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1 Abkürzungsverzeichnis 

A Ampere 
A.dest. destilliertes Wasser 
Amp Ampicillin 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
ATP Adenosin-Triphosphat 
bp Basenpaare  
Bq Becquerel 
°C Grad Celsius 
cDNA complementary DNA 
ci Curie  
cm Zentimeter  
CO2  Kohlenstoffdioxid 
CPM Counts per Minute 
Ct cycle threshold 
dCt delta Ct-Wert  
ddCt delta delta Ct-Wert 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium  
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleotid-Triphosphat  
ds doppelsträngig 
E.coli Escherichia coli 
EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
EDTA Ethylendiamintetraacetat-Natriumsalz 
ESC “embryonic stem cell”, embryonale Stammzelle 
et al. et alii 
FCS fetal calf serum (fötales Kälberserum) 
fwd forward (vorwärts) 
G Guanin  
g Gramm  
g Erdschwerebeschleunigung, 9,80665 m/s2  
gDNA genomische DNA 
GO gene ontology 
GTP Guanintriphosphat 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N‘-(2-ethansulfonsäure) 
hsa homo sapiens 
HSC „hematopoietic stem cell“, hämatopoietische Stammzelle 
hUCB human umbilical cord blood  
IF Immunfluoreszenz  
Ig Immunglobulin  
kb Kilobasen  
kBq Kilobecquerel  
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L Liter  
LB-Medium Luria-Bertani-Medium 
LNA locked nucleic acid  
μ mikro  
m milli  
M Mol (mol/l)  
mA Milliampere  
MBq Megabecquerel  
MCS Multiple cloning site 
mESC murine embryonale Stammzellen  
µF Mikrofarad 
µg Mikrogramm 
MHC major  histocompatibility complex 
µl Mikroliter 
miRISC microRNA-assoziierter RISC  
miRNA/miR- microRNA  
ml Milliliter  
mM Millimolar  
mol molar  
MOPS 4-Morpholinopropansulfonsäure  
mRNA messenger RNA 
MSC mesenchymal stem cell (mesenchymale Stammzelle) 
msec Millisekunde  
n nano  
NB Northern Blot  
nm Nanometer  
NSC „neural stem cell“, neurale Stammzelle  
nt Nukleotid(e)  
ODx optische Dichte bei x nm Wellenlänge 
Ω Ohm 
Opti-Mem Serum-freies Zellkulturmedium  (Invitrogen) 
ORF open reading frame (offener Leserahmen)  
p piko 
p.a. pro analysis 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
PBS phosphate buffered saline (Puffer)  
PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)  
Pen/Strep Penicillin und Streptomycin  
pmol pikomolar 
qPCR quantitative Real-time-PCR  
RA retinoic acid, Retinsäure 
rev  reverse (rückwärts)  
RISC RNA-induced silencing complex  
RLC RISC loading complex 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
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RT Raumtemperatur 
SDS Sodiumdodecylsulfat  
siRNA small interfering RNA  
ss single strand  
T Thymin  
TBE Tris-Borsäure-EDTA (Puffer)  
TE Tris-EDTA (Puffer)  
TEMED N,N,N’,N′-Tetramethylethan-1,2-diamin 
Thyb Hybridisierungstemperatur 
Tm Schmelztemperatur 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
U Uracil  
u units  
USSC unrestringierte somatische Stammzelle aus Nabelschnurblut 
UTR untranslatierte Region  
UV ultraviolett  
V Volt  
(v/v) Volumen pro Volumen  
vs. versus  
W Watt  
(w/v) Gewicht pro Volumen  
ZNS Zentralnervensystem  
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2 Zusammenfassung 

Im Verlaufe der vorliegenden Promotionsarbeit wurde der Einfluss von microRNAs auf die 

neuronale Differenzierung unrestringierter somatischer Stammzellen aus humanem Nabel-

schnurblut (USSC) untersucht. 

Die neuronale Differenzierung von USSC, mittels einer auf α-Retinsäure und weiteren 

Faktoren basierenden Induktion, wurde im Vorfeld beschrieben [1,2] und diente als Basis für 

die vorliegende Arbeit. Es wurden von drei USSC-Linien und neuronal andifferenzierten 

Derivaten (XXL-USSC) umfassende microRNA-Expressionsprofile erstellt und analysiert. 

Dabei zeigte sich, dass im Zuge der 14-tägigen neuronalen Andifferenzierung von USSC 

eine Gruppe von 18 microRNAs gemeinsam herunterreguliert wurde. Diese microRNAs 

entstammen vorwiegend der miR-17-92-Familie, darüber hinaus wurden aber auch weitere 

microRNAs wie miR-137 und miR-138 herunterreguliert vorgefunden. Um die biologische 

Funktion dieser microRNAs im gegebenen zellulären System zu erfassen, wurden 

umfangreiche bioinformatische Zielgenvorhersagen durchgeführt und diese vorhergesagten 

Zielgene durch Analyse der „Gene-Ontology-Terms“ und Integrationen in “KEGG-Pathways“ 

neuronal relevanten biologischen Funktionen zugeordnet. Dabei zeigte sich, dass die 

Gruppe der zuvor genannten 18 microRNAs einen massiven potentiellen Einfluss auf eine 

Vielzahl von Komponenten relevanter Pathways wie „Axon Guidance“, „TGF-beta-„, „WNT“-, 

sowie „MAPK-Signaling“ und „Longterm Potentiation“ ausübt. So werden zum Beispiel mehr 

als 57% der Proteine des „Axon Guidance-Pathways“ von diesen microRNAs erfasst. 

Diese Beobachtungen implizieren, dass die genannten 18 microRNAs eine netzwerkartige 

Funktion im Rahmen der Neurodifferenzierung von USSC ausüben, wobei ihre 

Herunterregulation im Zuge der Differenzierung die Expression ganzer Gruppen neuronal 

relevanter Proteine „freigeben“ würde. Um die kreuzweise Vernetzung von microRNAs und 

potentiellen Zielgenen experimentell zu untermauern, wurde ein Assay etabliert, der auf der 

Klonierung der 3’UTR eines potentiellen Zielgens an das 3‘-Ende des Luciferase-ORF 

basiert. Von den 71 untersuchten individuellen vorhergesagten microRNA-

Zielgeninteraktionen konnten 23 experimentell bestätigt werden. Dabei wurden für 9 von 10 

microRNAs bis dato nicht bekannte Zielgene identifiziert. Unter Verwendung obiger 

Reporterkonstrukte konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulation endogener 

microRNAs im Zuge der neuronalen Andifferenzierung von USSC zu einer verminderten 

Translationshemmung der mRNAs zuvor validierter Zielproteine führte. 

In Zusammenarbeit mit Sandra Weinhold (ITZ Uniklinikum Düsseldorf) und James Adjaye 

(MPI Berlin) erstellte Transkriptomanalysen mittels Illumina-Plattform von nativen und 
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neuronal andifferenzierten USSC zeigten eine signifikante Anreicherung vorhergesagter 

Zielgene in der Gruppe von in XXL-USSC hochregulierten Proteinen. 

Der funktionale Einfluss der genannten microRNA-Gruppe auf die neuronale Differenzierung 

von USSC wurde durch simultane Überexpression von microRNA-Subgruppen während der 

XXL-Induktion untersucht. Es konnte ein deutlicher Einfluss auf die Morphologie sowie die 

Zellzahl festgestellt werden, eine quantitative real-time PCR-Analyse von 84 neuronal 

relevanten Genen (Neurogenesis and Neural Stem Cell Array) konnte diesen Einfluss auf 

mRNA-Ebene zum untersuchten Zeitpunkt jedoch nicht bestätigen. 
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3 Summary 

The major goal of this study was to analyze the impact of microRNAs on neuronal lineage 

differentiation of unrestricted somatic stem cells from human umbilical cord blood (USSC). 

This XXL-medium mediated differentiation method was published earlier [1,2]. Differentiated 

cells (XXL-USSC) demonstrate a neuronal morphology, expression of neuronal markers and 

release of dopamine but no fast-activating and fast inactivating sodium currents could be 

detected. 

Three distinct USSC lines were differentiated into neuronal lineage for 14 days (XXL-USSC) 

and microRNA expression profiles were obtained using a qRT-PCR-based TaqMan assay. A 

set of 18 microRNAs was found consistently downregulated in all XXL-USSC lines and 

bioinformatical target gene predictions for this microRNA group revealed a large amount of 

putative target genes with functions in the context of neuronal differentiation, development 

and function. Strikingly, microRNAs and predicted target proteins were interwoven in a 

network-like manner, with many microRNAs sharing their target genes and vice versa. In 

addition, a large amount of predicted target proteins were identified as members of 

biochemical pathways important of neuronal differentiation and function („Axon Guidance“, 

„TGF-beta-„, „WNT“-, ”MAPK-Signaling“ and „Longterm Potentiation“). In example, more than 

57% of axon guidance members were predicted to be targets of the 18 downregulated 

microRNAs. This observation implies a concerted regulatory network during USSC 

differentiation, but remained to be validated experimentally. Thus a luciferase reporter gene 

assay was established based on cloning of 3’UTRs from proteins of interest at the 3’-end of 

the firefly luciferase ORF. The cross-wise interaction between 10 selected microRNAs and 

11 selected proteins could be demonstrated by positive experimental validation of 23 out of 

71 individual microRNA/3’UTR-interactions tested. Furthermore, using these constructs, 

transfection experiments in USSC demonstrated that the translational repression of validated 

target proteins mediated by endogenous USSC microRNAs diminished in course of neuronal 

differentiation. Illumina transcriptome analyses (in cooperation with Sandra Weinhold, ITZ, 

Universitiy Clinic Düsseldorf and James Adjaye, MPI Berlin) revealed a statistically enriched 

amount of upregulated genes in XXL-USSC within the group of putative target genes for the 

18 downregulated microRNAs. 

Using batches of microRNA mimics in transfections of USSC followed by induction of 

neuronal differentiation, overexpression of these microRNAs demonstrated an influence on 

neuronal differentiation at a morphological level and on the number of cells remaining after 

XXL-induction. Although genes important for neuronal differentiation and development 

(Neurogenesis and Neural Stem Cell Array) were found upregulated in day 5-7 XXL-USSC, 
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overexpression of microRNAs using different microRNA mimic batches did not affect their 

expression pattern. These findings imply that despite the observed changes in morphology 

microRNAs do not (indirectly) affect transcription at this early time point in differentiation and 

these observed morphological effects are likely due to posttranslational regulatory effects. 
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4 Einleitung 

4.1 Ebenen der Genregulation 

Genregulation bezeichnet die Gesamtheit aller molekularen und biochemischen Prozesse 

einer Zelle, welche die Endmenge eines Genproduktes beeinflussen können. Diese 

Genprodukte können Proteine und Peptide, aber auch verschiedene RNA-Varianten wie 

rRNA, tRNA, sowie verschiedene kleine RNAs sein. Dabei gibt es unterschiedliche Ebenen 

auf denen Genregulation stattfindet und somit die Genexpression beeinflusst, wobei häufig 

eine parallele Regulation auf verschiedenen Ebenen stattfindet. Auf DNA-Ebene besteht die 

Möglichkeit über Promotoren und Enhancer- bzw. Silencer-Elemente die 

Transkriptionsinitiation und –effizienz zu beeinflussen (Beispiel Hormon-induzierte 

Transkription). Vermittelt wird die Wirkung dieser Genbereiche meistens durch Anwesenheit 

oder Fehlen spezifischer Transkriptionsfaktoren, die häufig selbst einer Regulation über 

posttranslationale Modifikationen unterliegen (z.B. Phosphorylierung, Dephosphorylierung). 

Desweiteren haben epigenetische Einflüsse wie CpG-Methylierung bestimmter 

Genabschnitte und/oder deren Assoziation an modifizierte Histone teilweise erhebliche 

Auswirkung auf deren Expression (Rett-, ICF- und Fragile-X-Syndrom). Auf Ebene der 

mRNA beeinflusst vor allem die Prozessierung (Capping, Splicing, Polyadenylierung, Editing, 

Transport) und Halbwertszeit bzw. Stabilität den Grad der Genexpression. Weitere 

Regulationspunkte auf dem Weg zum funktionalen Protein bieten die Tranlationsinitiation 

und -effizienz, korrekte Faltung und Halbwertszeit der Proteine, sowie die bereits erwähnten 

posttranslationalen Modifikationen (Phosphorylierung, Glycosylierung, Acetylierung, 

Abspaltung von Signalsequenzen, Komplexierung mit Ionen etc.). 

Eine weitere, verhältnismäßig neuentdeckte Form der Genregulation bildet die RNA-

Interferenz (RNAi). Dabei hemmen kurze, endogene microRNAs oder siRNAs mRNAs 

effizient und sequenzspezifisch auf translationaler Ebene die Proteinexpression. Während 

siRNAs vollständig komplementär zu ihrer Ziel-mRNA sind und meist in deren ORF binden, 

wirken microRNAs dagegen auf die 3’UTR ihrer Ziel-mRNA und besitzen häufig nur eine 

unvollständige Komplementarität zu ihren Bindestellen. Je nach Komplementaritätsgrad zur 

Ziel-3’UTR unterdrücken sie nur die Translation oder beeinflussen die mRNA-Stabilität. 

SiRNA-Interaktionen führen dagegen immer zum Abdau der Ziel-mRNA. Die microRNAs 

wurden erstmals im Jahre 1993 während der Larvalentwicklung von C. elegans beschrieben 

[3]. Erst 2001 wurden weitere microRNAs entdeckt und beschrieben [4,5,6]. Inzwischen 

finden sich 16772 Einträge in der microRNA-Datenbank „miRBase“ (Version 17, April 2011, 

http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml) [7,8,9,10,11], davon allein 1424 

humane microRNAs (http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=hsa). 
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4.2 MicroRNAs: Struktur, Biogenese und Wirkung 

Was genau sind also microRNAs? Im reifen Zustand handelt es sich um 19-22 Nukleotide 

lange, nicht-codierende, einzelsträngige RNA-Moleküle, die aus Haarnadelschleifen-

förmigen Transkripten generiert werden [12,13,14]. MicroRNAs finden sich in allen bisher 

untersuchten Eukaryoten wie z.B. einzelligen Algen [15], Schleimpilzen [16], höheren 

Pflanzen [17,18,19,20], Fruchtfliegen [21], Wirbeltieren (Maus, Ratte, Mensch: [22]), sowie in 

einigen Viren [23], nicht jedoch in prokayotischen Zellen. 

Mit über 200 verschiedenen microRNAs pro höherer eukaryotischer Spezies bilden sie eine 

der umfangreichsten Genfamilien, die ca. 1% des Genoms ausmacht [13]. Ihre Biogenese ist 

evolutionär konserviert und gliedert sich in mehrere aufeinander folgende Reifungsschritte. 

Es gibt eine Vielzahl von möglichen Genorten für microRNAs: die meisten sind in 

intergenischen Sequenzen lokalisiert [6], einige besitzen eigene Promotoren [24,25], zum 

Teil liegen sie einzeln vor, zum Teil bilden sie polyzistronische Transkriptionseinheiten 

[6,26,27,28]. Vereinzelt findet man microRNA-Gene aber auch in Introns [29] und in seltenen 

Fällen auch in 3‘UTRs [29] bekannter, proteincodierender Gene aber auch in Introns und 

Exons nicht-codierender RNAs (ncRNA) [29]. Abbildung 4.1 gibt einen Überblick über die pri-

miRNA-Strukturen ausgewählter microRNAs. 

 

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung verschiedener humaner pri-microRNA-Strukturen. MicroRNA-
Stem-loops sind mit orange gekennzeichnet, nicht-kodierende Sequenzen in grün, Introns in blau 
und Exons in gelb. Die 5‘-Cap-Struktur ist mit einem „C“ symbolisiert. Modifiziert nach Cullen 
2004 [14]. 
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4.2.1 Biogenese 

Zunächst werden die langen primären Transkripte (pri-microRNA), ähnlich 

proteincodierenden Genen, von der RNA-Polymerase II transkribiert [24]. Sie können 

mehrere Kilobasen lang sein und bilden dabei typische Haarnadelschleifen-Strukturen aus, 

„Stem-loops“ genannt. Wie es für RNA-Polymerase-II-transkribierte Gene üblich ist, besitzen 

pri-microRNAs sowohl eine Cap-Struktur, als auch einen Poly-A-Schwanz [25]. Noch im 

Zellkern wird die pri-microRNA weiter prozessiert. Ein zentrales Molekül in dem so 

genannten „Mikroprozessor-Komplex“ stellt die Typ-III-RNase Drosha dar (vergleiche 

Abbildung 4.2). Im humanen System assoziiert Drosha mit ihrem Ko-Faktor DGCR8 

(„DiGeorge syndrome critical region gene 8“, in D.melanogaster und C.elegans auch „Pasha“ 

genannt) und spaltet aus der pri-microRNA die ca. 60-100 Nukleotide lange precursor-

microRNA (pre-microRNA) eine helikale Windung (~11 nt) von der ssRNA/dsRNA-Gabelung 

entfernt ab, dabei entsteht ein charakteristischer 3‘-Überhang von 2 Nukleotiden Länge 

[30,31,32,33,34]. Nun wird die pre-microRNA über einen Exportin-5/Ran-GTP-vermittelten 

Transport über Kernporen ins Zytoplasma verbracht, wo sie durch Dicer, ebenfalls eine Typ-

III-RNase, zu ca. 22 Nukleotiden langen microRNA/microRNA*-Duplexen weiter prozessiert 

wird [35,36,37,38,39,40] (Abbildung 4.2). Dicer ist ein hochkonserviertes Protein, welches 

den Kern des „RNA induced silencing complex(RISC) loading complex“ (RLC) darstellt und 

sich in nahezu allen eukaryotischen Organismen wie Hefen, Pflanzen und Metazoen findet. 

Manche Organismen besitzen sogar multiple Dicer-Homologe mit verschiedenen Funktionen: 

in D. melanogaster prozessiert beispielsweise Dicer-1 microRNAs und Dicer-2 siRNAs [41]. 

 



Einleitung 

 14 

 

Abbildung 4.2 : Schematischer Überblick über die microRNA-Biosynthese. Für detaillierte Informationen 
siehe Text. Abbildung aus Bushati and Cohen 2007 [42]. 

 

Ähnlich wie Drosha im Mikroprozessor-Komplex, assoziiert Dicer im RISC an weitere 

Proteine wie die RNA-bindenden „TAR RNA-binding protein“ (TRBP, Loquacios in 

Drosophila) und „protein kinase R-activating protein“ (PACT). Ein weiteres zentrales Protein 

des microRNA-assoziierten RISC (miRISC) bildet Argonaute-2 (AGO2) [43,44,45]. 

MicroRNA-Duplexe, die durch den RLC prozessiert und anschließend in den miRISC 

inkorporiert wurden, werden nun in Einzelstränge aufgetrennt. Der zum Zielgen 

komplementäre, funktionale microRNA-Strang („guide strand“) wird einbehalten, während der 

andere Strang („passenger strand“, auch miR* tituliert) entlassen und degradiert wird [46,47]. 

Die durch AGO2 vermittelte Auswahl des funktionalen Stranges ist von der 

thermodynamischen Stabilität der Basenpaare am 5‘-Ende abhängig [48,49]. Die Duplexe 

können in beiden Orientierungen in den RISC geladen werden, was ermöglicht, dass aus 

beiden Strängen des Duplex einer pre-microRNA biologisch aktive microRNAs entstehen 

können [50,51,52]. 
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4.2.2 Translationsinhibierung durch microRNAs 

MicroRNAs entfalten ihre inhibierende Wirkung durch sequenzspezifische Bindung an die 

3’UTR ihrer Ziel-mRNA. Je nach Komplementaritätsgrad der Bindung lassen sich zwei 

Mechanismen unterscheiden: 1. Eine partielle Komplementarität zwischen microRNA und 

mRNA führt zu einer Inhibierung der Translation, jedoch nicht zu einem Abbau der mRNA. 

Für diese Form der Bindung ist eine möglichst vollständige Komplementarität zwischen der 

Seed-Sequenz der microRNA (Base 2-8) und der 3’UTR von Bedeutung (Abbildung 4.3, A). 

Die Seed-Sequenz ist für einzelne microRNAs phylogenetisch stark konserviert, ebenso die 

komplementäre Ziel-mRNA-Sequenz. 2. Die vollständige Komplementarität zwischen 

microRNA und der Bindungsstelle auf der 3’UTR resultiert in einer Degradation der 

gebundenen mRNA (Abbildung 4.3, B). Wird eine Ziel-mRNA degradiert, so wird der Schnitt 

zwischen den Nukleotiden durchgeführt, die an microRNA-Nukleotide 10 und 11 hybridisiert 

sind [53,54]. 

IIIIIIII IIIIIIIIC AAAAAAAAA

A

5‘‐UTR
ORF

AAAAAAAAAInhibierung der Translation

3‘‐UTR

C

microRNA

5‘3‘

RISC

AGO2

C AAAAAAAAAIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII5‘‐UTR
ORF

AA  AAA    A A

AA
Degradation der mRNA

3‘‐UTR

microRNA

C

5‘3‘

RISC

B
AGO2

 

Abbildung 4.3: Mechanismen der translationalen Inhibierung durch microRNA. (A) Bei unvollständiger 
microRNA/3’UTR-Komplementarität wird die Translation der Ziel-mRNA unterdrückt. (B) Ist die 
Komplementarität jedoch vollständig (oder nahezu vollständig) so wird die Ziel-mRNA degradiert. 
Abbildung modifiziert nach Dr. Trompeter, Vorlesung Stammzellbiologie und regenerative Medizin, 
Uniklinik Düsseldorf. 

 

Im humanen System sind 8 AGO-Proteine bekannt (AGO1-4 und Piwi1-4), alle von ihnen 

können an RNA binden aber AGO2 hat als einziges eine Nukleaseaktivität und steht daher 

im Verdacht, die mRNA-Degradierung zu verursachen [55,56]. Desweiteren werden an 

AGO2 gebundene microRNAs intrazellulär stabilisiert bzw. ihre Halbwertszeit erhöht [57]. 
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Der exakte Mechanismus der translationalen Hemmung ist nicht genau bekannt. Es gibt 

jedoch Beobachtungen, die vermuten lassen, dass je nach microRNA und Ziel-mRNA 

verschiedene Systeme greifen können. Dabei kann eine Post-Initiations-Hemmung, wie die 

Degradation von Kotranslations-Peptiden [58], verstärkte vorzeitige Terminierung der 

Translation („ribosomal drop-off“) [59] oder beeinträchtigte Elongation beobachtet werden 

[60]. Andere Gruppen wiederum berichten von gestörter Translationsinitiation durch 

ineffiziente Ribosom-Anlagerung [61,62,63,64]. Eine weitere Theorie besagt, dass die 

RISC/microRNA/Ziel-mRNA-Komplexe in zytoplasmatischen „RNA processing bodies“ (p-

bodies) abgesondert und gelagert werden. Dort sind sie der Translation nicht mehr 

zugänglich und werden teilweise abgebaut [65,66]. 

4.2.3 Bioinformatische microRNA-Zielgen-Vorhersagen 

Um sich ein Bild von der biologischen Funktion einer microRNA machen zu können, ist es 

nötig zu wissen, welche Proteine sie beeinflussen kann. Für diesen Zweck wurden 

verschiedene in-silico-Vorhersage-Algorithmen potentieller microRNA-Bindestellen ent-

wickelt. Besonders häufig verwendete Programme sind TargetScan [67], PicTar [68] und 

miRanda [69]. Dabei werden die hinterlegten 3’UTR-Sequenzen der mRNAs auf vollständige 

Komplementarität zur Seed-Sequenz der ausgewählten microRNA hin abgesucht oder 

umgekehrt eine ausgewählte mRNA auf verschiedene microRNA-Bindestellen untersucht. 

Dabei gibt es verschiedene Kriterien nach denen potentielle Bindungsstellen beurteilt werden 

können: Wie groß ist der überlappende Seed-Bereich? Wie hoch ist die Konservierung der 

Bindestelle über Speziesgrenzen hinweg? Wie steht es um die thermodynamische Stabilität 

der Bindung? Gibt es übereinstimmende Vorhersagen verschiedener Algorithmen? Trotz 

aller Bemühungen, die Programme immer weiter zu verbessern, können sie nur einen 

groben Überblick über potentielle Bindungsmöglichkeiten geben, die (bei Interesse) jede für 

sich experimentell verifiziert werden müssen. Es gibt inzwischen auch Bemühungen 

experimentell nachgewiesenen Zielgene für einzelne microRNAs in Datenbanken 

zusammenzutragen (beispielsweise miRWalk, http://www.ma.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk), was sich jedoch schwierig gestaltet, da es keinen 

allgemeinen „normierten“ Standard für Zielgen-Validierungen gibt. 

Laut Vorhersagen sollen ca. 60% aller menschlichen Gene von microRNAs beeinflusst 

werden können [70]. Aus der Tatsache heraus, dass eine bestimmte microRNA potentiell 

viele verschiedene mRNAs gleichzeitig regulieren kann (ca. 200 im humanen System [68]) 

und einzelne mRNAs ihrerseits potentiell von vielen unterschiedlichen microRNAs 

beeinflusst werden können [67], ergibt sich eine erhebliche, netzwerkartige 

Kombinationsbreite unterschiedlichster Regulationsmöglichkeiten [71]. Die Expressions-
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änderung einer einzigen microRNA kann sich auf die Translation hunderter Gene auswirken 

[72] und in aktuellen Studien zeichnet sich ab, dass microRNA-Funktionen nur verstanden 

werden können, wenn man das gesamte Netzwerk betrachtet und sich nicht nur auf einzelne 

microRNA/Zielgen-Interaktionen fokussiert [73,74,75]. 

4.2.4 MicroRNAs in der Neurogenese 

Wie zuvor beschrieben, besitzen microRNAs ein enormes regulatorisches Potential auf das 

Proteom einer Zelle. Es ist daher wahrscheinlich, dass sie wesentliche Funktionen in der 

Neurogenese besitzen. In verschiedenen knock-out-Studien konnte bisher gezeigt werden, 

dass zelluläre Vorgänge wie Zellzyklusprogression oder die Entwicklung und Differenzierung 

von Zellen ohne funktionales microRNA-Repertoire im Allgemeinen nicht oder nur abberant 

funktionieren. Dies kann bis hin zur Apoptose betroffener Zellen bzw. frühembryonaler 

Lethalität führen [76,77,78,79]. Im speziellen Fall der Neurogenese konnte eine Störung der 

neuronalen Differenzierung bereits für neurale Stammzellen (NSC) der Maus belegt [80], 

sowie eine Degeneration ausdifferenzierter Purkinje-Zellen im Zerebellum nach Dicer-knock-

out festgestellt werden [81]. Eine vergleichbare Studie an Zebrafischen zeigte, dass Dicer-

knock-out in der frühen Entwicklung zu abnormalen Morphologien während der Gastrulation, 

Somitogenese, sowie der Herz-Entwicklung einherging und schwere Deformationen des 

Gehirns und des Rückenmarks zur Folge hatte [82]. Diese Studien zeigen die fundamentale 

Bedeutung von microRNAs für die korrekte neuronale Differenzierung auf. 

Verschiedene microRNAs werden speziell in neuronalen Geweben höher exprimiert 

vorgefunden. Allen voran ist dabei die microRNA miR-124 zu nennen, sowie die miR-9/9* 

aber auch miR-125a+b, miR-128 und die let-7-Familie [83,84,85,86]. Unter den in NSC-

Differenzierung hochregulierten microRNAs wurden die miR-9, miR-124 und let-7-Mitglieder 

in allen bisher untersuchten Neuron-Typen vorgefunden und stellen essentielle Promotoren 

der NSC-Differenzierung dar. Die microRNAs der let-7-Familie unterdrücken beispielsweise 

die Translation von LIN28, TLX, HMGA2 und MLIN41 in Nagern [85,87,88]. TLX und HGMA2 

sind essentiell für die Selbsterneuerung von NSC und müssen im Zuge der Differenzierung 

herunterreguliert werden, um Zellzyklus-Arrest und Differenzierung zu ermöglichen. LIN28 

wiederum blockiert die pre-let-7-Prozessierung und wird seinerseits von miR-125 [85] 

reprimiert. MiR-9 fördert in verschiedenen Vertebraten die neuronale Differenzierung durch 

Hemmung von REST, einem globalen Repressor neuronaler Gene in nicht-neuronalen 

Geweben, sowie TLX, FOXG1, STAT3, FGF8 und FGFR1 [89,90,91,92]. Die microRNA 

miR-124 bildet ein gut untersuchtes Beispiel microRNA-vermittelter Regulation in der 

Neurogenese. Sie unterstützt die neuronale Differenzierung durch Hemmung der anti-

neuronalen Phosphatase SCP1 [93], sowie von PTBP1 [94,95], einem globalen Repressor 
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neuronaler Splice-Varianten in nicht-neuronalen Zellen. Wie in Abbildung 4.4 gezeigt, führt 

die Herunterregulation von PTBP1 zusätzlich zu einer Akkumulation von PTBP2, einem 

weiteren Spliceregulator, der das Transkriptom der differenzierenden Zellen weiter verfeinert 

[94]. Ein weiterer anti-neuronaler Transkriptionsfaktor Sox9 wird durch miR-124 ebenfalls 

reprimiert [96]. Desweiteren ist miR-124 in Neuriten-Wachstum involviert [97] und kann bei 

Überexpression in HeLa-Zellen über 100 mRNAs herunterregulieren und das Transkriptom in 

Richtung Neuron verschieben [98]. Eine aktuelle Studie konnte sogar zeigen, dass humane 

Fibroblasten durch die Überexpression von miR-124 und miR-9/9* direkt zu funktionalen 

Neuronen konvertiert werden können [99]. 

 

 

Abbildung 4.4: Regulatorischer Einfluss von miR-124 auf die neuronale Differenzierung. In nicht-neuronalen 
Zellen wird PTBP1 auf hohem Niveau exprimiert und reprimiert neuro-spezifisches Splicing, was 
zum Erhalt des nicht-neuronalen Status beiträgt. Während der neuronalen Differenzierung reguliert 
eine hohe Expression von miR-124 PTBP1 herunter und trägt damit entscheidend zum Wandel des 
Transkriptoms in Richtung Neuron bei. Abbildung aus Makeyev et al. 2007 [94]. 

 

Wie die oben genannten Beispiele bereits implizieren, verfügen microRNAs über ein 

mannigfaltiges regulatorisches Potential und stellen potentiell und nachweislich mächtige 

Regulatoren einer Vielzahl zellulärer Prozesse dar. Sie beeinflussen unter anderem 

Proliferation [100], Apoptose [101,102], Onkogenese [103], Entwicklung und Differenzierung 

[104,105]. Darüberhinaus üben microRNAs wichtige Funktionen im Zusammenhang mit der 

Pluripotenz von embryonalen Stammzellen aus [106]. Aufgrund ihrer Zielgenredundanz 

lassen sich microRNAs als Wegweiser zu funktional relevanten Proteinen, welche für z.B. 

Pluripotenz und Differenzierungsprozesse relevant sind, auffassen. Die Analysen microRNA-
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vermittelter Regulationsprozesse stellen daher einen wesentlichen Schritt zum Verständnis 

der molekularen Funktion einer Stammzelle dar. 

4.3 Stammzellen 

Als Stammzellen bezeichnet man undifferenzierte Zellen, die sich durch symmetrische 

Teilung sowohl selbst erneuern, als auch durch asymmetrische Teilung differenzierende 

Tochterzellen hervorbringen können. Dabei unterscheidet man je nach 

Differenzierungspotential toti-, pluri- oder multipotente Stammzellen. Mindestens bis zum 

Vierzellstadium bezeichnet man die Zellen einer Zygote als totipotent (sie können jegliche 

Zelltypen hervorbringen, die für die Generierung eines vollständigen Organismus nötig sind) 

[107,108,109], danach schränkt sich diese Fähigkeit vermutlich aufgrund zu geringen 

Zellvolumens ein [110]. Im Laufe weiterer Teilungen bilden sich zwei erste Zelltypen heraus: 

die innere Zellmasse (hieraus entsteht der Fötus) und das Trophektoderm. Aus der inneren 

Zellmasse werden die als pluripotent bezeichneten embryonalen Stammzellen (ESC) 

gewonnen [111,112]. Sie können Zellen aller drei Keimblätter (Ektoderm, Mesoderm, 

Endoderm), sowie Keimzellen hervorbringen, besitzen jedoch nicht mehr die Fähigkeit, sich 

zu einem Embryo zu organisieren. Multipotente Stammzellen können indes nur noch in 

einige bestimmte Richtungen differenzieren, Beispiele hierfür sind adulte Stammzellen wie 

neurale Stammzellen (NSC) oder hämatopoietische Stammzellen (HSC) aus dem 

Rückenmark. 

4.3.1 Embryonale Stammzellen 

Die ersten embryonalen Stammzellen wurden 1981 erfolgreich an der Universität Cambridge 

aus Maus-Blastozysten gewonnen und charakterisiert [111,112]. Im Jahre 1998 wurden 

erstmals ESC-Linien aus überzähligen, in-vitro-fertilisierten, humanen Blastozysten isoliert 

und propagiert [113]. Charakterisiert werden ESC durch verschiedene Eigenschaften und die 

Expression bestimmter Genprodukte. Zunächst müssen sie sich über einen langen Zeitraum 

in undifferenziertem Zustand kultivieren lassen und dabei ihr volles Differenzierungpotential 

beibehalten, desweiteren gilt die Fähigkeit zur Teratombildung und Bildung chimärer, 

lebensfähiger Organismen, als Qualitätsmerkmal. Auf molekularer Ebene zeichnen sich ESC 

durch die Expression der Oberflächenantigene SSEA-3 und -4 (Stage specific embryonic 

antigene), sowie TRA-1-60 und -81 (Tumor rejection antigene) [114,115,116] aus. Im 

Gegensatz zu differenzierten Zellen exprimieren humane ESC kein SSEA-1. Desweiteren 

besitzen sie eine sehr hohe Telomeraseaktivität, exprimieren in großen Mengen alkalische 

Phosphatase, sowie die Transkriptionsfaktoren „Octamer binding transcription Factor 4“ 

(Oct4), Nanog und „SRY related HMG Box gene 2“ (Sox2). Letztere sind für die Erhaltung 
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der Pluripotenz essentiell [117,118,119,120,121] und verstärken ihre eigene Expression 

sowie die der anderen beiden Pluripotenz-Faktoren in Form eines positiven feed-back-loops 

durch Bindung an die jeweiligen Enhancer-Regionen dieser Gene (vergleiche Abbildung 4.5). 

An die Oct4-Enhancer-Region binden als Beispiel mindestens 14 Transkriptionsfaktoren 

(Oct4 selbst, Sox2, Nanog, Sall4, Tcf3, Smad1, Stat3, Esrrb, Klf4, Klf5, E2f1, n-Myc und Zfx), 

an die von Nanog mindestens 9 (Nanog selbst, Klf4, Klf2, Klf5, Sall4, E2f1, Esrrb, Stat3 und 

Tcfcp2l1)[122,123,124]. Diese genomischen Loci sind Schlüssel-Knotenpunkte innerhalb des 

regulatorischen Pluripotenz-Netzwerks und je mehr Faktoren an einem Lokus binden, desto 

höher ist dessen Transkriptionsstatus, weniger okkupierte Gene werden in murinen ESC 

(mESC) dagegen stillgelegt [122,125]. Oct4 erhöht zudem die Expression verschiedener 

Chromatin-Modulatoren, welche die Selbsterneuerung von mESC positiv regulieren 

[126,127]. 

 

Abbildung 4.5: 

Regulatorisches Netzwerk 
der Pluripotenz-Faktoren 
Oct4, Sox2 und Nanog. Die 
genannten Transkriptions-
faktoren (blau) okkupieren aktiv 
transkribierte ESC-spezifische 
Gene, um deren Transkription 
zu fördern und die Pluripotenz 
der Zelle aufrecht zu erhalten. 
Gleichzeitig besetzen sie nicht-
transkribierte, Differen-
zierungs-assoziierte Gene und 
verhindern zusammen mit den 

Polycomb(PcG)-Proteinen 
(grün) die Transkript-
Elongation dieser Gene durch 
die RNA-Polymerase II (Pol2, 
lila). Im hell unterlegten Kasten 
ist der auto-regulatorische feed-
back-loop dargestellt in dem 
Oct4, Sox2 und Nanog ihre 
eigene Transkription und die 
der jeweils anderen beiden 
Faktoren fördern. (Abbildung 
aus Jaenisch and Young 2008 
[128]) 
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Auch microRNAs spielen wie bereits angedeutet eine entscheidende Rolle in der 

Aufrechterhaltung der ESC-Pluripotenz. Dicer-defiziente ESC weisen verlangsamte 

Proliferation und ein gestörtes Differenzierungsverhalten durch mangelhafte 

Herunterregulation von Oct4 auf [129,130]. Für die microRNA miR-145 konnte gezeigt 

werden, dass sie die Pluripotenz-Faktoren Oct4, Sox2 und Nanog reprimiert und damit die 

Differenzierung von ESC fördert [106]. Ihr Fehlen in den Dicer-defizienten Zellen vermindert 

offenbar deren Differenzierungsfähigkeit. Eine weitere Differenzierungs-assoziierte 

microRNA-Gruppe sind die Mitglieder der let-7-Familie, deren reife Form in ESC nicht 

exprimiert wird, jedoch abundant zusammen mit miR-125 in differenzierten Zelltypen 

gefunden wird. Eine andere Studie konnte zeigen, dass Oct4, Sox2 und Nanog an die 

Promotoren der überwiegenden Mehrheit in mESC-spezifisch exprimierten microRNAs (unter 

anderem miR-290- und miR-302-Cluster) binden und diese auch heraufregulieren 

[131,132,133]. Umgekehrt binden die genannten Faktoren an Promotoren verschiedener 

Gewebs-spezifischer microRNAs und blockieren deren Expression, ähnlich wie es in 

Abbildung 4.5 für Differenzierungs-assoziierte Proteine dargestellt ist. Desweiteren konnte 

gezeigt werden, dass die microRNAs miR-291a-3p, -291b-3p, -294, -295 und -302 

Zellzyklus-Defekte in DGCR8-defizienten mESC korrigieren konnten [134]. Dies geschah vor 

allem durch die Expressionsreduktion verschiedener CyclinE/CDK2-Inhibitoren wie p21, 

RBL2 und LATS2 [134]. Der Einfluss einer großen Anzahl von microRNAs auf verschiedene 

Differenzierungsprozesse ist bereits in der Literatur beschrieben, einen Überblick hierzu gibt 

Abbildung 4.6. 
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Abbildung 4.6: Regulatorischer Einfluss von microRNAs auf Differenzierungsprozesse verschiedener 
Zelltypen. Gezeigt ist schematisch eine Reihe von Differenzierungs-Linien ausgehend von einer 
pluripotenten Stammzelle hin zu verschiedenen spezialisierten Zellentypen. Beispielhaft ist der 
Einfluss einzelner microRNAs auf die Entwicklungsstufen dargestellt. Abbildung aus Ivey and 
Srivastava 2010 [135]. 

 

Seit ihrer Entdeckung werden viele Hoffnungen an die ESC geknüpft. Ihr potentiell 

unerschöpfliches Regenerations- sowie Differenzierungspotential macht sie zu 

vielversprechenden Kandidaten für die Heilung schwerer Erkrankungen wie Parkinson [136] 

oder Diabetes mellitus [137]. Dabei könnte der Verlust entscheidender Zelltypen durch 

Transplantation vordifferenzierter Zellen ersetzt werden. In weiter Zukunft hofft man ganze 

Organe in vitro nachzüchten zu können. Dafür müssen allerdings zunächst die 

Differenzierungsvorgänge besser verstanden werden. Die gerichtete Differenzierung und 

deren Analyse ist bereits intensiv betrieben worden. So wurden zum Beispiel diverse 

Zelltypen wie Neurone [138,139], Astrozyten [140], Kardiomyozyten [141,142], Hepatozyten 

[143], Osteoblasten [144,145] und Chondrozyten [146,147] erzeugt. Erste Versuche ganze 

Herzen und Lungen nachzubilden sind inzwischen ebenfalls unternommen worden 

[148,149]. 
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Durch ihr tumorigenes Potential ist der Einsatz von hESC am Menschen jedoch sehr 

risikobehaftet. Tierversuche haben gezeigt, dass xenotransplantierte mESCs in 

geschädigten Rattenhirnen zur Läsion wandern und dort zu Neuronen ausdifferenzieren, 

homologe Transplantationen in Mäusen dagegen hoch-maligne Teratokarzinome 

hervorbrachten, unabhängig davon ob die ESCs vordifferenziert wurden oder nicht [150]. 

Auch humane ESC bildeten, in immundefiziente Mäuse injiziert, Teratome aus [113]. 

Zusätzlich ist die Gewinnung dieser Zellen ethisch sehr umstritten und wird nach wie vor 

kontrovers diskutiert. Das Gesetz zum Schutz von Embryonen regelt seit 1990 die 

Einsatzmöglichkeiten von in vitro gezeugten Embryonen. Die Erzeugung von Embryonen, zu 

einem anderen Zweck als zur Herbeiführung einer Schwangerschaft, wird dort verboten und 

unter Strafe gestellt. Desweiteren dürfen laut Stammzellgesetz vom 1. Juli 2002 (überarbeitet 

2008, http://www.bmbf.de/de/2657.php, Stand April 2011) ausschließlich Stammzellen 

eingeführt und verwendet werden, die nach dem 1. Mai 2007 gewonnen wurden. 

4.3.2 Induzierte pluripotente Stammzellen 

Aufgrund der gesetzlichen Restriktionen und ethischen Bedenken ist die Wissenschaft 

bemüht, alternative Bezugsquellen für pluripotente Stammzellen zu erschließen. Im Jahre 

2006 gelang es einer Gruppe von Wissenschaftlern um Shinya Yamanaka, ausdifferenzierte, 

somatische Mausfibroblasten allein mittels retroviraler Transduktion von 4 

Transkriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, c-Myc und Klf4) zu induzierten pluripotenten 

Stammzellen (induced pluripotent stem cells, iPSC) zu reprogrammieren [151]. Die 

Überexpression von Nanog war für diesen Prozess überraschender Weise nicht nötig, dafür 

die der beiden Onkogene c-Myc und Klf4. In ihren Eigenschaften, der Expression von 

Markern, ihrer transkriptionellen Aktivitäten und ihres Differenzierungspotentials glichen die 

iPSC stark den ESC [151]. Ein Jahr später gelang die Reprogrammierung bereits mit 

humanen Fibroblasten [152,153], sowie diversen weiteren humanen Zelltypen 

[154,155,156,157]. 

Der große Vorteil der iPSC gegenüber ESC, ist ihre ethisch unbedenkliche Herkunft und die 

Möglichkeit „Major Histocompatibility Complex“ (MHC)-angepasste Zellen Patienten-

individuell für Transplantationstherapien generieren zu können. Der große Nachteil jedoch 

besteht in der viralen Integration in die Zellgenome und die Tendenz der iPSC in 20% aller 

Transplantationen bei Mäusen Tumore zu bilden [158]. Die Reprogrammierungsprotokolle 

werden stetig verbessert (das Oncogen c-Myc wurde beispielsweise durch Nanog ersetzt 

[158]), die Anzahl benötigter Faktoren wird weiter reduziert und es werden Methoden 

entwickelt die ohne integrierende Lentiviren auskommen. Da die ins Genom integrierten 

Transgene im Verlauf der Reprogrammierung stillgelegt und die Expression der endogenen 
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Pendants aufgrund des für ESC bereits bekannten positiven feed-back-loops ansteigt 

[128,152,158,159,160], gibt es die Möglichkeit nicht-integrierende, transiente virale Vektoren 

[161,162] oder transiente nicht-virale Vektoren [163] einzusetzen. Desweiteren wurden auch 

DNA-unabhängige Methoden entwickelt um die Wahrscheinlichkeit transgener Integrate 

vollständig auszuschließen. Zu diesen Methoden zählt die Transfektion synthetischer mRNA 

der Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Sox2 und Klf4 [164], der direkte Protein-Transfer der 

Transkriptionsfaktoren [165,166,167], sowie die Manipulation von Zellkultur-Bedingungen 

[168]. Die Reprogrammierungseffizienz kann zudem mit so genannten „small molecules“ für 

die verschiedenen Verfahren erhöht werden [169]. Bei diesen Molekülen handelt es sich zum 

einen um Histon-Deacetylase- bzw. Histon-Methyltransferase-Inhibitoren [169] oder um 

Modulatoren bestimmter „cell-signaling pathways“ wie p53-Inhibitoren [170], CDK1/CyclinB-

Inhibitoren oder TGF-beta-Inhibitoren [171,172]. Auch microRNAs können zur 

Reprogrammierung somatischer Zellen herangezogen werden: Mitglieder des miR-290-

Clusters konnten zusammen mit Oct4-, Sox2- und Klf4-Überexpression in Mausfibroblasten 

den Faktor c-Myc ersetzen [173], in humanen Haarfollikel-Zellen konnte die Überexpression 

von miR-302 iPSC induzieren [174]. Letztendlich wird die Unabhängigkeit der generierten 

iPSC von den ursprünglich eingebrachten Faktoren als wichtiges Kriterium der vollständigen 

Reprogrammierung angesehen. 

