,701×

105 

6,450×

105 

7,687×

105 

9,034×

105 

9,614×

105 

1,037×

106 

1,079×

106 

1,032×

106 

1,049×

106 

1,123×

106 

1,219×

106 

1,297×

106 

7,266×

105 

hsa-miR-
7704 

1,032×

106 

1,047×

106 

1,145×

106 

1,224×

106 

1,286×

106 

1,250×

106 

1,137×

106 

1,111×

106 

1,145×

106 

1,138×

106 

1,054×

106 

1,057×

106 

1,080×

106 

2,541×

105 

hsa-miR-
29c-5p 

1,271×

106 

1,221×

106 

1,201×

106 

1,224×

106 

1,235×

106 

1,166×

106 

1,152×

106 

1,032×

106 

9,592×

105 

9,521×

105 

9,181×

105 

9,336×

105 

9,017×

105 

3,692×

105 
hsa-miR-
6780b-
5p 

1,211×

106 

1,157×

106 

1,243×

106 

1,263×

106 

1,217×

106 

1,197×

106 

1,186×

106 

1,074×

106 

1,122×

106 

1,124×

106 

1,132×

106 

1,144×

106 

1,210×

106 

1,897×

105 

hsa-miR-
6821-5p 

1,227×

106 

1,251×

106 

1,263×

106 

1,203×

106 

1,197×

106 

1,169×

106 

1,134×

106 

1,057×

106 

1,001×

106 

1,012×

106 

9,391×

105 

9,475×

105 

9,424×

105 

3,239×

105 

hsa-miR-
2861 

9,674×

105 

9,900×

105 

1,079×

106 

1,098×

106 

1,242×

106 

1,152×

106 

1,134×

106 

1,087×

106 

1,079×

106 

1,066×

106 

1,027×

106 

1,021×

106 

1,021×

106 

2,745×

105 

hsa-miR-
211-3p 

1,056×

106 

9,981×

105 

9,961×

105 

1,044×

106 

1,053×

106 

1,055×

106 

1,061×

106 

1,043×

106 

1,023×

106 

1,027×

106 

1,097×

106 

1,123×

106 

1,234×

106 

2,383×

105 

hsa-miR-
98-5p 

1,141×

106 

1,056×

106 

1,086×

106 

1,210×

106 

1,173×

106 

1,117×

106 

1,114×

106 

1,077×

106 

1,013×

106 

1,040×

106 

9,688×

105 

1,014×

106 

1,010×

106 

2,412×

105 

hsa-miR-
32-5p 

1,151×

106 

1,172×

106 

1,096×

106 

1,208×

106 

1,157×

106 

1,097×

106 

1,097×

106 

1,022×

106 

9,609×

105 

9,156×

105 

8,918×

105 

8,472×

105 

9,163×

105 

3,603×

105 

hsa-miR-
3665 

1,118×

106 

1,194×

106 

1,195×

106 

1,158×

106 

1,125×

106 

1,066×

106 

1,018×

106 

9,494×

105 

9,025×

105 

8,743×

105 

8,299×

105 

8,730×

105 

9,198×

105 

3,649×

105 

hsa-miR-
130b-3p 

1,194×

106 

1,104×

106 

1,056×

106 

1,053×

106 

1,142×

106 

1,032×

106 

1,074×

106 

9,491×

105 

9,141×

105 

9,091×

105 

9,090×

105 

9,272×

105 

9,580×

105 

2,855×

105 

hsa-miR-
5701 

1,183×

106 

1,110×

106 

1,192×

106 

1,178×

106 

1,150×

106 

1,091×

106 

1,051×

106 

1,001×

106 

9,363×

105 

8,972×

105 

8,360×

105 

8,678×

105 

9,260×

105 

3,564×

105 

hsa-miR-
939-5p 

1,009×

106 

9,709×

105 

1,073×

106 

1,068×

106 

1,095×

106 

1,083×

106 

1,087×

106 

1,080×

106 

1,074×

106 

1,053×

106 

1,104×

106 

1,184×

106 

1,189×

106 

2,180×

105 

hsa-miR-
6131 

1,102×

106 

1,049×

106 