Laut neuesten Studien stellt sich jedoch heraus, dass iPSC genomisch instabil sind und im 

Laufe der Reprogrammierung sowie Kultur viele genomische Mutationen anhäufen, teilweise 

mit onkogener Auswirkung [175,176,177]. IPSC können jedoch dazu beitragen diverse 

Krankheitsbilder und Stoffwechselvorgänge besser verstehen zu lernen. So ist es zuletzt 

verschiedenen Gruppen gelungen, Patienten-spezifische iPSC zu generieren [178,179] und 

in die von der Erkrankung betroffenen Zelltypen zu differenzieren. Hierdurch ist es möglich 

die Krankheitsverläufe und deren molekulare Ursachen am zellbasierten Modell zu 

erforschen, sowie unkompliziert neue Wirkstoffe auszutesten [180]. 

4.3.3 Unrestringierte somatische Stammzellen aus Nabelschnurblut 

Um abgestorbene oder krankhafte Zellen ersetzen zu können, besitzen viele Organe und 

Gewebetypen wie Knochenmark, Leber, Fett oder Gehirn multipotente Stammzellen. Je nach 

ontogenetischem Alter können diese Zellen weiter unterteilt werden in fötale, neonatale und 

adulte Stammzellen. Die jüngsten, fötalen Zellen besitzen die schnellsten Teilungsraten und 

scheinen am primitivsten zu sein. Mit fortschreitender Alterung verringern sich 

Proliferationsfreude und Differenzierungskapazität zunehmend. 

Eine spezielle Untergruppe der postembryonalen Stammzellen bilden die neo-natalen 

unrestringierten somatischen Stammzellen aus humanem Nabelschnurblut (USSC). Galt die 
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Nabelschnur und das darin enthaltene Blut (human umbilical cord blood, hUCB) viele Jahre 

lang als Abfallprodukt einer Geburt, so ist diese Sichtweise seit der ersten erfolgreichen 

hUCB-Transplantation 1989 an einen Fanconi-Anämie-Patienten überholt [181]. Inzwischen 

hat sich das hUCB gegenüber dem Knochenmark als wichtige alternative Quelle für HSC 

etabliert. Da es Patienten mit hämatologischen Tumor-Erkrankungen häufig an HLA-

passenden Spendern mangelt, kann das immunologisch „unreife“ hUCB auch bei großen 

HLA-Disparitäten zwischen Patient und Spender verhältnismäßig gefahrlos verwendet 

werden [182,183,184]. Ein weiterer Vorteil des hUCB ist die unmittelbare Verfügbarkeit gut 

charakterisierter Transplantate innerhalb verschiedener Nabelschnurblut-Banken weltweit 

[185,186,187]. Zwar reichen die Zellen eines einzelnen hUCB-Präparates meist nicht für die 

Transplantation eines Erwachsenen, dafür besteht jedoch die Möglichkeit die Zellen vor einer 

Transplantation ex vivo zu expandieren [188,189] oder zwei verschiedene Transplantate 

gleichzeitig zu verabreichen [190]. 

Die Existenz nicht-hämatopoietischer Stammzellen wurde 2004 von Kögler und Kollegen 

beschrieben [1] und von weiteren Gruppen bestätigt [191,192,193,194]. Diese Zellpopulation 

unterscheidet sich von ebenfalls im Nabelschnurblut enthaltenen mesenchymalen 

Stammzellen (MSC) durch ihren immunologischen Phänotyp [195,196], ihr Transkriptom 

[197] und längere Telomere. Auch ihr breiteres Differenzierungspotential auf klonaler Ebene 

in Zelltypen aller drei Keimblätter [1,198], insbesondere in neuronaler Richtung [2], 

unterscheidet sie von MSC aus Nabelschnurblut. 

USSC exprimieren keine hämatopoietischen Oberflächenmarker wie CD45 und CD34, dafür 

aber CD29, CD44 und CD49c. ESC-spezifische Faktoren wie Oct4, Sox2, Nanog [199] oder 

hTERT [200] sind auf Protein- und Transkriptebene nicht nachweisbar, die Methylierung der 

Promotoregionen dieser Gene ist jedoch für somatische Zellen erstaunlich gering [201]. 

Dieser Befund macht sie zusammen mit ihrem geringen ontogenetischen Alter, der 

karyotypischen Stabilität während ihrer Kultur und ihrer guten Verfügbarkeit zu einzigartigen 

Reprogrammierungs-Kandidaten mit vergleichsweise hohen Reprogrammierungseffizienzen 

(ipUSSC [202]). Desweiteren unterscheiden sich USSC durch hohe DLK-1-Expression von 

MSCs. DLK-1 (auch PREF-1 genannt) ist ein Antagonist der adipogenen Differenzierung, 

entsprechend differenzieren USSC im Gegensatz zu MSC, nicht zu Adipozyten. Während 

der embryonalen Entwicklung wird DLK-1 in verschiedenen embryonalen Geweben 

exprimiert [203] und es wurde bereits beschrieben, dass DLK-1 den undifferenzierten Status 

von Stamm- und Tumorzellen aufrecht erhält [204,205,206], desweiteren korreliert ein 

Verlust von DLK-1 mit zunehmender Seneszenz der Zellen [199]. USSC können auch 

anhand ihrer HOX-Signatur von MSC aus Nabelschnurblut unterschieden werden: während 

USSC weitestgehend keine HOX-Gene exprimieren (vergleichbares Muster wie embryonale 
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Stammzellen und Gewebe), so exprimieren MSC eine ganze Reihe von HOX-Genen wie 

HOXA9, HOXB7, HOXC10 und HOXD8. HOX-Gene sind homöotische 

Transkriptionsfaktoren und legen durch charakteristische Expressionsmuster innerhalb des 

sich entwickelnden Embryos die Anterior-Posterior-Achse fest [207]. Es konnte desweiteren 

gezeigt werden, dass verschiedene Zelltypen ihre eigenen charakteristischen HOX-

Expressionsmuster aufweisen [208] und diese zur Bestimmung des Ursprungsgewebes von 

beispielsweise MSC herangezogen werden können [209]. 

In einer aktuellen Studie konnte zudem durch Xenotransplantate in immundefizienten 

Mäusen in einem Zeitraum von 16 Monaten keinerlei tumorigenes Potential der USSC 

festgestellt werden [200]. Zusammen mit ihrer ethisch unbedenklichen Herkunft, der 

Möglichkeit zur intensiven Expansion in klinische relevanten Maßstäben, macht dies die 

USSC zu besonders geeigneten Kandidaten hinsichtlich Transplantations- und 

Zellersatztherapie-Ansätzen. 

4.4 Neuronale Differenzierung der USSC 

Aufgrund der bereits beschrieben Vorteile stellen USSC ideale Kandidaten für regenerative 

Therapieansätze dar. Für hämatopoietische Rekonstitution werden USSC bereits erfolgreich 

eingesetzt, andere Einsatzmöglichkeiten werden zur Zeit ebenfalls untersucht. So konnte 

kürzlich gezeigt werden, dass es nach Injektion nativer USSC in die Nähe akuter 

Rückenmarksläsionen in immunsupprimierten Ratten, zu einer Migration der USSC in 

Richtung der Läsion kommt. An der Läsion angekommen, unterstützen sie die axonale 

Regeneration, vermindern den verletzungsbedingten Gewebsverlust und tragen so zu einer 

deutlich messbaren Verbesserung der lokomotorischen Fähigkeiten der läsionierten Tiere bei 

[210]. Eine neuronale Differenzierung der implantierten USSC ist dabei nicht erkennbar. 

Dennoch sind Zellersatztherapien für andere Krankheitsmodelle wie Alzheimer oder 

Parkinson denkbar. Hierfür wäre das neuronale Differenzierungspotential der USSC von 

entscheidender Bedeutung. 

Die neuronale Differenzierung der USSC wurde bereits 2008 mittels Retinsäure-haltigem 

Differenzierungsmedium (XXL-Medium) von Greschat et al. [2] im Vorfeld der vorliegenden 

Arbeit publiziert. Dabei konnten morphologische Veränderungen in Richtung neuronaler 

Erscheinung sowie auf molekularer Ebene die Expression verschiedener neuronaler Marker 

wie Nestin, Neurofilament (NEF), ß-III-Tubulin (TUB), Doublecortin, Synaptophysin und 

Neuronal Nuclei immunzytochemisch nachgewiesen werden. Es konnte weiterhin gezeigt 

werden, dass die USSC im Zuge der XXL-Inkubation aus dem Zellzyklus aussteigen und ein 

erheblicher Teil der Zellen apoptotisch wird. Diese Befunde stimmen mit den 

Expressionsmustern überein, welche im sich entwickelnden Gehirn finden [2]. Eine kleine 
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Anzahl von mittels XXL-Medium differenzierten USSC (XXL-USSC) exprimierte zusätzlich 

das Enzym Tyrosin-Hydroxylase (TH), einem typischen Marker für Dopamin- und 

Catecholamin-synthetisierende Neurone. Die Frequenz TH-exprimierender Zellen konnte 

durch 4-stündige Inkubation der XXL-USSC mit DA-Medium (Zusammensetzung siehe [2]) 

auf nahezu 80% erhöht werden. HPLC-Chromatographie zeigte sowohl Dopamin- als auch 

Serotonin-Sekretion, sowie deren Metabolite in den Zellkultur-Überständen. 

Trotz dieser zahlreichen Hinweise auf neuronale Differenzierungsprozesse, konnten keine 

voll funktionalen Neurone unter den untersuchten XXL-USSC gefunden werden. Auf den 

Zellen exprimierte (und immunzytochemisch nachgewiesene), spannungsabhängige 

Natrium-Kanäle zeigten in Patch-Clamp-Analysen zwar eine gewissen Funktionalität in Form 

elektrischer Reizbarkeit (Kalzium-Ströme), jedoch keine typischen Natrium-Ströme oder 

Aktionspotentiale. Ähnliche Befunde wurden bereits von einem anderen Labor für Zellen aus 

Nabelschnurblut beschrieben [211]. Im Vergleich zur neuronalen Differenzierung einer ESC 

oder NSC, bleibt die Differenzierung der XXL-USSC trotz aller morphologischen und 

molekularen Entwicklungen in neuronale Richtung unvollständig. In der Literatur ist die 

neuronale Differenzierung somatischer Stammzellen (außer NSC) umstritten, da diese trotz 

vielfacher Bemühungen generell nicht zu voll funktionalen Neuronen auszudifferenzieren 

scheinen [2,211,212]. Möglicherweise kann eine genauere Betrachtung der zellulären 

Regulationsmechanismen während der XXL-Differenzierung Aufschluss darüber geben, 

wodurch ein finales Fortschreiten zum funktionalen Neuron verhindert wird und wie man 

diese Blockade überwinden kann. 

4.5 Ziel der Arbeit 

Wie bereits beschrieben differenzieren USSC in eine neuronale Richtung, welche durch 

Ausprägung neuronaler Marker und bestimmter Funktionalitäten gekennzeichnet ist. 

Dennoch liegen bislang keine Daten vor, welche die molekularen Wege beschreiben, die die 

USSC zur neuronalen XXL-Differenzierung heranzieht. Die vergleichsweise übersichtliche 

Anzahl exprimierter microRNAs in Verbindung mit deren Zielgenredundanz lassen die 

Analyse dieser kleinen Regulatoren als geeigneten Ansatz erscheinen, einen ersten Einblick 

in die molekularen Differenzierungswege zu gewinnen. In der vorliegenden Arbeit sollte 

daher der Einfluss von microRNAs auf die neuronale Differenzierung von USSC untersucht 

werden. Zu diesem Zweck sollten microRNA-Expressionsprofile sowohl von nativen als auch 

von neuronal differenzierten USSC analysiert und mit Hilfe bioinformatischer Methoden 

potentielle Zielgene ausgemacht werden. Experimentelle Zielgenvalidierungen vermitteln 

dann das reale regulatorische Potential differentiell exprimierter microRNAs und sollten die 
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Grundlage für funktionale Analysen bilden in welchen der direkte Einfluss von microRNA-

Kandidaten auf die XXL-vermittelte Differenzierung von USSC examiniert werden sollte. 

Durch diese experimentelle Strategie soll ein erster Eindruck der molekularen Wege der 

neuronalen Differenzierung von USSC gewonnen werden. Es wird sich hierbei erweisen, ob 

USSC im Zuge ihrer neuronalen Differenzierung molekulare Merkmale der „klassischen“ 

neuronalen Differenzierung embryonaler Stammzellen aufweist oder ob die USSC als 

somatische Stammzelle einen eigenen molekularen Weg zur Differenzierung verfolgt, eine 

Hypothese die durch das Fehlen ESC-spezifischer Faktoren wie Oct4, Sox2 und Nanog 

impliziert wird. 
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5 Material und Methoden 

5.1 Material 

5.1.1 Plastikgefäße, Einwegartikel und Filmmaterial 

Die verwendeten Plastikgefäße und Einwegartikel wurden von den Firmen Eppendorf 

(Hamburg), StarLab (Ahrensburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen) und Sarstedt 

(Nümbrecht) bezogen. Zur visuellen Darstellung radioaktiver Strahlung wurden 

Phosphoimaging Platten (BAS-MS 2025) der Firma FujiFilm (Japan) verwendet. 

5.1.2 Chemikalien 

Alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad pro analysis (p.a.) wurden, falls nicht anderweitig 

gekennzeichnet, von den Firmen Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Invitrogen 

(Darmstadt), Roche (Mannheim), Bio-rad (München) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

bezogen. 

5.1.3 Geräte 

Gerät Hersteller 
ABI Prism® 7900 HT Applied Biosystems 
ABI Prism® 7700 Sequence Detector Applied Biosystems 
ABI Prism® 7000 Applied Biosystems 
ABI 3730 DNA Analyzer Applied Biosystems 
Autoklav, 3870 EL Systec 
Bakterieninkubator Binder 
Bakterien-Schüttelinkubator, Certomat H und MO B.Braun 
CO2-Feuchtinkubator Binder 
Elektroblot-Kammer Welabo 
Elektroporator, Capacitance Extender plus Bio-Rad 
Elektroporator, Gene Pulser II Bio-Rad 
Elektroporator, Pulse Controler plus Bio-Rad 
Fluoreszenzmikroskop, Axioplan2 Zeiss 
Geldokumentationssystem, Kamera und UVT-28 M Herolab 
Gelelektrophoresekammer, GNA 200 Pharmacia Biotech 
Gelelektrophoresekammer, klein Spezialanfertigung 
Heizblock, ThermoStat plus Eppendorf 
Heizschrank Heraeus 
Horizontal-Schüttler Typ 3005 Gesellschaft für Labortechnik m.b.H. 
Hybridisierungs-Ofen Hybaid; Hybridization oven 
Kontaminationsmonitor, Contamat FHT 111M FAG Kugelfischer 
Lichtmikroskop, Wolivert 03 Hund 
Luminometer, Lumat LB 9507 Berthold Technologies 
Magnetrührer, MR 3001 Heidolph Instruments 
Mikropipetten Gilson 



Material und Methoden 

 30 

Multiplex Bio-Imaging System, FLA-700 FujiFilm 
Multistep-Pipette Eppendorf 
NanoDrop, ND-1000 peqLab Biotechniques 
Neubauer-Zellzählkammer Brand 
pH-Meter, pH523 Wissenschaftlich-Technische Werkstätten
Phosphoimaging Kassette, BAS Cassette2 2025 FujiFilm 
Photometer, DU 640 Spektrophotometer Beckman coulter 
Pipettierhilfe, Accu-Jet Brand 
SDS PAGE-Kammer Spezialanfertigung 
Sequenzierer, 3730 DNA Analyser Applied Biosystems 
Spannungsquellen, Power Pac basic & 3000 Bio-Rad 
Sterilbank, MSC/BSS 6-2, KL2B Clean Air Deutschland 
Taumelschüttler, Polymax 1040 Heidolph Instruments 
Thermocycler, GeneAmpPCR System 9700 Applied Biosystems 
UV Stratalinker 1800 Stratagene 
Vortex-Genie2 Scientific Industries 
Wasserbad, Typ 1007 Gesellschaft für Labortechnik m.b.H. 
Zentrifuge Galaxy Mini VWR 
Zentrifuge RL 5B plus, Rotoren SLA-1500 & HB-6 Sorvall 
Zentrifuge, Centrifuge 5417R  Eppendorf 
Zentrifuge, Centrifuge Micro20  Hettich-Zentrifugen 
  
  
  

5.1.4 Vektor 

Der „Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector“ pmirGLO (Promega, GenBank® 

Accession Nummer FJ376737) wurde für eine Quantifizierung der microRNA-Wirkung auf 

3’UTRs verwendet. Hierfür wurden die 3’UTRs hinter das Firefly-Luciferase-Gen (luc2, siehe 

Abbildung 5.1) kloniert und in humane Zelllinien transfiziert. Innerhalb der Zellen wurde die 

Firefly-Luciferase-mRNA mit der zu untersuchenden 3’UTR exprimiert und konnte so die 

Wirkung co-transfizierter microRNA-Mimics überprüft werden. Zur Normalisierung der Firefly-

Aktivität codiert der Vektor gleichzeitig für ein Renilla-Luciferase/Neomycin-Resistenz-

Fusionsgen (hRluc-neo).  

Der humane Phosphoglyceratkinase-(PGK)-Promotor, der das Firefly-Reportergen 

kontrolliert, vermittelt moderate Expressionslevel. Dies ist vorteilhaft für eine Studie, die 

Signalreduktion aufgrund von microRNA-Wirkung erfassen möchte, da eine zu starke 

Expression den Transkriptionsapparat überladen und mögliche schwache Auswirkungen der 

microRNAs überdecken würde. Desweiteren handelt es sich um einen universellen, nicht-

viralen Promotor der in Hefen, humanen, Maus- und Rattenzellen funktioniert. Das SV40 late 

poly(A) Signal hinter der „multiplen Klonierungsstelle“ (MCS) vermittelt den 

Transkriptionsstopp inklusive mRNA-Polyandenylierung. Das Renilla-Luciferase-Gen steht 

unter der Kontrolle des konstitutiven SV40 early promoter. 
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Abbildung 5.1: Übersichtskarte des Vektors pmirGLO (Abbildung nach Promega). 

 

5.1.5 Antikörper 

Primär-Antikörper Hersteller Spezies Verdünnung 
Anti- Neurofilament (NA1297) 
(NEFL, NEFM, NEFH) BioTrend Kaninchen 1:1000 

Anti-Beta-III-Tubulin (MAB 
1637) Chemicon / Millipore Maus 1:300 

Anti-Beta-Actin (A2103) Sigma Kaninchen 1:500 

Sekundär-Antikörper Hersteller Nachweis Verdünnung 

Anti-Kaninchen (A11037) Invitrogen Fluoreszenz (Alexa 594) 1:1000 

Anti-Maus (A11029) Invitrogen Fluoreszenz (Alexa 488) 1:1000 

Tabelle 5.1: In dieser Arbeit verwendete Antikörper für Immunfluoreszenz-Färbungen. 
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5.1.6 DNA-Größen-Standards 

Als DNA-Größenstandards wurden die 1kb- Leiter von Invitrogen, sowie die GeneRuler 

UltraLow Range DNA-Leiter eingesetzt, gemäß Abbildung 5.2. 

 

Abbildung 5.2: DNA-Größenstands. Fragmentlängen der 1kb-DNA-Leiter von Invitrogen (A) sowie der 
GeneRuler UltraLow Range DNA-Leiter (Fermentas) (B). (Abbildungen nach Fermentas und 
Invitrogen 

 

5.1.7 Oligonukleotide 

5.1.7.1 Primer und weitere DNA-Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide der folgenden 3 Tabellen wurden von Thermo Electron GmbH (Ulm) 

bezogen. 

Oligo Sequenz 5'->3' 

pmirGLO/miR-137sense cGCGGCCGCtagtctacgcgtattcttaagcaataat 

pmirGLO/miR-137antisense ctagattattgcttaagaatacgcgtagactaGCGGCCGCgagct

Tabelle 5.2: Oligonukleotide zur direkten Klonierung einer vollständig komplementären Bindestelle für 
miR-137, mit Schnittenden für SacI- (rot) und XbaI-Ligation (blau). In Großbuchstaben ist die 
Restriktionsschnittstelle für NotI markiert, die zur Restriktionskontrolle des fertigen Konstruktes 
diente, die miR-137-Bindestelle ist unterstrichen dargestellt. 
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Gen-
Symbol, 

Accession 

Produkt-
größe 
[bp] 

Sequenz 5'->3' Tm 
[°C] 

SacI, gcatatGAGCTCggagaaacctggtaacataaaagcag 55 CRIM1, 
NM_016441 1986 

XbaI, gcatatTCTAGActatgatgcactccaagtgccatatat 56 
XhoI, gcatatCTCGAGgccagtactgaataaactcaaaactc 52 EPHA4, 

NM_004438 2994 
SalI, gcatatGTCGACgcactcttcagtgtgtatcaatgc 53 
SacI, gcatatGAGCTCgacccctggaccaccagc 61 GAPDH, 

NM_002046 196 
XbaI, gcatatTCTAGAgagcacagggtactttattgatgg 57 
XhoI, gcatatCTCGAGctttacacggagcggattgc 54 MECP2-1, 

NM_004992 3324 
SalI, gcatatGTCGACcccatcttcataatgttcaagtacagac 55 
XhoI, gcatatCTCGAGgcagaaggaagcaggtgtg 50 MECP2-2, 

NM_004992 3232 
SalI, gcatatGTCGACagagacatctccagctaagtgtg 49 
SacI, gcatatGAGCTCagataaaggaagaaccaaaagccaag 56 NBEA, 

NM_015678 1590 
XbaI, gcatatTCTAGActtccagatgttaagtatcctcccaattc 58 
SacI, gcatatGAGCTCaggcacgccagtttcacc 53 NeuroD1, 

NM_002500 1322 
XbaI, gcatatTCTAGAcactttcaatactattttattgcaac 49 
SacI, gcatatGAGCTCgtctcttggtctgtttctccgg 54 NeuroG1, 

NM_006161 421 
XbaI, gcatatTCTAGAgaatgaagcatcttgaataaattaaagtactctcc 59 
SacI, gcatatGAGCTCgccctttgtagacactgttactttc 57 NeuroG1full 

NM_006161 680 
XbaI, gcatatTCTAGAatttacatgaagcgtctgcagtac 57 
XhoI, gcatatCTCGAGgtcagtgttctcgtgggtgtc 51 NPTX1, 

NM_002522 2194 
SalI, gcatatGTCGACctcaacaattcatgtcatttcagcaag 58 
XhoI, gcatatCTCGAGcgtcgtgcataggcaaagaag 55 NRP1, 

NM_003873 1728 
SalI, gcatatGTCGACgaacattttgtaacactgcctttac 51 
XhoI, gcatatCTCGAGgcatgaactttggtctgtagg 48 NTN4, 

NM_021229 719 
SalI, gcatatGTCGACttattcatatggcactgtgttcatg 53 
XhoI, gcatatCTCGAGcattaagatggatagcacataatggcac 58 NTN4full, 

NM_021229 1208 
SalI, gcatatGTCGACgcaagtccacaggacttcagag 59 
SacI, gcatatGAGCTCaagatgtcacctgtggaacat 55 PTN, 

NM_002825 688 
XbaI, gcatatTCTAGAcagcatcaccttgatttattttcctag 56 
SacI, gcatatGAGCTCggagctgagaacggaagc 56 STAT3, 

NM_003150 685 
XbaI, gcatatTCTAGAccgtgttagccaggatgg 56 
XhoI, gcatatCTCGAGggagctgagaacggaagc 56 STAT3full, 

NM_003150 2420 
SalI, gcatatGTCGACacggttcctatataacgtttatttctgg 57 

Tabelle 5.3: PCR-Primer für die Klonierungen der Teil- oder Gesamt-3´UTRs ausgewählter, potentieller 
miRNA-Zielgene. Angegeben ist das offizielle Gensymbol sowie die Gene-Bank Accession-
Nummer der zugehörigen mRNA. Jeder Primer beginnt mit 6 „on-end“-Basen, die eine spätere 
Restriktion der PCR-Fragmente erleichtern sollen. Direkt anschließend befinden sich die jeweiligen 
Restriktionsschnittstellen (grau unterlegt). Die mit der Matrizen-DNA hybridisierenden 
Primerbereiche sind fett gekennzeichnet und ausschlaggebend für die berechneten 
Schmelztemperaturen (Tm). Als Matrize wurde genomische DNA verwendet. Einzige Ausnahme 
hiervon stellt die 3’UTR von EPHA4 dar, bei deren Amplifizierung wegen eines Introns innerhalb 
der 3’UTR cDNA als Matrize eingesetzt werden musste. 
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3'UTR 
Fragment Primername Sequenz 5'->3' Tm (°C) 

CRIM1SeqPrimer1 tgatgtgagcactggagc 55 
CRIM1SeqPrimer2 ggcagataaacaggcattcc 55 CRIM1 
CRIM1SeqPrimer3 aaacagcccttagcacttttatac 55 
EPHA4 Seq.Primer1 gacactgatgaaacaacacccatacc 60 EPHA4 
EPHA4 Seq.Primer2 ggagttagctgcatattaattactgtagaac 57 
MECP2_1 SeqPrimer1 gagagggattcctaatcactcagagc 60 MECP2_1 
MECP2_1 SeqPrimer2 ccattccagaagagacaaacacgg 59 
MECP2_2 SeqPrimer1 ctgtctgctggtcacttcttctg 59 MECP2_2 
MECP2_2 SeqPrimer2 ctctggaacaattactttaaacatagttac 55 
NBEASeqPrimer1 tgcatcccatttccagc 53 NBEA 
NBEASeqPrimer2 attcagccctaccctgc 55 

NEUROD1 NEUROD1UTRSeqPrimer acttgttacctttcccatgctg 57 
NPTX1 NPTX1 SeqPrimer1 gacccacccatggtgccag 62 

STAT3-full seqPrimer1 aaacactgtatcagcatagcctttctg 59 STAT3full STAT3-full seqPrimer2 gtgcttacaaccttgactccc 57 
pmirGLO 5'-SeqPrimer gcaagatccgcgagattctc 57 pmirGLO  
pmirGLO 3'-SeqPrimer ttattgctcagcggtggcag 59 

Tabelle 5.4: Sequenzier-Primer zur Überprüfung der Klonierungen. Alle Konstrukte für die keine Primer 
aufgelistet sind, wurden mit den pmirGLO-Sequenzierprimern überprüft. Die Tm bezeichnet die 
Schmelztemperatur der Primer. 

 

5.1.7.2 LNA-Oligonukleotide 

Alle LNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Exiqon bezogen. 

Sonde Sequenz 5-> 3' Tm / THyb 

LNA-hsa-miR-16-Sonde cgCcaAtaTttAcgTgcTgcTa 74°C / 50°C 

LNA-hsa-miR-24-Sonde ctGttCctGctGaaCtgAgcCa 80°C / 55°C 

LNA-hsa-miR-222-Sonde acCcaGtaGccAgaTgtAgcT 78°C / 50°C 

LNA-U6 gcAggGgcCatGctAatCttCtcTgtAtc 80°C / 55°C 

hsa-mir16rev tagcagcacgtaaatattggcg (55°C) 

Tabelle 5.5: LNA-Oligonukleotide wurden als Sonden für die miRNA-Detektion beim EDC-Northernblot 
verwendet. Jede dritte Base, in Großbuchstaben dargestellt, steht jeweils für ein LNA-Nukleotide. 
Das Oligonukleotid hsa-mir16rev wurde als Größenstandard im Northernblot verwendet 
(vergleiche Abschnit 5.2.1.9). 

 

5.1.7.3 MicroRNA-Mimics 

Bei den microRNA-Mimics handelt es sich um kommerziell erhältliche, doppelsträngige, 

chemisch modifizierte RNA-Moleküle, die einzelne miRNAs in der Zelle simulieren sollen und 

direkt in den RISC aufgenommen werden können. Chemische Modifizierungen erhöhen die 

Stabilität der Mimics innerhalb der Zelle und verursachen die präferentielle Aufnahme der 

eigentlichen Mimic in den RISC, anstatt des unerwünschten Gegenstranges. Die Mimics 
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wurden bei Dharmacon/Thermo Fisher bezogen. Zusätzlich kam die ON-TARGET plus Non-

targeting siRNA #1 (n.t.siRNA) als Negativkontrolle zum Einsatz. Die im 

Auslieferungszustand lyophilisierten Oligonukleotide wurden in 1x siRNA-Puffer auf eine 

Konzentration von 20 pmol/µl gebracht, aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

microRNA Mimic Sequenz der microRNA-Mimic 5'->3' 

hsa-miR-17 caaagugcuuacagugcagguag 

hsa-miR-18a uaaggugcaucuagugcagauag 

hsa-miR-19a ugugcaaaucuaugcaaaacuga 

hsa-miR-20a uaaagugcuuauagugcagguag 

hsa-miR-106b uaaagugcugacagugcagau 

hsa-miR-130a caggcaauguuaaaagggcau 

hsa-miR-137 uuauugcuuaagaauacgcguag 

hsa-miR-138 agcugguguugugaaucaggccg 

hsa-miR-218 uugugcuugaucuaaccaugu 

hsa-miR-335 ucaagagcaauaacgaaaaaugu 

Tabelle 5.6: Verwendete miRIDIAN microRNA-Mimics. 

 

5.1.8 Enzyme 

Restriktionsendonukleasen:  

XbaI, SacI, XhoI, SalI (Fermentas, St.Leo-Rot) 

NotI (Invitrogen, Karlsruhe), je 10 U/µl 

 

Weitere Enzyme:  

Alkalische Kälberdarm-Phosphatase (CIAP, Invitrogen, Karlsruhe),  

T4-Polynukleotid-Kinase (Promega, Mannheim), 

M-MLV reverse Transkriptase (Promega, Mannheim),  

T4-DNA-Ligase (Fermentas, St.Leo-Rot), 

Pfu-Polymerase (Fermentas, St.Leo-Rot) 
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5.1.9 Kommerzielle Kits 

Kit Vertreiber 
Qiagen Long Range PCR Kit Qiagen 

Taq PCR Core Kit Qiagen 

QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
mirVana™ microRNA Isolation Kit Ambion 

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems 

TaqMan® Array Human MicroRNA A bzw. B Cards, v2.0 Applied Biosystems 

TaqMan® Gene Expression MasterMix Applied Biosystems 

TaqMan® PreAmp MasterMix Applied Biosystems 

Megaplex™ PreAmp Primers, Human Pool A bzw. B, v2.1 Applied Biosystems 

Megaplex™ RT Primers, Human Pool A bzw. B, v2.1 Applied Biosystems 

TaqMan® microRNA rev. Transkription Kit Applied Biosystems 

RT² First Strand Kit (C-03) SA Biosciences/Qiagen 

RT² pPCR SYBR Green/Rox MasterMix (PA-012-12) SA Biosciences/Qiagen 
Human Neurogenesis and Neural Stem Cell RT² Profiler™ 
(PAHS-404C-12) SA Biosciences/Qiagen 

Tabelle 5.7: In dieser Arbeit verwendete Kits. 

 

5.1.10 Bakterienstamm 

Der in dieser Arbeit verwendeter E.coli Bakterienstamm wurden zur Amplifikation von 

Plasmid-DNA verwendet. 

E.coli 
Stamm Genotyp Bezugsquelle 

SURE 
(Kanr) endA1 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 uvrC 

e14- (mcrA-) Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 [F' proAB lacIq ZΔM15 Tn10 

(Tetr)] supE44 

Stratagene 

Tabelle 5.8: In dieser Arbeit verwendeter Bakterienstamm. 
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5.1.11 Humane Zelllinien 

Zelllinie Verwendungszweck 
HEK293T Validierung der Interaktion zwischen microRNA und Zielgenen 

USSC SA 5/03 Neurale Differenzierung, microRNA Expressionsprofile und funktionale 
Analysen 

USSC SA 5/73 Neurale Differenzierung, microRNA & cDNA Expressionsprofile 

USSC SA 8/25 Neurale Differenzierung, microRNA Expressionsprofile 

Tabelle 5.9: In dieser Arbeit verwendete humane Zelllinien und deren Verwendungszweck. 

5.1.12 Verwendete Antibiotika 

Zelllinie Arbeitskonzentration 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
Ampicillin 100 µg/ml 
Tetracyclin 12,5µg/ml 
Kanamycin 30µg/ml 

Tabelle 5.10: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika und deren Arbeitskonzentrationen. 

5.1.13 Datenbanken und Software 

Online-Datenbanken: 

Blast: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed 
OMIM: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM 
TargetScan: http://www.targetscan.org/ 
PicTar: http://pictar.bio.nyu.edu/ 
MiRanda: http://www.microrna.org/ 
miRBase: http://www.mirbase.org/ 
DIANA LAB: http://diana.cslab.ece.ntua.gr/ 
miRGen: http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/ 
mirWalk http://www.ma.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/ 
DAVID bioinformatic resources http://david.abcc.ncifcrf.gov/ 

 

Software: 

• SDS 2.3 (Applied Biosystems, USA),  

• ApE (A plasmid Editor, Version 1.17, M. Wayne Davis),  

• Chromas lite (Version 2.01, Technelysium Pty Ltd),  

• Axio Vision (Release 4.7, Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH) 

• RT² Profiler PCR Array Data Analysis Software (Version 3.4, 

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) 
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5.2 Methoden 

5.2.1 Molekularbiologische Methoden 

5.2.1.1 RNA-Isolierung mittels mirVana Kit 

Die Extraktion von kurzer und langer RNA aus USSC erfolgte mittels mirVana microRNA 

Isolation Kit (Ambion). Dieses Kit erlaubt die Isolation und Trennung kleiner RNA-Fraktionen 

(≤ 200 Nukleotide) von längeren (≥ 200 Nukleotide). 

Die Lyse der Zellen erfolgte direkt auf den Kulturplatten. Je 24-Well wurden 75 µl 

Lyse/Bindepuffer eingesetzt. Nach 10-minütiger Inkubation des Lysats mit 1/10 Volumen 

microRNA Homogenat Additive auf Eis erfolgte die Isolierung der RNA-Fraktionen durch 

Zugabe von einem Lysat-Volumen saurem Phenol. Zur Phasentrennung wurde das Gemisch 

ca. 5 min bei 18.000 x g zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde vorsichtig 

abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. 

Isolierung der langen RNA-Fraktion 

Zur wässrigen Phase wurde 1/3 Volumen 100% Ethanol gegeben und kräftig durchgemischt. 

Das RNA-Gemisch wurde auf die Säule gegeben und für 15 Sekunden bei 10.000 x g 

zentrifugiert. Dies führte zur Trennung der kleinen RNA-Fraktion von der Rest-RNA. 

Während die lange RNA-Fraktion an der Säule gebunden bleibt, befand sich die kleine RNA-

Fraktion im Durchfluss und lagerte bis zur späteren Aufarbeitung auf Eis. Durch Zugabe von 

700 µl Wash Solution 1, gefolgt von 2x 500 µl Wash Solution 2/3 und jeweils einer 

Zentrifugation, wurde die auf der Säule gebundene lange RNA-Fraktion gewaschen. Durch 

1-minütige Zentrifugation bei 10.000 x g wurde die Säule getrocknet, anschließend erfolgte 

die Elution der langen RNA durch Zugabe von 100 µl, 95°C heißer Elution Solution und 

abschließender Zentrifugation. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

Isolierung der kurzen RNA-Fraktion  

Das kurze-RNA-haltige, auf Eis gelagerte Filtrat aus dem ersten Isolationsschritt wurde mit 

2/3 Volumen 100% Ethanol versetzt und einige Sekunden durchgemischt. Das Gemisch 

wurde auf eine neue Säule gegeben und 15 Sekunden bei 10.000 x g zentrifugiert. Die 

Waschungen, Elution und Lagerung der aufgereinigten kurzen RNA-Fraktion erfolgt wie im 

obigen Abschnitt. 

Es folgte eine Konzentrationsbestimmung beider RNA-Fraktionen am NanoDrop (siehe 

Abschnitt 5.2.1.4), sowie die Integritätsprüfung der kurzen RNA-Fraktion mittels 

denaturierender PAGE, mit anschließender Silberfärbung. 
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5.2.1.2 Total-RNA-Isolierung mittels Qiagen RNeasy-Mini Kit  

Zunächst wurden die USSC mit Kulturmedium gewaschen, anschließend das Medium 

möglichst restlos abgesaugt. Je 24-Well wurden 100 µl RLT-Puffer für die Lyse der Zellen 

eingesetzt und das Lysat nach kurzer Inkubation in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt. Bei den eingesetzten Zellmengen (maximal 3x105 Zellen/Well) waren keine 

gesonderten Homogenisierungsschritte notwendig. Die Extraktion von total-RNA aus USSC 

erfolgte gemäß Herstellerangaben mittels Qiagen RNeasy-Mini Kit, inklusive 15 minütigem 

DNase-Verdau des noch auf der Säule gebundenen Materials. Die total-RNA wurde mit 30–

50 µl RNase-freiem Wasser eluiert (1 min, 8000 x g) und bei -80°C aufbewahrt. 

5.2.1.3 Aufreinigung von DNA mittels Phenolextraktion und Ethanol-Fällung 

Die aufzureinigende DNA wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und 

gegebenenfalls mit 1x TE auf ein Volumen von 100 µl aufgefüllt. Ein Volumen PCI-Lösung 

wurde zugegeben und einige Sekunden lang kräftig durchmischt. Zur Phasentrennung wurde 

10 min bei 18.000 x g zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde vorsichtig und ohne 

Berührung der Protein-Interphase abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefäß 

überführt. Zur wässrigen Phase wurden nun 1/20 Volumen 5 M NaCl und 3 Volumina 

eisgekühlter Ethanol zugegeben und kräftig durchmischt. Das Präzipitat wurde 20 min bei 

18.000 x g und 4°C sedimentiert, der Überstand wurde verworfen. Es folgten ein bis zwei 

Waschschritte mit 70%igem Ethanol und je 2 min Zentrifugation bei 4°C und 18.000 x g. Ein 

weiterer Waschschritt erfolgte mit 100%igem Ethanol. Nach abschließender Zentrifugation 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet getrocknet. 

Nun wurde die DNA in einem geeigneten Volumen 1x TE-Puffer aufgenommen und 

anschließend 10 min bei 68°C gelöst. Die Lagerung gelöster DNA erfolgte bei -20°C. 

PCI-Lösung:  1x TE-Puffer: 

25 Teile  Phenol (pH ≥ 7,8)  10 mM  Tris base (pH 7,5) 
24 Teile  Chloroform  0,1 mM  EDTA 
1 Teil  Isoamylalkohol  vor Gebrauch 20 min bei 121°C autoklavieren 
 

5.2.1.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration von DNA- und RNA-Proben wurde photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 260 nm ermittelt, wobei eine Absorption von 1.0 bei einer Schichtdicke der Küvette von 

1 cm einer Konzentration von 50 μg doppelsträngiger DNA x ml-1, 33 µg einzelsträngiger 

DNA x ml-1 und 40 μg einzelsträngiger RNA x ml-1 entspricht. Zur Bestimmung der Protein-

Verunreinigung der Probe, wurde eine gleichzeitige Messung der Absorption bei einer 

Wellenlänge von 280 nm vorgenommen. Der Quotient der Absorptionen 260 nm/ 280 nm der 
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DNA bzw. RNA ergibt den Grad der Reinheit, welcher zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte, 

wobei 2,0 der absoluten Reinheit entspricht. 

Um die Nukleinsäure-Konzentration zu messen, wurde zunächst gegen einen Leerwert 

(Lösungsmittel ohne DNA/RNA) normalisiert und dann die Probe in geeigneter Verdünnung 

in am NanoDrop 1000 Spektralphotometer von Thermo Scientific gemessen. Es erlaubt die 

Konzentrationsbestimmung von Proben mit ≥ 1 µl Volumen. 

5.2.1.5 Größenauftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese 

Für die Elektrophorese wurden Flachbettgelkammern eingesetzt. Die Herstellung eines 

Agarosegels erfolgte durch Aufkochen der gewünschten Agarosemenge in 1x TBE-Puffer 

und nachfolgender Zugabe von 3 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) je 100 ml. Das noch flüssige 

Gel wurde in einen Gelschlitten entsprechender Größe gegossen und der Kamm eingesetzt. 

Nach Aushärtung wurde die Gelkammer mit 1x TBE-Puffer aufgefüllt, der Kamm entfernt, die 

Proben vor dem Auftragen mit 5x Ladepuffer versetzt, aufgetragen und Spannung angelegt. 

Die Dauer der Elektrophorese richtete sich nach der angelegten Spannung, sowie der 

Agarose-Konzentration des Gels und dem gewünschten Auftrennungsgrad der Proben. Zur 

Bestimmung der DNA-Fragmentlängen wurde jeweils ein Größenstandard zum Vergleich 

mitgeführt. Die Ergebnisse der Elektrophorese wurden auf einem UV-Transilluminator bei 

302 nm fotographisch dokumentiert. 

 

10x TBE-Puffer: 5x Ladepuffer: 

900 mM  Tris base 50 mM  Tris base (pH 7,5) 
900 mM  Borsäure 25% (v/v)  Glycerin 
20 mM  EDTA 0,025% (w/v)  Bromphenolblau 
   0,025% (w/v)  Xylencyanol 

 

5.2.1.6 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur Integritätsüberprüfung der kleinen RNA-Fraktion wurden je Probe 25 ng mittels 

15%igem, denaturierendem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Der Trennbereich liegt etwa bei 

1-200 Basen. Je 15 ml-Gel wurde nach unten stehendem Rezept Harnstoff eingewogen, 

Acrylamid-Mix und 10x TBE zugegeben und mit A.dest. aufgefüllt. Unter Rühren und 

Erwärmung auf ca. 50°C wurde der Harnstoff gelöst und zum Start der 

Polymerisationsreaktion APS sowie TEMED zugegeben, gut vermischt und rasch in eine 

gereinigte Gel-Kammer gegossen. Unmittelbar vor dem Laden der Proben und nach 

10-minütiger Vorlaufzeit bei 10 mA, mussten die Taschen mit 1x TBE gespült werden, um 

den aus dem Gel diffundierenden Harnstoff zu entfernen. Die Proben wurden 1:1 mit Gel 
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Loding Buffer II (Ambion) versetzt und bei 95°C für mindestens 1 min denaturiert, 

anschließend sofort aufgetragen oder kurzzeitig auf Eis gelagert. 

15 ml PAA-Gel:  

6,5 g  Harnstoff 
5,6 ml  Acrylamid-Mix (40%, Bio-rad) 
1,5 ml  10x TBE 
ad 15 ml H2O 
70 µl  APS 
15 µl  TEMED 

 

5.2.1.7 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur Integritätsüberprüfung von Primern und zur Kontrolle korrekter Hybridisierung der 

miR-137sense- und -antisense-Oligos wurde eine nicht-denaturierende PAGE durchgeführt. 

Das Vorgehen entsprach dem unter Abschnitt 5.2.1.6 beschriebenen Verfahren, mit dem 

Unterschied, dass kein Harnstoff verwendet wurde und der anschließende Nachweis über 

eine 15-minütige Ethidiumbromid-Färbung (30 µg pro 100 ml 1x TBE) erfolgte. 

 
5.2.1.8 Silberfärbung von RNA im Polyacrylamid-Gel 

Als sensitive Nachweismethode für Nukleinsäuren in Polyacrylamid-Gelen wurde die 

Silberfärbung angewendet. Hierfür wurde das Gel zunächst für 15 min in Fixierlösung 

geschwenkt, die nach abgießen für weitere 15 min durch Silbernitrat-Lösung ersetzt wurde. 

Es folgten zwei 5-minütige Waschschritte mit A.dest. Vor dem eigentlichen Entwickeln 

musste das Gel zunächst mit einer kleinen Menge Entwickler-Lösung „gewaschen“ werden, 

um anschließend unter visueller Kontrolle so lange inkubiert zu werden bis die Banden eine 

geeignete Intensität erreicht hatten. Eine zusätzliche Lichtquelle kann den Färbevorgang 

beschleunigen. Zuletzt wurden die Gele für ca. 10 min in der Stopp-Lösung geschwenkt und 

zu Dokumentationszwecken eingescannt. 

 

Fixierer:     Silbernitrat-Lösung: 

10% (v/v) Ethanol   0,19% (w/v) AgNO3 
0,5% (v/v) CH3COOH 
 
Entwickler:     Stopp-Lösung: 

1,5% (w/v) NaOH   0,75%(w/v) Na2CO3 
0,5% (v/v) CH2O 
0,008% (w/v) NaBH4 
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5.2.1.9 EDC/LNA-Northernblot 

Bei der hier beschriebenen Variante wurden gegenüber einem klassischen Northernblot 

mehrere Modifikationen nach [213] und [214] integriert um einen möglichst sensitiven 

microRNA-Nachweis zu ermöglichen. Durch chemisches kreuzvernetzen der RNA auf einer 

Nylon-Membran mittels 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC), werden 

Verluste selbiger durch unvollständige UV-Quervernetzung, sowie Schädigungen der RNA 

durch UV-Bestrahlung verhindert, die ihrerseits zur Abschwächung der Sondenhybridisierung 

führen würden. Dies ist gerade für durchschnittlich 22 Basen lange microRNAs von 

entscheidender Bedeutung, da bereits eine einzige beschädigte/quervernetzte Base die 

Sondenhybridisierung deutlich beeinträchtigen kann [213]. Beim EDC-vermittelten Vernetzen 

wird das 5‘-terminale Phosphat der RNA auf einer Nylon-Membran immobilisiert, woraus eine 

verbesserte Zugänglichkeit für die komplementäre Sonde resultiert. Um die Sensitivität 

weiter zu erhöhen, wurden 5‘-radioaktiv markierte LNA-(„locked nucleic acid“)-haltige Sonden 

zur Detektion gewünschter microRNAs verwendet. Bei diesen speziellen Sonden handelt es 

sich um DNA-Oligonukleotide, deren jede dritte Base durch ein LNA-Nukleotid ersetzt wurde. 

LNAs stellen eine neue Klasse bizyklischer RNA-Analoga dar, deren Ribose-Ring am C2- 

und C4-Atom innerhalb des Zucker/Phosphat-Rückgrats, über eine 2‘-O,4‘-C-Methylen-

brücke verbunden ist. Dadurch ist die Ribose in der 3‘-endo-Konformation fixiert und 

hybridisiert zu deutlich thermostabileren Doppel-Helices als gewöhnliche RNA- oder DNA-

Sonden. Man rechnet zwischen 1-8°C erhöhter Schmelztemperatur pro insertiertem LNA-

Nukleotid gegenüber komplementärer DNA und zwischen 2-10°C gegenüber 

komplementärer RNA. Dabei wird nicht nur die Sensitivität der Hybridisation erhöht, sondern 

gleichzeitig auch deren Spezifität [215,216]. 

PAGE und Elektroblot 

Zunächst wurden die RNA-Proben (50-500 ng kleine RNA Fraktion, Abschnitt 5.2.1.1) über 

ein denaturierendes, 15%iges PAA-Gel im MOPS-Puffersystem (wie Abschnitt 5.2.1.6, 

nurmit MOPS-Puffer anstelle von TBE), aufgetrennt. Tris-haltige Puffer wurden vermieden, 

da sie den EDC-vermittelten Vernetzungs-Schritt beeinflussen könnten. Die Proben wurden 

mit Probenpuffer versetzt (Gel Loading Buffer II, Ambion), 5 min bei 95°C denaturiert und 

anschließend in die gespülten Geltaschen überführt. Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS 

bei 12 mA bis der gewünschte Auftrennungsgrad erreicht wurde (Blaumarker ca. 1 cm vor 

unterem Gel-Ende). Als Größenreferenz wurde ein synthetisches miR-16-DNA-Oligo 

(hsa-miR16rev) verwendet. 

10x MOPS-Puffer: 

200 mM MOPS 
mit NaOH auf pH 7 einstellen 
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Zum Blotten wurde das Gel auf eine Hybond-NX-Membran (Amersham/Pharmacia) platziert, 

welche vorher mit destiliertem Wasser angefeuchtet wurde. Je drei Lagen befeuchtetes 3MM 

Whatman Filterpapier wurden als Sandwich um Gel und Membran gelegt und in der 

Blotkammer platziert. Mit einer serologischen Pipette wurden Luftblasen und überschüssige 

Flüssigkeit aus dem 6,5 x 8,5 cm großen Sandwich herausgedrückt. Der Transfer der RNA 

erfolgte unter Kühlung 1,5 h bei 20 V. 

EDC-vermittelte Vernetzung der RNA 

Während des Blottens wurde die EDC-Lösung unmittelbar vor ihrer Anwendung hergestellt. 

Zunächst wurde eine 0,13 M 1-Methylimidazole/ HCl-Lösung (pH 8) vorbereitet und darin das 

EDC zu einer Endkonzentration von 0,16 M gelöst. Eine Lage Whatman-Filterpapier, die 

größer als die Membran war, wurde mit der EDC-Lösung getränkt, die Membran mittig 

aufgelegt (RNA-Seite nach oben) und Luftblasen-frei in Folie eingeschweißt. Es folgten 2 h 

Inkubation bei 55°C. Anschließend wurde die Membran mit DEPC-H2O gespült und sofort 

prehybridisiert oder trocken und geschützt aufbewahrt. 

0,13 M 1-Methylimidazole:      0,16 M EDC-Lösung: 
490 µl 1-Methylimidazole (12,5 M) 0,373 g EDC 
ad 40 ml DEPC-H2O       10 ml 0,13 M 1-Methylimidazole 
mit HCl auf pH 8 einstellen (ca. 100 µl, 25% HCl)   ad 12 ml mit DEPC-H2O 
 

Markierung der LNA-Sonden 

Für den sensitiven Nachweis von microRNAs wurden die Sonden für den EDC/ LNA-

Northernblot 1 h bei 37°C, mit [�32P]ATP 5‘-endmarkiert. Anschließend wurden die Sonden 

mittels QIAquick Nukleotide Removal Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit 100 µl 

EB eluiert. Je Sonde wurde 1 µl des Eluates im Scintillationszähler gemessen. 

Markierung der Sonden:  
0,5 µl  Sonde (100 pmol/ µl) 
1 µl  5x forward Puffer (Invitrogen) 
1 µl  T4 Polynukleotid-Kinase (10 U/ µl, Invitrogen) 
2,5 µl [�32P]ATP [370 MBq (10 mCi)/ ml] 
1 h Inkubation bei 37°C 
 

Hybridisation 

Je Membran wurden zu 6 ml Hybridisations-Lösung 600 µl 50x Denhards-Lösung und 30 µl 

gescherter und bei 95°C denaturierter Lachssperma-DNA (10 mg/ml) zugegeben. Die 

Membranen wurden bei Hybridisierungs-Temperatur (siehe Tabelle 5.5, Thyb) 1 h 

prehybridisiert. Anschließend wurde für die Hybridisierung der U6-Sonde 

7500 CPM/Membran eingesetzt, pro miRNA-Sonde wurden 3 Mio CPM/Membran verwendet 
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(zuvor jeweils für 1 min bei 95°C denaturiert). Die Hybridisation erfolgte über Nacht (ca. 16 h) 

bei THyb. 

Hybridisierungs-Lösung:      20x SSC: 
7,5 ml 20x SSC      3 M NaCl 
3 ml 10% SDS      0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 
18 ml DEPC-H2O      pH 7,0 mit HCl einstellen 
0,6 ml Na2HPO4 (1 M) 
0,6 ml 50 x Denhard’s je 6 ml Lösung 
30 µl Lachssperma-DNA je 6 ml Lösung 
 
10% SDS:        1M Na2HPO4-Lösung:  
50 g SDS        7,1 g Na2HPO4 
ad 500 ml mit DEPC-H2O.      ad 40 ml mit DEPC-H2O 
         pH 7,2 mit Phosphorsäure einstellen 
         ad 50 ml mit DEPC-H2O 

Waschen und Phospho-Imaging 

Um unspezifische Signale zu entfernen bzw. zu reduzieren wurden die Membranen nach 

erfolgter Hybridisation drei Waschschritten bei THyb unterzogen: 2x wurde für 10 min mit WP1 

gewaschen, anschließend 1x für 10 min mit dem stringenteren WP2. Anschließend wurden 

die Membranen mit Whatman-Filterpapier abgelöscht, in Klarsichtfolie eingeschlagen, in die 

Phospho-Imaging-Kassette gelegt und eine Phospho-Imaging-Platte aufgelegt. Die 

Expositionszeit richtete sich nach der Intensität der Strahlung, das Ergebnis konnte am 

Multiplex Bio-Imaging System FLA700 ausgelesen werden. 

WP1:     WP2: 
5x  SSC  1x SSC 
1%  SDS  1% SDS 
in DEPC-H2O  in DEPC-H2O 
 

5.2.1.10 PCR - Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [217] ist eine Methode zur Amplifizierung und 

Modifikation definierter DNA-Fragmente in vitro. 

Die Reaktion verläuft typischerweise in drei aufeinanderfolgenden Schritten: Zunächst wird 

die DNA durch Erhitzen (üblicherweise bei 94°C) denaturiert, sodass sie in Einzelsträngen 

vorliegt. Anschließend wird die Temperatur abgesenkt um ein Hybridisieren der Primer an 

die DNA- Einzelstränge zu ermöglichen („Annealing“). Die optimale Temperatur hierfür ergibt 

sich aus unter anderem den Schmelztemperaturen (Tm) der Primer und ist für jedes 

Primerpaar individuell zu ermitteln. Der letzte Schritt, die eigentliche Amplifikation 

(„Elongation“), erfolgt bei optimaler Arbeitstemperatur der eingesetzten Polymerase (zumeist 

zwischen 68 und 72°C), dabei werden an die Matrizen-DNA hybridisierte Primer verlängert 

und dadurch der von ihnen flankierte Bereich amplifiziert. Diese Abfolge wird zwischen 20- 
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und 40-mal wiederholt. In einer optimalen PCR verdoppelt sich die Anzahl der Amplifikate bei 

jedem Zyklus und es ergibt sich somit ein exponentieller Anstieg der DNA-Menge.  

In der vorliegenden Arbeit wurde für PCRs ein 10:1 Taq/Pfu-Gemisch eingesetzt, zur 

Amplifizierung längerer Fragmente (> 1 kb) kam das Qiagen Long Range PCR Kit zum 

Einsatz. 

________________________________________________________________________________________ 

Reaktionsansatz Taq/Pfu, 50 µl: PCR-Programm: 

2 µl  Template-DNA(ca. 100 ng/µl) 5 min  94°C - initiale Denaturierung 
5 µl  10 x Reaktionspuffer 
1 µl  dNTPs (10 mM) 30 sec  94°C 
0,5 µl  Taq (5 U/µl) 30 sec  Primer-abhängig 
0,05 µl  Pfu (5 U/µl)  90 sec*  72°C  
1 µl  5’-Primer (100 pmol/µl) 
1 µl  3’-Primer (100 pmol/µl) 7 min 72°C - finale Elongation 
ad 50 µl mit Nuklease-freiem A.dest. 

________________________________________________________________________________________ 

Reaktionsansatz Long Range Kit, 50 µl: PCR-Programm: 

2 µl  Template-DNA (ca. 100 ng/µl) 3 min  94°C - initiale Denaturierung 
5 µl  10 x Reaktionspuffer 
2,5 µl  dNTPs (10 mM) 15 sec  94°C 
0,4 µl  Enzym-Mix (5 U/µl) 30 sec  Primer-abhängig 
0,5 µl  5’-Primer (100 pmol/µl) 1,5-3,5 min*  68°C 
0,5 µl  3’-Primer (100 pmol/µl) 
ad 50 µl mit Nuklease-freiem A.dest. 7 min 68°C - finale Elongation 

________________________________________________________________________________________ 
 

Bei allen PCRs wurde ein „manueller Hot-Start“ durchgeführt: erst zu den fertigen, bereits auf 

94°C erhitzten PCR-Reaktionen, wurden die Polymerasen zugegeben. Die Annealing-

Temperatur wurde abhängig von den Tm der Primerpaare eingestellt und bewegte sich 

zwischen 58°C und 62°C. Das Inkrement (*) steht für eine Verlängerung der Elongationszeit 

je PCR-Zyklus um 10 sec. Als Template wurde für die 3’UTR von EPHA4 cDNA eingesetzt 

(siehe Abschnitt 5.2.1.14), für alle übrigen 3’UTRs wurde genomische DNA aus USSC 

verwendet. 

Zur Überprüfung der PCR-Produkte wurde 1/20 Volumen je Reaktion über ein 0,6-1%iges 

Agarosegel (siehe Abschnitt 5.2.1.5) aufgetrennt und fotographisch dokumentiert. Bei 

erfolgreicher Amplifikation der gewünschten 3’UTR-Fragmente wurde der PCR-Ansatz zur 

weiteren Verarbeitung mittels Phenolextraktion und Ethanolfällung gereinigt (Abschnitt 

5.2.1.3). 

}} 35 Zyklen

} 
35 Zyklen
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5.2.1.11 Restriktion der PCR-Produkte und Kontroll-Ligation 

Um doppelsträngige DNA in definierte Fragmente zu zerlegen, verwendet man bakterielle 

Restriktionsendonukleasen. Die Erkennungssequenz von Restriktionsendonukleasen besteht 

meist aus einer palindromischen Sequenz von vier, sechs oder acht Basenpaaren. Je nach 

Enzym entstehen 3’- bzw. 5’-überhängende Enden („sticky ends“) oder solche mit glatter 

Schnittkante („blunt ends“). 

Die amplifizierten und aufgereinigten 3’UTR-Fragmente wurden für die spätere Klonierung in 

den Vektor pmirGLO mit den Enzymen SacI/XbaI bzw. XhoI/SalI geschnitten. Die PCR-

Produkte wurden im Verhältnis 5 U Enzym/1 µg DNA in die Restriktion eingesetzt. 

Doppelverdau SacI/XbaI: Doppelverdau XhoI/SalI: 

5 µg  PCR-Produkt 5 µg  PCR-Produkt 
25 U  SacI  25 U XhoI 
25 U  XbaI  25 U SalI 
5 µl  10 x Tango-Puffer (Fermentas) 10 µl  10 x Tango-Puffer (Fermentas) 
ad 50 µl mit A.dest. ad 50 µl mit A.dest. 
Verdau 16 h, bei 37°C Verdau 16 h, bei 37°C 
 

Nach erfolgreicher Restriktion folgte eine weitere Phenolextraktion mit anschließender 

Ethanolfällung. Die nun geschnittenen und aufgereinigten Inserts wurden jeweils zwei 

Stunden bei 20°C mit sich selbst ligiert um die Effizienz der vorangegangenen Restriktion 

einschätzen zu können. Nach einer 10-minütigen Inkubation der Proben bei 68°C folgte die 

Agarose-Gelelektrophorese der gesamten Kontroll-Ligationsansätze. War die Restriktion 

erfolgreich und vollständig, so erscheint im Gel eine Leiter aus den entstandenen 

Konkatemeren. 

Reaktionsansatz: 

2 µl Insert-DNA (100 – 300 ng) 
1 µl 10 x Ligase-Puffer  
1 µl T4 DNA Ligase (5 U/ µl) 
ad 10 µl mit A.dest. 
Verdau 2 h, bei 37°C 

 

5.2.1.12 Kolonie-PCR 

Mit Ligationsansätzen transformierte Bakterienkulturen können mit Hilfe einer Kolonie-PCR 

auf gewünschte Klonierungsergebnisse hin getestet werden. Hierfür wurden zunächst so 

viele Wells einer 96-Well-PCR-Platte mit je 10 µl A.dest. befüllt, wie Kolonien getestet 

werden sollten. Gleichzeitig wurden auf einer 96-Well-Bakterienkultur-Platte ebenso viele 

Wells mit je 300 µl Antibiotikum-haltigem LB-Medium (siehe Abschnitt 5.2.1.17) belegt. Dann 

wurde eine einzelne Kolonie von der Agar-Platte mit einer sterilen Pipettenspitze 
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aufgenommen und zunächst in einem Well der PCR-Platte abgestrichen und anschließend 

das korrespondierende Well auf der Kulturplatte beimpft. Während die Kolonien im A.dest. 

für 10 min bei 95°C aufgeschlossen wurden, wuchsen die zugehörigen Klone auf der 

Kulturplatte über Nacht bei 37°C heran. Zu den 10 µl Bakterien-Lysat wurden je 15 µl PCR-

Master-Mix zugegeben: 

Reaktionsansatz Taq, 25 µl: PCR-Programm: 

2,5 µl  10 x Reaktionspuffer 5 min  94°C - initiale Denaturierung 
0,5 µl  dNTPs (10 mM)     
0,13 µl Taq (5 U/µl) 30 sec  94°C 
0,25 µl 5’-Primer (100 pmol/µl) 30 sec  58°C 
0,25 µl 3’-Primer (100 pmol/µl) 90 sec*  72°C 
11,37 µl  Nuklease-freies A.dest.  
    7 min 72°C - finale Elongation 

 

Die Primer wurden so gewählt, dass sie das gewünschte Konstrukt im Vektor umspannten. 

In dieser Arbeit werden hierfür die pmirGLO-Sequenzierprimer (siehe Tabelle 5.4) 

eingesetzt. Die Fragmente wurden nach erfolgter PCR-Reaktion über ein Agarosegel 

aufgetrennt und aus den Übernachtkulturen konnten Klone mit passenden Insertlängen für 

Mini-Präparationen angeimpft werden. 

5.2.1.13 Hybridisierung der miR-137match-Oligonukleotide 

Die pmirGLO/miR-137sense und -antisense Oligonukleotide wurden zunächst in einem 

geeigneten Volumen 1x TE gelöst um eine Konzentration von 100 pmol/µl zu erhalten. 

Anschließend wurden je 200 pmol der Oligos gemischt und mit 1x TE auf 15 µl aufgefüllt. 

Anschließend wurde das Gemisch auf 95°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur 

abgekühlt. Hierdurch wurde eine behutsame Hybridisierung, mit möglichst wenigen 

Fehlpaarungen, ermöglicht. Je 300 ng der einzel- und doppelsträngigen Oligonukleotide 

wurden zur Überprüfung der Hybridisation auf einem 15%igen PAA-Gel (siehe Abschnitt 

5.2.1.7) aufgetrennt. 

5.2.1.14 cDNA-Synthese für Klonierung 

Nach Herstellerangaben wurden 2 µg fetal human brain total-RNA (Clontech) mit der 

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT, Promega) 

umgeschrieben und bei -20°C gelagert. Die resultierende cDNA diente als Template für die 

3’UTR-Klonierung von EPHA4. 

35 Zyklen} 
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5.2.1.15 Vektor-Präparation für Klonierung 

Vektor-Restriktion 

Der Vektor pmirGLO wurde im präparativen Maßstab mit SacI/XbaI sowie XhoI/SalI 

geschnitten. Der Vektor-Restriktion folgte immer eine Phenolextraktion mit Ethanolfällung. 

Alle Restriktionen wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (0,8%iges Gel) auf Voll-

ständigkeit überprüft. 

Reaktionsansatz SacI/XbaI: Reaktionsansatz XhoI/SalI: 

30 µg  pmirGLO 30 µg  pmirGLO 
60 U  SacI 60 U  XhoI 
60 U  XbaI 60 U  SalI 
12 µl   10x Tango-Puffer (Fermentas) 24 µl  10x Tango-Puffer (Fermentas) 
ad 120 µl mit A.dest. ad 120 µl mit A.dest. 
Verdau 3 h, 37°C  Verdau 3 h, 37°C 

 

Dephosphorylierung der geschnittenen Vektor-DNA 

Um eine Konkatemerisierung durch Ligation der geschnittenen Vektoren zu verhindern,  

wurde die alkalische Phosphatase (CIAP) eine Stunde lang bei 37°C zur Dephosphorylierung 

der Vektor-DNA eingesetzt. Da die CIAP im Überschuss eingesetzt wurde, musste bei 

3‘-überhängenden Enden (durch SacI produziert, Dephosphorylierung weniger effizient) 

keine Inkubation der Reaktion bei 50°C erfolgen. Für die weitere Verwendung der 

geschnittenen Vektoren wurde eine Phenolextraktion mit anschließender Ethanolfällung 

vorgenommen. 

Reaktionsansatz: 

20 µg pmirGLO (geschnitten) 
1 µl  CIAP (20 U/µl) 
4 µl  10x NEB-Puffer 3 
ad 40 µl mit A.dest. 
Verdau 1 h, 37°C 
 

Kontroll-Ligationen 

Der Erfolg der Dephosphorylierung der beiden mit SacI/XbaI und XhoI/SalI geschnittenen 

Vektoren wurde durch Selbstligation verifiziert. Diese wurde mit dephosphoryliertem und zum 

Vergleich mit nicht-dephosphoryliertem Vektor, zwei Stunden bei 20°C durchgeführt, mit 

anschließender Agarose-Gelelektrophorese der gesamten Ansätze. 

Reaktionsansatz Vektor, dephosphoryliert: Reaktionsansatz Vektor, nicht dephosphoryliert: 

100 ng Vektor-DNA 100 ng Vektor-DNA 
2 µl  10 x Ligationspuffer 2 µl 10 x Ligationspuffer 
5 U  T4-DNA Ligase 5 U T4-DNA Ligase 
ad 20 µl mit A.dest. ad 20 µl mit A.dest. 
Ligation 2 h, 20°C Ligation 2 h, 20°C 
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5.2.1.16 Vektor-Insert-Ligation 

Die Ligation von Vektor und Insert erfolgte für zwei Stunden bei 20°C im stöchiometrischen 

Verhältnis 1:5. Als Kontrolle wurde eine Ligation des Vektors ohne Insert mitgeführt. Die 

Ligationsansätze wurden für die Elektroporation über das QIAquick PCR Purification Kit nach 

Herstellerangaben gereinigt, in 30 µl 1x TE eluiert und nach der Elektroporation bei -20°C 

aufbewahrt. 

Ligationsansatz Vector/ Isert:  Kontroll-Ligationsansatz: 

1 µl Vektor-DNA (200 ng) 1 µl Vektor-DNA (200 ng) 
1 µl Insert-DNA (berechnete Menge) - 
1 µl 5 x Ligationspuffer 1 µl 5 x Ligationspuffe 
1 µl T4-DNA Ligase (5 U/ µl) 1 µl T4-DNA Ligase (5 U/ µl) 
1 µl A.dest.  2 µl A.dest. 
Ligation 2 h, 20°C Ligation 2 h, 20°C 
 

5.2.1.17 Herstellung elektrokompetenter E.coli SURE 

Für die Erzeugung elektrokompetenter E.coli SURE wurde zunächst ein 

Verdünnungsausstrich des Original-Stammes auf einer Kanamycin/Tetracyclin-haltigen 

Agarplatte angefertigt. Nach 16-stündiger Inkubation bei 37°C, wurde eine Einzelkolonie in 

20 ml Kanamycin/Tetracyclin-haltiges LB-Medium überführt und weitere 16 h bei 37°C und 

220 r x min-1 inkubiert. 10 ml dieser Vorkultur wurden in einen Liter vorgewärmtem LB-

Medium (Kanamycin/Tetracyclin-haltig) überführt und bei 37°C und 220 r x min-1 bis zu einer 

OD600 von 0,4 bis 0,6 kultiviert. Es folgte eine einstündige Inkubation der Kultur auf Eis, 

gefolgt von einer Sedimentierung bei 4°C und 5000 x g, für 15 min. Das Bakteriensediment 

wurde nun in einem Liter eisgekühltem, 10%igem Glycerin aufgenommen, resuspendiert und 

erneut für 15 min bei 4°C und 5000 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zwei Mal mit 

500 ml und 20 ml 10% Glycerin wiederholt und die Bakterien zuletzt in einem Volumen von 

3 ml letztmalig resuspendiert. Anschließend wurden die E.coli in 40 µl-Aliquots in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und in die -80°C-Kühltruhe zur Lagerung überführt. 

LB-Medium:      LB-Agar: 

20 g LB Broth (Invitrogen)  35 g LB-Agar (Invitrogen) 
ad 1 Liter mit A.dest. auffüllen  ad 1 Liter mit A.dest. auffüllen 
bei 20 min bei 121°C autoklavieren  bei 20 min bei 121°C autoklavieren, 
gegebenenfalls mit Antibiotika versetzen  gegebenenfalls mit Antibiotika versetzen 
Lagerung bei RT   Lagerung bei 4°C 
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5.2.1.18 Elektroporation von E.coli SURE 

Die zu transformierende Plasmid-DNA wurde mittels Elektroporation in den E.coli-Stamm 

SURE eingebracht. Hierfür wurden zunächst sterile Elektroporations-Küvetten (Firma 

PeqLab, 2 mm) vorgekühlt. Pro Ansatz wurde ein 40 µl Aliquot elektrokompetenter Zellen 

aufgetaut, mit 0,5-1 µl DNA-Lösung vermischt und in die Küvette überführt. Diese wurde in 

den Schlitten eingesetzt und zwischen die Kontakte des „Pulsers“ geschoben. Es wurde bei 

2500 V, 200 Ω und 25 µF elektroporiert. Die elektroporierten Bakterien wurden in 1 ml LB-

Medium aufgenommen und für 60-90 min bei 37°C inkubiert. In dieser Erholungsphase 

haben die Transformanden die Möglichkeit, die auf der aufgenommenen Plasmid-DNA 

befindlichen Antibiotika-Resistenz-Gene (hier Ampicillin) zu exprimieren. Anschließend 

wurden die Transformations-Ansätze auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen 

und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

5.2.1.19 Plasmidextraktion mittels QIAprep Spin Miniprep Kit 

Für die Analyse von Primärklonen nach Transformation der Vektor-Insert-Ligationen wurden 

Mini-Präparationen entweder direkt oder nach vorheriger Verifikation mittels Kolonie-PCR 

durchgeführt. Von einer LB-Agar-Platte wurde demnach entweder eine Einzelkolonie direkt 

oder die Übernachtkultur des über Kolonie-PCR positive getesteten Klons verwendet um 

3 ml LB-Amp-Medium, in 3,5 cm-Petrischalen, anzuimpfen. Die Kulturen wurden über Nacht 

bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 2 ml dieser Kultur wurden bei 18.000 x g abzentrifugiert 

und die Extraktionen mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Durch Zugabe von 50 µl 1x TE, gefolgt von 1-minütiger Zentrifugation bei 

18.000 x g wurde die Plasmid-DNA von der Säule eluiert. 

5.2.1.20 DNA-Sequenzierung 

Bei der angewendeten Sequenzierungsmethode handelte es sich um eine Variation der 

Strangabbruch-Sequenzierung nach Sanger [218] bei der die Primer-Extension-Reaktion 

mittels einer thermostabilen Polymerase in einem zyklischen Verfahren erfolgt. Die vier, zum 

Strangabbruch führenden Didesoxynukleotide sind hierbei unterschiedlich Fluoreszenz-

markiert und können so in einer gemeinsamen Reaktion verwendet werden.  

Im Vorfeld der Sequenzierung wurden die Plasmide aus den Mini-Präparationen mit NotI  

linearisiert um die Sequenzier-PCR zu erleichtern. In dieser Arbeit wurde das BigDye 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die Reaktions-

produkte wurden anschließend mittels Kapillar-Elektrophorese über eine spezielle Polymer-

Matrix aufgetrennt. Auftrennung und nachfolgende Analyse erfolgte im ABI 3730 DNA 
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Analyser, die Auswertung der erhaltenen Sequenzen wurde mit den Programmen 

Chromas lite und ApE vorgenommen. 

Restriktionsverdau NotI: 

2 µg  Vektor 
5 U   NotI  
2 µl  10x React 3-Puffer (Invitrogen) 
ad 20 µl mit A.dest. 
Verdau 1 h, bei 37°C 
 

Sequenzier-PCR-Ansatz: PCR-Programm: 

100 ng linearisierte Vektor-DNA  1 min,  96°C initiale Denaturierung 
0,5 µl Sequenzier-Primer (10 pmol/µl) 15 sec,  96°C  Denaturierung 
1 µl 10x Reaktionspuffer 4 min,  60°C  Annealing & Elongation 
2 µl BigDye Terminator Enzym-Mix 
ad 10 µl mit A.dest. 

 

5.2.1.21 Maxi-Präparation von pmirGLO und pmirGLO/3’UTR-Konstrukten 

Hierzu wurden 250 ml LB-Amp-Medium mit einer Einzelkolonie des gewünschten 

Transfektanden beimpft und über Nacht bei 37°C unter Schütteln kultiviert. Anschließend 

wurden die Bakterien bei 9.000 x g abzentrifugiert und die Präparation mit Hilfe des QIAfilter 

Plasmid Maxi Kits nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Das DNA-Pellet wurde ca. 

10 min bei RT getrocknet und in 500 µl 1x TE gelöst. 

5.2.2 In silico Methoden 

Bioinformatische microRNA-Zielgenvorhersagen wurden mittels der integrativen DIANA 

miRGen Online-Datenbank für jede der ausgewählten microRNAs durchgeführt 

(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi). Dieses Webinterface ver-

einigt im UNION-Modus die Ergebnisse von 5 verschiedenen Vorhersage-Alorithmen 

(miRanda, Pictar 4-way, Pictar 5-way, TargetScan, DIANA-micro-T). 

Die Filterung der vorhergesagten microRNA-Zielgene nach neuronal relevanten 

GeneOntology(GO)-Terms der Proteine und deren Zuordnung zu relevanten KEGG-

Pathways erfolgte mittels DAVID-Datenbank (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) [219]. 

Um die Positionen der individuellen microRNA-Bindungsstellen auf den 3’UTRs der aus-

gewählten potentiellen Ziel-mRNAs zu ermitteln, wurde die Vorhersage-Algorithmen PicTar 

(http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/PicTar_vertebrate.cgi) [68], TargetScan 

(http://www.targetscan.org/) [220] und miRanda (http://www.microrna.org/microrna/home.do) 

[221] verwendet. 

} 25 Zyklen
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5.2.3 Zellbasierte Methoden 

5.2.3.1 Kultivierung der Zelllinie HEK293T 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete adhärend wachsende, humane Zelllinie HEK293T 

wurde für die experimentellen Zielgenvalidierungen eingesetzt. Sie wurden bei 37°C und 

5% CO2-Gehalt in 0,26 ml Kulturmedium/cm² Kulturfläche propagiert. Die Zellen sollten sich 

stets in der logarithmischen Wachstumsphase befinden und wurden entsprechend der 

Versuchsplanung passagiert. Hierfür musste zunächst das alte Medium abgenommen und 

die Zellen durch Inkubation mit 0,03 ml 0,05% Trypsin/EDTA-Lösung /cm² Kulturfläche für 

ca. 2 min bei Raumtemperatur abgelöst werden. Nach erfolgter Zellablösung wurde das 

Trypsin durch Zugabe von FCS-haltigem Medium inaktiviert. Um verbliebene Zellverbände 

zu lösen wurde die Suspension kräftig durchmischt und anschließend anteilig in neue 

Flaschen mit vorgelegtem Kulturmedium überführt. Das überführte Volumen richtete sich 

nach der gewünschten Dichte der neuen Kultur. 

Kulturmedium HEK293T: 1x Trypsin/EDTA-Lösung: 

500 ml DMEM 45 ml PBS 
10% (v/v) FCS 5 ml 0,5% Trypsin/EDTA (Gibco) 
2 mM  L-Glutamin 
100 U/ ml  Penicillin 
100 µg Streptomycin 
 

5.2.3.2 Bestimmung der Lebend-Zellzahl  

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Neubauer-Zählkammer wofür die Zellen 

zunächst, wie unter Abschnitt 5.2.3.1 beschrieben, abgelöst werden mussten. Je 50 µl der 

Zellsuspension wurde dann mit 1 Volumen 0,2% (v/v) Trypanblau versetzt und in die 

Zählkammer pipettiert. Der membrandurchlässige Farbstoff Trypanblau färbte tote Zellen 

blau, während lebende Zellen hell erschienen. 

Es wurden alle acht Großquadrate der Neubauer-Zählkammer ausgezählt und die Zellzahl 

folgendermaßen berechnet: 

Zellzahl/ml = n/Q x 104 x Verdünnungsfaktor 

Hierbei ist n die Anzahl der gezählten Zellen und Q die Anzahl der gezählten Großquadrate. 
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5.2.3.3 Lagerung von HEK293T 

Da Zelllinien im Laufe der Kultur Mutationen akkumulieren, müssen Zellen frühzeitig für eine 

spätere Verwendung kryokonserviert werden. In dieser Form können die Linien bei -80°C 

einige Monate bzw. mehrere Jahre in flüssigem Stickstoff aufbewahrt werden. 

Kryo-Konservierung 

Zunächst wurden die Zellen abgelöst und gezählt (Abschnitt 5.2.3.2), in einem 15 ml-

Reaktionsgefäß 7 min bei 500 x g und 4°C sedimentiert, der Überstand verworfen und mit 

eisgekühlter Kryo-Lösung 1 die Zelldichte auf 6 x 106 Zellen/ml eingestellt. Je vorgekühltem 

Kryo-Röhrchen wurden 500 µl der Zellsuspension aliquotiert, mit 500 µl eisgekühlter Kryo-

Lösung 2 vermischt und sofort nach -80°C überführt. Die Lagerung erfolgte für 24-48 h bei 

-80°C, danach konnten die Zellen bei Bedarf in Stickstoff überführt werden. 

Kryo-Lösung 1:    Kryo-Lösung 2: 

20% DMEM  80% DMEM 
80% FCS  20% DMSO 
 

Auftauen kryokonservierter Zellen 

Die Kryo-Röhrchen wurden zunächst im 37°C-Wasserbad aufgetaut, der Inhalt des 

Röhrchens in ein 15 ml-Reaktionsgefäß mit 9 ml vorgewärmtem Kulturmedium überführt und 

vorsichtig resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen 5 min bei 500 x g und 

Raumtemperatur sedimentiert, der Überstand verworfen, das Zellpellet in 10 ml frischem 

Kulturmedium resuspendiert und in eine Kulturflasche überführt. Die Zellen benötigten ca. 

24 h um vollständig adhärent zu werden und konnten anschließend normal weiterkultiviert 

werden. 

5.2.3.4 Experimentelle Zielgenvalidierungen in HEK293T-Zellen 

Für die experimentellen Zielgenvalidierungen wurden HEK293T-Zellen mit dem Vektor 

pmirGLO bzw. den pmirGLO/3’UTR-Konstrukten, sowie mit den zu testenden microRNA-

Mimics kotransfiziert. Hierfür wurden die inneren 24 Wells einer 48-Well-Platte mit je 5x104 

Zellen, in 200 µl Aussaat-Medium bestückt, während die äußeren Wells mit je 200 µl PBS 

befüllt wurden. 24 h nach Aussaat wurden die Zellen nach folgendem Schema transfiziert: Je 

48-Well wurden 1µl pmirGLO (100 ng/µl) bzw. pmirGLO/3’UTR (100 ng/µl oder equimolare 

Menge) wurden mit je 0,5µl microRNA-Mimic (5 pmol/µl), 0,5 µl n.t.siRNA oder 0,25x siRNA-

Puffer gemischt und anschließend mit Opti-MEM (Invitrogen) ad 25 µl aufgefüllt. Parallel 

wurden 0,5 µl Lipofectamine 2000 zu 24,5 µl Opti-MEM je Well in einem separaten 

Reaktionsgefäß gegeben und beide Ansätze exakt 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als 

nächstes wurden beide Ansätze vereinigt, gründlich durchmischt und für weitere 20 min bei 
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Raumtemperatur inkubiert um eine Komplexierung der Nukleinsäuren mit dem Lipid zu 

ermöglichen. Die resultierenden 50 µl Transfektionslösung konnten nun zu den Zellen 

gegeben werden. Alle Validierungen erfolgten in mindestens 2 biologischen mit je ≥ 3 

technischen Replikaten. 

 

5x siRNA-Puffer, 100 ml: Aussaat-Medium HEK293T: 

30 ml  H2O (RNase-frei) 500 ml DMEM (4,5 g Glucose/L) 
2,24 g  KCl 10% (v/v) FCS 
0,72 g  HEPES (freie Säure) 2 mM L-Glutamin 
0,02 g  MgClx6H2O 
2 ml   KOH (2 M) 
Ad 100 ml mit RNase-freiem Wasser,  
pH 7,3-7,6, vor Gebrauch sterilfiltrieren 

 

Die Messungen für die Zielgenvalidierungen fanden 24 h nach Transfektion der HEK293T 

statt. Hierfür wurde das Medium vollständig abgenommen, die Zellen je 48-Well mit 200 µl 

1x Passiv-Lysis-Puffer (Promega) für 20 min bei Raumtemperatur und unter Schwenken 

lysiert. Je Well wurden Firefly- und Renilla-Aktivitäten getrennt aus je 5 µl Gesamtlysat unter 

Zugabe von 100 µl Beetle- bzw. Renilla-Juice (P.J.K, Kleinblittersdorf) 10 sec lang am 

Luminometer gemessen. Die relative Firefly-Aktivität ergab sich aus dem Quotienten der 

absoluten Firefly- und Renilla-Meßwerte. 

5.2.3.5 Kultivierung von USSC-Linien 

Drei verschiedene USSC-Linien (SA 5/73, SA 5/03, SA 8/25) sind in dieser Arbeit verwendet 

und am Institut für Molekulare Neurobiologie, Universitätsklinik Düsseldorf unter der 

Leitung von Prof. Hans-Werner Müller kultiviert und differenziert worden. 

Die Kultivierung der USSC erfolgte wie für HEK293T-Zellen beschrieben, mit dem 

Unterschied, dass sie vor Trypsin-Zugabe ein Mal mit PBS/EDTA gespült wurden und 30% 

FBS im Wachstumsmedium benötigten. Nach dem Ablösen wurden die Zellen zusätzlich bei 

Raumtemperatur und 500 x g für 7 min pelletiert, anschließend resuspendiert. Alle 

eingesetzten Zellen befanden sich in Passage 5-10. 

Kulturmedium USSC: 

500ml DMEM (Lonza) 
30% (v/v) FBS, hitzeinaktiviert 
2 mM  L-Glutamin (Gibco) 
100 u/ml  Penicillin (Gibco) 
100 µg  Streptomycin (Gibco) 
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5.2.3.6 Neuronale Differenzierung von USSC-Linien 

Die neuronale Induktion der USSC Linien wurde mit Hilfe des XXL-Mediums wie in [2] 

beschrieben, durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen in einer Dichte von 2x104 

Zellen/24-Well auf mit Poly-D-Lysin (1 mg/ml) und Laminin (13 µg/ml) beschichteten 

Deckgläschen ausplattiert. Nach 24 h wurden die USSC 1x mit Kulturmedium gewaschen 

und anschließend mit 1ml XXL-Medium je Well induziert. Bis zum Endpunkt der 

Differenzierung wurde das XXL-Medium alle 2-3 Tage erneuert. Anhand von 

immunzytochemischen Färbungen der Marker Neurofilament und ß-III-Tubulin wurde die 

Differenzierung am Endpunkt überprüft. Sowohl die Differenzierung als auch die 

Immunfärbungen wurden von Frau Marion Hendricks (Neurologische Klinik, Molekulare 

Neurobiologie, unter Leitung von Prof. Dr. H.W. Müller, Universitätsklinikum Düsseldorf) 

durchgeführt. 

 
XXL-Medium: 

500ml DMEM (Glutamax) 
15%   FCS 
100 U/ml Penicillin/ Streptomycin 
500 µM IBMX 
1000 µM db-cAMP 
50 ng/ml ß-NGF 
20 ng/ml bFGF 
10 µM all-trans Retinsäure 

 

5.2.3.7 Immunzytochemische Färbung von USSC 

Die auf Deckgläschen wachsenden Zellen wurden zunächst für 15 min mit 4% 

Paraformaldehyd fixiert. Nach 3 Waschungen mit PBS wurden die Zellen für mindestens 1 h 

mit 90 µl Blockinglösung je Deckgläschen (0,03% Triton-X100, 10% „normal goat serum“ 

(NGS) in PBS) bei RT permeabilisiert und blockiert. Nach weiteren 3 PBS-Waschungen 

wurde der primäre Antikörper entsprechend Tabelle 5.1 in PBS/0,1% Triton-X100/10% NGS 

verdünnt und 90 µl der Verdünnung je Deckgläschen über Nacht bei 4°C in einer 

Feuchtkammer inkubiert. Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper erfolge nach 

weiteren 3 PBS-Waschungen in der entsprechenden Verdünnung (in PBS, Tabelle 5.1) für 

mindestens 4 h bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschließend wurde erneut 3x mit PBS 

gewaschen und die Kernfärbung mit DAPI (1 mg/ml, 20-30 sec Inkubation bei 

Raumtemperatur) durchgeführt und ein letztes Mal mit PBS gewaschen. Zum Eindeckeln 

kam Fluoromount G (SouthernBiotec) zum Einsatz, die Aufbewahrung der Präparate erfolgte 

trocken und dunkel bei 4°C. 
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5.2.3.8 microRNA-Quantifizierung mittels TaqMan Megaplex Array 

Zur Erstellung von microRNA-Profilen wurde in dieser Arbeit der human TaqMan microRNA 

Megaplex Array (Pool A + B) verwendet mit dem sich die Expression von 377 verschiedenen 

microRNAs plus Kontrollen (U6-RNA, RNU44, RNU48, negativ-Kontrolle) [222]. Dieser 

Assay gliederte sich in drei Schritte: zunächst erfolgte die reverse Transkription der 

microRNA-Population, diese wurde gefolgt von einer Pre-Amplifikation der gewonnen cDNA 

und schließlich erfolgte die quantitative TaqMan Realtime-PCR im 384-Well-Format (Low 

Density Array). 

Reverse Transkription 
Zunächst wurden 10-30 ng kleiner mirVana-RNA-Fraktion (siehe Abschnitt 5.2.1.1) mit 

Nuklease-freiem H2O auf 3 µl aufgefüllt, 4,5 µl RT-Mastermix zugegeben und das Gemisch 

≥ 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die reverse Transkription in einem ABI 9700 

Thermocycler vorgenommen. 

 
Reverse Transkriptions-Mastermix, 4,5 µl:   RT-Programm: 

0,8 µl  Megaplex RT-Primers (10x, Pool A oder B) 2 min, 16°C 
0,2 µl  dNTPs (100 mM)  1 min, 42°C 
0,8 µl  10x RT Puffer  1 sec, 50°C 
0,9 µl  MgCl2 (25 mM) 
0,2 µl  Nuklease-freies H2O  5 min, 85°C 
1,5 µl  MultiScribe RT (50 U/ml) 
0,1 µl  RNase Inhibitor (20 U/µl) 

 

Die verwendeten Primer besitzen an ihrem 5’-Ende eine universelle Stem-loop-Struktur und 

binden an ihrem 3‘-Ende spezifisch an die revers zu transkribierende microRNA um 

anschließend als Ausgangspunkt für die cDNA-Synthese zu dienen. Das Prinzip ist in 

Abbildung 5.3 schematisch dargestellt. 

5‘
microRNA

Verlängerung des Stem‐Loop‐Primers:

5‘

3‘

Erststrangsynthese:

stem‐loop 
primer

 

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der RT-Reaktion. Der stem-loop-Primer (blau) bindet mit seinem 
microRNA-spezifischen Ende (grün) an die Ziel-microRNA (rot) und wird während der RT-
Reaktion verlängert. Der universelle Teil des Primers bildet eine loop-Struktur. Modifiziert, nach 
Applied Biosystems. 

 

} 40 Zyklen 
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Pre-Amplifikation der cDNA 
Um die Sensitivität der eigentlichen quantitativen Realtime-PCR zu steigern, wurde die cDNA 

aus der zuvor durchgeführten reversen Transkription zunächst pre-ampilifiziert. Dabei kamen 

microRNA-spezifische Forward-Primer, sowie universelle Reverse-Primer zum Einsatz. Das 

Prinzip ist in Abbildung 5.4 gezeigt. 
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Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der ersten beiden Amplifikations-Zyklen in der Pre-Ampli-
fikation. Zunächst wird die cDNA mittels microRNA-spezifischer Forward-Primer (grün) 
amplifiziert. Im zweiten Zyklus kann dann der universelle Reverse-Primer (blau) an das 3‘-Ende des 
amplifizierten Erst-Stranges binden und ebenfalls verlängert werden. Modifiziert, nach Applied 
Biosystems. 

 

Für die Pre-Amplifikation wurden 2,5 µl der RT-Reaktion mit 22,5 µl PreAmp-Mastermix 

vermischt, für ≥ 5 min auf Eis inkubiert und die Amplifikation am ABI 9700 Thermocycler 

durchgeführt. 