1,148×

106 

1,183×

106 

1,151×

106 

1,132×

106 

1,122×

106 

1,035×

106 

1,011×

106 

9,890×

105 

1,013×

106 

1,026×

106 

1,054×

106 

1,944×

105 

hsa-miR-
6800-5p 

1,060×

106 

1,111×

106 

1,181×

106 

1,134×

106 

1,165×

106 

1,121×

106 

1,106×

106 

1,033×

106 

1,056×

106 

1,069×

106 

1,001×

106 

1,011×

106 

9,772×

105 

2,043×

105 

hsa-miR-
940 

1,154×

106 

1,158×

106 

1,176×

106 

1,138×

106 

1,144×

106 

1,158×

106 

1,130×

106 

1,108×

106 

1,099×

106 

1,103×

106 

1,087×

106 

1,107×

106 

1,095×

106 

8,965×

104 

hsa-miR-
193b-3p 

1,137×

106 

1,074×

106 

1,084×

106 

1,153×

106 

1,172×

106 

1,134×

106 

1,140×

106 

1,037×

106 

9,922×

105 

9,972×

105 

1,015×

106 

9,509×

105 

1,010×

106 

2,210×

105 

hsa-miR-
3198 

1,082×

106 

1,036×

106 

1,157×

106 

1,162×

106 

1,121×

106 

1,109×

106 

1,075×

106 

9,864×

105 

9,629×

105 

9,468×

105 

9,317×

105 

9,095×

105 

1,059×

106 

2,523×

105 

hsa-miR-
4653-3p 

1,091×

106 

1,048×

106 

1,141×

106 

1,160×

106 

1,144×

106 

1,123×

106 

1,049×

106 

1,005×

106 

9,922×

105 

9,389×

105 

9,563×

105 

9,271×

105 

1,070×

106 

2,330×

105 

hsa-miR-
378a-3p 

1,142×

106 

9,642×

105 

9,139×

105 

1,001×

106 

1,032×

106 

1,011×

106 

1,029×

106 

9,651×

105 

8,691×

105 

8,353×

105 

8,799×

105 

8,838×

105 

8,949×

105 

3,065×

105 

hsa-miR-
664a-3p 

1,075×

106 

1,086×

106 

1,091×

106 

1,068×

106 

1,128×

106 

1,069×

106 

1,048×

106 

9,708×

105 

9,317×

105 

8,905×

105 

8,829×

105 

8,835×

105 

8,903×

105 

2,455×

105 

hsa-miR-
1268a 

9,286×

105 

9,564×

105 

1,012×

106 

1,044×

106 

1,127×

106 

1,062×

106 

1,013×

106 

9,695×

105 

9,540×

105 

9,890×

105 

1,012×

106 

9,825×

105 

9,702×

105 

1,985×

105 
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hsa-miR-
630 

4,589×

105 

5,243×

105 

6,482×

105 

7,479×

105 

9,065×

105 

9,776×

105 

1,007×

106 

9,677×

105 

9,647×

105 

1,075×

106 

1,012×

106 

1,115×

106 

1,120×

106 

6,608×

105 

hsa-miR-
1225-5p 

9,905×

105 

1,059×

106 

1,054×

106 

1,041×

106 

1,116×

106 

1,033×

106 

9,938×

105 

9,104×

105 

9,471×

105 

9,076×

105 

9,233×

105 

8,589×

105 

8,728×

105 

2,573×

105 

hsa-miR-
4687-3p 

8,479×

105 

9,529×

105 

1,040×

106 

1,002×

106 

1,055×

106 

1,033×

106 

1,110×

106 

1,008×

106 

1,034×

106 

1,073×

106 

1,040×

106 

1,054×

106 

1,087×

106 

2,617×

105 

hsa-miR-
6829-5p 

8,609×

105 

8,669×

105 

9,010×

105 

9,028×

105 

9,399×

105 

9,410×

105 

9,357×

105 

9,177×

105 

9,401×

105 

8,917×

105 

1,013×

106 

1,007×

106 

1,099×

106 

2,379×

105 

hsa-miR-