PreAmp-Mastermix, 22,5 µl:      PCR-Programm: 

2,5 µl  Megaplex PreAmp-Primer (10x, Pool A oder B)  10 min, 95°C 
12,5 µl PreAmp Mastermix (2x)  2 min, 55°C 
7,5 µl  Nukelase-freies H2O  2 min, 72°C 
 
     15 sec, 95°C 
     4 min, 60°C 

Quantitative Realtime-PCR-Reaktion 

In der quantitativen Realtime-PCR wurden die gleichen Primer verwendet wie für die Pre-

Amplifikation. Zusammen mit den TaqMan-Sonden waren sie innerhalb der Reaktions-

Reservoirs des Low Density Arrays im lyophilisierten Zustand vorgelegt. Die TaqMan-

}12 Zyklen
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Sonden besitzen am 5‘-Ende einen fluoreszierenden Reporter und am 3‘-Ende einen 

Quencher. Die Sonden sind für jede einzelne microRNA so ausgewählt, dass sie mit einem 

Bereich den spezifischen microRNA-Teil des Amplifikates, sowie mit dem anderen Bereich 

den universellen Primer-Teil hybridisieren. Bei der Elongation wird die TaqMan-Sonde vom 

5’-Ende aus exonukleolytisch von der verwendeten Polymerase abgebaut, wodurch sich der 

Reporter räumlich vom Quencher entfernt und aufleuchtet (siehe Abbildung 5.5). Dieses 

Signal wird registriert und nimmt in seiner Intensität proportional zum amplifizierten PCR-

Produkt zu. 

5‘3‘
3‘5‘

Forward‐Primer

Reverse‐Primer

R Q

5‘3‘
3‘5‘

R

Q

5‘3‘
3‘5‘

R

Q

5‘3‘
3‘5‘

R

Q

Polymerisation:

Strangverdrängung:

Spaltung der Sonde:

Polymerisation 
vollständig:

 

Abbildung 5.5: Fluoreszenz-Nachweis der microRNA-Amplifikation mittels TaqMan-Sonde. Während der 
Strangsynthese wir die TaqMan Sonde von der Polymerase exonukleolytisch abgebaut, der Reporter 
dadurch räumlich vom Quencher getrennt, wodurch er aufleuchten kann. Abbildung modifiziert, 
nach Applied Biosystems. 

 

Das Pre-Amplifikat aus dem vorherigen Schritt wurde zunächst 1:4 mit 0,1x TE (pH 8,0) 

verdünnt und in die eigentliche Realtime-PCR-Reaktion eingesetzt. Nach Herstellerangaben 

wurde der qPCR-Mastermix in den Low Density Array appliziert und in die Reaktions-

Reservoirs hineinzentrifugiert. Die Belegung des Arrays und das PCR-Programm wurden 



Material und Methoden 

 59 

von der mitgelieferten CD in die SDS2.3-Software geladen und die PCR-Reaktion am ABI 

Prism 7900 HT durchgeführt. 

Realtime-PCR-Mastermix, 900 µl: 

450 µl  TaqMan Universal PCR Mastermix (2x) 
9 µl  verdünntes PreAmp-Produkt 
441 µl Nuklease-freies H2O 
 

Auswertung der Rohdaten 

Die gewonnenen Rohdaten wurden mittels SDS2.3 Software in Ct-Werte umgerechnet. 

Hierfür wurde die automatische Baseline-Berechnung des Programms verwendet und der 

Threshold, wie vom Hersteller empfohlen, für alle Proben auf 0,2 gesetzt. Die resultierenden 

Cts wurden über den Mittelwert der U6-RNA-Cts normalisiert (dCt = CtmicroRNA - CtU6). Die 

Expressionsveränderung wird mittels ddCT angegeben (ddCt = dCtXXL-USSC - dCtnativ), der 

Faktor der Expressionsveränderung berechnet sich mittels 2-(ddCt). 

5.2.3.9 MicroRNA-vermittelte Translationsrepression im zeitlichen Verlauf 

Um die Effekte endogener USSC-microRNAs unter XXL-Behandlung auf die potentiellen 

Zielgene testen zu können, wurden die Linie SA5/03 in p8-9 zunächst in 500µl 

Aussaatmedium wie unter 5.2.3.6 beschrieben ausplattiert. 24 h nach Aussaat wurden die 

Zellen nach folgendem Schema transfiziert: Je 1 µl pmirGLO bzw. pmirGLO/3’UTR 

(200 ng/µl bzw eine equimolare Menge pmirGLO/3’UTR) wurden je 24-Well mit Opti-MEM 

auf 50 µl aufgefüllt. Parallel wurden 1 µl Lipofectamine 2000 zu 49 µl Opti-MEM je Well in 

einem separaten Reaktionsgefäß gegeben und beide Ansätze exakt 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Als nächstes wurden beide Ansätze vereinigt, gründlich 

durchmischt und für weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend die 

resultierenden 100 µl Transfektionslösung zu den Zellen gegeben. Nach weiteren 24 h wurde 

die neuronale Differenzierung für 5 Tage wie unter 5.2.3.6 beschrieben durch Zugabe von 

XXL-Medium induziert. 

Die Messung der Luciferase-Aktivitäten erfolgte an zwei Zeitpunkten: (i) 24 h nach 

Transfektion (d0) und (ii) 5 Tage nach XXL-Induktion (d5). An d0 wurden die Zellen mit 

100 µl 1x Passiv-Lysis-Puffer bei Raumtemperatur je Well lysiert und am zweiten Zeitpunkt 

(d5) wurden wegen der geringeren Zelldichte je 4 Wells pro Transfektionsbedingung 

sequentiell mit 100 µl Gesamtvolumen für je 10 min, bei 4°C lysiert. Für die Firefly- und 

Renilla-Messungen wurden je 20 µl Lysat und 100 µl Beatle- bzw. Renilla-Juice verwendet 

und für 10 sec am Luminometer gemessen. Es wurden jeweils 4 biologische, mit 3-4 

technischen Replikaten je pmirGLO und pmirGLO/3’UTR-Konstrukt gemessen und 

ausgewertet. 
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5.2.3.10 Neurogenesis and Neural Stem Cell Array 

Um den funktionalen Einfluss von microRNAs auf die neuronale Differenzierung von USSC 

zu untersuchen, wurden die 10 bereits aus den Validierungen (Abschnitt 5.2.3.4) bekannten 

microRNAs während der XXL-induzierten Differenzierung der Linie SA5/03 überexprimiert. 

Die Effekte der Überexpression wurden immunzytochemisch dokumentiert, sowie mittels 

qPCR-basiertem Neurogenesis and Neural Stem Cell Arrays analysiert. 

Transiente Überexpression von microRNAs mittels microRNA-Mimics in XXL-USSC 

Zunächst wurden 1,5 x 104 Zellen je 24-Well auf Laminin-beschichteten Deckgläschen (25-

35 je Bedingung) in USSC-Kulturmedium (siehe Abschnitt 5.2.3.5) ausplattiert und nach 24 h 

die Transfektion vorgenommen. Ein experimenteller Ansatz umfasste jeweils fünf 

verschiedene Bedingungen: A) untransfizierte Zellen, B) mit n.t.siRNA (negativ Kontrolle) 

transfizierte, C) mit 10 verschiedenen microRNA-Mimics transfizierte (10er-batch, enthaltend 

miR-17, -18a, -19a, -20a,-106b, -130a, -137, -138, -218, -335), D) mit 7 verschiedenen 

microRNA-Mimics transfizierte (7er-batch, enthaltend miR-18a, -19a, -130a, -137, -138, -218, 

-335) und E) mit 3 verschiedenen microRNA-Mimics transfizierte Zellen (3er-batch, miR-17, 

-20a, -106b). 

Je 24-Well der Bedingungen C-E wurde 1 pmol pro eingesetzter microRNA-Mimic und batch 

(equimolare microRNA-Mimic-Mengen für jeden batch, also 3-10 pmol pro Bedingung) auf 

50µl mit DMEM aufgefüllt, gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Für die Bedingung B wurden 

insgesamt 10 pmol n.t.siRNA je 24-Well eingesetzt, auch auf 50 µl mit DMEM aufgefüllt und 

5 min bei RT inkubiert. Parallel dazu wurde je 24-Well 1 µl Dharmafect 1 (Dharmacon) mit 

49 µl DMEM gemischt und ebenfalls 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die 

microRNA-Mimic- und Dharmafect 1-Gemische 1:1 vereinigt, sorgfältig durchmischt und 

weitere 20 min bei RT inkubiert. Die vereinigten Ansätze wurden nun mit 400 µl USSC-

Transfektionsmedium aufgefüllt, das Kulturmedium von den Zellen sorgfältig abgesaugt und 

die Transfektionsansätze mit einem Gesamtvolumen von 500 µl zu den Zellen gegeben. Zum 

Zeitpunkt der Transfektion wurde bei den Zellen der Bedingung A lediglich das Kulturmedium 

durch USSC-Transfektionsmedium ersetzt. 

Nach weiteren 24 h wurde das Transfektions-Medium durch XXL-Medium (siehe Abschnitt 

5.2.3.6) ersetzt und die Zellen für 5-7 Tage andifferenziert. 

USSC-Transfektionsmedium: 

500ml DMEM (Lonza) 
15% (v/v) FBS, hitzeinaktiviert 
2 mM  L-Glutamin (Gibco) 

 



Material und Methoden 

 61 

Immunzytochemische Färbung 

Nach 5-7 Tagen XXL-Induktion wurden je Bedingung A-E 3 Deckgläschen für die 

immunzytochemische Färbung entnommen. Die Zellen wurden entsprechend Anschnitt 

5.2.3.7 mit Anti-Actin-Antikörpern (siehe Tabelle 5.1) und DAPI gefärbt, 

fluoreszenzmikroskopisch analysiert und dokumentiert. 

Neurogenesis and Neural Stem Cell Array 

Um den funktionalen Einfluss der überexprimierten microRNA-Mimics auf die XXL-

Differenzierung der USSC auf Transkriptebene überprüfen zu können, wurde der 

Neurogenesis and Neural Stem Cell Array verwendet. Hierbei handelt es sich um einen 

qPCR-basierten Array im 96-Well-Format, bei dem die Primer-Paare für 84 neuronal-

relevante, sowie 5 house-keeping Gene und weitere interne Kontrollen bereits Hersteller-

seitig in den Wells vorgelegt sind. 

Wie in Abschnitt 5.2.1.2 beschrieben, wurde aus den Zellen der Bedingungen A-E mit Hilfe 

des RNeasy Mini Kit total-RNA isoliert und für den Array verwendet. Zunächst wurden zur 

Entfernung möglicher genomischer DNA (gDNA) Verunreinigungen 700-900 ng total-RNA 

mit 2 µl 5x gDNA Elimination Buffer vermischt und ad 10 µl mit Nuklease-freiem H2O 

aufgefüllt, für 5 min bei 42°C inkubiert und sofort für ≥ 1 min auf Eis gestellt. Zu den 10 µl 

gDNA-Elimination-Mix wurden 10 µl reverse Transkription-Mastermix gegeben, gemischt und 

exakt für 15 min bei 42°C inkubiert, anschließend wurde die Reaktion sofort für 5 min bei 

95°C gestoppt. 

Reverse Transkription-Mastermix, 10 µl: 

4 µl   BC3 (5x RT Buffer) 
1 µl  P2 (Primer & External Control Mix) 
2 µl  RE3 (RT Enzyme Mix 3) 
3 µl  Nuklease-freies H2O 

 

Die so erhaltene cDNA wurde mit 91 µl Nuklease-freiem H2O verdünnt und 102 µl davon in 

die qPCR eingesetzt. Der angesetzte Mastermix enthielt einen Überschuss und wurde in 

25 µl-Aliquots in die mit Primern vorbelegten Wells der 96-Well-Platte appliziert. Die 

Realtime-PCR erfolgte im ABI Prism 7900HT. 

qPCR-Mastermix, 2550 µl:      PCR-Programm: 

1275 µl  2x SABiosciences RT² qPCR Master Mix  10 min, 95°C 
102 µl verdünnte cDNA 
1173 µl Nukelase-freies H2O  15 sec, 95°C 
     1 min, 60°C 
     20 min, Schmelzkurvenanalyse 

}40 Zyklen
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Auswertung der Rohdaten 

Die gewonnenen Rohdaten wurden mittels SDS2.3 Software in Ct-Werte umgerechnet. 

Hierfür wurde die Baseline manuell nach Herstellerangaben gesetzt, der Threshold wurde für 

alle Proben auf 0,24 festgesetzt. Die resultierenden Cts wurden weiterhin über die Web-

basierte RT² Profiler PCR Array Data Analysis Software Version 3.4 von SABiosciences 

(siehe Abschnitt 5.1.13) über den Mittelwert der Cts von fünf house-keeping-Genen 

normalisiert (dCt = CtGen - CtMW house-keeping Gene) und analysiert. Die Expressionsveränderung 

wird mittels ddCT angegeben (ddCt = dCtXXL-USSC - dCtnativ), der Faktor der 

Expressionsveränderung berechnet sich mittels 2-(ddCt). 
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6 Ergebnisse 

In vielen Studien konnten für microRNAs bereits entscheidende Funktionen in diversen 

zellulären Prozessen wie Zellzyklus, Apoptose, Differenzierung und Onkogenese 

nachgewiesen werden. Da einzelne microRNAs gleichzeitig potentiell Einfluss auf 

verschiedene Proteine nehmen können und Proteine ihrerseits von mehreren verschiedenen 

microRNAs parallel reguliert werden können, ist es ein naheliegender Gedanke, microRNAs 

als komplexes Netzwerk zur Proteinexpressionsregulation zu verstehen. In der vorliegenden 

Arbeit sollte der funktionale Einfluss von microRNAs auf die XXL-vermittelte neuronale 

Differenzierung von USSC [2] als Modellsystem untersucht werden. Für die Klärung dieser 

Fragestellung wurden drei verschiedene USSC-Linien, die je unabhängigen Spendern 

entstammten, eingesetzt. Zunächst musste ein Überblick über die exprimierten microRNA-

Populationen geschaffen und eine Abgrenzung relevanter microRNA-Kandidaten 

vorgenommen werden. Im zweiten Schritt galt es über bioinformatische Zielgenvorhersagen 

und in silico-Analysen die biologische Relevanz der Kandidaten-microRNAs für die 

neuronale Differenzierung von USSC herzustellen und vielversprechende Interaktionspartner 

auf Seiten der microRNAs und Proteine zu ermitteln. Um diese Interaktionen zu validieren, 

wurden funktionale Assays etabliert mit deren Hilfe es möglich war den Einfluss sowohl 

einzelner als auch parallel mehrerer microRNAs auf ihre Zielproteine zu untersuchen. 

6.1 Vergleichende microRNA-Profil-Analytik 

6.1.1 XXL-Differenzierung von USSC-Linien 

In der vorliegenden Arbeit wurden die USSC-Linien SA5/03, SA5/73 und SA8/25 jeweils 

nativ und unter XXL-Konditionen differenziert, verwendet. Die XXL-induzierte Differenzierung 

von USSC ist zunächst mit einem abrupten Proliferationsstopp und anschließend mit einer 

starken Apoptose der Zellen verbunden; am stärksten war hiervon die Linie SA5/73 

betroffen. Dies hatte zur Konsequenz, dass die Differenzierung bei Verwendung 

handhabbarer Ansätze längstens auf 14 Tage ausgedehnt werden konnte, weil zu späteren 

Zeitpunkten nicht mehr genügend Zellen zur Analyse vorhanden waren. Eine Ausnahme 

hiervon bildete die Linie SA8/25, deren schwächere Apoptoseneigung eine Differenzierung 

über 28 Tage hinweg erlaubte. Die Differenzierungen und ihre Analysen wurden von Marion 

Hendricks im Labor für Molekulare Neurobiologie (Universitätsklinikum Düsseldorf) unter der 

Leitung von Prof. Dr. H.W. Müller durchgeführt und die zellulären Materialien für diese Arbeit 

zur Verfügung gestellt. Die drei Zelllinien wurden wie in Material und Methoden (Abschnitt 

5.2.3.6) beschrieben ausgesät und differenziert. 
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Abbildung 6.1: Neuronale Differenzierung der USSC Linien SA5/03 (linke Spalte), SA5/73 (mittlere Spalte) 
und SA8/25 (rechte Spalte) mittels XXL-Induktion. Zeile eins: lichtmikroskopische Aufnahmen 
nativer USSC SA5/03 (a), SA5/73 (b), SA8/25 (c). Zeilen zwei und drei: Expression von NEF in 
nativen (e-g) und XXL-differenzierten USSC (h-j) der oben genannten Linien. Zeilen vier und fünf: 
Expression von TUB in nativen (k-m) und XXL-differenzierten USSC (n-p) der drei Linien. Die 
XXL-USSC zeigen an Tag 14 bzw. 28 eine deutliche neuronale Morphologie mit kompakten 
Zellkörper und langen Ausläufern, sowie eine deutlich erhöhte NEF- und TUB-Expression. Rechts 
außen ist die Vergrößerung der Aufnahmen in der jeweiligen Zeile angegeben, sowie die 
zugehörigen Größenmaßstäbe. 
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Die Linie SA5/03 wurde in zwei technischen Replikaten (genannt SA5/03 (a) und (b)) 

differenziert; als weitere biologische Differenzierungsreplikate kamen je ein Ansatz der Linien 

SA5/73 und SA8/25 hinzu. Die Differenzierungen wurden nach folgenden Kriterien hin 

analysiert: (i) Zellmorphologie nach XXL-Induktion, (ii) Immunfluoreszenzanalyse der 

neuronalen Marker Neurofilament (NEF, alle drei Ketten) sowie ß-III-Tubulin (TUB). Die 

Ergebnisse sind in Abbildung 6.1 dokumentiert. Alle differenzierten Zellen zeigten im 

Gegensatz zu den nativen Zellen eine deutliche neuronale Morphologie mit kompakten 

Zellkörpern und ausgeprägten Ausläufern. Weiterhin zeigte sich, dass native USSC nur 

marginale Mengen NEF exprimieren, wohingegen XXL-USSC einen deutlichen Anstieg der 

NEF-Expression an den Tagen 14 bzw. 28 (SA8/25) zeigten. 

6.1.2 Vergleichende microRNA-Expressionsanalysen 

Zur Messung der microRNA-Expressionsprofile wurde der ABI Megaplex TaqMan-Assay 

Pool A eingesetzt, welcher auf einer microRNA-spezifischen qPCR-Reaktion basiert (siehe 

Abschnitt 5.2.3.8). Mit ihm können die 377 meistexprimierten microRNAs in ihrer Expression 

erfasst werden (Pool A), seltenere microRNAs und Gegenstrang-microRNAs (miR*) sind im 

Assay Pool B zu finden. Für die Analyse wurden für die Linien SA5/03 und SA5/73 je an 

zwei, für die Linie SA8/25 an drei Zeitpunkten mittels mirVana-Kit (Ambion) RNAs isoliert und 

in große (>200 Basen) und kleine (<200 Basen) Fraktion aufgetrennt. Der erste Zeitpunkt, 

als d0 definiert, lag 24 h nach Aussaat der USSC und unmittelbar vor der XXL-Induktion der 

Zellen; weitere Zeitpunkte waren 14 Tage (d14 XXL) bzw. 28 Tage nach XXL-Induktion 

(d28 XXL). Die kleinen RNA-Fraktionen wurde vor der weiteren Verwendung 

gelelektrophoretisch (PAGE) aufgetrennt, anschließend mittels Silberfärbung sichtbar 

gemacht und so auf ihre Integrität hin überprüft. In Abbildung 6.2 sind RNA-Proben aller drei 

Linien zu den verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Es fiel auf, dass mit fortschreitendem 

Differenzierungsgrad der unspezifische Hintergrund der RNAs zunahm. Während an d0 

mehrere distinkte Banden gut zu erkennen waren, zeichneten sich diese nach 14 Tagen 

weniger deutlich ab. Bei der Linie SA8/25 zeigte sich dieser Hintergrund zwar auch an 

d14 XXL, deutlicher jedoch an d28 XXL. 
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Abbildung 6.2: Silberfärbungen von je 20 ng kleiner RNA-Fraktion nach Aufreinigung mittels mirVana-Kit 
und Auftrennung über ein 15%iges PAA-Gel. Dargestellt sind Präparationen der Linien SA5/03 
(Differenzierungen a und b) und SA5/73 an d0 und d14 XXL, sowie SA8/25 an d0, d14 XXL und 
d28 XXL. 

Zur folgenden microRNA-Expressionsanalyse wurden wie bereits im Material und Methoden-

Teil beschrieben, 30ng kleine RNA-Fraktion je Probe mittels spezifischer Stem-Loop-Primer 

in cDNA umgeschrieben, über 12 Zyklen pre-amplifiziert und letztlich in die quantitative real-

time PCR des Megaplex-Assays eingesetzt. Die Rohdaten wurden mit Hilfe der Software 

SDS2.3 ausgewertet und die Cyclethreshold-(Ct)-Werte der einzelnen microRNAs ermittelt. 

Als Normalisatoren auf RNA-Menge und -Qualität wurden im verwendeten Assay der Firma 

ABI U6-RNA (spliceosomale snRNA [223]), sowie RNU44 und RNU48 (snoRNAs [224]) 

verwendet. U6 war dabei mit vier Messpunkten vorgegeben, RNU44 und 48 wurden in je nur 

einem technischen Replikat gemessen. Abbildung 6.3 zeigt die Ct-Werte der Normalisatoren 

in allen durchgeführten Analysen. Dabei zeigte sich, dass der Normalisator U6 nur geringen 

Schwankungen (<1Ct) unterlag und somit die qualitativ schwächeren RNAs der 

differenzierten USSC (Abbildung 6.2) dennoch einwandfreie PCR-Ergebnisse im Assay 

ergaben. Es wurde daher U6 als Normalisator herangezogen und durch Subtraktion 

CtmicroRNA - CtU6 die dCt-Werte gebildet. 
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Abbildung 6.3: Vergleich der Expression verschiedener Kontroll-RNAs zwischen den Linien und innerhalb 
einzelner Differenzierungen. Die U6-RNA-Expression wird im TaqMan-Megaplex Assay in 4 
technischen Replikaten bestimmt, während die RNU44 und 48 im Assay je nur als Einzelmessungen 
verfügbar sind. Die Angabe der Standardabweichung ist deshalb nur für die U6-RNA möglich. 

 

Um die PCR-basierten Messergebnisse des TaqMan-Assays punktuell zu verifizieren, wurde 

nun der Expressionsverlauf der microRNAs miR-16, -24 und -222 mittels LNA/EDC-

Northernblot analysiert. Als Sonden kamen hierbei 32P-markierte LNA-Oligonukleotide zum 

Einsatz. Die radioaktiven Hybridisationssignale wurden im Phospho-Imager eingescannt und 

quantifiziert. Abbildung 6.4 vergleicht die Messverfahren Northernblot und TaqMan-Assay 

anhand des Expressionsverlaufes der drei oben genannten microRNAs. Dabei zeigte sich, 

dass die Ergebnisse beider Verfahren sehr gut übereinstimmten. 
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TaqMan Megaplex-Assay

LNA/EDC-Northern-Blot

 

Abbildung 6.4: Verifizierung der TaqMan Megaplex Expressionsdaten mittels LNA/EDC-Northernblot. 
Das obere Diagramm zeigt die im TaqMan-Megaplex gemessenen Expressionen (1/dCt) der 
microRNAs miR-16, -24 und -222 in USSC (hellgrau) und XXL-USSC (dunkelgrau) der Linie 
SA5/03. Im unteren Diagramm ist die Expression derselben microRNAs (aus dem identischen 
Probenmaterial wie für den TaqMan-Assay verwendet), mittels LNA/EDC-Northernblot gezeigt. 

 

Gemäß den Vorgaben von ABI und eigenen, im Vorfeld gewonnenen Erfahrungswerten 

hinsichtlich Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurden alle microRNAs mit einem Ct 

<31 als exprimiert betrachtet. 

Zusammengefasst stellte sich die microRNA-Expression wie folgt dar: 

SA5/03 (a) nativ: 185 microRNAs SA5/03 (a) d14 XXL: 171 microRNAs 

SA5/03 (b) nativ: 178 microRNAs SA5/03 (b) d14 XXL: 160 microRNAs 

SA5/73 nativ:  185 microRNAs SA5/73 d14 XXL:  180 microRNAs 

SA8/25 nativ:  185 microRNAs SA8/25 d14 XXL:  199 microRNAs 

  SA8/25 d28 XXL: 154 microRNAs 
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In XXL-USSC geht die Zahl exprimierter microRNAs zurück. Das Verhalten der Linie SA8/25 

impliziert, dass die längere Differenzierungsdauer (28 Tage) gegenüber den anderen Linien 

(je 14 Tage) mit einer langsameren Differenzierung einhergeht, da an Tag 14 keine 

Reduktion der Anzahl exprimierter microRNAs zu erkennen war, sondern im Gegenteil sogar 

ein leichter Anstieg verzeichnet werden konnte (vollständige Expressionsprofile siehe 

Anhang, Tabelle 8.1 und Tabelle 8.2). 

Als differentiell exprimiert wurden microRNAs bewertet, die in einem genügenden Abstand 

zum Rauschhintergrund lagen (<Ct 30) und mindestens um den Faktor zwei (2-(ddCt)) 

verändert vorgefunden wurden. Bei einem Vergleich der Profile stellte sich heraus, dass in 

allen untersuchten Zelllinien keine der exprimierten microRNAs in den jeweils differenzierten 

Zellen hochreguliert wurde. Vielmehr beschränkte sich die differentielle Expression von 

microRNAs ausschließlich auf die Herunterregulation. In allen verwendeten Linien und 

Differenzierungsansätzen konnte ein gemeinsames Set von 18 microRNAs identifiziert 

werden, welches nach 14 Tagen XXL-Behandlung herunterreguliert vorlag. Bei der Linie 

SA8/25 wurde nach 14 Tagen eine im Vergleich zu den Linien SA5/03 und SA5/73 

schwächere Herunterregulation dieses Sets beobachtet, dafür war diese an Tag 28 teilweise 

deutlich stärker als bei den anderen Linien an Tag 14. In Abbildung 6.5 sind die 

Expressionsstärken der 18 microRNAs an den verschiedenen Zeitpunkten dargestellt, sowie 

der Faktor um den sie reguliert wurden. Unter den am stärksten herunterregulierten 

microRNAs fanden sich miR-138, -335, -18a, -20a, -431, -22 und -130a. 

Bemerkenswerterweise konnte keine Expression der neuronal-spezifischen miR-9 und 

miR-124 [83,84] gemessen werden, die im Gehirn hochexprimierte miR-138 [225] gehörte 

sogar zu den am stärksten herunterregulierten microRNAs. Die in humanen embryonalen 

Stammzellen hochexprimierten microRNAs miR-302a und miR-302c konnten ebenfalls nicht 

detektiert werden. Die ebenfalls Stammzell-spezifische miR-302b konnte in sehr geringen 

Mengen in nativen USSC der Linien SA5/73 (Ct 29,0) und SA8/25 (Ct 30,3) detektiert 

werden. 
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Abbildung 6.5: Differentielle Expression von microRNAs während der XXL-Differenzierung der USSC-
Linien SA5/03, SA5/73 und SA8/25. Die Heatmap zeigt die Expression von 18 microRNAs der 
genannten Linien, die mit Hilfe von quantitativer Real-time PCR erhoben wurden, sowie den Faktor 
ihrer Reduktion während der Differenzierung. Verglichen werden jeweils die drei Linien an Tag 14 
der XXL-Induktion (bzw. zusätzlich an Tag 28 bei SA8/25) mit dem jeweiligen nativen USSC-
Linien. 

Abundant und auf hohem Niveau exprimiert waren in nativen wie auch in XXL-USSC die 

miR-125b, die für Neuriten-Auswuchs eine Rolle spielt [226], sowie miR-145, die als 

Differenzierungs-spezifische microRNA gilt, da sie die Pluripotenz-Faktoren Oct4, Sox2 und 

KLF4 reprimiert (siehe Einleitung Kapitel 4.3.1, Seite 19). 

6.2 Zielgenvorhersagen für die 18 herunterregulierten microRNAs 

Nachdem durch die Expressionsprofilvergleiche während der neuronalen Differenzierung 

eine Gruppe von 18 microRNAs als Kandidaten für funktionale Relevanz abgegrenzt werden 

konnte, musste nun der Bezug zu ihrer biologischen Funktion geschaffen werden. Da alle in 

die Analyse einbezogenen microRNAs im Zuge der XXL-Behandlung reprimiert wurden, 

können im Gegenzug die von ihnen erfassten Proteine hochreguliert werden, um 
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gegebenenfalls eine Funktion im Zuge der neuronalen Differenzierung wahrzunehmen. Da 

letztlich Proteine die Zielmoleküle einer microRNA-vermittelten regulatorischen Aktivität 

darstellen, ist eine Identifikation der Zielgene für die Gruppe von 18 herunter regulierten 

microRNAs für das Verständnis der biologischen Funktion dieser microRNAs unerlässlich. 

Ein erster Schritt in diese Richtung liegt in der Anwendung bioinformatischer Algorithmen, 

welche mittels der Analyse spezifischer Basenpaarungen unter besonderer Gewichtung der 

Seed-Sequenz, zwischen microRNAs und 3’UTRs relevanter Proteine in der Lage sind, mit 

einer gewissen Sicherheit Zielgene für bestimmte microRNAs vorherzusagen. Viele dieser 

Algorithmen sind mittlerweile Internet-basiert, und das Internet-Portal mirGen fasst einige der 

wichtigsten Algorithmen (DIANA-microT, PicTar, TargetScan und miRanda) zusammen. Im 

UNION-Modus zeigte dieses Portal alle von den vorgenannten Algorithmen vorhergesagten 

Zielgene für eine bestimmte microRNA an. Dieser Modus wurde verwendet um potentielle 

Zielgene für die Gruppe von 18 microRNAs zu identifizieren.  

Abzüglich aller Redundanzen ergab sich eine Gesamtmenge von 9053 individuellen 

Zielgenvorhersagen. Bedingt durch die Zielgenvielfalt individueller microRNAs musste die 

resultierende Proteinliste mit Hilfe der sogenannten GO-Terms auf Proteine reduziert 

werden, welche im konkreten funktionalen Kontext mit neuronaler Entwicklung, 

Differenzierung und Funktion stehen. In der Gene-Ontology-Datenbank [227] sind Proteinen 

Kurzbeschreibungen zugeordnet, die Rückschlüsse auf die Funktion des Proteins erlauben. 

Die DAVID-Datenbank gestattet es Proteinlisten nach bestimmten GO-Terms zu filtern. Die 

Liste von 9053 potentiellen Zielgenen wurde daher in zwei Schritten gefiltert. Im ersten 

Schritt wurden alle Proteine herausgefiltert, in deren Gene-Ontology-Bezeichnung die 

Phrasen „nerv“, „neur“, „axon“, „brain“, „synap“ „development“, „differentiation“ oder 

„morphology“ enthalten waren (8-GO-Terms-Bedingung). GO-Terms wie z.B. „heart-

development“ wurden dabei nicht berücksichtigt. 2122 der 9053 potentiellen Zielgene 

genügten den 8-GO-Terms-Bedingungen. 

Die 5-GO-Terms-Bedingung welche nur die Phrasen „nerv“, „neur“, „axon“, „brain“ oder 

„synap“ umfasst, bildete ein stringenteres Auswahlkriterium und lieferte folglich nur noch 711 

potentielle Zielgene mit neuronaler Relevanz. Viele der neuronal relevanten Zielgene wurden 

dabei von mehr als einer microRNA potentiell erfasst. Tabelle 6.1 fasst diejenigen 

potentiellen Zielgene zusammen, deren 3’UTRs die meisten potentiellen Bindungsstellen für 

die Gruppe von 18 microRNAs tragen. 
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Gen-Symbol Accession GO Terms
Anzahl 

vorhergesagter 
microRNAs

Gen-Symbol Accession GO Terms
Anzahl 

vorhergesagter 
microRNAs

MECP2 NM_004992 neuron maturation 13 NTN4 NM_021229 neuron 
remodeling 5

NEUROD1 NM_002500 neurogenesis 11 GPR98 NM_032119 neuropeptide 
signaling pathway 5

NBEA NM_015678
post-Golgi vesicle-
mediated 
transport

10 EPB41L1 NM_012156, 
NM_177996

cytoskeletal 
protein binding 5

EPHA4 NM_004438
axon guidance, 
signal 
transduction

10 NPTX1 NM_002522

synaptic 
transmission, 
calcium ion 
binding

5

NDEL1 NM_001025579, 
NM_030808

neuron migration, 
cell differentiation, 10 SYN2 NM_133625 neurotransmitter 

secretion 5

NR4A3

NM_173200, 
NM_173199, 
NM_006981, 
NM_173198

regulation of 
transcription 8 RAB14 NM_016322 neurotransmitter 

secretion 5

NRP1 NM_003873, 
NM_001024628

nervous system 
development 7 BTG3 NM_006806

negative 
regulation of 
progression 
through mitotic 
cell cycle

5

PAFAH1B1 NM_000430

neuron migration, 
neuroblast 
proliferation, 
nervous system 
development

7 RIMS4 NM_182970
neurotransmitter 
transport 5

CELSR2 NM_001408 neuropeptide 
signaling pathway 7 RTN2 NM_206900 signal 

transduction 5

ZFHX1B NM_014795 neural crest cell 
migration 6 RUNX1 NM_001001890,

NM_001754 
neuron 
differentiation 5

NOVA2 NM_002516 RNA binding, 
nucleus 6 SLC6A8 NM_005629

neurotransmitter:s
odium symporter 
activity

5

CUGBP2
NM_006561, 
NM_001025077, 
NM_001025076

neuromuscular 
junction 
development

6 NRP2

NM_018534, 
NM_201267, 
NM_201266, 
NM_003872

nervous system 
development 5

PPP3CB NM_021132 calcineurin 
complex 6 SV2A NM_014849 neurotransmitter 

transport 5

NEUROG1 NM_006161
cell differentiation, 
nervous system 
development

6 DLGAP2 NM_004745

neurofilament, 
nerve-nerve 
synaptic 
transmission

5

LPHN3 NM_015236 neuropeptide 
signaling pathway, 6 DCBLD2 NM_080927

negative 
regulation of cell 
growth

5

HIF1A NM_001530, 
NM_181054

neural crest cell 
migration 6 SYNGAP1, 

ZBTB9
NM_152735, 
NM_006772

intracellular, 
regulation of small 
GTPase mediated 
signal 
transduction,

5

NR4A2

NM_006186 
NM_173172, 
NM_173173, 
NM_173171

neuron 
differentiation 6 ELAVL2 NM_004432 regulation of 

transcription 5

GRM7
NM_000844, 
NM_181874, 
NM_181875

neuroprotection, 
synaptic 
transmission

6 GPM6A
NM_005277, 
NM_201591, 
NM_201592

integral to 
membrane 5

NPAS2 NM_002518

circadian 
sleep/wake cycle, 
central nervous 
system 
development

6 KCNMB4 NM_014505
regulation of 
neurotransmitter 
secretion

5

CRIM1 NM_016441 nervous system 
development 5 LMO3 NM_001001395 regulation of 

transcription 5
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Tabelle 6.1: Darstellung der 40 am häufigsten vorhergesagten neuronal relevanten (GO-Terms) Zielgene 
für das Set von 18 herunterregulierten microRNAs während der neuronalen Differenzierung 
von USSC. Sortiert nach Trefferhäufigkeit, werden hier die offiziellen Gen-Symbole, Auszüge aus 
den neuronal relevante GO-Terms, sowie Accession-Nummern der Proteine angegeben. 

 

Aufgrund der Tatsache, dass microRNAs vor allem über ihre 6 Nukleotide lange Seed-

Sequenz an ihre Ziel-mRNAs hybridisieren und Vorhersage-Algorithmen sinnvollerweise 

genau diesen Bereich für ihre Berechnungen heranziehen, ergeben sich durch ähnliche 

Basenabfolgen Redundanzen unter den Zielgenen für verschiedene microRNAs. Die 

microRNAs miR-17, -20a und -106b besitzen beispielsweise eine identische Seed-Sequenz 

und folgerichtig auch eine Vielzahl gemeinsam vorhergesagter Zielgene. Darüber hinaus 

weisen die 3’UTRs der Proteine NEUROD1, NBEA, EPHA4 und NPTX1 beispielsweise 

putative Bindestellen für ≥ 10 der 18 microRNAs auf. Um den möglichen biologischen 

Einfluss der vorhergesagten microRNA-Zielproteine auf die neuronale Differenzierung der 

USSC-Linien weiter zu bekräftigen, wurden die Proteinlisten in der DAVID-Datenbank 

verschiedenen neuronal-relevanten KEGG-Pathways zugeordnet. In KEGG-Pathways 

werden Proteine an funktionalen Abläufen beteiligte Proteine in Gruppen zusammengefasst 

und deren Interaktionen untereinander, sowie zu angrenzenden Pathways in schematischer 

Form dargestellt. Die Pathways mit den meisten potentiellen Zielgenen für die Gruppe der 18 

microRNAs zählten „Axon Guidance“, „TGF-beta Signaling“, „WNT Signaling“, „MAPK 

Signaling“ und „Long-term Potentiation“. 

Tabelle 6.2 fasst den potentiellen Einfluss der microRNAs auf die fünf oben genannten 

Pathways zusammen. Es zeigte sich, dass die 18 microRNAs putativ einen erheblichen 

Einfluss auf die Expression der Mitglieder dieses Pathways ausüben können. Die microRNA 

miR-106b erfasst Proteine aller fünf Pathways, die microRNAs miR-138, -17, -130a, -137, 

-19a, -20a, sowie miR-25 erfassen Proteine von wenigstens drei der genannten Pathways. 

Nur wenige microRNAs (miR-145-5p, -143, -18a, -27a, -362-5p und -431) haben keine 

potentiellen Zielgene innerhalb dieser Pathways. 
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Axon 
Guidance

TGFß 
Signaling

WNT 
Signaling

MAPK 
Signaling

Long-term 
Potentiation

(79) (54) (71) (126) (25)

hsa-mir-138 18 16 21
hsa-mir-17 9 11 12 19
hsa-mir-106b 18 11 14 24 5
hsa-mir-130a 11 8 7
hsa-mir-137 19 8 21 7
hsa-mir-19a 24 12 20 12
hsa-mir-20a 16 10 13
hsa-mir-218 13 6
hsa-mir-22 16 25
hsa-mir-25 21 16
hsa-mir-28-5p 12
hsa-mir-335 14
hsa-mir-140-5p
hsa-mir-143
hsa-mir-18a
hsa-mir-27a
hsa-mir-362-5p
hsa-mir-431

45/79 27/54 32/71 53/126 14/25

(57%) (50%) (45%) (42%) (56%)

keine vorhergesagten Zielgene in diesen Pathways

vorherg. Gene/ 
Gene insgesamt

microRNAs

 

Tabelle 6.2: Verteilung potentieller Zielgene der 18 während XXL-Differenzierung herunterregulierten, 
microRNAs auf neuronal-relevante KEGG-Pathways. Angegeben sind die einzelnen KEGG-
Pathways mit der Anzahl enthaltener Proteine, sowie die Anzahl von Proteinen die im jeweiligen 
Pathway von bestimmten microRNAs potentiell reguliert werden. Die unterste Zeile fasst die 
Ergebnisse zusammen und zeigt wie viele Proteine des jeweiligen Pathways insgesamt potentiell 
reguliert werden.  

 

Abbildung 6.6 zeigt beispielhaft die potentiellen Zielgene für die Gruppe von 18 microRNAs 

auf dem Pathway „Axon Guidance“. 57% der Proteine dieses Pathways gehören zu diesen 

potentiellen Zielgenen und werden von 10 microRNAs der 18 erfasst. Einige Proteine wie 

z.B. EphrinB, ROBO1, PlexinA und PAK werden potentiell von bis zu 9 dieser microRNAs 

erfasst. Abbildungen der vier verbliebenen Pathways finden sich im Anhang (Abbildung 8.1 

bis Abbildung 8.4). 
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Abbildung 6.6: Potentielle microRNA-Zielgene im „Axon Guidance“ KEGG-Pathway. Die grünen Boxen 
stehen für die einzelnen Proteine im Pathway, während die roten Ovale vorhergesagte 
microRNA/Zielgen-Interaktionen symbolisieren. Die roten Zahlen benennen die Anzahl der 
potentiell regulierenden individuellen microRNAs. Die Abbildung wurde entnommen aus der 
KEGG-Pathway-Datenbank (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) und um die microRNA-
Daten ergänzt. 

 

Zusammenfassend ergab die bioinformatische Analyse, dass die potentiellen Zielgene der 

18 herunterregulierten microRNAs das Potential besitzen einen erheblichen Einfluss auf die 

neuronale Entwicklung und Differenzierung zu nehmen. Insbesondere fällt auf, dass viele der 

microRNAs nicht nur ein relevantes potentielles Zielgen besitzen, sondern mehrere Proteine 

gleichzeitig als putative Ziele in Frage kommen. Umgekehrt werden auch viele Zielgene von 

mehr als einer der 18 microRNAs potentiell reguliert. Die bemerkenswerte Häufung putativer 

Zielgene in den für neuronale Entwicklung und Differenzierung relevanten Pathways deutet 

zusätzlich das Potential im Kontext der Neuroentwicklung an. Nichtsdestotrotz ist diese 

Analyse zunächst lediglich in silico präsent und bedarf einer umfangreichen experimentellen 

Validierung, bevor sie als biologische Realität gewertet werden kann. 
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6.3 Experimentelle Zielgenvalidierungen 

6.3.1 Prinzip des Luciferase-Assays 

Das in der einschlägigen Literatur gängige Prinzip der experimentellen Zielgenvalidierung 

besteht darin, 3’UTRs oder Teile hiervon, z.T. aber auch nur doppelsträngige Oligonukleotide 

an das 3’-Ende von Reportergenen wie Luciferase oder ß-Galaktosidase zu klonieren und in 

Kotransfektionsansätzen mit Normalisierungsvektoren und überexprimierten microRNAs den 

Einfluss letzterer auf die Reportergenaktivität zu erfassen (Abbildung 6.7), welche durch die 

Bindung von microRNAs an die 3’UTR-Anteile reduziert wird. Im Kontext der Validierung von 

Zielproteinen für eine größere Anzahl von microRNAs erscheint ein solcher Ansatz 

unpraktikabel, zumal gemeinhin nicht der Einfluss überexprimierter microRNAs auf die 

offenen Leserahmen der Reportergene selbst erfasst wird. 

Luciferase

Luciferase-Expression

Keine Expression

Luciferase

klonierte 3‘UTR bzw. Oligo des Zielgens

Bindung der überexprimierten 
Test-microRNA 

microRNA-Bindungsstelle

 

Abbildung 6.7: Prinzip der experimentellen Validierung potentieller microRNA/Zielgen-Interaktionen. 
Eine 3’UTR bzw. ein Oligonukleotid mit den zu testenden microRNA-Bindestellen wird an das 3’-
Ende eines Reportergens (hier: Firefly-Luciferase) kloniert. Die Aktivität des Reportergens wird 
durch microRNA-Bindung reduziert. Modifiziert nach Kosik 2006 [228]. 

 

Um den in dieser Arbeit zu erwartenden Mengen an putativen microRNA-

Zielgeninteraktionen in der experimentellen Validierung gerecht zu werden, wurde ein 

modifizierter Ansatz etabliert. Dieser fußt auf dem Vektor pmirGLO (Abschnitt 5.1.4), welcher 

die Firefly- als auch die Renilla-Luciferase von getrennten Promotoren aus exprimiert. Mess- 

und Normalisierungs-Reportergene befinden sich so auf einem Vektor und die Messung 
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kann nicht durch unterschiedliche Transfektionseffizienzen getrennter Vektoren 

kompromittiert werden. Die Anwendung von microRNA-Mimics, effizient transfizierbare, 

chemisch modifizierte doppelsträngige RNA-Moleküle (kommerziell erhältlich), vermeidet die 

umständliche Klonierung und funktionale Überprüfung von Expressionskonstrukten der 

jeweiligen pri-microRNAs.  

Als zelluläres System kamen HEK293T-Zellen zur Anwendung. Die Verwendung 

eukaryotischer Zelllinien der gleichen Spezies wie die zu untersuchenden Zellen ist in der 

Literatur akzeptiert [132,229,230] und erlaubt das effiziente Verarbeiten umfangreicherer 

Ansätze. Darüber hinaus sind HEK293T-Zellen im Gegensatz zu USSC (i) unbegrenzt 

verfügbar und lassen sich (ii) wesentlich effizienter transfizieren, was zu besser 

reproduzierbaren Messergebnissen führte.  

Der in der Praxis gewählte Ansatz bestand darin, nach Klonierung der relevanten 3‘UTR-

Fragmente an das 3‘Ende der Firefly-Luciferase in pmirGLO, den leeren Vektor (pmirGLO) 

und den 3‘UTR-Vektor (pmirGLO/3’UTR) getrennt in HEK293T zu transfizieren. Der 

Vergleich der jeweils gegen Renilla normalisierten Firefly-Aktivitäten reflektiert den Einfluss 

endogener HEK293T-microRNAs auf die jeweilige 3’UTR. Beide relativen Aktivitäten werden 

auf 100% gesetzt und nun paarweise die Kotransfektionen von pmirGLO + microRNA-Mimic 

und pmirGLO/3’UTR + microRNA-Mimic durchgeführt. Erstere erfasst den Einfluss der 

jeweiligen microRNA-Mimic auf Firefly und Renilla per se, eine wie sich zeigte (s.u., 

Abbildung 6.10) notwendige Kontrolle, die zweite Kotransfektion bringt dann die 3‘UTR ins 

Spiel und erlaubt die Analyse des Einflusses der microRNA auf die 3‘UTR selbst. Die 

normalisierten Firefly-Aktivitäten beider Kotransfektionen werden jeweils in prozentuale 

Relation zu ihren microRNA-Mimic-freien Gegenstücken gesetzt und bilden so das fertige 

Resultat.  

Durch die Strukturierung der Kotransfektionen microRNA-Mimic mit (i) Leervektor und (ii) 

3‘UTR-Vektor entfällt die Notwendigkeit von Mutagenesen der 3‘UTRs, um die Spezifität der 

Interaktion zu zeigen. Zwar wird so nicht zwangsläufig eine punktuelle, vorhergesagte 

Bindungstelle validiert, sehr wohl aber der Einfluss einer microRNA auf die 3‘UTR, was der 

in vivo-Situation wesentlich näher kommt. Als weitere Spezifitätskontrolle wurde in jedem 

experimentellen Ansatz eine unspezifische kleine RNA getestet (n.t.siRNA), um Einflüsse 

des Transfektionssystem auszuschließen und die Sequenzspezifität der jeweiligen 

microRNA-Zielgen-Interaktion zu bestätigen. 
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6.3.2 Ausgewählte Proteine und microRNAs 

Aus der Liste potentieller Zielgene für die 18 microRNAs wurden, im Hinblick auf ihre 

neuronalen Funktionen und die Anzahl putativer Bindestellen, 11 Proteine (CRIM1, EPHA4, 

MECP2, NBEA, NEUROD1, NEUROG1, NPTX1, NRP1, NTN4, PTN und STAT3) für eine 

experimentelle Zielgenvalidierung ausgewählt. Außerdem wurde das house-keeping-Gen 

GAPDH einbezogen, da interessanterweise drei microRNAs potentielle Bindungsstellen auf 

dessen 3’UTR aufwiesen. Die putativen Zielgene wurden vor der Klonierung noch einmal in 

jedem der drei Algorithmen nach möglichen microRNA-Bindestellen abgesucht, da die 

miRGen-Datenbank nicht so häufig aktualisiert wird wie die zugrundeliegenden Einzel-

Algorithmen und somit unter Umständen einzelne Bindestellen übersehen werden könnten.  

Tabelle 6.3 zeigt die Anzahl der putativen Bindungsstellen für die 18 genannten microRNAs. 

Die 10 microRNAs mit den meisten potentiellen Zielgenen wurden für die weiteren Analysen 

ausgewählt (miR-17, -18a, -19a, -20a, -106b, -130a, -137, -138, -218 und -335). 
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MECP2 13 3 4 1 3 - - 1 1 4 2 4 2 2 - 2 2 - - NM_004992
NEUROD1 11 2 1 2 2 - - 1 1 3 1 - - 2 1 - 1 - - NM_002500
NBEA 10 3 1 2 1 - 1 3 1 2 3 1 - - - - - - - NM_015678
NPTX1 10 1 1 - 1 - 1 1 - 1 1 - - 2 - - 1 1 - NM_002522
EPHA4 10 2 1 1 1 - - 3 - - 3 - - - 1 1 2 1 - NM_004438
NEUROG1 6 1 1 - - - - 1 - 1 1 1 - - - - - - - NM_006161
CRIM1 5 1 - - - - - 1 2 - 1 - - - - - 3 - - NM_016441
NRP1 5 - 3 1 - - 1 - - - - - 1 - - - 1 - - NM_003873
NTN4 5 1 - 1 - 1 - 1 - - 1 - - - - - - - - NM_021229
STAT3 4 3 1 - - - - 3 - - 3 - - - - - - - - NM_003150
PTN 2 - 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - NM_002825
GAPDH 3 - - - 1 - - - 1 - - 1 - - - - - - - NM_002046  

Tabelle 6.3: Übersicht der ausgewählten Gene für die experimentellen Validierungen. Dargestellt sind die für 
die Zielgenvalidierungen ausgewählten Gene mit den offiziellen Accession-Nummern der 
zugehörigen mRNA, sowie vorhergesagte Interaktionen mit den 18 differentiell exprimierten 
microRNAs. Rot hervorgehoben sind die 10 für Zielgenvalidierungen ausgewählten microRNAs. Es 
ergeben sich 135 individuelle potentielle Bindestellen bei 71 3‘UTR/microRNA-Interaktionen. 
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6.3.3 Klonierung zu testender 3’UTR-Fragmente 

Die Länge der klonierten Fragmente richtete sich nach der Gesamtlänge der 3’UTRs, sowie 

nach der Lage relevanter microRNA-Bindestellen. Im Fall von MECP2 musste die 3‘UTR 

aufgrund ihrer enormen Länge von 8,5 kb geteilt werden um Schwierigkeiten sowohl bei der 

Klonierung als auch bei späterer Transfektion in die Zellen zu vermeiden. In Abbildung 6.8 

sind diese Informationen tabellarisch zusammengefasst. 

Der Vektor pmirGLO wurde mit den Enzympaaren XhoI/SalI bzw. SacI/XbaI geschnitten und 

dephosphoryliert. Die gewünschten Fragmente wurden mittels PCR amplifiziert, wobei die 

geeigneten Restriktionsschnittstellenpaare (XhoI/SalI bzw. SacI/XbaI) über die jeweiligen 

Primer integriert wurden. Als Template kam genomische DNA zum Einsatz mit Ausnahme 

der Klonierung der EPHA4-3‘UTR; letztere weist ein Intron auf und somit wurde hier auf 

cDNA zurückgegriffen. Die PCR-Amplifikate wurden gelelektrophoretisch analysiert, geeignet 

restriktionsverdaut und in den jeweils passend vorbereiteten pmirGLO ligiert. Zusätzlich zu 

den 3‘UTRs der genannten Zielgene wurde ein Kontroll-Konstrukt generiert, welches eine 

vollständig komplementäre Bindestelle für hsa-miR-137 aufwies. Das benötigte Insert wurde 

als Strang und Gegenstrang synthetisiert, renaturiert und ebenfalls in den Vektor ligiert. 
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miR‐218 NEUROG1, 744 bp, 
421 bp bzw. 680 bp
Fragmente kloniert

miR‐130a
miR‐19a

miR‐17‐5p/‐20a/‐106b

miR‐138miR‐19a

miR‐335

NPTX1, 3980 bp,
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miR‐137miR‐138 miR‐19amiR‐18a NEUROD1, 1335 bp, 
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miR‐130amiR‐19a miR‐106b
miR‐17‐5p/‐20a/‐106b miR‐137miR‐138

miR‐19amiR‐335

miR‐137
miR‐138

miR‐130amiR‐335 EPHA4, 3361 bp, 
2994 bp Fragment kloniert

miR‐335
miR‐17‐5p/‐20a/‐106b
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miR‐17‐5p/‐20a
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1728 bp Fragment kloniert
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719 bp bzw. 1208 bp
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miR‐130amiR‐17‐5p/‐20a/‐106b STAT3, 2425 bp
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miR‐17‐5p/‐20a/‐106b
miR‐17‐5p/‐20a/‐106b

miR‐137 PTN, 688 bp,
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miR‐130a
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miR‐218miR‐138 miR‐18a
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miR‐138 miR‐18a NBEA, 1765 bp, 

1590 bp Fragment kloniert

miR‐130a
miR‐19a

miR‐17‐5p/‐20a/‐106bmiR‐218
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Abbildung 6.8: Schematische Darstellung der 3’UTRs zu validierender Gene und der in pmirGLO 
einklonierten Fragmente. Die grauen Balken stellen schematisch die 3’UTRs der zu klonierenden 
Gene dar. Potentielle microRNA-Bindestellen sind als hellgraue Boxen dargestellt. Unter den 
3‘UTRs sind als grüne Linien die klonierten Bereiche für Zielgenvalidierungen gekennzeichnet, in 
orange sind die Bereiche markiert, die ausschließlich für das Zeitverlaufs-Experiment (siehe 
Abschnitt 6.4) kloniert wurden. Neben den 3‘UTRs stehen die Namen der Proteine, die Länge der 
3’UTR und der jeweils klonierten Bereiche. 
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Die Ligationsansätze wurden in E.coli SURE elektroporiert, vermehrt und positive Klone 

mittels Kolonie-PCR oder Testrestriktionen isolierter Plasmid-Mini-Präparationen selektiert. 

Diese wurden sequenziert und anschließend je ein Klon korrekter Sequenz für die Maxi-

Präparation ausgewählt. Alle selektierten Konstrukte wurden vor ihrer Verwendung im Assay 

ein weiteres Mal zur Kontrolle verdaut und gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 6.9). 
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Abbildung 6.9: Kontrollverdau aller 3’UTR-Konstrukte.  

 A) Je 200 ng der mit SacI/XbaI bzw. XhoI/SalI geschnittenen pmirGLO/3’UTR-Konstrukte 
wurden auf einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. In den Spalten sind von links nach rechts 
folgende Konstrukte aufgetragen: 1) NTN4-full, 2) NEUROD1, 3) NBEA, 4) NRP1, 5) CRIM1, 
6) NPTX1, 7) STAT3-full, 8) EPHA4, 9) MECP2-2, 10) MECP2-1.  

 B) Zu sehen sind ebenfalls mit SacI/XbaI bzw. XhoI/SalI geschnittene pmirGLO/3’UTR-
Konstrukte, aufgetragen auf einem 1,5%igen Agarosegel. Von rechts nach links sind die klonierten 
Fragmente von 11) GAPDH (1 µg), 12) NEUROG1 (500 ng), 13) PTN, 14) NEUROG1-full, 15) 
STAT3, 16) NTN4 (jeweils 400 ng) zu erkennen. M1 steht für die 1kb-Leiter von Invitrogen, M2 
steht für die Ultra Low Range DNA-Leiter von Fermentas. Die Konstrukte mit dem Namenszusatz 
„full“ wurden ausschließlich im Zeitverlauf-Experiment (Abschnitt 6.4) eingesetzt und nicht in den 
Zielgenvalidierungen. 

 

6.3.4 Zielgenvalidierungen 

Im Zuge der Etablierung des Assays stellte sich heraus, dass bestimmte microRNA-Mimics 

Einfluss auf die Luciferase-Aktivitäten nahmen. Abbildung 6.10 fasst daher ein Experiment 

zusammen, welches den Einfluss der verwendeten microRNA-Mimics auf pmirGLO 

demonstriert. Speziell microRNA-Mimic miR-137 wies einen erheblichen Einfluss auf die 

Reportergen-Aktivitäten auf und unterstreicht somit die Notwendigkeit, diese Kontrolle stets 

mitzuführen. 

A B 
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Abbildung 6.10: Untersuchung des regulatorischen Einflusses von microRNA-Mimics auf die Luciferase-
Aktivitäten des pmirGLO-Vektors. Verglichen wird die relative Luciferase-Aktivität des leeren 
Vektors pmirGLO mit den relativen Luciferase-Aktivitäten aus den Kotransfektionen 
pmirGLO + microRNA-Mimics. Gezeigt sind Mittelwerte aus 3 biologischen mit je 3 technischen 
Replikaten und zugehöriger Standardabweichung. Anhand der relativen Aktivitätsveränderung 
zwischen pmirGLO und pmirGLO + microRNA-Mimics lässt sich der Einfluss einzelner 
microRNA-Mimics auf pmirGLO ermessen, dabei übte die miR-137 einen besonders starken 
reduzierenden Einfluss auf die relative Firefly-Aktivität des Vektors aus. 

 

Die eigentlichen Zielgenvalidierungen wurden nach dem in Abschnitt 6.3.1 beschriebenen 

Schema in mindesten 2 biologischen Replikaten, bestehend aus stets je 3-4 technischen 

Replikaten durchgeführt. Als Positivkontrolle für die Transfektionseffizienz der Mimics wurde 

das pmirGLO/137match-Konstrukt verwendet. 

Für die Versuchsreihen wurden die Zellen 24 h nach Aussaat transfiziert und nach weiteren 

24 h Inkubation bei normalen Kulturbedingungen schonend lysiert und die Luciferase-

Aktivitäten gemessen. Abbildung 6.11 zeigt beispielhaft das Ergebnis der Zielgenvalidierung 

von NRP1. Die microRNAs miR-130a und -137 zeigten eine signifikante Reduktion der 

relativen Firefly-Aktivitäten der pmirGLO/NRP1-3’UTR + microRNA-Mimic Kotransfektion 

verglichen mit der pmirGLO + microRNA-Mimic Kotransfektion. Bei der microRNA miR-335 

war eine Reduktion nicht zu beobachten. Zu beachten ist der prägnante Einfluss von 

miR-137 auf die Luciferase-Aktivitäten von pmirGLO. Bei pmirGLO/137match war die relative 

Firefly-Aktivität massiv reduziert, was die vollständige Sequenzkomplementarität zwischen 

microRNA-Mimic und Ziel-3‘UTR wiederspiegelt. Die prozentuale Reduktion stellt somit auch 

ein Maß für die microRNA-3‘UTR Interaktion dar. Zusammenfassend konnte NRP1 somit als 

Zielgen für miR-130a und miR-137 identifiziert werden, miR-335 hingegen erfasst die NRP1-

3‘UTR nicht. 
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Abbildung 6.11: Experimentelle Validierung der Interaktionen zwischen NRP1 und den microRNAs 
miR-130a, miR-137 und miR-335. Die dunkelgrauen Säulen stehen für pmirGLO-
(Ko-)Transfektionen mit den jeweiligen Mimics, die hellgrauen für (Ko-)Transfektionen von 
pmirGLO/NRP1-3’UTR. Die Reduktion der relativen Firefly-Aktivitäten zwischen 
pmirGLO + microRNA-Mimic und pmirGLO/NRP1-3´UTR + microRNA-Mimic ist in Prozent 
über den zusammengehörigen Säulenpaaren abgebildet und reflektiert die microRNA-Wirkung auf 
die NRP1-3‘UTR. Das letzte Säulenpaar (schwarz) zeigt die Wirkung von miR-137 auf das 
Konstrukt pmirGLO/137match und fungierte in jedem experimentellen Ansatz als systemische 
Positivkontrolle. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2 biologischen mit jeweils 
3 technischen Replikaten mitsamt statistischer Analyse. (Student‘s T-Test, *,p<0,05; **,p<0,01; 
***,p<0,001).  

 

Da sich für NRP1 bereits abzeichnete, dass die prozentualen Reduktionen der relativen 

Firefly-Aktivitäten sehr unterschiedlich ausfallen würden, wurde eine Reduktion um ≥ 20% 

fortan als positiv gewertet. Im Folgenden werden nun die vollständigen Validierungen aller 

verbleibenden 11 Proteine dargestellt (Abbildung 6.12). 
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Abbildung 6.12: Experimentelle Zielgenvalidierungen ausgesuchter microRNA/Zielgen-Interaktions-
vorhersagen. Dargestellt sind in alphabetischer Reihenfolge die Ergebnisse der Validierungen für 
CRIM1, EPHA4, MECP2-1, MECP2-2, NBEA, NEUROD1, NEUROG1, NPTX1, NTN4, 
PTN, STAT3 und GAPDH. Angegeben sind neben dem Name des Proteins, die relativen Firefly-
Aktivitäten für pmirGLO + microRNA-Mimic (Ko-)Transfektionen (dunkelgraue Säulen) und 
pmirGLO/3’UTR + microRNA-Mimic (Ko-)Transfektionen (hellgraue Säulen). Die Reduktion der 
relativen Firefly-Aktivitäten zwischen pmirGLO + microRNA-Mimic und 
pmirGLO/3´UTR + microRNA-Mimic ist ein Maß für den regulatorischen Einfluss der 
microRNA-Mimic. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus 2 biologischen mit 
jeweils 3 technischen Replikaten mitsamt statistischer Analyse. (Student‘s T-Test, *,p<0,05; 
**,p<0,01; ***,p<0,001). 

 

Abbildung 6.13 fasst die Ergebnisse in Form einer kreuztabellarischen Darstellung der 

jeweiligen prozentualen Reduktionen der relativen Firefly-Aktivitäten zusammen. Von 

insgesamt 71 vorhergesagten und untersuchten microRNA/3’UTR-Interaktionen konnten 23 

(32%) mit einer deutlichen Aktivitätsreduktion von ≥20% bestätigt werden. Desweiteren 

konnten 22 schwache aber statistisch signifikante Effekte (<20%) von microRNAs auf 

3’UTRs festgestellt werden, 26 Messungen lieferten kein statistisch signifikantes Ergebnis. 
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Abbildung 6.13: Zusammenfassung aller durchgeführten microRNA-Zielgenvalidierungen in HEK293T. 
Untersucht wurden die Interaktionen von 10 ausgewählten microRNA-Mimics (miR-17, -18a, -19a, 
-20a, -106b, -130a, -137, -138, -218, -335) mit 3’UTRs 11 vorhergesagter, neuronal-relevanter 
Proteine (CRIM1, EPHA4, MECP2, NBEA, NEUROD1, NEUROG1, NPTX1, NRP1, NTN4, 
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PTN, STAT3) zuzüglich des Housekeeping-Genes GAPDH. In den farbigen Feldern sind die 
prozentualen Reduktionen (wie in Abbildung 6.11 beschrieben) der normalisierten Firefly-
Aktivitäten der pmirGLO/3’UTR + microRNA-Mimic-Kotransfektionen im Vergleich zu den 
pmirGLO + microRNA-Mimic-Kotransfektionen gezeigt. Rot: kein oder kein signifikanter 
microRNA-Effekt (≤ 5% Firefly-Aktivitätsreduktion), orange: schwacher aber signifikanter 
microRNA-Effekt (> 5%, p≤0,05), hellgrün: deutlicher microRNA-Effekt (≥ 20%), dunkelgrün: 
starker microRNA-Effekt (≥ 30%); n/a: nicht analysiert. Von 71 analysierten individuellen 
microRNA/3’UTR-Interaktionen wurden 23 also positiv gewertet (hell- und dunkelgrüne Felder). 

 

Mit Ausnahme von STAT3 konnte für jedes der getesteten Proteine eine positive Validierung 

verzeichnet werden. Der Effekt von miR-17 auf die STAT3-3‘UTR fiel jedoch nur sehr knapp 

mit 1% unter den subjektiv gewählten „Cut-off“ von 20%. Zusammenfassend konnten sehr 

variable Interaktions-Intensitäten beobachtet werden. Am stärksten waren die Effekte der 

miR-138 und miR-137 auf NEUROD1 respektive NBEA, mit jeweils 62% relativer Firefly-

Aktivitätsreduktion. Die geringste, aber dennoch signifikante Reduktion zeigten miR-20a und 

miR-130a auf die NPTX1-3’UTR. Für die miR-335 konnte als einzige der getesteten 

microRNA-Mimics keine positive Validierung nachgewiesen werden, wobei auch hier mit 

18% Reduktion bei CRIM1 der „Cut-off“ nur knapp verpasst wurde. Desweiteren konnte 

keine Korrelation zwischen 3‘UTR-Länge, der Anzahl vorhergesagter Bindestellen und der 

Anzahl positiver Validierungen festgestellt werden. Die meisten nachgewiesenen 

Interaktionen konnten unter den gewählten Proteinen für miR-17 (4/9) und miR-137 (4/5) 

festgestellt werden. 

6.4 Zeitlicher Verlauf microRNA-vermittelter Translationsrepression  

Nachdem nun eine Vielzahl verschiedener netzwerkartiger Interaktionen zwischen dem 

ausgesuchten Set herunterregulierter microRNAs und einer Auswahl der vorhergesagten 

neuronal-relevanten Zielgene in HEK293T-Zellen nachgewiesen werden konnten, zielte der 

nächste Schritt darauf ab, den Einfluss der sich während der XXL-Differenzierung 

verändernden microRNA-Populationen auf die translationale Effizienz der validierten 

Zielgene zu messen. Zu diesem Zweck wurden die 3’UTR-Konstrukte aus den 

Zielgenvalidierungen als Repräsentanten der Proteine in USSC transfiziert und die relativen 

Luciferase-Aktivitäten vor und 5 Tage nach XXL-Induktion gemessen werden. Für die 

Zielgene NEUROG1, NTN4 und STAT3 wurden verlängerte, den Großteil der 3‘UTR 

umspannende Konstrukte kloniert, da nicht nur die Effekte der in den Zielgenvalidierungen 

getesteten microRNAs erfasst werden sollte, sondern die möglichst aller endogen 

exprimierten microRNAs auf die entsprechende 3‘UTR. Da die 18 microRNAs während der 

Differenzierung herunterreguliert werden und keine microRNAs hochreguliert werden, sollte 

theoretisch die translationale Hemmung auf die 3’UTRs abnehmen und die relative Firefly-

Luciferaseaktivität zunehmen. Da jedoch die USSC während der XXL-Behandlung stark in 
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die Apoptose gehen und die Zahl der überlebenden Zellen bereits an Tag 5 deutlich abnahm, 

wurde für die Messungen die Linie SA5/03 gewählt. Sie zeigte eine vergleichsweise 

geringere Apoptoserate nach 5 Tagen XXL-Induktion, dennoch war eine Ausweitung der 

Messung auf einen späteren Zeitpunkt nicht möglich. 

 

Abbildung 6.14: Effekte endogener microRNAs der USSC-Linie SA5/03 auf die 3’UTRs vorhergesagter 
Zielgene während der XXL-Differenzierung. PmirGLO/3’UTR-Konstrukte wurden in die 
USSC transfiziert welche anschließend 5 Tage lang mit XXL andifferenziert wurden. Gezeigt sind 
die normalisierten Firefly-Aktivitäten von pmirGLO sowie der 3’UTR-Konstrukte. Diese wurden in 
nativen (d0, hellgrau) sowie andifferenzierten (d5, dunkelgrau) Zellen gemessen und zueinander in 
Bezug gesetzt, der Messwert für pmirGLO bildet hier jeweils die Referenz. Die Ergebnisse setzten 
sich aus 3 biologischen Experimenten mit jeweils mindestens drei technischen Replikaten 
zusammen. Gezeigt ist außerdem der SEM (standard error of the mean) und die statistische 
Signifikanz (Student’s T-Test, unpaired, * p≤0,05; **p≤0,01). 

 

Abbildung 6.14 zeigt die relativen Firefly-Aktivitäten der einzelnen 3’UTRs gemessen 24 h 

nach Transfektion und vor XXL-Induktion, sowie die Werte 5 Tage nach XXL-Induktion. Die 

Werte für pmirGLO wurden wie bei den Validierungen auf 100% gesetzt, sie normalisieren 

den Effekt der endogenen microRNA-Wirkung auf die Luciferasen. Verglich man nun die 

Messungen der nativen Zellen mit denen nach 5 Tagen Differenzierung, so stellte man bei 

allen 3’UTR-Konstrukten (bis auf NEUROD1) fest, dass sich die relative Firefly-Aktivität 

erhöht hatte. Bereits nach einer vergleichsweise kurzen Differenzierungszeit von 5 Tagen 

konnte bei 7 von 12 gemessenen 3‘UTRs (CRIM1, EPHA4, MECP2-1 und -2, NPTX1, NRP1 

und STAT3) eine statistisch signifikante Erhöhung der relativen Firefly-Aktivität festgestellt 

werden. Diese Tendenz war für alle Konstrukte außer NEUROD1 zu sehen, jedoch nur bei 

den genannten Konstrukten statistisch signifikant. Diese Beobachtungen stehen in Einklang 
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mit einer Reduktion der microRNA-vermittelten Translationshemmung im Zuge der XXL-

Differenzierung. 

6.5 Globale Genexpressionsanalyse 

Nachdem die Analysen der differentiellen microRNA-Expression in USSC und XXL-USSC 

und die experimentellen Validierungen neuronal relevanter Zielgene ergaben, dass die 

differentielle microRNA-Expression auf eine Verminderung microRNA-vermittelten 

translationaler Repression hindeutet, sollte nun durch eine globale Transkriptom-Analyse 

geklärt werden, ob parallel neuronal relevante Gene in XXL-USSC transkriptionell aktiviert 

werden. Hierbei kam die CHIP-Hybridisations-Plattform der Firma Illumina zum Einsatz; die 

weitere Aufarbeitung der in dieser Arbeit präparierten RNAs, sowie die eigentliche 

Hybridisation und Auswertung wurden von Frau Dr. Sandra Weinhold im Rahmen eines 

größeren Projektes zur globalen Transkriptionsanalyse verschiedener somatischer 

Stammzellen in Kooperation mit und in dem Labor von Dr. James Adjaye (MPI Berlin) 

angefertigt. Als Ausgangsmaterial dienten die Fraktionen langer RNA (>200 Basen) welche 

im Rahmen der Präparationen kleiner RNA-Fraktionen für die microRNA-Analysen dieser 

Arbeit gewonnen wurden (Material und Methoden, Abschnitt 5.2.1.1). 

Es wurde das Transkriptom nativer USSC (SA5/03, SA5/73, SA8/25) sowie die mRNA-

Expression von XXL-USSC (SA5/03, SA5/73, je Tag 14; SA8/25, Tage 14 und 28) analysiert. 

Da lediglich die differentielle Transkriptomanalyse der Linie SA5/73 auswertbare Ergebnisse 

erbrachte, werden im Folgenden nur die Daten dieser Linie besprochen. 

In nativen Zellen wurden ca. 17.000 Gene exprimiert vorgefunden, 3726 davon wurden 

während der XXL-Differenzierung um den Faktor ≥ 2 heraufreguliert. Vergleichende 

Analysen der 9053 in silico vorhergesagten Zielgene (UNION) für die 18 herunterregulierten 

microRNAs und der 3726 heraufregulierten Gene in XXL-USSC ergaben eine Schnittmenge 

von 2095 Genen (Abbildung 6.15). Dies entspricht 23,1% aller vorhergesagten und 56% der 

in XXL-USSC heraufregulierten Gene. Betrachtet man die Unterguppe der 2122 nach 8-GO-

Terms gefilterten Gene, so finden sich 481 (22,7%) unter den in XXL hochregulierten 

Transkripten (Abbildung 6.15). Unter den 711 stringenter nach 5-GO-Terms gefilterten 

Zielgenen finden sich immerhin noch 125 (17,6%) in XXL-USSC hochregulierte mRNAs. Alle 

Schnittmengen aus vorhergesagten und hochregulierten Genen stellen je eine statistisch 

signifikante Anreicherung vorhergesagter Zielgene in der Gruppe hochregulierter Transkripte 

dar (UNION: p≤0,001; 8-GO-Terms: p≤0,001; 5-GO-Terms: p≤0,05, hypergeometrische 

Verteilung, Fabian Kruse, Labor für molekulare Neurobiologie, Universitätsklinikum 

Düsseldorf). 
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Abbildung 6.15: Schnittmengen zwischen vorhergesagten microRNA-Zielgenen und tatsächlich während 

XXL-Differenzierung in SA5/73 heraufregulierter Gene. Insgesamt wurden 3726 Gene in 
XXL-USSC der Linie SA5/73 hochreguliert vorgefunden (schwarzer Kreis). Aus der Gesamtsumme 
von 9053 für die 18 microRNAs vorhergesagten Zielgenen (roter Kreis), waren 2095 tatsächlich 
hochreguliert. In der Untergruppe von 2122 nach 8-GO-Terms gefilterten vorhergesagten 
Zielgenen (grüner Kreis) wurden 481 in XXL-USSC hochreguliert. 

 

Wie aus Abbildung 6.16 hervorgeht, wurden von den 11 in den experimentellen 

Zielgenvalidierungen analysierten Genen fünf (PTN, STAT3, NRP1, NTN4, NPTX1) 

hochreguliert gefunden, die verbliebenen 6 (CRIM1, EPHA4, MECP2, NBEA, NEUROD1, 

NEUROG1) zeigten keine signifikante Expressionsänderung. GAPDH wurde, wie erwartet, 

nur sehr geringfügig hochreguliert (1,6-fach). 

Nur eine bemerkenswert kleine Gruppe von 115 Genen wurde in XXL-USSC SA5/73 

gegenüber den nativen Zellen um einen Faktor ≥ 2 herunterreguliert gefunden. Die Analyse 

der biologischen Funktion mittels der DAVID-Datenbank ergab, dass 37% dieser Gruppe den 

„Cell Cycle“, „Cell Proliferation“ und weiteren Zellzyklus-verwandten GO-Terms zugeordnet 

werden konnten. Die Integration der herunterregulierten Gene in KEGG-Pathways ergab, 

dass der Pathway „Cell Cycle“ die meisten Proteine aus der Gruppen der herunterregulierten 

Transkripte auf sich vereinigen konnte. Zu den am stärksten reprimierten Genen gehörten 

Mitglieder der Cyclin-Familie und der Cyclin-abhängigen Kinasen. 
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Abbildung 6.16: Analyse der 11 validierten microRNA-Zielgene in SA5/73 an d0 und d14 XXL, mittels 
Illumina-Array. Gezeigt ist die Expressionsveränderung der 11 für die Validierungen ausgewählten 
microRNA-Zielgene in logarithmischer Skalierung während der 14-tägigen XXL-Differenzierung 
der Linie SA5/73. 

6.6 Funktionale Analyse von 10 ausgewählten microRNAs 

Um die funktionalen Aspekte der oben beschriebenen microRNAs im Kontext der neuronalen 

Differenzierung von USSC näher beleuchten zu können, erschien es unabdingbar, die 

Quantifizierung neuronal differenzierter USSC, welche bis dato nur durch morphologische 

Inspektion und Expressionsanalyse der neuronalen Marker NEF und TUB erfolgt war, auf 

eine breitere Basis zu stellen. Der humane „Neurogenesis and Neural Stem Cell PCR Array“ 

(SA Biosciences) ermöglicht die parallele Analyse der Transkription von 84 hierfür relevanten 

Genen mittels quantitativer PCR. Dies erlaubt einen tieferen Einblick in die neuronale 

Differenzierung von USSC und bietet die Möglichkeit Reaktionen der Zelle auf exogene 

Manipulationen wie siRNA-, microRNA- und Protein-Überexpressionen genauer zu erfassen. 

6.6.1 Genexpression im Zuge der neuronalen Differenzierung 

Im ersten Abschnitt wurden zunächst native USSC und XXL-USSC dieser Analyse 

unterworfen. Hierfür wurde die Linie SA5/03 wegen ihrer geringeren Apoptoserate in drei 

biologischen Replikaten für 5 bis 7 Tage mit XXL-andifferenziert. Da sich 

Differenzierungsprozesse nicht immer mit gleicher Kinetik entwickeln, mussten die 

Differenzierungsansätze täglich beobachtet werden. Es musste ein Kompromiss gefunden 

werden zwischen möglichst langer Differenzierungszeit und einer dennoch ausreichenden 
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Lebendzellzahl für total-RNA-Präparation. Es stellte sich heraus, dass dies die Tage 5 bzw. 7 

(2x d5 und 1x d7) nach XXL-Induktion waren. Zu späteren Zeitpunkten wären die 

Apoptoseraten zu hoch um noch genügende RNA-Mengen isolieren zu können. 

Die total-RNA-Präparation nativer Zellen erfolgte aus 20 Wells 24 h nach Aussaat mittels 

RNeasy Mini Kit (Abschnitt 5.2.1.2). Nach weiteren 24 h wurde die neuronale Differenzierung 

mittels XXL-Medium induziert und nach 5 bis 7 Tagen ein weiteres Mal total-RNA aus 20-22 

Wells präpariert. Nach reverser Transkription und anschließender qPCR wurden die 

Ergebnisse mittels SDS2.3 Software, sowie der SA-Biosciences-eigenen, Web-basierten 

Software analysiert und ausgewertet. Die Cts wurden für jedes Gen aus drei Replikaten 

gemittelt und zur Normalisierung der Mittelwert fünf verschiedener Housekeeping-Gene 

(B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH, ACTB) herangezogen. Hierüber wurden dann die dCTs 

ermittelt. Gemäß Herstellerempfehlungen zählten Gene mit einem Ct<35 als exprimiert. 

ACHE ADORA1 ADORA2A ALK APBB1 APOE ARNT2 ARTN ASCL1 BAI1 BDNF BMP15

6,79 -11,85 2,01 1,07 1,49 1,57 -5,4 -2,06 1,35 2,01

0,026751 0,1242029 0,025475 0,010958 0,1505164 0,1487399

BMP2 BMP4 BMP8B CDK5R1 CDK5RAP1 CDK5RAP2 CDK5RAP3 CHRM2 CXCL1 DLG4 DLL1 DRD1

1276,01 -1,04 1,18 1,37 -1,49 1,19 2,36 16,28 1,8 2,64 1,1

0,1262932 0,2169035 0,0685654 0,093101

DRD2 DVL3 EFNB1 EGF EP300 ERBB2 FEZ1 FGF13 FGF2 FLNA GDNF GNAO1

1,18 1,57 -1,27 1,16 -1,05 1,7 6,38 -2,14 -1,26 -1,43

0,024411 0,035854

GPI GRIN1 HDAC4 HDAC7 HES1 HEY1 HEY2 HEYL IL3 INHBA MDK MEF2C

1,6 2,06 -1,69 1,46 -1,11 4,34 1,75 2,67 7,71 2,21 2,32

0,041475 0,000977 0,1327601 0,0816618 0,0541833 0,2811899

MLL NCOA6 NDN NDP NEUROD1 NOG NOTCH2 NPTX1 NRCAM NRG1 NRP1 NRP2

-1,14 -2,15 1,87 -1,94 -2,29 5,12 35,11 1,78 1,4 2,11 5,13

0,000465 0,1813431 0,022864 0,0521538 0,0606524 0,004888

NTN1 ODZ1 PAFAH1B1 PARD3 PARD6B PAX3 PAX5 PAX6 POU3F3 POU4F1 PTN RAC1

1,53 1,55 -1,33 2,12 -1,04 1,38 1,43 2,88 1,39 -1,06

0,0783325 0,1279466

ROBO1 RTN4 S100A6 S100B SEMA4D SHH SLIT2 SOX8 STAT3 TNR VEGFA YWHAH

7,07 -1,63 -3,79 1,26 -1,18 28,4 -1,14 7,63 2,13 9,92 -4,12

0,001142 0,005538 0,2984907 0,030683 0,0930962 0,001457 0,005163

 

Abbildung 6.17: Darstellung der differentiellen Expression neuronal relevanter Gene in XXL-differenzierten 
USSC verglichen mit nativen Zellen. Gemessen wurde die Expression mittels des „human 
Neurogenesis and neural Stem Cell Array“ (SA Biosciences). In jedem Feld ist das offizielle 
Gensymbol des untersuchten Gens, darunter (bei exprimierten Genen) der Faktor der 
Expressionsveränderung in XXL-USSC verglichen mit nativen USSC und darunter wiederum der p-
Value (bei einer differentiellen Expression) dargestellt. 25 Gene wurden hochreguliert (grün 
markiert), 8 Gene wurden herunterreguliert (orange) gefunden. Nicht differentiell exprimierte Gene 
sind nicht farbmarkiert und nicht exprimierte Gene mit einem roten Kreuz gekennzeichnet. Die 
Werte stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen biologischen Replikaten dar und wurden über 
den Mittelwert von fünf Housekeeping-Genen normalisiert. 

In Abbildung 6.17 ist in Form einer einfachen Heatmap der Faktor der 

Expressionsveränderung in nativen und XXL-differenzierten Zellen dargestellt. Gene mit 

einer Expressionsveränderungen ≥│2│ wurden als differentiell exprimiert angesehen. Unter 

den am stärksten hochregulierten Genen finden sich BMP2 (Faktor 1276), NPTX1 (35x), 
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SHH (28x), CXCL1 (16x) und VEGFA (9,9x), am deutlichsten herunterreguliert wurde 

ADORA1. Die Gene ASCL1, BMP15, BMP4, DRD2, FGF13, GRIN1, NeuroD1, Pax3, 

POU4F1 und TNR waren nicht exprimiert. 

6.6.2 Einfluss von microRNA-Mimics auf die XXL-Differenzierung von USSC 

Im zweiten Schritt sollte nun der regulatorische Einfluss der 10 aus den Validierungen 

bekannten microRNA-Mimics auf die XXL-Differenzierung von USSC-Linie SA5/03 

untersucht werden. Hierfür wurden drei microRNA-Mimic-Gruppen ausgewählt: die erste 

Gruppe umfasste alle 10 microRNA-Mimics (miR-17, -18a, -19a, -20a, -106b, -130a, -137, 

-138, -218, -335, genannt „10er-batch“), die zweite Gruppe setzte sich aus 7 Mimics 

zusammen (miR-18a, -19a, -130a, -137, -138, -218, -335, genannt „7er-batch“) und die dritte 

Gruppe bestand aus 3 Mimics (miR-17, -20a, -106b, genannt „3er-batch“). Mit dem 10er-

batch sollte zunächst der regulatorische Einfluss aller microRNA-Mimics zusammen 

untersucht werden. Hinter der Zusammenstellung der beiden Subgruppen verbirgt sich der 

Gedanke, eine erste grobe Unterteilung der microRNAs in funktionale Gruppen 

vorzunehmen. So ist für die microRNAs des 3er-batches bereits bekannt, dass sie wichtige 

regulatorische Funktionen in der Zellzyklus-Progression ausüben, indem sie die Aktivität des 

Transkriptionsfaktors E2F erhöhen und somit die G1/S-Transition promovieren [73]. Da die 

USSC während der XXL-vermittelten neuronalen Differenzierung nach ca. 24 h in einen 

abrupten Zellzyklus-Arrest eintreten, war es eine interessante Fragestellung ob diese 

microRNAs einen Einfluss auf den Arrest haben würden und welche Auswirkungen dies auf 

die Differenzierung haben könnte. Zu diesem Zweck beinhaltete der 7er-batch alle 

microRNA-Mimics des 10er-batches, abzüglich der miR-17, -20a und 106b des 3er-batches. 

Alle microRNA-Mimics wurden jeweils equimolar eingesetzt. Um unspezifische Effekte der 

exogenen RNA-Moleküle auf die neuronale Differenzierung ermessen zu können, wurde die 

n.t.siRNA als Negativ-Kontrolle eingesetzt. 

Wie im Abschnitt 6.6.1 wurden hier ebenfalls drei biologische Replikate aller vier 

Differenzierungsansätze angefertigt und die identischen Differenzierungsbedingungen 

eingehalten. Die plattierten Zellen wurden 24 h nach Aussaat mit 10 pmol n.t.siRNA bzw. 

1pmol je microRNA-Mimic und Well transfiziert, weitere 24 h später dann mit XXL-Medium 

induziert und für 5-7 Tage differenziert. Aus 22 (n.t.siRNA- und 3er-batch-Ansätze) bzw. 32 

Wells (10er- und 7er-batch-Ansätze) wurde total-RNA präpariert. Zusätzlich zu den qPCR-

Analysen wurden je Bedingung 3 Deckgläschen fixiert und mit DAPI und mit Fluoreszenz-

markierten ß-Actin-Antikörpern angefärbt um morphologische Veränderungen sichtbar 

machen zu können. 
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Abbildung 6.18: Darstellung der microRNA-Mimic-vermittelten morphologischen Unterschiede der USSC-
Linie SA5/03 nach 5 Tagen XXL-Differenzierung. Die beiden linken Spalten zeigen 
Aufnahmen in 20-facher Vergrößerung und die rechten beiden zeigen Aufnahmen in 10-facher 
Vergrößerung. Für die Bedingung (A) untransfizierte, (B) n.t.siRNA transfiziert, (C) 10er-batch 
transfiziert, (D) 7er-batch und (E) 3er-batch transfizierte Zellen sind zwei Fotos in je zwei 
Varianten gezeigt: links ist das IF-Bild zu sehen, rechts daneben ein schwarz/weiß-Negativ 
desselben Bildes um die Konturen der Zellen besser erkennen zu können. Gefärbt wurde mit DAPI 
und anti-ß-Actin-Antikörpern.  

 

Die Abbildung 6.18 zeigt exemplarisch die Ergebnisse dieser Färbungen nach 5 Tagen XXL-

Differenzierung. Die untransfizierten und mit n.t.siRNA-transfizierten Zellen zeigten nach 

dieser kurzen Differenzierungsdauer bereits deutliche neuronale Morphologien. Die 

Zellkörper erschienen kompakt und bildeten lange, zum Teil verzweigte und vernetzte 

Ausläuferstrukturen. Wie erhofft, zeigten sich keine nennenswerten Unterschiede in 

Morphologie und Zelldichte zwischen der untransfizierten Referenz und der Negativ-

Kontrolle. Betrachtete man dagegen den 10er-batch bzw. ebenso den 7er-batch, so wurden 

dramatische Veränderungen in der Morphologie als auch der Zelldichte sichtbar. Die 
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wenigen, verbliebenen Zellen hatten ein sehr uneinheitliches Erscheinungsbild. Manche 

Zellen wiesen eine flache, breite Struktur auf, andere wiederum hatten sehr kleine Zellköper, 

einige spindelförmig, manche rundlich und bildeten keine bzw. nur sehr wenige 

Ausläuferstrukturen. Betrachtete man nun die Zellen des 3er-batches, so zeigte sich 

wiederum ein anderes Bild. Die Zelldichte war augenscheinlich etwas höher als in den 

Kontroll-Differenzierungen und die Zellen wiesen eine ähnliche Morphologie wie 

proliferierende USSC auf. Die Zellkörper erschienen groß, flach und durchscheinend und 

bildeten nur vereinzelt Ausläuferstrukturen aus. Die in der IF sichtbaren 

Zelldichteunterschiede spiegelten sich ebenfalls in den extrahierten RNA-Ausbeute je Well 

wieder (Daten nicht gezeigt). 

Betrachtete man nun die Transkript-Expressionen in den mit n.t.siRNA-transfizierten XXL-

USSC, so stellte sich heraus, dass sich - bis auf die Ausnahme von GNAO1 - im Vergleich 

zur untransfizierten Referenz, keine differentiell exprimierten Gene fanden. In Abbildung 6.19 

ist dies in Form der oben bereits eingeführten, einfachen Heatmap dargestellt. Dies 

entsprach dem Bild, dass sich bereits in den Immunfluoreszenzanalysen abzeichnete: 

sowohl untransfizierte als auch mit n.t.siRNA transfizierte Zellen schienen in ihrer 

Morphologie und Expression neuronal relevanter Gene identisch, die exogen zugeführten 

microRNA-Mimics schienen die Zellen nicht zu beeinträchtigen.  

ACHE ADORA1 ADORA2A ALK APBB1 APOE ARNT2 ARTN ASCL1 BAI1 BDNF BMP15

-1.14 1.66 -1.01 1.18 1.26 -1.12 1.05 1.45 1.82 1.1

BMP2 BMP4 BMP8B CDK5R1 CDK5RAP1 CDK5RAP2 CDK5RAP3 CHRM2 CXCL1 DLG4 DLL1 DRD1

1.24 -1.03 1.02 -1.19 1.14 1.27 -1.01 1.52 1.07 -1.84 1.08

DRD2 DVL3 EFNB1 EGF EP300 ERBB2 FEZ1 FGF13 FGF2 FLNA GDNF GNAO1

1.14 1.08 1.12 1.05 -1.34 -1 1.36 -1.26 1.22 -2

0.157913

GPI GRIN1 HDAC4 HDAC7 HES1 HEY1 HEY2 HEYL IL3 INHBA MDK MEF2C

1.1 1.2 1.08 -1.15 1.23 -1.07 1.08 1.03 1.13 -1.58 1.07

MLL NCOA6 NDN NDP NEUROD1 NOG NOTCH2 NPTX1 NRCAM NRG1 NRP1 NRP2

-1.06 1.06 1.12 1.45 1.01 -1.04 1.54 1.37 -1.01 1.11

NTN1 ODZ1 PAFAH1B1 PARD3 PARD6B PAX3 PAX5 PAX6 POU3F3 POU4F1 PTN RAC1

-1.18 1.17 1.35 -1.08 1.84 1.11 1.11 -1.26 -1.02 -1.07

ROBO1 RTN4 S100A6 S100B SEMA4D SHH SLIT2 SOX8 STAT3 TNR VEGFA YWHAH

1.35 1.05 1.06 -1.25 1.18 -1.34 1.1 -1.2 -1.14 1

 

Abbildung 6.19: Expressionsvergleich n.t.siRNA-transfizierter XXL-USSC mit untransfizierten XXL-USSC. 
Details zur Symbolik siehe Abbildung 6.17. In orange markiert ist das einzige herunterregulierte 
Gen. Die Werte stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen biologischen Replikaten dar und 
wurden über den Mittelwert von fünf house-keeping-Genen normalisiert. 
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Erweitert man die Vergleiche auf die drei Batch-Varianten, so stellte man fest, dass sich die 

teilweise drastischen morphologischen Veränderungen nicht in der Transkription der 

betrachteten Gene zum gewählten Zeitpunkt niederschlugen. Die nachfolgende Abbildung 

6.20 (A-C) zeigt die Transkriptionsunterschiede der drei verschiedenen batch-transfizierten 

XXL-USSC-Populationen verglichen mit der untransfizierten Referenz-Differenzierung. Für 

die 10er-batch-Transfektanden ergaben sich zwei hoch- (APOE, NPTX1) und drei herunter 

regulierte Gene (CXCL1, NDP, NRG1), 11 Gene wurden nicht exprimiert.  