126-3p 

1,095×

106 

8,809×

105 

9,065×

105 

9,288×

105 

9,334×

105 

8,699×

105 

8,063×

105 

7,664×

105 

7,719×

105 

7,557×

105 

7,598×

105 

6,956×

105 

7,330×

105 

3,989×

105 

hsa-miR-
3195 

9,686×

105 

9,095×

105 

9,759×

105 

9,898×

105 

1,051×

106 

1,028×

106 

9,957×

105 

9,938×

105 

1,011×

106 

1,031×

106 

1,035×

106 

1,023×

106 

1,094×

106 

1,840×

105 

hsa-miR-
4484 

9,039×

105 

1,011×

106 

1,029×

106 

1,004×

106 

1,093×

106 

1,037×

106 

1,026×

106 

9,712×

105 

9,530×

105 

9,545×

105 

9,491×

105 

9,445×

105 

9,116×

105 

1,893×

105 

hsa-miR-
362-3p 

1,071×

106 

1,059×

106 

1,032×

106 

1,050×

106 

1,087×

106 

1,022×

106 

1,034×

106 

9,402×

105 

8,585×

105 

8,791×

105 

8,386×

105 

8,016×

105 

8,139×

105 

2,855×

105 

hsa-miR-
128-3p 

1,017×

106 

1,009×

106 

9,959×

105 

1,044×

106 

1,078×

106 

1,001×

106 

9,835×

105 

8,705×

105 

8,515×

105 

8,236×

105 

8,469×

105 

7,912×

105 

7,749×

105 

3,035×

105 

hsa-miR-
1305 

1,004×

106 

9,553×

105 

1,059×

106 

1,076×

106 

1,062×

106 

1,042×

106 

1,031×

106 

9,031×

105 

9,108×

105 

8,808×

105 

8,501×

105 

8,667×

105 

9,564×

105 

2,261×

105 

hsa-miR-
532-5p 

1,076×

106 

1,052×

106 

9,978×

105 

1,028×

106 

1,075×

106 

9,870×

105 

9,783×

105 

9,142×

105 

8,342×

105 

7,975×

105 

7,890×

105 

7,686×

105 

7,860×

105 

3,073×

105 

hsa-miR-
4665-3p 

1,010×

106 

1,023×

106 

1,045×

106 

1,037×

106 

1,054×

106 

1,065×

106 

1,031×

106 

1,020×

106 

9,883×

105 

1,018×

106 

1,001×

106 

1,017×

106 

1,034×

106 

7,689×

104 

hsa-miR-
6124 

9,539×

105 

1,009×

106 

1,030×

106 

1,012×

106 

1,059×

106 

1,030×

106 

9,704×

105 

9,048×

105 

9,071×

105 

9,152×

105 

9,275×

105 

8,678×

105 

9,382×

105 

1,915×

105 

hsa-miR-
6831-5p 

6,799×

105 

8,475×

105 

1,055×

106 

8,173×

105 

9,760×

105 

8,350×

105 

9,392×

105 

8,074×

105 

7,268×

105 

6,387×

105 

7,462×

105 

6,667×

105 

5,859×

105 

4,691×

105 

hsa-miR-
454-3p 

1,052×

106 

9,670×

105 

9,864×

105 

9,695×

105 

9,968×

105 

9,116×

105 

9,451×

105 

8,119×

105 

7,717×

105 

7,910×

105 

7,323×

105 

7,165×

105 

7,420×

105 

3,357×

105 

hsa-miR-
5787 

6,231×

105 

6,835×

105 

7,176×

105 

7,657×

105 

9,320×

105 

9,706×

105 

9,888×

105 

9,402×

105 

9,560×

105 

9,308×

105 

9,812×

105 

9,410×

105 

1,040×

106 

4,166×

105 

hsa-miR-
6763-5p 

9,126×

105 

9,051×

105 

9,210×

105 

9,636×

105 

9,976×

105 

9,941×

105 

9,948×

105 

9,500×

105 

9,432×

105 

9,351×

105 

9,851×

105 

1,023×

106 

1,040×

106 

1,346×

105 

hsa-miR-
4313 

9,869×