ACHE ADORA1 ADORA2A ALK APBB1 APOE ARNT2 ARTN ASCL1 BAI1 BDNF BMP15

1,34 1,91 1,19 -1,14 1,2 5,23 -1,3 -1,01 1,48 -1,21

0,193927

BMP2 BMP4 BMP8B CDK5R1 CDK5RAP1 CDK5RAP2 CDK5RAP3 CHRM2 CXCL1 DLG4 DLL1 DRD1

-1,2 -1,35 -1,23 -1,4 -1,37 -1,06 -1,14 -3,89 -1,09 -1,35 1

0,198799

DRD2 DVL3 EFNB1 EGF EP300 ERBB2 FEZ1 FGF13 FGF2 FLNA GDNF GNAO1

1,1 1,1 -1,48 -1,11 -1,46 -1,35 -1,02 -1,3 1,11 -1,55

GPI GRIN1 HDAC4 HDAC7 HES1 HEY1 HEY2 HEYL IL3 INHBA MDK MEF2C

1,07 -1,08 1,03 -1,01 1,62 -1,04 -1,27 -1,28 -1,46 -1,04 -1,76

MLL NCOA6 NDN NDP NEUROD1 NOG NOTCH2 NPTX1 NRCAM NRG1 NRP1 NRP2

-1,14 -1,02 -1,27 -2,64 -1,23 2,03 1,91 -2,23 -1,46 1,52

0,353873 0,205826 0,066056

NTN1 ODZ1 PAFAH1B1 PARD3 PARD6B PAX3 PAX5 PAX6 POU3F3 POU4F1 PTN RAC1

1,11 1,07 1,21 -1,25 1,67 -1,12 1,24 -1,23 -1,12 -1,05

ROBO1 RTN4 S100A6 S100B SEMA4D SHH SLIT2 SOX8 STAT3 TNR VEGFA YWHAH

1,04 1,04 1,22 -1,17 1,28 -1,09 -1,31 -1,24 -1,03 -1,54 1,36

A
 

ACHE ADORA1 ADORA2A ALK APBB1 APOE ARNT2 ARTN ASCL1 BAI1 BDNF BMP15

1,96 1,71 -1,18 -1,56 1,07 2,06 -1,22 1,21 1,3 -1,3

0,16648

BMP2 BMP4 BMP8B CDK5R1 CDK5RAP1 CDK5RAP2 CDK5RAP3 CHRM2 CXCL1 DLG4 DLL1 DRD1

1,13 1,11 -1,15 -1,22 -1,04 -1,05 -1,1 -5,38 -1,06 1,06 1,08

0,116983

DRD2 DVL3 EFNB1 EGF EP300 ERBB2 FEZ1 FGF13 FGF2 FLNA GDNF GNAO1

1,06 -1,13 1,51 -1,1 -1,25 1,07 -1,05 1,06 -1,37 1,35

GPI GRIN1 HDAC4 HDAC7 HES1 HEY1 HEY2 HEYL IL3 INHBA MDK MEF2C

-1,17 -1,16 -1,03 -1,4 3,27 -1,11 -1,2 -1,75 -1,6 -1,61 -1,25

0,296407

MLL NCOA6 NDN NDP NEUROD1 NOG NOTCH2 NPTX1 NRCAM NRG1 NRP1 NRP2

-1,33 -1,03 -1,06 -1,36 1,06 1,98 2,33 -3,01 -1,41 1,62

0,282305 0,050583

NTN1 ODZ1 PAFAH1B1 PARD3 PARD6B PAX3 PAX5 PAX6 POU3F3 POU4F1 PTN RAC1

-1,01 1,11 1,05 -1,28 1,29 -1,25 1,17 -1,66 -2,21 1,02

0,191579

ROBO1 RTN4 S100A6 S100B SEMA4D SHH SLIT2 SOX8 STAT3 TNR VEGFA YWHAH

-1,31 -1,02 1,28 1,02 -1,29 1,59 -1,22 -1,12 1,17 -1,29 1,48

B 
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ACHE ADORA1 ADORA2A ALK APBB1 APOE ARNT2 ARTN ASCL1 BAI1 BDNF BMP15

-1.28 1.28 -1.22 1.11 5.24 1.15 1.02 1.4 1.25

0.086181

BMP2 BMP4 BMP8B CDK5R1 CDK5RAP1 CDK5RAP2 CDK5RAP3 CHRM2 CXCL1 DLG4 DLL1 DRD1

-1.85 -1.24 1 -1.13 1.08 -1.02 -1.13 1.85 1.06 -1.07 1.03

DRD2 DVL3 EFNB1 EGF EP300 ERBB2 FEZ1 FGF13 FGF2 FLNA GDNF GNAO1

1.09 1.11 1.06 1.05 1.03 1.01 -1.08 1.16 1.22 -1.53

GPI GRIN1 HDAC4 HDAC7 HES1 HEY1 HEY2 HEYL IL3 INHBA MDK MEF2C

-1.06 -1.14 1.04 1.73 2.33 1.6 -1.09 -1.14 -1.12 2.46 -1.09

0.009451 0.069042

MLL NCOA6 NDN NDP NEUROD1 NOG NOTCH2 NPTX1 NRCAM NRG1 NRP1 NRP2

-1.14 1.06 -1.14 -1.14 -1.39 -1.09 -1.05 -1.21 1.02 -1.63

NTN1 ODZ1 PAFAH1B1 PARD3 PARD6B PAX3 PAX5 PAX6 POU3F3 POU4F1 PTN RAC1

-1.21 -1.14 -1.02 1.02 1.91 -1.16 -1.05 -1.26 -1.14 -1.01

ROBO1 RTN4 S100A6 S100B SEMA4D SHH SLIT2 SOX8 STAT3 TNR VEGFA YWHAH

-1.06 1.18 -1.47 -1.91 1.11 1.14 1.35 -1.04 -1.18 -1.12

C
 

Abbildung 6.20: Darstellung der Transkriptions-Veränderungen in microRNA-Mimic-transfizierten und 
XXL-differenzierten USSC. Gezeigt sind die (A) 10er-batch-transfizierten, (B) 7er-batch-
transfizierten und (C) 3er-batch-transfizierten XXL-USSC verglichen mit untransfizierten XXL-
USSC. Für Symbolik-Details siehe Abbildung 6.17. Die angegebenen Faktoren stellen den 
Mittelwert aus drei unabhängigen biologischen Replikaten dar und wurden über den Mittelwert von 
fünf house-keeping-Genen normalisiert. 

 

Ein sehr ähnliches Bild zeigte sich für die beiden anderen transfizierten USSC-Populationen: 

Bei den 7er-batch-Transfektanden fanden sich drei hochregulierte (APOE, HEY1, NRCAM) 

und drei herunterregulierte Transkripte (CXCL1, NRG1, PTN), für die 3er-batch-

Transfektanden ergaben sich nur drei hochregulierte Transkripte (APOE, HEY1, MDK). Das 

Transkript von APOE fand sich wie für den 10er-batch auch in den 7er- und 3er-batch 

Transfektanden hochreguliert. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der beschriebenen Experimente, dass microRNAs 

in deutlichem Umfang an der neuronalen Differenzierung von USSC beteiligt sind. 

Wenngleich weniger als singuläre Schalter fungierend, sondern offensichtlich in einem 

komplexen Netzwerk agierend, konnten eine ganze Serie von microRNAs identifiziert 

werden, deren differentielle Expression deutlichen Einfluss auf die Expression neuronal 

relevanter Zielgene zu nehmen vermag. Dies zeigt, dass die differenzierende Zelle hier 

koordinierte Regulationen auf microRNA-Ebene vornimmt, die es ermöglichen, ganze 

Gruppen neuronal relevanter Zielgene „freizuschalten“. 

Die in den Abbildungen 6.1 bis 6.16 dargestellten Ergebnisse gelangten bereits zur 

Veröffentlichung [231]. 
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7 Diskussion 

Hinter dem schlichten Wort „Genexpression“ verbirgt sich eine große Anzahl vielfältiger 

Regulationsmechanismen deren Ziel es ist, einen bestimmten molekularen Phänotyp 

innerhalb einer Zelle zu modellieren. Auf DNA-Ebene kennt man als Regulatoren 

beispielsweise Promotoren, Enhancer, Silencer, sowie epigenetische Modifikationen und 

Transkriptionsfaktoren. Auf Ebene der RNA spielte bislang vor allem alternatives Splicing 

eine wesentliche Rolle, welches vor allem die Varianten eines exprimierten Proteins 

beeinflussen kann. Posttranslational gibt es durch Beeinflussung der korrekten Faltung, 

Komplexierung und Modifikationen wie Abspaltung von Signalsequenzen, Phosphorylierung, 

Acetylierung und Glycosylierung wiederum unterschiedliche Regulationsmöglichkeiten auf 

dem Weg zum funktionalen Protein. Eine verhältnismäßig neu entdeckte Art der 

Expressionsregulation stellt die microRNA-vermittelte RNA-Interferenz dar. Post-

transkriptionale Genregulation durch microRNAs und deren potentiell und nachweislich 

immense Auswirkungen auf zelluläre Prozesse wie Differenzierung, Apoptose, Pluripotenz 

und pathologische Entwicklungen, gewann in den letzten Jahren vermehrt an 

Aufmerksamkeit. Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun den Einfluss von microRNAs auf 

die XXL-vermittelte, neuronale Differenzierung von USSC zu untersuchen. 

7.1 MicroRNA-Expression der USSC und vergleichende Analyse 

Die in dieser Arbeit vorgenommenen Analysen von microRNA-Expressions-Profilen fußten 

auf der RT-PCR-basierten TaqMan-Analytik. Obgleich manche microRNAs extreme 

Sequenzhomologien aufweisen und sich häufig nur in einer einzigen Basen voneinander 

unterscheiden, konnte die hohe Spezifität des Assays bereits dokumentiert werden [222]. 

Dennoch wurde in dieser Arbeit zusätzlich mittels eines hochsensitiven Northernblots der 

Expressionsverlauf dreier ausgewählter microRNAs vergleichend analysiert und die 

Ergebnisse des TaqMan-Assays bestätigt.  

Die vergleichende Analyse mittels quantitativer Real-Time-PCR erstellter microRNA-Profile 

von USSC und XXL-USSC konnte einen Einblick in die zugrundeliegenden 

Regulationsmechanismen der XXL-vermittelten neuronalen Differenzierung gewähren. 

Untersucht wurden im Pool A des TaqMan-Megaplex-Assays je Probe jeweils 377 

individuelle microRNAs. Die Analyse von Pool B erbrachte in einem Testlauf nur sehr wenige 

zusätzlich exprimierte microRNAs und wurde für die Charakterisierung der Differenzierung 

nicht weiter verwendet (Daten nicht gezeigt). 
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7.1.1 MicroRNA-Expressionsprofile nativer USSC 

Betrachtet man die microRNA-Expression nativer USSC der Linien SA5/03, SA5/73 und 

SA8/25 (siehe Anhang, Tabelle 8.1 und Tabelle 8.2) so fällt auf, dass die ESC-spezifischen 

microRNA miR-372, miR-302a und miR-302c nicht nachgewiesen werden konnten und die 

miR-302b nur sehr geringfügig exprimiert war. Diesen microRNAs konnten (wie bereits in der 

Einleitung erwähnt) entscheidende regulatorische Funktionen im Erhalt der Pluripotenz von 

ESC nachgewiesen werden, desweiteren wurden sie erfolgreich für die Reprogrammierung 

humaner Fibroblasten zu iPS-Zellen eingesetzt [232,233]. Die in nativen USSC hoch 

exprimierte microRNA miR-145 reprimiert die Pluripotenz-Faktoren OCT4, SOX2 und KLF4 

und leitet so eine linienspezifische Differenzierung ein. Tumorwachstum kann ebenfalls 

durch Repression von OCT4 durch miR-145 gehemmt werden [106,234,235]. Aus Sicht der 

microRNAs ähnelt die USSC demnach eher einer differenzierten somatischen Zelle als einer 

pluripotenten ESC. Diese Erkenntnis wird unterstützt durch die Tatsache, dass weder auf 

Transkript- [199] noch auf Protein-Ebene (Springer, Trompeter, Uhrberg, nicht publizierte 

Daten) eine OCT4-Expression in USSC nachgewiesen werden konnte. Dennoch differenziert 

die USSC auf klonaler Ebene in Zelltypen aller drei Keimblätter [198] und es stellt sich die 

Frage ob möglicherweise ein alternativer Regulationsweg als der in ESC bekannte für diese 

Plastizität verantwortlich ist [236]. Dies könnte der biologisch unterschiedlichen Herkunft der 

Zellen geschuldet sein: während ESC vermutlich ihren Ursprung in primitiven 

Keimbahnzellen haben [237], entstammen die USSC einem fetalen, somatischen Umfeld. 

7.1.2 Differentielle microRNA-Expression in XXL-USSC 

Eine Hochregulation bestimmter microRNAs während der neuronalen XXL-Differenzierung 

impliziert, dass sie anti-neuronale Proteine hemmen und herunterregulierte microRNAs eher 

neuro-relevante Proteine als Zielgene haben, welche dann unter Wegfall der microRNA-

vermittelten Repression exprimiert werden könnten. Im Hinblick auf die Zielgenredundanz 

kann aber auch ein Einfluss nicht-differentiell exprimierter microRNAs nicht von vornherein 

ausgeschlossen werden. Es besteht vielmehr die Möglichkeit, dass einzelne microRNAs in 

nativen USSC und XXL-USSC gleichartig exprimiert sind, in den unterschiedlichen 

Transkriptomen dieser Zellen aber unterschiedliche Zielgene regulieren. Die Beschränkung 

der Untersuchungen auf differentiell exprimierte microRNAs sollte in dieser Arbeit jedoch die 

Chance erhöhen, funktional relevante Kandidaten zu identifizieren, da die Mehrzahl aller 

exprimierten microRNAs während der XXL-Differenzierung nicht differentiell exprimiert 

wurde. 



Diskussion 

 102 

Auffälligerweise konnten weder in nativen, noch in XXL-USSC nennenswerten Mengen von 

Hirn-spezifischen microRNAs miR-9, -124, -135a, -135b, -153, -183 und -219 nachgewiesen 

werden. Möglicherweise ist die Differenzierung nach 14 Tagen (bzw. 28 Tagen bei SA8/25) 

noch nicht weit genug fortgeschritten um die Hochregulation dieser microRNAs beobachten 

zu können, zumal die funktionalen Untersuchungen, wie Messungen der 

spannungsabhängigen Natriumkanäle, in der Referenzliteratur [2] zu späteren 

Differenzierungszeitpunkten (≥ 3 Wochen) vorgenommen wurden. Die Erstellung von 

microRNA-Profilen war zu diesen Zeitpunkten jedoch aufgrund der starken Apoptose-

Neigung unter XXL-Bedingungen nicht in handhabbaren Maßstäben zu realisieren. Anhand 

der microRNA-Expressions-Kinetik von USSC SA8/25 wurde deutlich, dass diese Linie erst 

nach 28 Tagen XXL-Differenzierung den microRNA-Expressionsstatus der anderen beiden 

Linien (SA5/03, SA5/73) nach 14 Tagen Differenzierung erreicht hatte, was eine langsamere 

Differenzierung der SA8/25 andeutete. Die geringere Tendenz zur Apoptose der SA8/25 

bietet demnach keine Möglichkeit, die Analyse auf fortgeschrittenere Differenzierungsstadien 

auszuweiten. MicroRNA miR-124 wird in ESC bereits in undifferenziertem Zustand auf 

niedrigem Niveau exprimiert, in USSC dagegen nicht. Auch kann man die 14-tägige XXL-

Differenzierung von USSC nicht direkt mit einer über mehrere Wochen durchgeführten ESC-

Differenzierung vergleichen. Es handelt sich bei diesen beiden Zellen um verschiedene 

Zellsysteme deren Entwicklung nur partiell parallel verläuft. Betrachtet man zusätzlich die 

Expression der miR-124 in der Maus-Entwicklung, so erreicht diese microRNA ihr 

Expressionsmaximum erst 14 Tage postnatal [86]. In weiteren Experimenten müsste 

untersucht werden, weshalb in XXL-USSC keine miR-124-Expression zu beobachten ist. 

Dies könnte beispielsweise an einer epigenetischen Repression durch Methylierung der 

Promotorelemente liegen, wie sie in manchen Tumorentitäten nachgewiesen werden konnte 

[238,239] oder verdichteten Chromatin-Strukturen entscheidender Bereiche. Es wäre 

außerdem zu untersuchen, ob die insgesamt nicht ganz vollständige Differenzierung der 

XXL-USSC zu funktionalen Neuronen im Fehlen dieser neuronal-spezifischen microRNAs 

begründet ist. 

Unter den während der XXL-Differenzierung nicht-differentiell exprimierten microRNAs 

fanden sich einige, die im murinen und humanen Hirngewebe [84] angereichert sind. Am 

stärksten waren dabei die microRNAs let-7b und let-7e in USSC und XXL-USSC exprimiert, 

aber auch die anderen microRNAs der Let-7-Gruppe konnten mit mittlerer Expressionsstärke 

in USSC und XXL-USSC gefunden werden (siehe Anhang, Tabelle 8.1 und Tabelle 8.2). Für 

diese microRNA-Familie ist bekannt, dass sie in Überexpressions-Experimenten die 

Zellproliferation hemmt und neuronale Differenzierung und Synapsenformation in der Maus 

in vitro und in vivo fördert [85,240,241]. Desweiteren fanden sich die Hirn-angereicherten 
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microRNAs miR-125a-3p, -125a-5p, -125b, -128, -132 und -139 in nativen wie auch XXL-

USSC exprimiert. Für die miR-125b ist beschrieben, dass sie das Wachstum und die 

Verzweigung von Dendriten fördert, sowie in die Synapsenformation durch Neurotransmitter-

Rezeptor-Komposition beeinflusst [242]. Außerdem sind miR-125a und -125b in der Maus 

als positive Regulatoren der neuronalen Differenzierung beschrieben worden [85,243]. Auch 

die miR-132 wird in der Literatur als Regulator von Dendriten- und Synapsenformation, sowie 

der Synapsenphysiologie beschrieben [242,244,245,246,247]. Die als pro-neuronal bekannte 

miR-128 hemmt durch Regulation mitogener Kinasen den Zellzyklus und fördert neuronale 

Differenzierung in Glioblastomen und fungiert dort gleichzeitig als Tumorsuppressor [248]. 

Ob die Präsenz der genannten microRNAs generell das neuronale Differenzierungspotential 

von USSC erhöht, verbleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

Beim Vergleich der microRNA-Expressionsprofile von USSC und XXL-USSC fiel weiterhin 

auf, dass in allen drei Linien ausschließlich gemeinsam herunterregulierte, nicht aber 

gemeinsam hochregulierte microRNAs gefunden wurden. Jede Linie für sich zeigte zwar 1-3 

verschiedene, leicht hochregulierte microRNAs, was aber eher auf Linien-spezifische Effekte 

zurückzuführen war und mit einem generellen Differenzierungsmechanismus aller 

Wahrscheinlichkeit nach nichts zu tun hat. Allen Linien gemeinsam ist dagegen die Gruppe 

der 18 herunterregulierten microRNAs bestehend aus Mitgliedern der miR-17-92-Familie und 

Paralogen (miR-17, -18a, -19a, -20a, -106b, -25), sowie den microRNAs miR-22, -27a, 

-28-5p, -130a, -137, -138, -140-5p, -143, -218, -335, -362-5p und -431. 

Für miR-138 sowie Mitglieder der miR-17-92 Familien sind bereits Funktionen im neuronalen 

Kontext beschrieben. Die miR-138, welche zu den am stärksten herunterregulierten 

microRNAs in XXL-USSC gehörte, wurde bisher im adulten Maus-Gehirn als hochexprimiert 

beschrieben [249] und auch im humanen Gehirn exprimiert vorgefunden. Diese wird aber vor 

allem während der Oligodendrozyten-Differenzierung in Mäusen stark hochreguliert [250] 

und wurde daneben hauptsächlich im onkologischen Kontext untersucht [251,252,253]. Die 

XXL-gesteuerte Differenzierung von USSC stellt keine Oligodendrozyten-Differenzierung dar; 

insofern bildet die Beobachtung der Herunterregulation der miR-138 in XXL-USSC zunächst 

keinen Widerspruch zur o.g. Literatur. Die mit Northernblot und TaqMan-qPCR-Array 

analysierten Expressionsmuster von miR-138 im homogenisierten Mäusehirn [249] 

differenzieren nicht zwischen Neuronen und anderen neuralen Zellen wie Astrozyten oder 

Oligodendrozyten. Auch deswegen ist die Beobachtung der in USSC herunteregulierten 

miR-138 zunächst nicht als widersprüchlich zu bewerten. Desweiteren konnten Siegel et al 

[225] nachweisen, dass die miR-138 ein negativer Regulator des Dendritenwachstums ist 

und die durch miR-138 schrumpfenden Dendriten zusätzlich eine reduzierte postsynaptische 

Funktion besitzen. 
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In großer Übereinstimmung zu den in dieser Arbeit gefundenen USSC-microRNA-Daten 

steht die beschriebene Expressions-Reduktion des miR-17-92-Clusters (miR-17, -18a, -19a, 

-19b, -20a, -92 und die Paraloge miR-19b, -106a, -106b, -363, -92, -93) während der RA-

induzierten neuronalen Differenzierung der humanen Neuroblastoma-Linie SH-SY5Y [254]. 

Von diesem Cluster, sowie weiterer paraloger microRNAs, finden sich in der XXL-USSC alle 

microRNAs, bis auf die Ausnahme der miR-363, reprimiert. Die vergleichbaren molekularen 

Veränderungen von USSC und SH-SY5Y deuten an, dass der neuronale 

Differenzierungsprozess von USSC auf molekularer Ebene ähnlich dem von SH-SY5Y 

abläuft, obgleich es sich um völlig unterschiedliche Zellsysteme handelt. Daraus ergibt sich 

die interessante Fragestellung warum USSC diesen Differenzierungsprozess in die 

offensichtlich richtige Richtung leiten, ihn im Gegensatz zur SH-SY5Y jedoch nicht vollenden. 

Ergänzend zu den in dieser Arbeit validierten Zielgenen der miR-17 und -20a, konnten in der 

Arbeit von Beveridge et al. [254] drei weitere neuronal relevante und während der 

Neurodifferenzierung von SH-SY5Y-Zellen hochregulierte Gene (BCL2, MEF2D und 

MAP3K12) als Zielgene dieser microRNAs experimentell validiert werden. Für diese beiden 

microRNAs und zusätzlich für die miR-106b wurde von uns inzwischen publiziert, dass sie in 

USSC Zellzyklus-Progression bzw. genauer die G1/S-Transition durch Erhöhung der E2F-

Aktivität unterstützen [73]. Da die USSC unter XXL-Einfluss in einen abrupten 

Zellzyklusarrest eintreten, ist die Herunterregulation dieser Zellzyklus-fördernden microRNAs 

in diesem Kontext vermutlich essentiell. 

7.2 Bioinformatische Zielgenvorhersagen 

Um die biologische Bedeutung der in allen drei XXL-USSC-Linien gemeinsam 

herunterregulierten 18 microRNAs besser einschätzen zu können, wurden für jede einzelne 

dieser microRNAs umfangreiche bioinformatische Zielgenvorhersagen durchgeführt. Solche 

Vorhersagen basieren vornehmlich auf der Tatsache, dass microRNAs über eine 

vollständige Hybridisierung der sogenannten „Seed“-Sequenz (Nukleotide 2-8 der 

microRNA), ihre Zielgene identifizieren. Diese Algorithmen suchen demnach auf den 3’UTRs 

von mRNAs nach Komplementaritäten mit microRNA-Seed-Sequenzen. Die am häufigsten 

verwendeten Algorithmen sind PicTar [220], TargetScan [68] und miRanda [221]. Dabei 

werden die Thermodynamik der möglichen Bindung, die Komplementarität außerhalb der 

Seed-Sequenz, die Konservierung der Bindestelle zwischen verschiedenen Arten und die 

Anzahl der vorhergesagten Bindestellen pro microRNA und Zielgen als Kriterien für die 

Bindungswahrscheinlichkeit berücksichtigt [68,220,221]. Der miRanda-Algorithmus 

berücksichtigt zudem auch G:U Basenpaarungen und erhöht damit die Anzahl 

vorhergesagter Zielgene, was jedoch durch geringere Spezifität zu mehr falsch-positiven 
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Vorhersagen führen kann [221]. Laut miRanda werden je nach Modellorganismus 74% bis 

92% aller proteincodierenden Gene durch microRNAs kontrolliert, mit bis zu einigen tausend 

Zielsequenzen je microRNA [221]. Der PicTar-Algorithmus postuliert dagegen eine Anzahl 

von ca. 200 Zielgenen je microRNA [68], laut TargetScan können etwa 30% aller Gene von 

microRNAs reguliert werden [220]. Mit Hilfe der DIANA miRGen Datenbank [255] kann die 

Vorhersage von putativen Zielgenen im UNION-Modus aus der Kombination aller drei 

Algorithmen erfolgen, unabhängig davon wie viele Algorithmen eine individuelle microRNA-

Bindestellen anzeigen. 

Bei der Untersuchung putativer Zielgene für die 18 herunterregulierten microRNAs zeigte 

sich, dass viele für die Neuroentwicklung relevanten Proteine potentielle Bindungsstellen für 

verschiedenste microRNAs aus der Gruppe der 18 herunterregulierten aufwiesen. So wird 

z.B. das Protein MECP2 potentiell von 13 der 18 microRNAs reguliert und das Protein 

NEUROD1 von 11 der 18 microRNAs. Die Proteine NBEA und EPHA4 verfügen über 

potentielle Bindungsstellen für je 10 aus 18 herunterregulierten microRNAs (siehe auch 

Abbildung 6.3). Diese Liste lässt sich weiter fortsetzen und demonstriert, dass offensichtlich 

ein paralleler Einfluss einer ganzen Gruppe von microRNAs und weniger der Einfluss 

einzelner microRNAs vorliegt. Umgekehrt wurden für die miR-106b 85 unterschiedliche 

potentielle neuro-relevante Zielproteine identifiziert, für miR-130a 104 potentielle neuro-

relevante Zielgene, für miR-137 68 Zielgene und für miR-138 54. Auch diese Zielprotein-

Liste lässt sich weiter fortsetzen und somit wird an dieser Stelle erstmals der netzwerkartige 

Einfluss von microRNAs deutlich. Im hochregulierten Zustand (native USSC) können die 18 

microRNAs offensichtlich ein ganzes Repertoire neuro-relevanter Proteine dämpfen und ihre 

Expression im Zuge der XXL-Differenzierung durch Herunterregulation freigeben. Der 

Tabelle 6.1 ist zu entnehmen welche 40 Zielproteine die meisten vorhergesagten 

Bindestellen für unterschiedliche microRNAs aus der Gruppe der 18 in XXL-USSC 

herunterregulierten, besitzen. Diese ausgeprägten Zielgenredundanzen zwischen den 

individuellen microRNAs reflektieren erneut die netzwerkartig verwobene potentielle 

Einwirkung der microRNAs auf mögliche Zielgene während der XXL-Differenzierung der 

untersuchten USSC-Linien. 

Nach Abzug gefundener Redundanzen ergaben sich insgesamt 9053 mögliche Zielgene für 

die Gesamtheit der 18 microRNA. Die entscheidende Frage war nun die nach der 

biologischen Einordnung der gefundenen Zielgene: Welchen zellulären Stoffwechselwegen 

konnten diese möglichen Zielproteine zugeordnet werden? Wie schon angedeutet, zeigte 

sich, dass eine große Menge neuronal relevanter Proteine innerhalb der 9053 potentiellen 

Zielgene enthalten waren. Beispielsweise definierte die 8-GO-Bedingung 2122 potentielle 

neurorelevante Zielgene. Daneben fanden sich jedoch auch mögliche Zielgene anderer 
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Differenzierungswege, sowie mitogener und metabolischer Prozesse. Dies ist nicht weiter 

verwunderlich, denn microRNAs erfüllen in unterschiedlichen Gewebetypen, in Abhängigkeit 

vom individuellen Transkriptom der Zelle, teilweise völlig unterschiedliche Funktionen. So 

sind microRNAs - entgegen der ursprünglichen Meinung - selten ausschließlich spezifisch in 

einem einzigen Gewebe exprimiert, sondern eher in einer mehr oder weniger streng 

definierten Signatur innerhalb verschiedener Zelltypen zu finden. Ein Beispiel hierfür bietet 

die microRNA miR-124: obwohl sie bis zu 48% aller microRNA-Moleküle im Hirngewebe von 

Mäusen ausmacht [256] und wesentliche Funktionen in neuronalen Zellen ausübt (siehe 

Einleitung, Abschnitt 4.2.4), wird sie ebenso in anderen Organen wie Pankreas exprimiert 

und übt dort ebenfalls regulative Funktionen aus [257]. Weiter untermauert wird die 

Bedeutung der 18 microRNAs für die neuronale Differenzierung nach Zuordnung der 

vorhergesagten, nach 8-GO-Terms gefilterten Zielgene zu einzelnen neuronal-relevanten 

KEGG-Pathways („Axon Guidance“, „TGF-beta Signaling“, „WNT Signaling“, MAPK 

Signaling“ und „Long-term Potentiation“) in der DAVID-Datenbank: zwischen 42% und 57% 

der in diesen 5 Pathways involvierten Gene erwiesen sich als potentielle Zielgene von 1-10 

der 18 herunterregulierten microRNAs (vergleiche Tabelle 6.2). 

Der “Axon Guidance”-Signalweg besitzt eine Schlüsselrolle in der Entstehung und Formation 

neuronaler Netzwerke. Axone werden mit Hilfe verschiedener Faktoren wie Netrinen, 

Ephrinen, Slits und Semaphorinen in ihrer Wachstumsrichtung maßgeblich beeinflusst. Die 

Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion an den Wachstumskegeln der Axone führt über Rho-

GTPasen zur Re-Organisation des axonalen Zytoskellets, welche über die Wachstums-

richtung der Axone entscheidet [258,259,260,261,262]. „Long-term Potentiation“ steht für 

eine dauerhafte, gesteigerte synaptische Übertragungseffizienz (Langzeitpotenzierung, LTP) 

und stellt die molekulare Basis für Lernprozesse und Erinnerungsvermögen dar [263]. Es 

wird vermutet, dass bestimmte Faktoren des LTP-Pathways zur Aktivierung von ERK/MAPK-

Signalwegen führen [264]. Die mehrstufigen MAPK-Signalkaskaden haben großen Einfluss 

auf verschiedene zelluläre Vorgänge wie Zellzyklus, Proliferation, Apoptose und 

Differenzierung, so auch auf die neuronale Differenzierung [265,266,267]. Die morphogenen 

WNT-Proteine haben ebenfalls ein breites Wirkspektrum und sind essentiell für verschiedene 

Entwicklungsprozesse wie Zelltyp-Spezifikation, Proliferation und Kontrolle asymmetrischer 

Zellteilung [268,269,270]. Interaktionen mit Mitgliedern der MAPK-Signalkaskaden und Rho-

GTPasen beeinflussen den Zellzyklus und die Zytoskellet-Modellierung. Verschiedene „bone 

morphogenic proteins“ (BMPs) des TGF-beta-Signalweges beeinflussen über die Aktivierung 

von SMAD-Proteinen (SMAD1/4/5/8) die Expression vieler (unter anderem für die 

Neurogenese wichtiger) Gene [271,272]. TGF-beta steuert ebenfalls über SMADs 

Funktionen wie Neurogenese, Proliferation, Angiogenese, Immunsuppression sowie die 
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Induktion von Apoptose [273,274,275,276,277]. Die einzelnen Signalwege lassen sich nur 

schlecht voneinander trennen da sie an verschiedenen Stellen ineinandergreifen und sich 

gegenseitig beeinflussen. 

Eine koordinierte Herunterregulation der Gruppe von 18 microRNAs während der XXL-

vermittelten neuronalen Differenzierung von USSC könnte daher über den Einfluss auf die 

beschriebenen und weiteren Signalwege, eine entscheidende Bedeutung für die 

Expressionserhöhung einer Vielzahl von funktional zusammenwirkenden, neuronal 

relevanten Proteinen während dieses Differenzierungsprozesses zukommen. Zum jetzigen 

Zeitpunkt ist es jedoch noch nicht möglich, den Einfluss der microRNAs hochauflösend auf 

die Zielproteine in den Pathways darzustellen. Der in den Abbildungen angedeutete 

regulatorische Einfluss der microRNAs trifft sowohl aktivierende als auch hemmende 

Proteine der jeweiligen Pathways und der regulatorische Netto-Gesamt-Einfluss der 

microRNAs hängt von vielerlei Faktoren ab (mRNA-Menge, mRNA-Stabilität, Effizienz der 

microRNA-Wirkung, sowie microRNA-unabhängige Protein:Protein-Interaktionen). Über die 

Nettowirkung der microRNAs auf die Pathways kann daher nur spekuliert werden. Dennoch 

weist die erhebliche Häufung von microRNA-Zielgenen in den jeweiligen Pathways auf ein 

erhebliches regulatorisches Potential der Gruppe von 18 microRNAs hin. 

7.3 Experimentelle Zielgenvalidierungen 

Um nun die netzwerkartige Verknüpfung der microRNAs mit ihren Zielgenen in der USSC-

Differenzierung experimentell zu untermauern, wurde eine Gruppe neuro-relevanter 

potentieller Zielgene ausgesucht, die eine kreuzweise Vernetzung mit ihren potentiell 

regulierenden microRNAs aufweisen (Tabelle 6.3). 

Für die experimentellen Überprüfungen bioinformatisch vorhergesagter microRNA/Zielgen-

Interaktionen haben sich Luciferase-basierte Reportergen-Assays bewährt. Der in dieser 

Arbeit verwendete Assay unterscheidet sich in einigen Punkten von den in der Literatur 

üblichen Vorgehensweisen. Zum einen bietet der verwendete Vektor pmirGLO den Vorteil, 

dass die Reportergene Firefly und Renilla auf einem Plasmid vorhanden sind. Somit entfällt 

die Notwendigkeit ein separates Reportergenplasmid zur Normalisierung einzusetzen, was 

Probleme schwankender Transfektionseffizienzen zueinander im Vorfeld vermeidet. 

Andererseits werden beide Reportergene von nur mittelstark aktiven Promotoren aus 

transkribiert, um zu verhindern, dass eine zu große Transkriptmenge das microRNA-

Regulationssystem saturiert. Außerdem wurde in dieser Arbeit auf microRNA-Mimics zurück 

gegriffen und darauf verzichtet, jede einzelne microRNA in Form ihrer pri-microRNA in ein 

separates Expressionsplasmid zu klonieren. Solche Konstrukte bedürfen der individuellen 

Überprüfung auf Expression und korrekte posttranskriptionelle Prozessierung der Inserts 
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mittels Northernblot. Die microRNA-Mimics sind hingegen für höhere intrazelluläre Stabilität 

chemisch modifiziert, lassen sich bei einer intrazellulären Halbwertszeit von 7 Tagen effizient 

transfizieren und wurden als Ersatz für Überexpressionskonstrukte verwendet. Als zelluläres 

System wurde die Zelllinie HEK293T gewählt. Diese hatte gegenüber der USSC einige 

wesentliche Vorteile: sie war unbegrenzt verfügbar, ließ sich problemlos und flexibel 

expandieren, war selbst mit langen Vektor-Konstrukten unproblematisch zu transfizieren und 

führte dadurch zu einer besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die Verwendung 

Spezies-identischer Zelllinien wie HEK293 oder HeLa für Zielgenvalidierungen im humanen 

System ist in der Literatur akzeptiert [132,229,230]. Die Verwendung von USSC würde 

aufgrund der deutlich schlechteren Transfektionseffizienz zu einer erheblich herabgesetzten 

Reproduzierbarkeit der Messungen führen, was in Konsequenz eine erhebliche Erhöhung 

der nötigen Anzahl biologischer Replikate der Transfektionen zur Folge hätte. Angesichts der 

limitierten Verfügbarkeit von USSC erschien dies im Kontext der vorliegenden Arbeit 

unpraktikabel. 

Wie bereits im Ergebnisteil ausgeführt und bezüglich der experimentellen Durchführung 

beschrieben, lag der Fokus dieser Arbeit nicht auf der Validierung individueller 

microRNA/Bindungsstellen-Interaktionen, sondern auf der experimentellen Validierung des 

Einflusses einer bestimmten microRNA auf große Teile von 3’UTRs bzw. auf vollständige 

3‘UTRs. Die Spezifität der jeweiligen Interaktion microRNA/3’UTR wurde in diesem System 

durch den unmittelbaren Vergleich der Kotransfektionen von pmirGLO + microRNA-Mimic 

und pmirGLO/3’UTR + microRNA-Mimic sichergestellt. Interessanterweise zeigte sich, dass 

miR-137 einen erheblichen reduktiven Einfluss auf die relative Firefly-Aktivität des leeren 

pmirGLO ausübte. Sequenzvergleiche der miR-137-Sequenz mit den ORFs von Firefly und 

Renilla ergaben die potentielle Möglichkeit von Interaktionen zwischen miR-137 und Firefly-, 

sowie Renilla-ORF (Daten nicht gezeigt). Da microRNAs ihre biologische Wirkung auf dem 

selben biochemischen Weg entfalten wie siRNAs und letztere voll komplementär zu 

bestimmten Bereichen innerhalb der ORF des zu inhibierenden Proteins gestaltet werden, 

kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch bestimmte microRNAs bei genügender 

Sequenzkomplementarität zu Reportergenen selbige siRNA-artig beeinflussen. Diese 

Erfahrung unterstreicht die zwingende Notwendigkeit, nicht nur den Einfluss endogener 

microRNAs der HEK293T auf die zu testende 3’UTRs hin zu untersuchen, sondern ebenfalls 

Einflüsse von microRNA-Mimics auf die jeweils verwendeten Reportergene zu analysieren. 

In Abbildung 6.13 sind die Ergebnisse der 71 durchgeführten microRNA/Zielgeninteraktions-

Validierungen zusammengefasst. Das Spektrum der Interaktionsintensitäten war breit 

gefächert und reichte von nicht messbarer Interaktion, über schwache aber signifikante 

Interaktion, bis hin zu deutlichen bis starken regulatorischen Effekten einzelner microRNAs 
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auf ihre Zielsequenzen. Berücksichtigt man die Vielzahl der auf die Regulation 

einflussnehmenden Parameter wie Komplementarität innerhalb und außerhalb der Seed-

Sequenz, thermodynamische Stabilität der Bindung, Anzahl der vorhandenen Bindestellen 

pro 3’UTR-Bereich oder sterische Zugänglichkeit der Bindestelle, so ist dieses Ergebnis nicht 

verwunderlich und zeigt, dass der Assay unterschiedlich starke microRNA-

Zielgeninteraktionen herauszuarbeiten vermag. Bezeichnet man die Firefly-

Aktivitätsreduktion eines Interaktions-Paares von ≥ 20% als positiv validiert, so konnten 23 

von 71 Zielgenvorhersagen bestätigt und eine Vielzahl bislang unbekannter microRNA-Ziele 

identifiziert werden. 

NEUROD1, NEUROG1. NEUROD1 gehört wie NEUROG1 zur großen Gruppe der „basic 

helix-loop-helix“(bHLH)-Transkriptionsfaktoren, welche sehr häufig an der Definierung von 

Zellschicksalen beteiligt sind und von der Fliege bis zum Säuger hoch konserviert sind. 

NEUROD1 ist sowohl für die Differenzierung von ß-Zellen des Pankreas [278], als auch der 

Entwicklung von Neuronen von entscheidender Bedeutung [279]. Höchste NEUROD1-

Expressionsniveaus werden während der Differenzierung des zerebralen Kortex gemessen, 

während in ausreifenden Neuronen deutlich niedrigere Expressionsniveaus gemessen 

werden [280,281]. NEUROG1 verstärkt seinerseits die NEUROD1-Expression und beide 

Faktoren treiben gemeinsam die Expression weiterer neuronaler Transkriptionsfaktoren an 

und bilden letztlich ein robustes regulatorisches Netzwerk in der neuronalen Differenzierung 

[282]. Drei von 9 vorhergesagten microRNA-Bindestellen konnten für die 3’UTR von 

NEUROD1 validiert werden. Dabei handelte es sich um Bindestellen für die miR-19a, -137 

und -138, wobei letztere mit 62% die stärkste Reduktion der Firefly-Aktivität zeigte. 

Signifikante aber eher schwache Effekte zeigten die beiden microRNAs miR-17 und -130a. 

Alle diese NEUROD1-Interaktionen werden in dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben, 

bislang wurden in der Literatur Bindestellen für miR-19b [283] und miR-124 experimentell 

validiert [284], letztere konnte in unserem Assay jedoch nicht bestätigt werden (Daten nicht 

gezeigt). Auch für NEUROG1, bislang als microRNA-Zielgen nicht beschrieben, konnten mit 

miR-17, sowie in abgeschwächter Form miR-20a und -106b regulierende microRNAs 

identifiziert werden. 

NBEA. NBEA wird für die korrekte Entwicklung und Funktion spezieller Synapsen benötigt 

[285,286], eine abberante Expression dieses Proteins korreliert bei betroffenen Patienten mit 

Autismus [286,287] oder Myelomen [288]. NBEA, ebenfalls bislang als microRNA-Zielgen 

nicht beschrieben, zeigte im Validierungs-Assay die meisten positiven Resultate: es konnte 

als Zielgen von 7 aus 9 microRNA identifiziert werden. Firefly-Aktivitätsreduktionen über 

>20% wurden während der Interaktion mit den microRNAs miR-17, -18a, -19a, -106b, -137, 
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-138 und -218 verzeichnet, miR-20a und -130a zeigten etwas geringere aber dennoch 

signifikante Reduktionen. 

CRIM1. CRIM1 wird neben der Expression in Hirn und Auge auch in diversen anderen 

Organen der Maus vorgefunden und ist entscheidend an deren embryonaler Genese sowie 

an der ZNS-Entwicklung beteiligt [289,290]. Dieses Protein ist außerdem als negativer 

Regulator der Proteine BMP-4 sowie BMP-7 bekannt und damit als Antagonist der 

Osteodifferenzierung beschrieben worden [291,292]. Für CRIM1 konnte zum ersten Mal die 

Interaktion mit miR-18a positiv validiert werden, statistisch signifikante Reduktionen unter 

20% zeigten jedoch auch miR-17, -20a und -335. In der Literatur wurde CRIM1 kürzlich als 

Zielgen für miR-20a [292] und -20b [293] beschrieben, was sich zumindest für erstere in den 

Ergebnissen dieser Arbeit reflektiert. MiR-20a und -20b sind extrem Sequenz-homolog und 

gemeinsame Zielgene daher zu erwarten. 

PTN. PTN ist ein in Maus-NSCs stark exprimiertes Protein, welches durch Verstärkung der 

Expression von NR4A2/Nurr1 und TH wesentlich zum dopaminergen Phänotyp von 

Neuronen beiträgt [294], wie er beispielsweise bei XXL-USSC beobachtet werden kann [2] 

und wurde in dieser Arbeit erstmals als Zielgen für die miR-137 beschrieben. 

NPTX1. Über ihre Coiled-Coil-Domänen gehen die Proteine NPTX1 und NARP/NPTX2 

Komplexe mit AMPA-Glutamatrezeptoren ein und spielen dadurch eine wichtige Rolle bei der 

exzitatorischen Synaptogenese [295]. Epigenetische Modifikationen, wie beispielsweise 

Methylierungsereignisse, spielen sowohl für die Gehirnentwicklung als auch die Entstehung 

neurologischer Funktionsstörungen, eine entscheidende Rolle [296,297]. Erstmals 

beschrieben wurde in dieser Arbeit die Interaktion von NPTX1 mit miR-138, auch miR-17 

zeigt eine abgeschwächte Interaktion. 

MECP2. Der im Gehirn abundant exprimierte Transkriptionsfaktor MECP2 (1,6x107 Moleküle 

je Zellkern [298]) kann spezifisch an methylierte CpG-Inseln binden [299] und die 

Transkription betroffener Gene hemmen [300]. Während MECP2 in Stammzellen verzichtbar 

erscheint [301], führt eine Dysregulation des Proteins während der Differenzierung zu einer 

erheblichen neurologischen Entwicklungsstörung betroffener Patienten (Rett-Syndrom, 

[302]). Für MECP2 wurden die meisten Bindestellen vorhergesagt, jedoch konnten nur 2 

bestätigt werden: miR-19a und -218, signifikante Reduktionen waren aber auch bei 

miR-130a, -138 und -335 messbar. Bislang wurden für dieses Proteine Interaktionen mit 

miR-132 [303], mit der ESC-spezifischen miR-302c [174] und miR-212 [304] gezeigt. 

NRP1, EPHA4, NTN4. Auswachsende Axone werden während der neuronalen Entwicklung 

durch „attraktive“ bzw. „repulsive“ Signale zu ihren Zielen geleitet. Das transmembrane 

Glykoprotein NRP1 fungiert (wie NRP2 auch) als Rezeptor für Klasse-3 Semaphorine und 
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besitzt damit eine Funktion als repulsives Element in dieser axonalen Führung [305]. Auch 

der axonale Rezeptor EPHA4 fungiert zusammen mit seinem Liganden Ephrin-A3 als 

negatives Führungssignal und vermittelt den Kollaps von axonalen Wachtstumskegeln 

(„growth cones“) [306]. NTN4 hingegen fördert als attraktives Signal das Auswachsen von 

Neuriten aus explantierten Ratten-Bulbus olfactorius [307]. NRP1 ist bislang als Ziel für die 

microRNAs miR-9 und -181b bekannt [308], in dieser Arbeit konnten nun mit der miR-130a 

und -137 zwei neue Regulatoren validiert werden. NTN4 wurde als gemeinsames Ziel der 

microRNAs miR-17, -20a und -106b neu identifiziert und EPHA4 konnte erstmals als Ziel von 

miR-17 beschrieben werden. 

STAT3. Der zytoplasmatische Transkriptionsfaktor STAT3 wird durch Phosphorylierung 

aktiviert und spielt eine entscheidende Rolle in verschiedensten zellulären Vorgängen wie 

Proliferation, Differenzierung und Apoptose [309]. STAT3 wird unter anderem auch in NSC 

des Ratten-Hippocampus während der Differenzierung zu Neuronen und Astrozyten 

exprimiert [310]. Für STAT3 wurden bislang Interaktionen mit verschiedenen microRNAs 

(wie miR-21 [311], miR-17 und -20a [312], miR-20b) postuliert, jedoch bislang nicht 

experimentell nachgewiesen. Dies konnte zumindest für die miR-17 in der vorliegenden 

Arbeit nachgeholt werden, wenn auch die Interaktion knapp unter den Cut-Off von 20% fiel. 

Bemerkenswerterweise konnte auch für GAPDH eine positive microRNA-Bindung für die 

miR-218 nachgewiesen werden, eine schwächere Interaktion war aber auch mit miR-18a 

messbar. Insgesamt konnten 55 statistisch signifikante 3’UTR/microRNA-Interaktionen 

nachgewiesen werden von denen bisher nur eine (CRIM1/miR-20a) bereits in der Literatur 

beschrieben war [292]. 

Da die Grenze für eine positive Validierung von ≥ 20% rein subjektiv gesetzt wurde und auch 

kleinere Firefly-Aktivitätsreduktionen statistisch signifikant gemessen wurden, kann man 

Interaktionen mit Firefly-Aktivitätsreduktionen < 20% jedoch nicht ohne weiteres als „negativ“ 

oder „nicht vorhanden“ bezeichnen. Die biologische Regulation verläuft stufenlos und es 

kann im gewählten Assay nicht eindeutig geklärt werden, ab welchem Wert keine biologisch 

relevante Zielgen-Repression mehr zu erwarten ist. Die reale intrazelluläre Wirkung einer 

microRNA hängt ohnehin von den in der Zelle gegebenen stöchiometrischen Relationen 

microRNA/Ziel-mRNA ab. Darüberhinaus spielt die Anzahl von Bindungsstellen für eine 

bestimmte microRNA auf einer gegebenen 3’UTR eine Rolle und nicht zuletzt definiert die 

thermodynamische Stabilität der microRNA/3’UTR-Bindung die Effektivität der microRNA-

Wirkung. Der in dieser Arbeit eingesetzte Assay basiert auf Überexpression sowohl von 

microRNA(-Mimics) als auch von pmirGLO-Konstrukten und erfasst somit primär die 

grundlegende microRNA/Ziel-mRNA-Interaktion. 
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Obwohl in dieser Arbeit nur eine begrenzte Gruppe von microRNAs und Zielgenen auf ihre 

regulatorische Beziehung zueinander getestet werden konnte, demonstrieren die Ergebnisse 

ganz klar eine netzwerkartige Verknüpfung der 18 microRNAs auf Proteine, die neuronale 

Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse beeinflussen. 

7.4 Kinetik microRNA-vermittelter Translationsrepression 

Die Überexpressionsexperimente der Zielgenvalidierungen in HEK293T-Zellen konnten eine 

Vielzahl theoretischer microRNA/3’UTR-Interaktionen experimentell bestätigen. Es blieb 

jedoch die Frage offen, in wie weit die tatsächlichen Veränderungen der Population 

endogener microRNAs in USSC während der XXL-Differenzierung die Abundanz der 

validierten Zielgene beeinflussen. Die Analyse des zeitlichen Verlaufs der relativen Firefly-

Expressionen eines pmirGLO/3’UTR-Konstrukts im Zuge der XXL-Differenzierung vermag 

hier Auskunft zu geben. Für die Proteine NEUROG1, NTN4 und STAT3 wurde mit neu 

generierten full-length-3’UTR-Konstrukten gearbeitet, ansonsten kamen die bereits in den 

Validierungen verwendeten pmirGLO/3’UTR-Konstrukte zum Einsatz. Die nun weitgehend in 

ihrer vollen Länge vertretenen 3’UTRs garantierten eine umfassende Sensitierung von 

Veränderungen der endogenen microRNA-Populationen im Zuge der XXL-Differenzierung. 

Vor dem Hintergrund der schlechten Transfizierbarkeit der USSC per se und deren 

Apoptoseneigung während der XXL-Inkubation, war es in diesem Zusammenhang von 

entscheidender Bedeutung, dass die Expression der Mess- und Normalisierungs-Luciferase 

von einem gemeinsamen Konstrukt aus erfolgte. Mit zwei separaten Vektoren für Firefly- und 

Renilla-Expression wäre diese Art der Messung nicht möglich gewesen. Da sich während 

einer Zeitspanne von 5 Tagen durch Verlust von Zellen und Abdau der Plasmide innerhalb 

verbliebener Zellen die Verhältnisse der Vektoren zueinander drastisch verändern könnten, 

wäre eine Normalisierung auf diesem Wege nicht mehr möglich gewesen. Bereits im 

gewählten Setup waren die Standardabweichungen dennoch so beträchtlich, dass eine 

erhöhte Anzahl biologischer Replikate für eine signifikante Aussage nötig war. Auch musste 

berücksichtigt werden, dass sich Promotoraktiviäten der beiden Luciferasen während der 

XXL-Differenzierung verändern können und zu Verfälschungen der Ergebnisse führen 

könnten. Diesem Umstand wurde durch die Messung des „leeren“ Vektors als Referenz für 

die relativen Luciferase-Aktivitäten zu beiden Messzeitpunkten begegnet. Wie der Abbildung 

6.14 zu entnehmen ist, werden in nativen Zellen die relativen Firefly-Aktivitäten der 3’UTR-

Konstrukte durch endogene microRNAs um bis zu 95% gegenüber dem 3’UTR-freien Vektor 

pmirGLO reduziert. 

Nach nur 5 Tagen der XXL-Inkubation (maximale Reduktion der microRNAs erst am Tag 14 

erwartet), konnte im Vergleich zu nativen Zellen bereits eine erhöhte relative Firefly-Aktivität 
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von 10 aus 11 getesteten pmirGLO/3’UTR-Konstrukten gemessen werden, 6 davon 

statistisch signifikant. Dieses Ergebnis deutet trotz Schwierigkeiten in der Messung ein 

weiteres Mal auf einen entscheidenden funktionalen Einfluss der 18 microRNAs bzw. der 

microRNA-Gesamtpopulation bei der Regulation der untersuchten Proteine durch 

translationale Hemmung via ihrer 3’UTRs hin. Durch Veränderung der microRNA-

Gesamtpopulation während der XXL-vermittelten USSC-Differenzierung fällt offensichtich 

das breitgefächerte Repressions-Netzwerk der microRNAs ein Stück weit weg, so dass 

neuronal-relevante Proteine vermehrt translatiert werden könnten. Vornehmlich werden 

diese Effekte den 18 herunterregulierten microRNAs (aber weiterhin auf reduziertem Niveau 

exprimierten) zuzuschreiben sein. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch 

andere, in dieser Arbeit nicht untersuchte microRNAs eine Rolle spielen. 

7.5 Globale Genexpressionsanalysen 

Die Resultate der differentiellen microRNA-Analyse, die aus deren Ergebnissen abgeleiteten 

Zielgenvalidierungen, als auch das Experiment zur Kinetik microRNA-vermittelter 

Translationsrepression zeigten, dass die Veränderungen der endogenen microRNA-

Populationen im Zuge der neuronalen Differenzierung der USSC auf eine mögliche 

Hochregulation Neurodifferenzierungs-relevanter Gene hindeuten. Gleichwohl stellen 

microRNAs posttranskriptionale Regulatoren dar und somit erhebt sich die Frage, ob im 

Zuge der Neurodifferenzierung der USSC neurodifferenzierungsrelevante Gene parallel auch 

auf Transkriptionsebene hochreguliert werden. Die mittels Illumina generierten Transkriptom-

Daten zeigen eindeutig, dass eine überstatistische Menge an potentiellen Zielgenen für die 

18 herunterregulierten microRNAs (2095 Gene, Abbildung 6.15) unter den in XXL-USSC 

hochregulierten Transkripten zu finden waren. Dies impliziert nicht nur eine neuro-orientierte 

Transkriptom-Änderung differenzierender USSC, sondern unterstützt auch die These, dass 

Regulation der Transkription und posttranskriptionale Regulation durch microRNAs, 

gleichwohl sie unabhängige Prozesse darstellen, einem gemeinsamen biologischen Ziel 

dienen: der Umstellung des Expressionsprofils einer somatischen Stammzelle in die 

Richtung eines differenzierten Neurons. Weiterhin reflektierte sich der unter XXL-

Bedingungen auftretende Zellzyklusarrest in einem auffällig hohen Anteil Zellzyklus-

relevanter Gene unter den in XXL-USSC herunterregulierten Transkripten. 

Eine weitere interessante Parallelität zeigen die Daten der Neurodifferenzierung von 

SH-SY5Y-Zellen [254] auf. Nicht nur, dass wie oben erwähnt, starke Ähnlichkeiten in der 

differentiellen microRNA-Expression zwischen sich differenzierenden USSCs und 

neurodifferenzierenden SH-SY5Y-Zellen bestehen, eine vergleichende Analyse der 

entsprechenden mRNA-Transkriptionsprofile ergab eine erhebliche Anreicherung von in 
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beiden Zellsystemen gemeinsam hochregulierten Transkripten (Abbildung 7.1). Dies ist auch 

deswegen bemerkenswert, weil SH-SY5Y-Zellen bereits die microRNAs miR-9 und -124 

exprimieren und darüberhinaus zu funktionalen Neuronen ausdifferenzieren können [254]. 

Die Parallelitäten der dynamischen Expressionsmuster von microRNAs und mRNAs 

zwischen beiden Zellsystemen deuten darauf hin, dass auch die USSC im Zuge der XXL-

Differenzierung einem neuronalen Zustand zustrebt, wenngleich dieser 

Differenzierungsprozess unter XXL-Bedingungen unvollständig verbleibt. 

 

Abbildung 7.1: Partiell überein-
stimmende Genexpressions-
veränderungen in neuronal differen-
zierenden USSC und SH-SY5Y-Zellen. 
Der grau unterlegte Kreis repräsentiert die 
Gesamtheit der in XXL-USSC 
hochregulierten Gene (3726), blau unterlegt 
sind die während neuronaler Differenzierung 
der SH-SY5Y-Zellen hoch-regulierten Gene 
(2945) [254]. Die rot unterlegte Teilmenge 
repräsentiert alle in XXL-USSC hoch-
regulierten und gleichzeitig für die Gruppe 
der 18 microRNAs vorhergesagten Zielgene. 
In den beiden Differenzierungen werden 
übereinstimmend 931 Gene hochreguliert, 
609 davon sind als Zielgene der 18 in XXL-
USSC herunter-regulierten microRNAs 
vorhergesagt. 

 

Zusammenfassend bilden Transkriptom-Analysen eine hochauflösend gemessene 

Ergänzung zu den microRNA-Expressionsdaten. Einschränkend muss jedoch hier gesagt 

werden, dass nur für eine von drei getesteten USSC-Linien, nämlich USSC SA5/73, 

derartige Expressionsdaten gewonnen werden konnten, da die extrem hohe Apoptoserate an 

Tag 14 bzw. Tag 28 während der Differenzierung der anderen Zelllinien eine effiziente 

Generierung von Daten verhinderte. Nicht nur für die Beurteilung der USSC-Differenzierung 

per se, sondern auch für die Messung des funktionalen Einflusses der 18 herunterregulierten 

microRNAs, wäre es jedoch wünschenswert eine USSC-Analytik zur Verfügung zu haben, 

welche über einfache morphologische Inspektion und Messung des Expressionsstatus 

weniger Neurodifferenzierungs-Marker hinaus, einen genaueren Einblick in die molekularen 

Veränderungen der sich differenzierenden USSC ermöglicht. Der RT-PCR basierte humane 

Neurogenesis and Neural Stem Cell Array verknüpft in diesem Kontext eine gegenüber 

hybridisationsbasierten Arrays deutlich erhöhte Sensitivität und fokussiert sich auf 84 

Transkripte die für Neuro-Differenzierung und -Entwicklung relevant sind. Der Vorteil 

erhöhter Sensitivität erlaubt kompaktere Differenzierungsansätze, was im Gegenzug und im 
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Lichte der nur limitiert zur Verfügung stehenden USSC-Mengen vielseitigere funktionale 

Analysen von microRNAs gestattet. 

7.6 Funktionale microRNA-Analysen 

Vor dem Hintergrund 18 herunterregulierter microRNAs erscheint die gängige Technik zur 

Überexpression von microRNAs, nämlich die Expressionsvektor-basierte Einbringung von 

pri-microRNA-Strukturen in die zu untersuchende Zelle, nicht nur wegen des damit 

verbundenen Klonier- und Kontrollaufwandes, wenig praktikabel. MicroRNA-Mimics 

hingegen transfizieren effizient in die USSC und bieten den eleganten Vorteil, dass sie nicht 

nur als Einzel-Mimics, sondern auch gruppenweise als „batches“ transfiziert werden können 

und die erzielte Überexpression die Herunterregulation der 18 microRNAs realitätsnäher 

konterkariert. Desweiteren können die batche in funktionale Untergruppen für detailliertere 

Analysen untergliedert werden. Gemeinsam mit morphologischen Analysen sollte der 

humane Neurogenesis and Neural Stem Cell Array dann als Ausleseparameter zur Reaktion 

der neuronalen Differenzierung der USSCs auf transfizierte microRNA-Mimics dienen. Initial 

zeigte sich in der Tat, dass im Zuge der XXL-Differenzierung der USSC eine erhebliche 

Anzahl von positiven Neurodifferenzierungsmodulatoren hochreguliert wurden, verbunden 

mit einer transkriptionellen Repression einiger Neuroinhibitoren; eine erneute Unterstützung 

der These, dass XXL-USSC in eine neuronale Richtung differenzieren (Abbildung 6.17). 

Bei den funktionalen Analysen von mit microRNA-Mimic-batch transfizierten XXL-USSC 

zeigte sich jedoch, dass die im Neurogenesis-Array vertretenen Gene gegenüber 

untransfizierten XXL-USSC keine Veränderung aufwiesen, obgleich die parallel 

beobachteten morphologischen Veränderungen eindeutig auf einen funktionalen Einfluss der 

microRNAs hinwiesen. Letzterer zeigte sich insbesondere nach Überexpression von miR-17, 

-20a und -106b als deutliche Erhöhung der beobachteten Zellzahl, was in Übereinstimmung 

mit von uns publizierten Daten steht [73]. Auf Transfektion mit dem 10er- bzw. 7er-batch 

(siehe Abbildung 6.18) reagierten die XXL-induzierten Zellen hingegen mit erhöhten 

Sterberaten und zeigten schwächer ausgeprägte neuronale Morphologien. Dabei zeigten 

interessanterweise die im 10er-batch enthaltenen microRNAs miR-17, -20a und -106b ihre 

Zellzyklus-aktivierende Wirkung bei gemeinsamer Transfektion mit den anderen microRNAs 

nicht mehr. Letztlich bedürfen diese Experimente jedoch einer weiteren Verfeinerung; dazu 

gehören eine Titration der verwendeten microRNA-Mengen als auch eine Aufspaltung in 

kleinere Gruppen. 

Es bleibt festzuhalten, dass die 10 getesteten microRNAs offensichtlich die 

Neurodifferenzierung beeinflussen können, dass sich dieser funktionale Einfluss jedoch noch 

nicht auf Transkriptionsebene (human Neurogenesis and Neural Stem Cell Array) 
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niederschlägt. Dies schließt auch die im human Neurogenesis and Neural Stem Cell Array 

Array vertretenen validierten Zielgene (PTN, STAT3, NRP1, NPTX1) ein, obgleich diese 4 

Gene im Illumina Array an Tag 14 hochreguliert gefunden wurden und sich dieses Ergebnis 

mit Ausnahme von PTN an den Tagen 5-7 der XXL-Differenzierung im human Neurogenesis 

and Neural Stem Cell Array bestätigte. Im konkreten Fall waren die Tage 5-7 der 

Differenzierung eventuell noch zu früh, um indirekte microRNA-Effekte auf 

Transkriptionsebene zu messen. Die morphologischen Beobachtungen zeigten jedoch, das 

intrazelluläre Veränderungen vorgegangen sein müssen, bei microRNAs als 

posttranskriptionalen Regulatoren ist daher anzunehmen, dass diese Veränderungen primär 

auf Reduktion der Zielgen-Proteinmengen durch microRNAs zurückzuführen sind und sich 

zu dem vergleichsweise frühen Zeitpunkt von 5-7 Tagen noch nicht auf Transkriptebene 

äußern. 

Dennoch konnte in den vorgenannten Analysen das biologische Potential der 18 microRNAs 

bereits deutlich dargestellt werden. Es zeigte sich, dass obgleich microRNAs miR-9 und 

miR-124 nicht hochreguliert wurden, die beobachteten Veränderungen der microRNA-

Populationen dennoch einen erheblichen Einfluss auf die Neurodifferenzierung zu nehmen 

vermögen. Eine genauere molekulare Analyse der Wirkungsweise dieser microRNAs ist 

zukünftigen Arbeiten vorbehalten. 

7.7 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass microRNAs als komplexes Netzwerk 

mit einer Vielzahl von putativen und validierten Zielgenen auf die neuronale Differenzierung 

von USSC einwirken. Anhand von 10 ausgesuchten microRNAs konnte der regulatorische 

Einfluss der herunterregulierten microRNA-Population auf neuronal relevanten Gene 

demonstriert werden. Die ersten funktionalen Analysen dieser microRNAs implizierten einen 

auf morphologischer Ebene bereits gut sichtbaren Einfluss auf die Neurodifferenzierung von 

USSC, welcher sich jedoch noch nicht auf Transkriptebene niederschlug. Es ist daher 

notwendig funktionale Analysen von microRNAs durch quantitative Proteom-Analysen zu 

unterstützen, um unmittelbare Auswirkungen von microRNAs auf Zielproteine zu erfassen. 

In-cell Western oder massenspektrometrische Messungen würden die translationalen 

Regulationen der überexprimierten microRNA-Mimics vermutlich deutlicher offenbaren als es 

bisher mRNA-Quantifizierungen verschiedenster Art erlauben. Auf dieser Basis wäre es 

dann möglich, die Einflüsse der herunterregulierten microRNAs durch Aufteilung in kleinere 

Untergruppen genauer zu bestimmen. Letztlich können solche Analysen auch auf die 

Wirkungsweise individueller microRNAs heruntergebrochen werden. 
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Die Beobachtung, dass zu keinem Zeitpunkt in USSC die neurospezifischen microRNAs 

miR-9 und miR-124 gefunden werden, wirft die Frage auf, inwieweit das Fehlen dieser 

microRNAs die neuronale Differenzierung von USSC behindert. MicroRNA-Mimic-basierte 

Überexpressionen von miR-9 und miR-124 im Zuge der XXL-Differenzierung könnten helfen 

diese Frage zu klären. Auch eine parallele Untersuchung der Ursachen der Nicht-Expression 

dieser microRNAs, mit Fokus auf die Promotoren der miR-9 und -124 Gene, ist anzustreben. 

Eine aktuelle Studie zeigt, dass es möglich ist, humane Fibroblasten durch Überexpression 

von miR-124 und miR-9/9* zu Neuronen zu konvergieren [99]. Diese Resultate untermauern 

die Bedeutung von miR-9 und miR-124 für die neuronale Differenzierung und es ergibt sich 

die Hypothese, durch ektopische Expression dieser microRNAs die neuronale 

Andifferenzierung der USSC zu vervollständigen. 

MicroRNAs stellen ein interessantes Werkzeug zum tieferen molekularen Verständnis von 

Differenzierungsprozessen dar [313]. Als Wegweiser fungierend lenken microRNAs den Blick 

auf funktional relevante Proteine im Kontext einer Differenzierung. Ausgehend von dieser 

Idee, vermag die vergleichende Betrachtung und Analyse der neuronalen Differenzierung 

von USSC und ipUSSC einen vertieften Einblick in die Molekularbiologie der 

Neurodifferenzierung zu liefern. Die vollständige neuronale Differenzierung von ipUSSC 

kann hierbei als Referenz dienen um die von der USSC beschrittenen molekularen Wege 

genauer zu analysieren und im Hinblick auf ihre Funktionalität zu bewerten. All dies folgt dem 

Ziel USSC zu funktional aktiven Neuronen zu differenzieren ohne dabei die mit lentiviralen 

genomischen Integraten behafteten Wege der Transdifferenzierung [314] zu beschreiten. 
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8 Anhang 

8.1 MicroRNA-Expressionsprofile 

Die nachfolgenden Tabellen zeigen die mittels TaqMan Megaplex Assays erhobenen 

microRNA-Expressionsprofile nativer und XXL-differenzierter USSC der Linien SA5/03, 

SA5/73 und SA8/25. Die Normalisierung für die individuellen Messungen erfolgte über die 

gemittelten U6-RNA-Cts, die sich wie folgt darstellten: SA5/03 (a) Ct 15,3 (nativ) und Ct 14,6 

(d14 XXL); SA5/03 (b) Ct 15,4 (nativ) und Ct 15,7 (d14 XXL); SA5/73 Ct 15,0 (native) und Ct 

14,6 (d14 XXL); SA8/25 Ct 13,9 (nativ), Ct 13,2 (d14 XXL) und Ct 14,9 (d28 XXL). Unter 

Einbeziehung der Normalisierung für die individuellen Differenzierungen galt eine microRNA 

als nicht exprimiert wenn die dCts folgende Werte überschritten: SA5/03 (a) dCts ≥ 15,7 

(nativ) und 16,4 (d14 XXL); SA5/03 (b) dCts ≥ 15,6 (nativ) und 15,3 (d14 XXL); SA5/73 dCts 

≥ 16,0 (nativ) und 16,4 (d14 XXL); SA8/25 dCts ≥ 17,1 (nativ), 17,8 (d14 XXL) und 16,1 (d28 

XXL). Die Expressionsveränderung ist in ddCts und der Faktor der Expressionsveränderung 

in 2^-(ddCts) angegeben. 

Tabelle 8.1: microRNA-Expressionsprofile von SA5/03 (a) und (b), sowie von SA5/73 (nativ und d14 XXL). 

microRNA dCT nativ dCT d14 XXL ddCT  2^‐(ddCt) dCt nativ dCt d14XXL ddCt  2^‐(ddCt) dCt d0 dCt d14XXL ddCt d14 XXL 2^‐(ddCt)