105 

1,025×

106 

1,010×

106 

1,013×

106 

1,035×

106 

1,031×

106 

1,014×

106 

1,028×

106 

1,003×

106 

1,011×

106 

9,947×

105 

1,038×

106 

9,892×

105 

5,149×

104 

hsa-miR-
144-3p 

7,345×

105 

7,212×

105 

9,326×

105 

1,030×

106 

9,897×

105 

8,828×

105 

9,117×

105 

8,958×

105 

7,582×

105 

7,405×

105 

7,131×

105 

7,083×

105 

6,855×

105 

3,446×

105 

hsa-miR-
3162-3p 

9,816×

105 

9,937×

105 

1,009×

106 

1,021×

106 

1,021×

106 

1,012×

106 

1,027×

106 

1,009×

106 

9,694×

105 

9,889×

105 

9,751×

105 

9,822×

105 

9,857×

105 

5,751×

104 

hsa-miR-
6893-5p 

9,438×

105 

9,477×

105 

9,505×

105 

9,753×

105 

1,026×

106 

9,601×

105 

9,485×

105 

9,342×

105 

9,309×

105 

9,094×

105 

8,993×

105 

9,443×

105 

9,563×

105 

1,266×

105 

hsa-miR-
4428 

9,109×

105 

9,692×

105 

9,538×

105 

9,666×

105 

1,025×

106 

9,957×

105 

9,290×

105 

9,294×

105 

9,101×

105 

9,080×

105 

8,333×

105 

9,425×

105 

1,012×

106 

1,916×

105 

hsa-miR-
6734-5p 

9,348×

105 

9,112×

105 

1,007×

106 

1,024×

106 

9,846×

105 

9,836×

105 

9,411×

105 

8,779×

105 

8,622×

105 

8,426×

105 

8,605×

105 

8,146×

105 

9,084×

105 

2,099×

105 

hsa-miR-
324-5p 

9,046×

105 

8,090×

105 

8,007×

105 

8,298×

105 

8,982×

105 

9,220×

105 

9,252×

105 

9,176×

105 

8,550×

105 

8,743×

105 

9,174×

105 

9,657×

105 

1,022×

106 

2,218×

105 

hsa-miR-
141-3p 

1,008×

106 

1,021×

106 

9,543×

105 

9,701×

105 

9,681×

105 

9,532×

105 

9,259×

105 

8,771×

105 

7,699×

105 

7,975×

105 

7,961×

105 

7,391×

105 

7,670×

105 

2,818×

105 

hsa-miR-
762 

7,098×

105 

7,730×

105 

8,674×

105 

8,890×

105 

9,070×

105 

9,497×

105 

1,014×

106 

8,392×

105 

9,227×

105 

1,021×

106 

9,605×

105 

9,681×

105 

8,883×

105 

3,107×

105 

hsa-miR-
6088 

8,810×

105 

1,015×

106 

9,949×

105 

9,575×

105 

9,539×

105 

8,906×

105 

8,725×

105 

8,323×

105 

8,215×

105 

8,246×

105 

7,931×

105 

7,758×

105 

7,931×

105 

2,387×

105 

hsa-miR-
6819-3p 

9,492×

105 

9,837×

105 

9,561×

105 

9,818×

105 

1,005×

106 

1,000×

106 

9,921×

105 

1,000×

106 

9,605×

105 

1,012×

106 

1,003×

106 

1,003×

106 

9,944×

105 

6,296×

104 

hsa-miR-
340-5p 

1,008×

106 

8,824×

105 

8,712×

105 

8,815×

105 

8,974×

105 

8,537×

105 

8,412×

105 

7,527×

105 

7,227×

105 

6,799×

105 

6,368×

105 
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9,647×

105 

9,544×

105 

9,371×

105 

6,850×

104 
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7.2. Abbildungen im Anhang 

 

 

 

 

Abbildung A 1: Expressionskontrollen der pSG5-miR-21- und pSG5-miR-155-Effektorplasmide. 

Die Überexpression der miR-21-5p sowie der miR-155-5p auf Grundlage der pSG5-miR-21- und pSG5-miR-155-

Effektorplasmide wurde im Vergleich zu einer entsprechenden Negativkontrolle des leeren Effektorplasmides (pSG5-

leer) mittels miRNA-spezifischer Taqman qRT-PCR nachgewiesen. Dazu wurden HEK293T-Zellen mit der 

entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert und die zellulären RNA-Extrakte nach 48-stündiger Inkubation analysiert. 

Die Analyseresultate der jeweiligen cDNA-Probe (n=1 pro Bedingung) sind als Durchschnittsergebnis mit Angabe des 

Standardfehlers (SEM) einer dreifachen qPCR-Vermessung dargestellt. 
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Abbildung A 2: Analyseergebnisse der mitgeführten Positivkontrolle im Rahmen der dualen Hoch-Durchsatz-

Luciferase-Assays. 

Im Rahmen der dualen Hoch-Durchsatz-Luciferase-Assays zur Identifizierung von miR-155-5p-Zielgenen wurde ein 

FOS-3’UTR-Konstrukt (pMIR-FOS-3’UTR) als Positivkontrolle mitgeführt. In Relation zum leeren Reporterplasmid 

(pMIR(-RNL-TK)) war sowohl bei den initialen Zielgen-Analysen als auch bei den Validierungs-Assays eine 

signifikante Reduktion der relativen Luciferase-Aktivität zu verzeichnen. Die relative Luciferase-Aktivität [%] ist als 

Mittelwert und mit Angabe des Standardfehlers (SEM) aus vier (initiale Analysen) bzw. drei (Validierung) 

unabhängigen Untersuchungen mit technischen Duplikaten dargestellt. 
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Abbildung A 3: Übersicht der zeitaufgelösten mRNA-Expressionsverläufe zu den mittels dualen Hoch-

Durchsatz-Luciferase-Assays getesteten potenziellen miR-155-5p-Zielgenen. 

Im Rahmen der dualen Hoch-Durchsatz-Luciferase-Assays wurden 19 potenzielle Zielgene der miR-155-5p getestet. 

Die zeitaufgelösten Expressionsdaten der zugehörigen mRNAs und der miR-155-5p sind für den 24 h Zeitverlauf der 

T-Zell-Aktivierung als Median aus der Analyse von jeweils drei separat aktivierten Zellproben pro Zeitpunkt und pro 

Spender dargestellt. 

 

 

 

 

Abbildung A 4: Vergleich zwischen Hintergrund-RNA und 0 h Zeitpunkt der Zeitverlaufsanalysen. 

Zur Kontrolle der Übertragbarkeit für die Quantifizierung der miRNA-Expressionsveränderungen in Relation zum 

zellulären Ruhezustand, wurde der prozentuale Unterschied in der Expression der quantifizierten miRNAs 

(Rohsignalwerte (Korrigiert)) zwischen der Hintergrund-RNA bei der Eichung (Inaktive T-Zell-Probe) und dem 0 h 

Zeitpunkt der Zeitverlaufs-Analysen (Zeitpunkt vor Aktivierung der T-Zellen; Median von drei Replikaten pro Spender) 

bestimmt. 
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Abbildung A 5: Eichgeraden der quantitativen Taqman-Analysen. 

Die dargestellten Eichkurven wurden durch Messungen von miRNA spike-ins vor dem RNA-Hintergrund einer 

inaktiven T-Zell-Probe (Ruhezustand) mithilfe des Taqman-Verfahrens ermittelt und beschreiben das Verhältnis 

zwischen den hinzugefügten Oligonukleotiden ([amol]; y-Achse) und den relativen Veränderungen in der Signalstärke 

(-ΔΔCq-Werte; x-Achse). 
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Abbildung A 6: Vergleichende Ergebnisse zur Quantifizierung der miRNA-Expressionsänderungen auf 

Grundlage der absoluten Eichkurve und der relativen Eichkurven. 

Auf Grundlage der Microarray-Zeitverlaufsdaten und der durchschnittlichen Eichkurve, die zur Quantifizierung der 

absoluten Expression von allen detektierten miRNAs ermittelt wurde, wurden die relativen miRNA-

Expressionsänderungen in Relation zum Ruhezustand (0 h) berechnet. Die relativen Zeitverlaufsmuster wurden 

anschließend mit den entsprechenden Resultaten von fünf miRNAs (A-E) verglichen, welche ebenfalls auf Basis von 

miRNA-spezifischen, relativen Eichkurven in Relation zum Ruhezustand (0 h) quantifiziert wurden. Die jeweiligen 

Quantifizierungsergebnisse sind als fortlaufende Zeitverlaufsbalken (2-24 h; Intervall: 2 h) und als Median Ergebnis 

für alle Analysen (n=6) pro Zeitpunkt dargestellt. 
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Abbildung A 7: Exemplarische Darstellung zur Veranschaulichung der allgemeinen Ähnlichkeit zwischen den 

quantitativen Daten der zeitaufgelösten miRNA-Expressionsanalysen. 

Die Expressionsdaten sind auf Grundlage der Microarray basierten miRNA-Quantifizierung für exemplarische 

miRNAs mit sehr hoher (hsa-miR-142-3p), hoher (hsa-let-7a-5p), intermediärer (hsa-miR-7-5p) und geringer 

Expression (hsa-miR-149-3p) dargestellt, um die Reproduzierbarkeit der zugehörigen Zeitverlaufsmuster zu 

verdeutlichen. Die Expressionsverläufe sind dabei als Median-Ergebnis (Zeitverlaufslinie) mit dem Umfangsbereich 

der zugehörigen molekulare Expressionswerte (Farblich hinterlegt; bezogen auf 75 ng der analysierten Gesamt-RNA) 

auf Grundlage der Analyse von jeweils drei separat aktivierten Zellproben pro Zeitpunkt und pro Spender dargestellt. 
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Abbildung A 8: Korrelation der quantifizierten, zeitaufgelösten miRNA-Expressionsdaten zwischen den 

technischen Replikaten und zwischen den unterschiedlichen Spendern. 

A, B:  Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit wurden die quantifizierten Expressionsdaten der miRNAs verglichen, 

welche auf Grundlage der log2-Microarray-Daten in beiden Spendern signifikante und deutliche 

Expressionsveränderungen aufwiesen. Dazu wurden die Ergebnisse der Zeitverlaufsanalysen für jeden 

Spender zu jeweils drei kompletten Zeitverläufen (0-24 h) zusammengefasst, die in der Darstellung als 

technische Replikate (Rep.) A, B und C bezeichnet sind. Die Expressionsdaten der technischen Replikate 

wurden für jeden Spender (Spender 1 (A) und Spender 2 (B)) in paarweiser Gegenüberstellung korreliert. 

Die resultierenden Regressionslinien sind als Gesamtergebnis für den Vergleich aller miRNAs (n=39) und 

aller Analysezeitpunkte (n=13), mit Angabe der zugehörigen Geradengleichung sowie des 

Korrelationskoeffizienten (Korr.; Bestimmtheitsmaß, R2) impliziert. 

C:  Für den Abgleich zwischen den Spendern wurden die quantifizierten Expressionsdaten auf das jeweilige 

Median-Ergebnis der technischen Replikate reduziert (vergleiche Beschreibung (A, B)). Die zugehörige 

Regressionslinie ist als Gesamtergebnis für den Vergleich aller miRNAs (n=39) und aller Analysezeitpunkte 

(n=13), mit Angabe der Geradengleichung sowie des Korrelationskoeffizienten (Korr.; Bestimmtheitsmaß, 

R2) impliziert.  
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