hsa‐let‐7a‐4373169 6.7 7.7 1.04 0.49 6.4 7.1 0.72 0.61 5.6 7.8 2.23 0.21
hsa‐let‐7b‐4395446 4.3 4.5 0.23 0.86 4.1 3.9 ‐0.22 1.17 3.2 4.1 0.86 0.55
hsa‐let‐7c‐4373167 9.6 11.3 1.64 0.32 9.5 10.7 1.19 0.44 8.1 9.9 1.77 0.29
hsa‐let‐7d‐4395394 7.8 9.1 1.28 0.41 7.7 8.6 0.91 0.53 7.6 8.8 1.27 0.41
hsa‐let‐7e‐4395517 3.7 4.8 1.08 0.47 3.8 4.4 0.62 0.65 3.7 4.1 0.44 0.74
hsa‐let‐7f‐4373164 9.9 11.7 1.78 0.29 10.4 11.5 1.13 0.46 10.0 11.5 1.55 0.34
hsa‐let‐7g‐4395393 7.1 8.0 0.83 0.56 7.4 8.3 0.87 0.55 7.5 8.7 1.19 0.44
hsa‐miR‐100‐4373160 3.0 3.8 0.78 0.58 2.6 3.9 1.32 0.40 2.5 4.2 1.73 0.30
hsa‐miR‐101‐4395364 14.7 15.0 0.33 0.80 15.0 16.3 1.28 0.41 14.1 15.2 1.13 0.46
hsa‐miR‐103‐4373158 9.2 9.6 0.45 0.73 8.8 9.7 0.88 0.54 8.8 9.8 1.02 0.49
hsa‐miR‐105‐4395278 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 17.2 ‐7.82 226.14
hsa‐miR‐106a‐4395280 4.6 6.9 2.35 0.20 5.0 7.2 2.25 0.21 3.6 5.8 2.21 0.22
hsa‐miR‐106b‐4373155 8.3 11.4 3.03 0.12 8.7 11.1 2.43 0.19 8.1 10.9 2.83 0.14
hsa‐miR‐107‐4373154 14.0 15.5 1.50 0.35 14.3 15.1 0.77 0.59 14.3 14.2 ‐0.06 1.04
hsa‐miR‐10a‐4373153 12.6 13.9 1.28 0.41 12.3 13.8 1.56 0.34 13.5 14.4 0.89 0.54
hsa‐miR‐10b‐4395329 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐122‐4395356 24.6 18.4 ‐6.25 76.15 24.6 13.9 ‐10.70 1663.42 25.0 15.6 ‐9.36 658.66
hsa‐miR‐124‐4373295 17.7 20.8 3.10 0.12 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 16.2 ‐8.76 433.97
hsa‐miR‐125a‐3p‐4395310 11.7 13.0 1.32 0.40 12.8 12.5 ‐0.30 1.23 12.8 13.9 1.09 0.47
hsa‐miR‐125a‐5p‐4395309 7.3 7.8 0.51 0.70 7.2 7.1 ‐0.06 1.04 7.2 7.1 ‐0.04 1.03
hsa‐miR‐125b‐4373148 3.9 3.4 ‐0.50 1.42 3.5 3.3 ‐0.26 1.20 3.0 3.7 0.70 0.62
hsa‐miR‐126‐4395339 13.1 12.8 ‐0.21 1.16 13.6 12.1 ‐1.52 2.88 12.1 11.0 ‐1.15 2.22
hsa‐miR‐127‐3p‐4373147 4.4 5.2 0.70 0.61 4.5 5.3 0.82 0.57 4.6 6.5 1.93 0.26
hsa‐miR‐127‐5p‐4395340 16.0 17.1 1.08 0.47 16.1 16.9 0.81 0.57 16.6 16.8 0.23 0.86
hsa‐miR‐128‐4395327 12.6 13.1 0.45 0.73 12.2 12.7 0.51 0.70 12.2 12.9 0.67 0.63
hsa‐miR‐129‐3p‐4373297 13.6 15.6 2.08 0.24 13.4 15.9 2.50 0.18 13.6 14.7 1.13 0.46
hsa‐miR‐129‐5p‐4373171 24.6 25.5 0.85 0.55 19.8 24.3 4.52 0.04 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐130a‐4373145 10.0 12.9 2.84 0.14 10.0 13.1 3.12 0.11 9.8 12.4 2.62 0.16
hsa‐miR‐130b‐4373144 10.1 12.4 2.37 0.19 9.8 12.3 2.50 0.18 9.4 12.3 2.95 0.13
hsa‐miR‐132‐4373143 5.7 5.8 0.10 0.93 6.2 5.5 ‐0.74 1.67 6.2 5.3 ‐0.90 1.87
hsa‐miR‐133a‐4395357 24.6 18.3 ‐6.33 80.73 17.0 15.4 ‐1.61 3.05 14.4 15.4 0.98 0.51
hsa‐miR‐133b‐4395358 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 18.5 17.4 ‐1.06 2.08
hsa‐miR‐134‐4373299 7.2 7.9 0.74 0.60 7.2 6.9 ‐0.29 1.22 7.5 7.2 ‐0.31 1.24
hsa‐miR‐135a‐4373140 21.7 25.5 3.80 0.07 21.6 24.3 2.74 0.15 23.0 25.4 2.40 0.19
hsa‐miR‐135b‐4395372 13.5 18.3 4.80 0.04 13.9 24.3 10.44 0.00 14.7 16.5 1.79 0.29
hsa‐miR‐136‐4373173 20.4 25.5 5.08 0.03 24.6 22.2 ‐2.33 5.04 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐137‐4373301 9.4 12.6 3.13 0.11 9.7 11.6 1.95 0.26 11.2 13.3 2.18 0.22
hsa‐miR‐138‐4395395 3.5 9.2 5.75 0.02 3.7 9.4 5.71 0.02 3.7 8.1 4.42 0.05
hsa‐miR‐139‐3p‐4395424 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 15.9 ‐8.65 401.00 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐139‐5p‐4395400 17.0 14.9 ‐2.10 4.28 15.7 13.2 ‐2.49 5.63 16.3 15.3 ‐1.08 2.12
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hsa‐miR‐140‐3p‐4395345 10.2 13.1 2.89 0.13 10.6 12.4 1.85 0.28 11.9 13.4 1.47 0.36
hsa‐miR‐140‐5p‐4373374 4.7 7.8 3.11 0.12 5.4 7.0 1.57 0.34 6.3 8.4 2.15 0.22
hsa‐miR‐141‐4373137 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 18.2 ‐6.73 105.91
hsa‐miR‐142‐3p‐4373136 13.8 15.0 1.25 0.42 15.1 19.3 4.20 0.05 16.0 20.6 4.65 0.04
hsa‐miR‐142‐5p‐4395359 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐143‐4395360 6.2 9.4 3.15 0.11 6.7 9.0 2.32 0.20 6.6 8.7 2.09 0.23
hsa‐miR‐1‐4395333 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐145‐4395389 3.5 5.2 1.71 0.30 3.4 4.9 1.47 0.36 3.3 4.4 1.06 0.48
hsa‐miR‐146a‐4373132 6.4 8.9 2.54 0.17 7.3 8.8 1.49 0.36 5.6 3.1 ‐2.48 5.57
hsa‐miR‐146b‐3p‐4395472 24.6 16.4 ‐8.21 295.23 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 18.1 17.1 ‐1.00 2.00
hsa‐miR‐146b‐5p‐4373178 10.3 11.3 1.04 0.49 11.3 10.5 ‐0.81 1.75 10.4 9.2 ‐1.20 2.30
hsa‐miR‐147‐4373131 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐147b‐4395373 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 21.0 ‐3.60 12.16 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐148a‐4373130 17.8 17.8 ‐0.05 1.04 17.8 16.5 ‐1.38 2.61 25.0 17.4 ‐7.56 188.35
hsa‐miR‐148b‐4373129 13.6 14.9 1.28 0.41 14.3 15.7 1.39 0.38 13.6 14.1 0.57 0.67
hsa‐miR‐149‐4395366 8.3 8.3 0.02 0.99 8.4 7.3 ‐1.08 2.11 8.3 8.9 0.60 0.66
hsa‐miR‐150‐4373127 15.9 14.9 ‐1.03 2.04 17.8 13.4 ‐4.40 21.07 16.0 14.1 ‐1.83 3.54
hsa‐miR‐152‐4395170 7.7 9.2 1.59 0.33 8.2 9.0 0.76 0.59 8.1 9.0 0.91 0.53
hsa‐miR‐153‐4373305 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐154‐4373270 18.4 18.8 0.41 0.75 15.6 24.3 8.75 0.00 16.4 20.0 3.56 0.08
hsa‐miR‐155‐4395459 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐15a‐4373123 12.0 15.5 3.49 0.09 12.5 15.0 2.53 0.17 12.3 12.6 0.37 0.77
hsa‐miR‐15b‐4373122 7.3 9.0 1.71 0.31 7.8 8.9 1.09 0.47 7.1 10.2 3.12 0.11
hsa‐miR‐16‐4373121 3.2 4.8 1.65 0.32 4.4 4.9 0.48 0.72 3.5 5.2 1.71 0.31
hsa‐miR‐17‐4395419 4.4 7.2 2.80 0.14 5.3 7.5 2.23 0.21 3.9 6.0 2.10 0.23
hsa‐miR‐181a‐4373117 9.1 9.1 ‐0.02 1.01 9.2 9.3 0.11 0.93 9.4 8.5 ‐0.97 1.96
hsa‐miR‐181c‐4373115 16.6 17.0 0.48 0.72 16.9 18.0 1.11 0.46 15.7 15.6 ‐0.11 1.08
hsa‐miR‐182‐4395445 19.5 25.5 5.91 0.02 19.1 24.3 5.27 0.03 25.0 18.5 ‐6.52 91.58
hsa‐miR‐183‐4395380 18.6 25.5 6.86 0.01 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 19.8 ‐5.19 36.44
hsa‐miR‐184‐4373113 24.6 20.8 ‐3.84 14.33 24.6 16.8 ‐7.76 216.17 25.0 17.9 ‐7.10 136.88
hsa‐miR‐185‐4395382 12.4 13.9 1.53 0.35 12.5 14.6 2.12 0.23 12.2 13.0 0.72 0.61
hsa‐miR‐186‐4395396 7.0 7.6 0.59 0.66 8.0 7.4 ‐0.63 1.55 7.4 6.4 ‐0.97 1.96
hsa‐miR‐187‐4373307 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 15.4 ‐9.62 785.18
hsa‐miR‐188‐3p‐4395217 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐18a‐4395533 10.3 14.0 3.70 0.08 10.7 13.9 3.19 0.11 9.7 13.5 3.80 0.07
hsa‐miR‐18b‐4395328 12.6 16.2 3.61 0.08 12.4 16.9 4.53 0.04 12.0 16.4 4.30 0.05
hsa‐miR‐190‐4373110 19.8 16.3 ‐3.44 10.86 18.5 24.3 5.85 0.02 17.8 25.4 7.63 0.01
hsa‐miR‐191‐4395410 4.4 3.9 ‐0.47 1.39 5.0 3.1 ‐1.84 3.59 3.7 2.5 ‐1.19 2.29
hsa‐miR‐192‐4373108 13.4 14.3 0.92 0.53 13.1 13.4 0.33 0.79 13.4 13.4 ‐0.02 1.02
hsa‐miR‐193a‐3p‐4395361 15.0 18.4 3.40 0.09 15.6 18.7 3.06 0.12 16.3 17.6 1.30 0.41
hsa‐miR‐193a‐5p‐4395392 6.2 7.3 1.14 0.46 5.0 6.4 1.42 0.37 5.1 7.2 2.13 0.23
hsa‐miR‐193b‐4395478 5.6 6.1 0.55 0.68 4.5 5.5 1.02 0.49 5.7 6.4 0.64 0.64
hsa‐miR‐194‐4373106 14.6 14.2 ‐0.34 1.27 14.4 13.7 ‐0.70 1.62 14.9 14.7 ‐0.29 1.22
hsa‐miR‐195‐4373105 10.2 12.2 1.92 0.26 11.2 12.0 0.83 0.56 10.4 12.4 1.97 0.25
hsa‐miR‐196b‐4395326 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐197‐4373102 9.1 8.4 ‐0.65 1.57 8.7 7.4 ‐1.34 2.53 8.4 7.5 ‐0.95 1.93
hsa‐miR‐198‐4395384 24.6 17.2 ‐7.41 170.01 24.6 15.5 ‐9.13 560.01 17.5 16.3 ‐1.21 2.31
hsa‐miR‐199a‐3p‐4395415 3.9 6.2 2.29 0.21 12.4 15.5 3.08 0.12 12.5 15.0 2.48 0.18
hsa‐miR‐199a‐5p‐4373272 12.3 14.4 2.05 0.24 5.2 6.5 1.35 0.39 3.7 6.8 3.07 0.12
hsa‐miR‐199b‐5p‐4373100 13.6 17.3 3.71 0.08 14.5 18.2 3.72 0.08 13.9 16.5 2.61 0.16
hsa‐miR‐19a‐4373099 8.4 11.5 3.14 0.11 9.2 11.1 1.89 0.27 8.2 9.9 1.65 0.32
hsa‐miR‐19b‐4373098 4.0 6.6 2.62 0.16 4.7 6.6 1.93 0.26 3.9 5.6 1.73 0.30
hsa‐miR‐200a‐4378069 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐200b‐4395362 17.7 15.5 ‐2.19 4.56 17.0 24.3 7.33 0.01 16.2 15.4 ‐0.82 1.77
hsa‐miR‐200c‐4395411 14.4 14.1 ‐0.29 1.22 14.2 13.1 ‐1.06 2.09 14.0 12.4 ‐1.63 3.10
hsa‐miR‐202‐4395474 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐203‐4373095 13.5 16.5 3.05 0.12 18.8 16.0 ‐2.81 7.02 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐204‐4373094 15.4 25.5 10.06 0.00 16.9 16.3 ‐0.57 1.49 18.7 16.5 ‐2.19 4.55
hsa‐miR‐205‐4373093 17.4 25.5 8.01 0.00 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐208‐4373091 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐208b‐4395401 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐20a‐4373286 5.3 8.6 3.25 0.11 5.5 8.7 3.25 0.10 4.2 7.5 3.35 0.10
hsa‐miR‐20b‐4373263 9.0 11.7 2.63 0.16 9.3 11.9 2.56 0.17 7.2 9.6 2.34 0.20
hsa‐miR‐210‐4373089 6.7 9.7 2.97 0.13 7.6 9.0 1.34 0.40 8.0 7.9 ‐0.02 1.02
hsa‐miR‐211‐4373088 24.6 19.0 ‐5.61 48.85 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 17.4 16.9 ‐0.50 1.41
hsa‐miR‐212‐4373087 9.8 10.3 0.44 0.74 10.5 9.8 ‐0.74 1.67 10.7 9.2 ‐1.44 2.71
hsa‐miR‐21‐4373090 4.8 5.9 1.04 0.49 5.1 5.9 0.80 0.57 5.7 5.8 0.10 0.93
hsa‐miR‐214‐4395417 4.5 6.5 1.92 0.26 4.9 6.6 1.70 0.31 4.4 6.4 2.03 0.24
hsa‐miR‐215‐4373084 15.7 16.4 0.71 0.61 15.2 16.1 0.94 0.52 15.3 15.1 ‐0.20 1.15
hsa‐miR‐216a‐4395331 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 19.3 25.4 6.07 0.01
hsa‐miR‐216b‐4395437 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 18.3 25.4 7.11 0.01
hsa‐miR‐217‐4395448 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 19.2 ‐5.79 55.17
hsa‐miR‐218‐4373081 9.5 12.7 3.23 0.11 10.5 13.0 2.53 0.17 8.5 10.2 1.71 0.31
hsa‐miR‐219‐1‐3p‐4395206 15.6 19.1 3.49 0.09 16.1 16.3 0.15 0.90 16.5 25.4 8.92 0.00
hsa‐miR‐219‐2‐3p‐4395501 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐219‐5p‐4373080 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐220‐4373078 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐220b‐4395317 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐220c‐4395322 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐221‐4373077 4.0 5.8 1.76 0.29 3.2 5.8 2.56 0.17 3.7 7.2 3.55 0.09
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hsa‐miR‐222‐4395387 1.0 3.1 2.09 0.24 1.1 2.8 1.73 0.30 0.9 3.0 2.06 0.24
hsa‐miR‐223‐4395406 8.7 8.8 0.04 0.97 16.5 11.5 ‐4.94 30.77 15.6 13.5 ‐2.05 4.14
hsa‐miR‐22‐4373079 10.6 13.7 3.10 0.12 10.3 12.9 2.58 0.17 10.3 12.0 1.66 0.32
hsa‐miR‐224‐4395210 7.5 8.8 1.23 0.43 7.9 9.3 1.38 0.38 7.2 8.3 1.14 0.45
hsa‐miR‐23a‐4373074 10.5 11.9 1.43 0.37 9.8 11.0 1.21 0.43 10.0 12.0 1.98 0.25
hsa‐miR‐23b‐4373073 15.2 14.4 ‐0.80 1.75 13.4 12.8 ‐0.60 1.52 12.9 11.3 ‐1.58 2.98
hsa‐miR‐24‐4373072 0.9 1.8 0.94 0.52 1.4 1.7 0.21 0.87 0.8 1.0 0.23 0.85
hsa‐miR‐25‐4373071 9.7 11.7 1.94 0.26 9.8 11.9 2.10 0.23 9.5 11.5 2.07 0.24
hsa‐miR‐26a‐4395166 6.3 7.9 1.64 0.32 6.5 7.6 1.12 0.46 6.1 7.2 1.11 0.46
hsa‐miR‐26b‐4395167 8.4 10.1 1.66 0.32 8.7 10.2 1.54 0.34 8.7 10.0 1.26 0.42
hsa‐miR‐27a‐4373287 7.2 9.6 2.36 0.19 6.9 9.5 2.65 0.16 7.2 10.1 2.96 0.13
hsa‐miR‐27b‐4373068 10.2 12.0 1.79 0.29 10.2 12.0 1.78 0.29 9.7 11.0 1.36 0.39
hsa‐miR‐28‐3p‐4395557 8.7 10.4 1.70 0.31 8.9 9.6 0.67 0.63 7.6 8.3 0.74 0.60
hsa‐miR‐28‐5p‐4373067 9.5 11.9 2.34 0.20 9.8 12.0 2.23 0.21 8.8 10.7 1.83 0.28
hsa‐miR‐296‐3p‐4395212 24.6 16.1 ‐8.47 355.43 16.6 24.3 7.72 0.00 17.0 15.7 ‐1.23 2.34
hsa‐miR‐296‐5p‐4373066 11.0 11.2 0.14 0.91 10.6 10.1 ‐0.42 1.33 11.4 11.5 0.10 0.93
hsa‐miR‐298‐4395301 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 19.9 ‐5.11 34.46
hsa‐miR‐299‐3p‐4373189 24.6 25.5 0.85 0.55 17.6 24.3 6.76 0.01 18.7 25.4 6.67 0.01
hsa‐miR‐299‐5p‐4373188 13.4 16.2 2.83 0.14 14.3 15.0 0.72 0.61 14.7 15.9 1.25 0.42
hsa‐miR‐29a‐4395223 4.8 7.5 2.67 0.16 5.3 7.0 1.63 0.32 4.8 6.4 1.59 0.33
hsa‐miR‐29b‐4373288 12.5 14.7 2.25 0.21 11.6 13.2 1.62 0.33 12.1 13.4 1.25 0.42
hsa‐miR‐29c‐4395171 7.8 10.3 2.55 0.17 8.1 10.1 1.98 0.25 8.1 9.7 1.62 0.33
hsa‐miR‐301a‐4373064 10.8 12.3 1.51 0.35 11.2 12.4 1.19 0.44 10.4 12.4 1.96 0.26
hsa‐miR‐301b‐4395503 15.4 16.1 0.76 0.59 14.8 16.0 1.13 0.46 14.2 15.2 1.00 0.50
hsa‐miR‐302a‐4378070 24.6 20.1 ‐4.48 22.30 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 16.7 19.4 2.66 0.16
hsa‐miR‐302b‐4378071 17.6 25.5 7.88 0.00 15.8 24.3 8.52 0.00 14.0 18.7 4.76 0.04
hsa‐miR‐302c‐4378072 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 18.3 25.4 7.13 0.01
hsa‐miR‐30b‐4373290 6.6 7.8 1.19 0.44 6.7 7.1 0.41 0.75 7.0 6.8 ‐0.18 1.14
hsa‐miR‐30c‐4373060 5.7 6.8 1.05 0.48 6.5 6.3 ‐0.21 1.15 5.7 5.1 ‐0.63 1.55
hsa‐miR‐31‐4395390 1.0 2.8 1.76 0.30 1.6 2.8 1.25 0.42 2.8 3.9 1.12 0.46
hsa‐miR‐320‐4395388 4.0 4.6 0.56 0.68 4.1 4.3 0.13 0.91 4.2 4.3 0.05 0.97
hsa‐miR‐323‐3p‐4395338 9.6 9.6 ‐0.01 1.01 10.3 8.9 ‐1.41 2.66 9.7 9.3 ‐0.38 1.31
hsa‐miR‐32‐4395220 17.3 16.8 ‐0.46 1.37 16.6 24.3 7.74 0.00 15.7 16.9 1.20 0.44
hsa‐miR‐324‐3p‐4395272 11.6 12.1 0.54 0.69 11.7 12.3 0.57 0.67 11.6 11.7 0.18 0.89
hsa‐miR‐324‐5p‐4373052 12.6 12.6 0.00 1.00 10.8 12.7 1.97 0.25 11.1 13.0 1.94 0.26
hsa‐miR‐325‐4373051 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐326‐4373050 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐328‐4373049 9.4 7.8 ‐1.63 3.10 8.6 7.2 ‐1.38 2.61 9.8 7.9 ‐1.91 3.75
hsa‐miR‐329‐4373191 15.3 15.9 0.61 0.65 15.1 15.9 0.81 0.57 15.8 17.2 1.46 0.36
hsa‐miR‐330‐3p‐4373047 14.6 14.2 ‐0.42 1.34 15.5 14.2 ‐1.31 2.48 15.3 15.0 ‐0.25 1.19
hsa‐miR‐330‐5p‐4395341 17.7 25.5 7.78 0.00 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐331‐3p‐4373046 8.0 7.2 ‐0.78 1.72 7.3 7.0 ‐0.27 1.20 7.5 7.3 ‐0.17 1.12
hsa‐miR‐331‐5p‐4395344 17.0 25.5 8.49 0.00 15.5 16.2 0.66 0.63 15.9 16.1 0.24 0.85
hsa‐miR‐335‐4373045 7.8 11.6 3.80 0.07 7.9 10.6 2.71 0.15 9.6 11.5 1.89 0.27
hsa‐miR‐337‐5p‐4395267 11.9 13.7 1.85 0.28 11.4 12.9 1.55 0.34 12.2 14.0 1.81 0.29
hsa‐miR‐338‐3p‐4395363 18.5 25.5 6.94 0.01 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐339‐3p‐4395295 11.0 10.8 ‐0.16 1.11 10.4 10.8 0.35 0.78 10.5 10.1 ‐0.36 1.29
hsa‐miR‐339‐5p‐4395368 10.3 11.5 1.16 0.45 10.6 11.4 0.75 0.59 10.2 11.2 0.96 0.51
hsa‐miR‐33b‐4395196 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐340‐4395369 11.5 14.9 3.44 0.09 12.3 14.1 1.83 0.28 11.9 13.4 1.53 0.35
hsa‐miR‐342‐3p‐4395371 8.6 9.0 0.42 0.75 9.1 8.1 ‐0.97 1.95 8.6 7.5 ‐1.16 2.24
hsa‐miR‐342‐5p‐4395258 17.7 18.9 1.21 0.43 24.6 18.8 ‐5.75 53.64 17.7 17.9 0.19 0.88
hsa‐miR‐345‐4395297 10.0 11.0 0.98 0.51 10.6 10.9 0.31 0.81 9.2 9.4 0.18 0.89
hsa‐miR‐346‐4373038 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 15.3 ‐9.26 611.62 25.0 15.9 ‐9.08 542.98
hsa‐miR‐34a‐4395168 8.5 5.9 ‐2.56 5.89 8.3 6.7 ‐1.59 3.02 6.5 5.2 ‐1.34 2.54
hsa‐miR‐34c‐5p‐4373036 13.9 17.5 3.57 0.08 14.8 18.2 3.34 0.10 12.6 15.4 2.85 0.14
hsa‐miR‐361‐5p‐4373035 11.5 11.7 0.25 0.84 10.6 11.1 0.44 0.74 11.4 11.3 ‐0.08 1.06
hsa‐miR‐362‐3p‐4395228 17.3 19.4 2.06 0.24 16.9 16.5 ‐0.39 1.31 16.6 17.8 1.16 0.45
hsa‐miR‐362‐5p‐4378092 11.2 14.3 3.09 0.12 11.0 13.2 2.18 0.22 11.4 12.4 1.01 0.50
hsa‐miR‐363‐4378090 19.8 19.7 ‐0.14 1.10 20.9 24.3 3.40 0.09 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐365‐4373194 6.2 7.9 1.73 0.30 5.6 7.2 1.65 0.32 6.0 8.0 2.00 0.25
hsa‐miR‐367‐4373034 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 16.4 25.4 9.05 0.00
hsa‐miR‐369‐3p‐4373032 13.8 16.4 2.59 0.17 16.2 24.3 8.13 0.00 15.6 16.7 1.06 0.48
hsa‐miR‐369‐5p‐4373195 14.9 16.0 1.08 0.47 14.0 15.1 1.04 0.49 14.7 16.3 1.61 0.33
hsa‐miR‐370‐4395386 7.5 9.3 1.80 0.29 7.8 9.3 1.57 0.34 7.8 10.1 2.33 0.20
hsa‐miR‐371‐3p‐4395235 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐372‐4373029 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 19.0 ‐5.94 61.44
hsa‐miR‐373‐4378073 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐374a‐4373028 7.2 9.0 1.83 0.28 8.1 9.0 0.88 0.54 7.7 8.1 0.42 0.75
hsa‐miR‐374b‐4381045 7.4 8.3 0.86 0.55 8.3 7.8 ‐0.48 1.40 8.1 7.6 ‐0.49 1.40
hsa‐miR‐375‐4373027 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐376a‐4373026 5.5 8.2 2.66 0.16 6.6 8.2 1.62 0.33 7.1 8.9 1.80 0.29
hsa‐miR‐376b‐4373196 14.6 19.1 4.45 0.05 15.0 24.3 9.30 0.00 16.2 25.4 9.23 0.00
hsa‐miR‐376c‐4395233 4.7 7.4 2.76 0.15 5.9 7.8 1.87 0.27 6.5 8.4 1.94 0.26
hsa‐miR‐377‐4373025 16.6 17.4 0.84 0.56 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 16.9 25.4 8.51 0.00
hsa‐miR‐379‐4373349 7.5 9.7 2.22 0.21 7.8 9.8 1.92 0.26 8.0 10.1 2.05 0.24
hsa‐miR‐380‐4373022 16.6 25.5 8.81 0.00 24.6 16.8 ‐7.76 217.24 16.7 25.4 8.74 0.00
hsa‐miR‐381‐4373020 16.2 25.5 9.30 0.00 15.6 24.3 8.77 0.00 17.0 16.9 ‐0.16 1.12
hsa‐miR‐382‐4373019 5.9 7.2 1.33 0.40 6.6 7.4 0.83 0.56 7.0 8.5 1.47 0.36
hsa‐miR‐383‐4373018 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 16.0 25.4 9.46 0.00
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hsa‐miR‐384‐4373017 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐409‐5p‐4395442 13.1 14.1 1.01 0.50 13.4 14.5 1.12 0.46 13.3 14.9 1.63 0.32
hsa‐miR‐410‐4378093 8.0 9.6 1.55 0.34 8.9 10.0 1.11 0.46 9.2 11.2 2.01 0.25
hsa‐miR‐411‐4381013 7.1 9.2 2.03 0.24 8.2 9.6 1.47 0.36 8.5 9.8 1.30 0.41
hsa‐miR‐412‐4373199 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐422a‐4395408 17.3 16.9 ‐0.36 1.28 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐423‐5p‐4395451 11.7 12.3 0.54 0.69 10.5 11.8 1.25 0.42 11.3 12.0 0.73 0.60
hsa‐miR‐424‐4373201 13.2 17.7 4.51 0.04 12.8 17.1 4.28 0.05 14.6 25.4 10.83 0.00
hsa‐miR‐425‐4380926 11.1 11.3 0.18 0.88 11.6 10.7 ‐0.89 1.85 10.7 10.6 ‐0.03 1.02
hsa‐miR‐429‐4373203 17.7 25.5 7.71 0.00 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐431‐4395173 9.0 12.0 3.02 0.12 9.6 13.0 3.40 0.09 9.2 13.3 4.10 0.06
hsa‐miR‐433‐4373205 9.0 9.1 0.10 0.93 9.2 9.3 0.15 0.90 9.5 11.0 1.46 0.36
hsa‐miR‐448‐4373206 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐449a‐4373207 20.0 25.5 5.47 0.02 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐449b‐4381011 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 22.6 17.7 ‐4.90 29.80
hsa‐miR‐450a‐4395414 14.6 25.5 10.82 0.00 15.0 24.3 9.31 0.00 16.8 25.4 8.58 0.00
hsa‐miR‐450b‐3p‐4395319 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐450b‐5p‐4395318 14.1 25.5 11.34 0.00 17.3 24.3 7.07 0.01 16.0 25.4 9.44 0.00
hsa‐miR‐451‐4373360 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐452‐4395440 11.1 10.5 ‐0.57 1.48 11.6 10.5 ‐1.13 2.20 10.5 9.9 ‐0.62 1.54
hsa‐miR‐453‐4395429 15.3 16.5 1.19 0.44 18.7 24.3 5.67 0.02 16.1 19.3 3.22 0.11
hsa‐miR‐454‐4395434 7.7 9.7 1.97 0.26 9.0 9.8 0.81 0.57 7.4 9.1 1.68 0.31
hsa‐miR‐455‐3p‐4395355 9.8 11.5 1.69 0.31 10.1 11.4 1.25 0.42 10.4 13.3 2.90 0.13
hsa‐miR‐455‐5p‐4378098 10.5 13.3 2.77 0.15 11.8 13.5 1.72 0.30 11.5 14.4 2.82 0.14
hsa‐miR‐483‐5p‐4395449 24.6 15.8 ‐8.82 452.49 17.5 14.1 ‐3.43 10.76 17.0 12.6 ‐4.39 20.94
hsa‐miR‐484‐4381032 6.0 6.3 0.25 0.84 5.6 5.5 ‐0.07 1.05 5.5 5.1 ‐0.46 1.38
hsa‐miR‐485‐3p‐4378095 7.5 9.8 2.36 0.19 7.9 9.3 1.41 0.38 8.1 10.2 2.03 0.24
hsa‐miR‐485‐5p‐4373212 12.0 11.2 ‐0.74 1.67 11.6 10.9 ‐0.71 1.64 12.0 11.6 ‐0.42 1.34
hsa‐miR‐486‐3p‐4395204 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 18.5 ‐6.52 91.51
hsa‐miR‐486‐5p‐4378096 16.9 17.0 0.06 0.96 17.6 17.5 ‐0.19 1.14 15.4 16.0 0.56 0.68
hsa‐miR‐487a‐4378097 15.1 17.4 2.31 0.20 16.1 18.4 2.29 0.20 16.4 19.1 2.65 0.16
hsa‐miR‐487b‐4378102 9.0 10.3 1.38 0.38 9.9 10.1 0.23 0.85 10.1 11.1 1.03 0.49
hsa‐miR‐488‐4395468 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐489‐4395469 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 18.1 ‐6.49 89.88 18.0 17.4 ‐0.54 1.45
hsa‐miR‐490‐3p‐4373215 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐491‐3p‐4395471 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 19.7 25.4 5.67 0.02
hsa‐miR‐491‐5p‐4381053 12.8 12.1 ‐0.70 1.62 12.9 11.3 ‐1.58 2.99 12.7 11.1 ‐1.60 3.04
hsa‐miR‐492‐4373217 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐493‐4395475 9.7 11.3 1.64 0.32 10.4 11.7 1.22 0.43 10.8 12.5 1.75 0.30
hsa‐miR‐494‐4395476 7.8 9.4 1.57 0.34 8.5 9.1 0.54 0.69 8.1 9.5 1.38 0.38
hsa‐miR‐495‐4381078 7.1 9.4 2.37 0.19 7.8 9.3 1.55 0.34 7.7 9.9 2.16 0.22
hsa‐miR‐496‐4386771 24.6 19.6 ‐5.02 32.38 17.8 17.3 ‐0.49 1.40 16.4 25.4 8.97 0.00
hsa‐miR‐499‐3p‐4395538 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐499‐5p‐4381047 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐500‐4395539 12.5 14.1 1.60 0.33 12.6 14.7 2.07 0.24 13.6 14.1 0.45 0.73
hsa‐miR‐501‐3p‐4395546 16.8 18.7 1.92 0.26 15.3 24.3 9.00 0.00 15.9 25.4 9.47 0.00
hsa‐miR‐501‐5p‐4373226 13.8 25.5 11.69 0.00 14.1 14.5 0.39 0.77 14.6 13.1 ‐1.42 2.68
hsa‐miR‐502‐3p‐4395194 15.0 17.0 1.95 0.26 15.0 16.8 1.80 0.29 15.8 17.3 1.52 0.35
hsa‐miR‐502‐5p‐4373227 15.2 25.5 10.27 0.00 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 16.4 16.8 0.42 0.75
hsa‐miR‐503‐4373228 14.9 25.5 10.51 0.00 14.6 24.3 9.77 0.00 16.2 25.4 9.17 0.00
hsa‐miR‐504‐4395195 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐505‐4395200 13.6 18.4 4.82 0.04 16.3 16.3 0.08 0.95 14.2 18.0 3.79 0.07
hsa‐miR‐506‐4373231 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐507‐4373232 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐508‐3p‐4373233 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐508‐5p‐4395203 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐509‐3‐5p‐4395266 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐509‐5p‐4395346 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐510‐4395352 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐511‐4373236 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐512‐3p‐4381034 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 18.1 ‐6.88 117.84
hsa‐miR‐512‐5p‐4373238 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐513‐5p‐4395201 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐515‐3p‐4395480 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐515‐5p‐4373242 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐516a‐5p‐4395527 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐516b‐4395172 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐517a‐4395513 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 18.5 ‐6.45 87.71
hsa‐miR‐517b‐4373244 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 21.6 ‐3.39 10.52
hsa‐miR‐517c‐4373264 24.6 20.0 ‐4.59 24.04 21.0 18.2 ‐2.77 6.80 25.0 18.1 ‐6.85 115.06
hsa‐miR‐518a‐3p‐4395508 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐518a‐5p‐4395507 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐518b‐4373246 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐518c‐4395512 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐518d‐3p‐4373248 16.8 25.5 8.70 0.00 24.6 17.5 ‐7.13 139.60 18.5 25.4 6.94 0.01
hsa‐miR‐518d‐5p‐4395500 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐518e‐4395506 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐518f‐4395499 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐519a‐4395526 24.6 21.7 ‐2.86 7.24 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐519c‐3p‐4373251 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
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hsa‐miR‐519d‐4395514 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 20.9 ‐3.64 12.47 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐519e‐4395481 24.6 25.5 0.85 0.55 17.7 24.3 6.59 0.01 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐520a‐3p‐4373268 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐520a‐5p‐4378085 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐520b‐4373252 24.6 19.1 ‐5.52 46.04 24.6 18.9 ‐5.65 50.27 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐520d‐5p‐4395504 14.8 16.5 1.67 0.31 16.8 16.8 0.08 0.95 20.5 25.4 4.88 0.03
hsa‐miR‐520e‐4373255 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐520f‐4373256 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐520g‐4373257 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐521‐4373259 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐522‐4395524 20.7 25.5 4.75 0.04 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐523‐4395497 24.6 20.1 ‐4.51 22.73 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 18.2 ‐6.77 109.04
hsa‐miR‐524‐5p‐4395174 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐525‐3p‐4395496 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 19.2 ‐5.78 54.80
hsa‐miR‐525‐5p‐4378088 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐526b‐4395493 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐532‐3p‐4395466 10.4 10.6 0.16 0.89 10.1 10.3 0.17 0.89 10.5 9.7 ‐0.72 1.65
hsa‐miR‐532‐5p‐4380928 8.8 10.4 1.63 0.32 9.2 10.3 1.07 0.48 9.4 9.5 0.11 0.92
hsa‐miR‐539‐4378103 6.3 6.9 0.59 0.66 7.4 6.8 ‐0.65 1.57 7.0 7.6 0.69 0.62
hsa‐miR‐541‐4395312 16.6 16.9 0.26 0.83 17.5 16.1 ‐1.42 2.67 18.3 17.3 ‐1.01 2.02
hsa‐miR‐542‐3p‐4378101 15.8 25.5 9.66 0.00 16.7 24.3 7.64 0.01 16.1 20.3 4.18 0.06
hsa‐miR‐542‐5p‐4395351 16.4 25.5 9.06 0.00 18.5 19.9 1.47 0.36 21.6 25.4 3.86 0.07
hsa‐miR‐544‐4395376 17.2 25.5 8.29 0.00 17.1 24.3 7.22 0.01 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐545‐4395378 15.2 17.7 2.49 0.18 24.6 16.8 ‐7.82 226.49 16.1 19.4 3.32 0.10
hsa‐miR‐548a‐3p‐4380948 19.1 25.5 6.38 0.01 24.6 16.5 ‐8.08 270.42 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐548a‐5p‐4395523 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐548b‐3p‐4380951 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐548b‐5p‐4395519 19.0 19.2 0.24 0.85 19.3 24.3 4.98 0.03 19.6 20.4 0.79 0.58
hsa‐miR‐548c‐3p‐4380993 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐548c‐5p‐4395540 21.1 18.9 ‐2.23 4.68 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 17.3 25.4 8.12 0.00
hsa‐miR‐548d‐3p‐4381008 24.6 25.5 0.85 0.55 16.3 24.3 8.04 0.00 19.3 25.4 6.11 0.01
hsa‐miR‐548d‐5p‐4395348 17.5 22.2 4.72 0.04 17.0 24.3 7.29 0.01 19.0 21.1 2.11 0.23
hsa‐miR‐551b‐4380945 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐556‐3p‐4395456 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐556‐5p‐4395455 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐561‐4380938 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐570‐4395458 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐574‐3p‐4395460 5.1 4.4 ‐0.69 1.61 5.3 3.6 ‐1.75 3.37 5.1 3.5 ‐1.53 2.89
hsa‐miR‐576‐3p‐4395462 14.0 16.7 2.64 0.16 14.4 16.2 1.81 0.29 14.4 18.4 4.00 0.06
hsa‐miR‐576‐5p‐4395461 18.5 18.7 0.19 0.87 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 17.8 25.4 7.59 0.01
hsa‐miR‐579‐4395509 14.3 17.1 2.77 0.15 15.2 24.3 9.12 0.00 16.8 17.0 0.25 0.84
hsa‐miR‐582‐3p‐4395510 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐582‐5p‐4395175 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐589‐4395520 24.6 19.8 ‐4.81 27.98 20.2 24.3 4.11 0.06 16.7 20.2 3.48 0.09
hsa‐miR‐590‐5p‐4395176 9.8 12.4 2.58 0.17 10.6 11.9 1.31 0.40 10.0 11.3 1.28 0.41
hsa‐miR‐597‐4380960 15.7 17.2 1.53 0.35 15.2 17.3 2.04 0.24 15.3 18.4 3.16 0.11
hsa‐miR‐598‐4395179 12.4 13.9 1.55 0.34 12.4 13.1 0.65 0.64 13.4 12.8 ‐0.53 1.44
hsa‐miR‐615‐3p‐4386777 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐615‐5p‐4395464 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐616‐4395525 18.3 19.2 0.85 0.55 18.2 24.3 6.14 0.01 18.6 18.0 ‐0.62 1.53
hsa‐miR‐618‐4380996 18.2 19.7 1.45 0.37 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 17.2 25.4 8.20 0.00
hsa‐miR‐624‐4395541 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐625‐4395542 14.3 16.6 2.28 0.21 14.5 16.5 1.97 0.25 14.9 15.8 0.84 0.56
hsa‐miR‐627‐4380967 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 19.2 25.4 6.24 0.01
hsa‐miR‐628‐5p‐4395544 12.0 12.7 0.71 0.61 13.8 11.8 ‐2.08 4.22 13.9 12.0 ‐1.97 3.90
hsa‐miR‐629‐4395547 16.1 23.2 7.04 0.01 15.8 16.5 0.74 0.60 15.1 16.3 1.18 0.44
hsa‐miR‐636‐4395199 16.4 15.9 ‐0.48 1.39 24.6 15.7 ‐8.90 476.73 16.9 16.1 ‐0.86 1.82
hsa‐miR‐642‐4380995 24.6 18.4 ‐6.22 74.30 18.7 15.3 ‐3.35 10.20 25.0 18.9 ‐6.04 65.78
hsa‐miR‐651‐4381007 24.6 25.5 0.85 0.55 18.9 24.3 5.42 0.02 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐652‐4395463 13.2 14.7 1.46 0.36 13.2 16.9 3.74 0.07 13.2 15.2 2.04 0.24
hsa‐miR‐653‐4395403 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐654‐3p‐4395350 13.1 14.6 1.49 0.36 14.3 14.2 ‐0.09 1.07 14.1 15.2 1.09 0.47
hsa‐miR‐654‐5p‐4381014 11.6 11.2 ‐0.36 1.28 11.6 11.2 ‐0.40 1.32 11.9 12.1 0.23 0.85
hsa‐miR‐655‐4381015 9.9 12.9 3.06 0.12 11.2 13.1 1.94 0.26 11.7 14.2 2.47 0.18
hsa‐miR‐660‐4380925 10.5 12.4 1.93 0.26 11.8 12.9 1.16 0.45 11.3 12.4 1.13 0.46
hsa‐miR‐671‐3p‐4395433 10.6 11.1 0.48 0.72 10.4 10.7 0.32 0.80 10.2 10.5 0.34 0.79
hsa‐miR‐672‐4395438 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 21.4 ‐3.58 11.93
hsa‐miR‐674‐4395193 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐708‐4395452 8.3 11.7 3.41 0.09 8.4 11.6 3.22 0.11 9.7 8.7 ‐0.98 1.97
hsa‐miR‐744‐4395435 10.1 9.4 ‐0.68 1.61 10.0 9.5 ‐0.52 1.44 9.8 9.3 ‐0.48 1.40
hsa‐miR‐758‐4395180 10.4 12.3 1.92 0.26 10.9 11.4 0.55 0.68 10.4 12.4 1.98 0.25
hsa‐miR‐871‐4395465 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐872‐4395375 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐873‐4395467 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐874‐4395379 17.7 25.5 7.73 0.00 24.6 15.2 ‐9.36 655.05 17.7 25.4 7.70 0.00
hsa‐miR‐875‐3p‐4395315 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐876‐3p‐4395336 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 19.8 25.4 5.66 0.02
hsa‐miR‐876‐5p‐4395316 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 19.8 25.4 5.62 0.02
hsa‐miR‐885‐3p‐4395483 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐885‐5p‐4395407 14.6 18.9 4.29 0.05 16.9 14.9 ‐2.04 4.12 15.0 16.4 1.43 0.37

SA5/03 (a) SA5/03 (b) SA5/73
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microRNA dCT nativ dCT d14 XXL ddCT  2^‐(ddCt) dCt nativ dCt d14 XXL ddCt  2^‐(ddCt) dCt d0 dCt d14XXL ddCt d14 XXL 2^‐(ddCt)

hsa‐miR‐886‐3p‐4395305 8.4 9.9 1.48 0.36 7.7 9.2 1.46 0.36 9.3 11.0 1.67 0.31
hsa‐miR‐886‐5p‐4395304 6.9 9.0 2.11 0.23 7.3 7.8 0.58 0.67 7.5 9.1 1.63 0.32
hsa‐miR‐887‐4395485 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐888‐4395323 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐889‐4395313 11.5 13.8 2.30 0.20 12.3 13.3 0.95 0.52 12.2 14.0 1.79 0.29
hsa‐miR‐890‐4395320 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐891a‐4395302 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐891b‐4395321 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐892a‐4395306 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐92a‐4395169 6.2 7.4 1.18 0.44 5.6 7.3 1.68 0.31 5.4 7.2 1.88 0.27
hsa‐miR‐93‐4373302 7.0 9.4 2.39 0.19 7.1 9.2 2.01 0.25 6.5 8.6 2.14 0.23
hsa‐miR‐9‐4373285 18.7 25.5 6.79 0.01 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 15.7 25.4 9.76 0.00
hsa‐miR‐95‐4373011 16.7 18.9 2.16 0.22 18.0 16.3 ‐1.68 3.21 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐96‐4373372 24.6 25.5 0.85 0.55 24.6 24.3 ‐0.26 1.20 25.0 25.4 0.44 0.74
hsa‐miR‐98‐4373009 10.4 12.0 1.59 0.33 10.6 10.8 0.15 0.90 10.5 12.5 2.00 0.25
hsa‐miR‐99a‐4373008 3.2 4.0 0.86 0.55 2.7 4.1 1.42 0.37 1.3 4.6 3.33 0.10
hsa‐miR‐99b‐4373007 6.4 6.4 0.07 0.96 5.8 6.1 0.25 0.84 6.3 7.0 0.68 0.62

SA5/03 (a) SA5/03 (b) SA5/73

 

 

Tabelle 8.2: microRNA-Expressionsprofile von USSC-Linie SA8/25 (USSC d0, d14 XXL und d28 XXL). 

microRNA nativ d14 XXL d28 XXL d0vs d14 d0 vs d28  d0 vs d14 d0 vs d28

hsa‐let‐7a‐4373169 7.1 7.3 8.9 0.13 1.73 0.91 0.30
hsa‐let‐7b‐4395446 5.0 5.3 6.0 0.32 1.09 0.80 0.47
hsa‐let‐7c‐4373167 8.3 10.4 11.0 2.08 2.69 0.24 0.16
hsa‐let‐7d‐4395394 8.2 8.8 9.8 0.52 1.51 0.70 0.35
hsa‐let‐7e‐4395517 3.7 4.6 5.5 0.94 1.82 0.52 0.28
hsa‐let‐7f‐4373164 10.9 11.5 11.9 0.62 0.98 0.65 0.51
hsa‐let‐7g‐4395393 8.1 8.6 9.9 0.55 1.81 0.68 0.28
hsa‐miR‐100‐4373160 3.5 3.5 5.1 ‐0.01 1.58 1.01 0.33
hsa‐miR‐101‐4395364 15.3 15.7 17.4 0.44 2.13 0.74 0.23
hsa‐miR‐103‐4373158 9.4 9.5 11.1 0.11 1.77 0.93 0.29
hsa‐miR‐105‐4395278 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐106a‐4395280 4.6 6.3 7.7 1.78 3.11 0.29 0.12
hsa‐miR‐106b‐4373155 9.7 10.4 12.4 0.78 2.72 0.58 0.15
hsa‐miR‐107‐4373154 14.9 15.0 16.6 0.07 1.76 0.96 0.30
hsa‐miR‐10a‐4373153 13.0 13.9 15.7 0.95 2.72 0.52 0.15
hsa‐miR‐10b‐4395329 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐122‐4395356 18.2 16.7 17.5 ‐1.50 ‐0.68 2.84 1.60
hsa‐miR‐124‐4373295 20.0 18.8 25.1 ‐1.19 5.02 2.29 0.03
hsa‐miR‐125a‐3p‐4395310 12.7 12.9 13.9 0.19 1.23 0.88 0.43
hsa‐miR‐125a‐5p‐4395309 6.9 7.2 7.6 0.30 0.71 0.81 0.61
hsa‐miR‐125b‐4373148 4.2 4.3 5.3 0.13 1.13 0.92 0.46
hsa‐miR‐126‐4395339 12.6 11.2 12.0 ‐1.40 ‐0.62 2.64 1.53
hsa‐miR‐127‐3p‐4373147 5.2 6.2 7.5 0.98 2.27 0.51 0.21
hsa‐miR‐127‐5p‐4395340 19.1 17.6 25.1 ‐1.51 5.91 2.85 0.02
hsa‐miR‐128‐4395327 12.7 12.9 13.6 0.25 0.94 0.84 0.52
hsa‐miR‐129‐3p‐4373297 13.9 14.3 15.5 0.38 1.57 0.77 0.34
hsa‐miR‐129‐5p‐4373171 18.2 18.7 25.1 0.54 6.87 0.69 0.01
hsa‐miR‐130a‐4373145 10.6 13.9 14.9 3.28 4.33 0.10 0.05
hsa‐miR‐130b‐4373144 10.7 12.6 15.0 1.88 4.26 0.27 0.05
hsa‐miR‐132‐4373143 6.5 5.6 6.4 ‐0.93 ‐0.13 1.90 1.10
hsa‐miR‐133a‐4395357 17.1 17.1 21.1 0.03 4.01 0.98 0.06
hsa‐miR‐133b‐4395358 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐134‐4373299 7.2 7.4 8.5 0.17 1.24 0.89 0.42
hsa‐miR‐135a‐4373140 25.0 26.8 25.1 1.82 0.08 0.28 0.95
hsa‐miR‐135b‐4395372 15.5 18.7 25.1 3.17 9.54 0.11 0.00
hsa‐miR‐136‐4373173 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐137‐4373301 11.6 13.4 14.6 1.82 3.04 0.28 0.12
hsa‐miR‐138‐4395395 4.4 8.3 10.5 3.90 6.13 0.07 0.01
hsa‐miR‐139‐3p‐4395424 26.0 17.4 25.1 ‐8.57 ‐0.92 381.30 1.89
hsa‐miR‐139‐5p‐4395400 16.6 14.6 15.6 ‐2.03 ‐1.00 4.10 2.00
hsa‐miR‐140‐3p‐4395345 11.7 12.8 14.3 1.09 2.60 0.47 0.16
hsa‐miR‐140‐5p‐4373374 5.8 7.4 7.4 1.52 3.38 0.35 0.10
hsa‐miR‐141‐4373137 19.7 26.8 25.1 7.07 5.33 0.01 0.02
hsa‐miR‐142‐3p‐4373136 12.7 19.0 18.8 6.29 6.12 0.01 0.01
hsa‐miR‐142‐5p‐4395359 20.4 23.5 25.1 3.15 4.68 0.11 0.04
hsa‐miR‐143‐4395360 7.3 8.5 10.0 1.18 2.66 0.44 0.16
hsa‐miR‐1‐4395333 19.1 17.9 25.1 ‐1.19 5.96 2.29 0.02
hsa‐miR‐145‐4395389 3.4 4.7 5.6 1.27 2.22 0.41 0.22
hsa‐miR‐146a‐4373132 8.7 7.6 9.2 ‐1.00 0.53 2.00 0.69
hsa‐miR‐146b‐3p‐4395472 18.5 26.8 25.1 8.26 6.52 0.00 0.01

dCt SA8/25 ddCt SA8/25 2^‐(ddCt) SA8/25
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microRNA nativ d14 XXL d28 XXL d0vs d14 d0 vs d28  d0 vs d14 d0 vs d28

hsa‐miR‐146b‐5p‐4373178 10.2 10.2 11.4 ‐0.03 1.17 1.02 0.44
hsa‐miR‐147‐4373131 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐147b‐4395373 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐148a‐4373130 16.8 14.4 15.1 ‐2.41 ‐1.73 5.30 3.31
hsa‐miR‐148b‐4373129 14.9 14.8 15.1 ‐0.10 0.21 1.07 0.86
hsa‐miR‐149‐4395366 8.6 8.9 9.9 0.31 1.31 0.81 0.40
hsa‐miR‐150‐4373127 18.6 16.0 16.9 ‐2.60 ‐1.69 6.07 3.22
hsa‐miR‐152‐4395170 8.5 9.0 10.4 0.52 1.87 0.70 0.27
hsa‐miR‐153‐4373305 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐154‐4373270 18.0 18.0 25.1 ‐0.01 7.01 1.01 0.01
hsa‐miR‐155‐4395459 26.0 23.0 25.1 ‐2.98 ‐0.92 7.87 1.89
hsa‐miR‐15a‐4373123 12.6 13.3 14.5 0.67 1.86 0.63 0.28
hsa‐miR‐15b‐4373122 8.6 10.7 12.2 2.11 3.59 0.23 0.08
hsa‐miR‐16‐4373121 3.5 4.9 6.5 1.39 3.04 0.38 0.12
hsa‐miR‐17‐4395419 4.5 6.5 7.5 2.03 3.02 0.24 0.12
hsa‐miR‐181a‐4373117 9.9 9.3 10.4 ‐0.66 0.45 1.59 0.73
hsa‐miR‐181c‐4373115 17.1 17.6 20.8 0.58 3.73 0.67 0.08
hsa‐miR‐182‐4395445 26.0 21.3 25.1 ‐4.63 ‐0.92 24.69 1.89
hsa‐miR‐183‐4395380 23.2 22.0 25.1 ‐1.25 1.82 2.38 0.28
hsa‐miR‐184‐4373113 19.0 20.0 25.1 0.95 6.02 0.52 0.02
hsa‐miR‐185‐4395382 13.6 13.8 15.2 0.19 1.56 0.88 0.34
hsa‐miR‐186‐4395396 7.3 6.8 8.5 ‐0.52 1.22 1.43 0.43
hsa‐miR‐187‐4373307 26.0 18.3 25.1 ‐7.68 ‐0.92 204.50 1.89
hsa‐miR‐188‐3p‐4395217 26.0 21.3 25.1 ‐4.63 ‐0.92 24.73 1.89
hsa‐miR‐18a‐4395533 10.5 13.3 15.8 2.84 5.26 0.14 0.03
hsa‐miR‐18b‐4395328 12.6 15.4 19.0 2.88 6.43 0.14 0.01
hsa‐miR‐190‐4373110 16.7 16.7 25.1 ‐0.02 8.31 1.01 0.00
hsa‐miR‐191‐4395410 4.6 3.1 4.0 ‐1.54 ‐0.59 2.90 1.51
hsa‐miR‐192‐4373108 14.5 13.0 14.3 ‐1.49 ‐0.19 2.82 1.14
hsa‐miR‐193a‐3p‐4395361 18.2 19.3 25.1 1.13 6.89 0.46 0.01
hsa‐miR‐193a‐5p‐4395392 5.9 7.9 8.5 2.04 2.59 0.24 0.17
hsa‐miR‐193b‐4395478 6.6 7.0 7.5 0.37 0.85 0.78 0.56
hsa‐miR‐194‐4373106 15.3 14.9 16.3 ‐0.46 0.95 1.37 0.52
hsa‐miR‐195‐4373105 12.0 11.9 14.7 ‐0.08 2.66 1.06 0.16
hsa‐miR‐196b‐4395326 18.4 26.8 25.1 8.44 6.70 0.00 0.01
hsa‐miR‐197‐4373102 8.6 8.1 8.3 ‐0.46 ‐0.33 1.37 1.25
hsa‐miR‐198‐4395384 26.0 17.9 25.1 ‐8.06 ‐0.92 266.05 1.89
hsa‐miR‐199a‐3p‐4395415 14.1 16.1 17.5 1.99 3.42 0.25 0.09
hsa‐miR‐199a‐5p‐4373272 5.6 7.1 8.6 1.53 3.01 0.35 0.12
hsa‐miR‐199b‐5p‐4373100 15.7 18.2 18.7 2.52 2.96 0.17 0.13
hsa‐miR‐19a‐4373099 9.5 11.1 12.1 1.60 2.63 0.33 0.16
hsa‐miR‐19b‐4373098 5.0 6.4 8.0 1.38 2.99 0.38 0.13
hsa‐miR‐200a‐4378069 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐200b‐4395362 17.3 16.5 25.1 ‐0.81 7.75 1.75 0.00
hsa‐miR‐200c‐4395411 14.6 13.4 14.1 ‐1.26 ‐0.49 2.39 1.40
hsa‐miR‐202‐4395474 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐203‐4373095 16.0 15.2 18.1 ‐0.76 2.14 1.70 0.23
hsa‐miR‐204‐4373094 17.3 18.5 20.0 1.17 2.69 0.44 0.15
hsa‐miR‐205‐4373093 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐208‐4373091 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐208b‐4395401 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐20a‐4373286 5.6 8.1 9.6 2.47 3.98 0.18 0.06
hsa‐miR‐20b‐4373263 8.6 10.2 11.7 1.65 3.12 0.32 0.12
hsa‐miR‐210‐4373089 7.6 7.7 9.0 0.14 1.38 0.91 0.39
hsa‐miR‐211‐4373088 26.0 20.1 25.1 ‐5.85 ‐0.92 57.84 1.89
hsa‐miR‐212‐4373087 11.4 10.5 11.6 ‐0.90 0.21 1.86 0.86
hsa‐miR‐21‐4373090 6.2 5.7 7.2 ‐0.47 1.04 1.38 0.49
hsa‐miR‐214‐4395417 4.9 6.9 7.9 1.95 2.99 0.26 0.13
hsa‐miR‐215‐4373084 16.9 16.0 17.4 ‐0.83 0.52 1.78 0.70
hsa‐miR‐216a‐4395331 19.1 26.8 25.1 7.71 5.97 0.00 0.02
hsa‐miR‐216b‐4395437 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐217‐4395448 18.6 26.8 25.1 8.24 6.49 0.00 0.01
hsa‐miR‐218‐4373081 10.1 11.0 12.5 0.94 2.48 0.52 0.18
hsa‐miR‐219‐1‐3p‐4395206 16.9 19.7 25.1 2.72 8.11 0.15 0.00
hsa‐miR‐219‐2‐3p‐4395501 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐219‐5p‐4373080 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐220‐4373078 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐220b‐4395317 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐220c‐4395322 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐221‐4373077 4.6 7.1 8.4 2.57 3.83 0.17 0.07
hsa‐miR‐222‐4395387 1.2 3.3 4.7 2.16 3.57 0.22 0.08
hsa‐miR‐223‐4395406 17.1 15.8 15.7 ‐1.29 ‐1.36 2.44 2.56
hsa‐miR‐22‐4373079 11.5 11.5 14.9 ‐0.04 3.39 1.03 0.10
hsa‐miR‐224‐4395210 8.1 9.1 10.6 1.00 2.54 0.50 0.17
hsa‐miR‐23a‐4373074 10.8 11.7 13.4 0.81 2.53 0.57 0.17
hsa‐miR‐23b‐4373073 12.4 12.1 13.4 ‐0.32 1.01 1.25 0.50
hsa‐miR‐24‐4373072 1.3 1.5 2.9 0.23 1.60 0.85 0.33
hsa‐miR‐25‐4373071 11.2 11.7 12.7 0.53 1.56 0.69 0.34
hsa‐miR‐26a‐4395166 6.8 7.5 8.9 0.71 2.14 0.61 0.23
hsa‐miR‐26b‐4395167 9.1 9.6 11.0 0.52 1.92 0.70 0.26

dCt SA8/25 ddCt SA8/25 2^‐(ddCt) SA8/25
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microRNA nativ d14 XXL d28 XXL d0vs d14 d0 vs d28  d0 vs d14 d0 vs d28

hsa‐miR‐27a‐4373287 8.7 10.0 11.4 1.24 2.68 0.42 0.16
hsa‐miR‐27b‐4373068 10.6 11.7 13.1 1.16 2.56 0.45 0.17
hsa‐miR‐28‐3p‐4395557 8.1 9.3 10.3 1.12 2.13 0.46 0.23
hsa‐miR‐28‐5p‐4373067 9.7 11.6 12.8 1.93 3.03 0.26 0.12
hsa‐miR‐296‐3p‐4395212 18.7 16.0 17.9 ‐2.74 ‐0.84 6.68 1.79
hsa‐miR‐296‐5p‐4373066 12.7 11.8 12.2 ‐0.85 ‐0.42 1.80 1.34
hsa‐miR‐298‐4395301 26.0 26.8 18.5 0.83 ‐7.47 0.56 177.23
hsa‐miR‐299‐3p‐4373189 20.6 26.8 25.1 6.20 4.46 0.01 0.05
hsa‐miR‐299‐5p‐4373188 14.8 16.3 17.3 1.44 2.45 0.37 0.18
hsa‐miR‐29a‐4395223 6.9 7.3 8.3 0.44 1.35 0.74 0.39
hsa‐miR‐29b‐4373288 15.0 15.2 15.3 0.20 0.29 0.87 0.82
hsa‐miR‐29c‐4395171 10.0 10.8 11.8 0.72 1.74 0.61 0.30
hsa‐miR‐301a‐4373064 10.7 12.3 13.8 1.58 3.03 0.33 0.12
hsa‐miR‐301b‐4395503 14.6 14.8 15.8 0.18 1.23 0.88 0.43
hsa‐miR‐302a‐4378070 18.9 26.8 25.1 7.86 6.12 0.00 0.01
hsa‐miR‐302b‐4378071 16.3 18.9 25.1 2.58 8.75 0.17 0.00
hsa‐miR‐302c‐4378072 19.6 26.8 25.1 7.23 5.49 0.01 0.02
hsa‐miR‐30b‐4373290 7.6 6.9 8.4 ‐0.68 0.82 1.60 0.57
hsa‐miR‐30c‐4373060 6.3 5.5 6.8 ‐0.82 0.52 1.76 0.70
hsa‐miR‐31‐4395390 3.0 3.8 5.4 0.79 2.38 0.58 0.19
hsa‐miR‐320‐4395388 4.5 4.7 5.8 0.27 1.32 0.83 0.40
hsa‐miR‐323‐3p‐4395338 10.4 9.3 10.2 ‐1.06 ‐0.21 2.08 1.15
hsa‐miR‐32‐4395220 16.4 17.0 16.5 0.61 0.08 0.66 0.94
hsa‐miR‐324‐3p‐4395272 12.2 12.1 13.8 ‐0.11 1.60 1.08 0.33
hsa‐miR‐324‐5p‐4373052 12.7 14.1 14.8 1.38 2.17 0.38 0.22
hsa‐miR‐325‐4373051 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐326‐4373050 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐328‐4373049 9.9 8.0 8.4 ‐1.96 ‐1.53 3.90 2.89
hsa‐miR‐329‐4373191 17.0 16.6 17.9 ‐0.34 0.90 1.27 0.53
hsa‐miR‐330‐3p‐4373047 15.1 14.3 15.0 ‐0.87 ‐0.15 1.83 1.11
hsa‐miR‐330‐5p‐4395341 20.2 26.8 25.1 6.62 4.88 0.01 0.03
hsa‐miR‐331‐3p‐4373046 8.3 8.0 9.2 ‐0.28 0.96 1.22 0.51
hsa‐miR‐331‐5p‐4395344 14.7 17.0 25.1 2.32 10.37 0.20 0.00
hsa‐miR‐335‐4373045 9.6 9.8 11.6 0.24 2.07 0.85 0.24
hsa‐miR‐337‐5p‐4395267 13.2 14.4 16.6 1.20 3.40 0.44 0.09
hsa‐miR‐338‐3p‐4395363 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐339‐3p‐4395295 11.3 10.8 11.5 ‐0.45 0.25 1.37 0.84
hsa‐miR‐339‐5p‐4395368 11.2 11.7 12.3 0.47 1.06 0.72 0.48
hsa‐miR‐33b‐4395196 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐340‐4395369 12.4 13.9 15.1 1.53 2.67 0.35 0.16
hsa‐miR‐342‐3p‐4395371 8.7 7.9 8.9 ‐0.78 0.19 1.72 0.88
hsa‐miR‐342‐5p‐4395258 26.0 16.8 19.4 ‐9.20 ‐6.52 587.47 92.08
hsa‐miR‐345‐4395297 10.2 9.9 11.4 ‐0.25 1.19 1.19 0.44
hsa‐miR‐346‐4373038 26.0 26.8 18.2 0.83 ‐7.81 0.56 224.27
hsa‐miR‐34a‐4395168 10.0 8.8 9.2 ‐1.27 ‐0.79 2.41 1.73
hsa‐miR‐34c‐5p‐4373036 16.2 17.5 19.0 1.29 2.82 0.41 0.14
hsa‐miR‐361‐5p‐4373035 11.9 11.8 13.1 ‐0.09 1.14 1.06 0.46
hsa‐miR‐362‐3p‐4395228 18.6 20.2 25.1 1.54 6.41 0.34 0.01
hsa‐miR‐362‐5p‐4378092 11.5 13.2 13.7 1.69 2.21 0.31 0.22
hsa‐miR‐363‐4378090 21.2 21.5 25.1 0.35 3.89 0.78 0.07
hsa‐miR‐365‐4373194 7.5 8.4 9.3 0.88 1.79 0.54 0.29
hsa‐miR‐367‐4373034 18.8 26.8 25.1 7.97 6.23 0.00 0.01
hsa‐miR‐369‐3p‐4373032 16.4 17.6 20.1 1.17 3.75 0.45 0.07
hsa‐miR‐369‐5p‐4373195 16.1 16.6 19.1 0.45 2.96 0.73 0.13
hsa‐miR‐370‐4395386 8.7 9.6 11.0 0.88 2.32 0.54 0.20
hsa‐miR‐371‐3p‐4395235 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐372‐4373029 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐373‐4378073 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐374a‐4373028 9.2 9.3 10.4 0.12 1.25 0.92 0.42
hsa‐miR‐374b‐4381045 8.7 8.2 9.3 ‐0.42 0.60 1.34 0.66
hsa‐miR‐375‐4373027 18.7 19.5 25.1 0.75 6.34 0.59 0.01
hsa‐miR‐376a‐4373026 8.2 7.7 10.3 ‐0.50 2.09 1.41 0.23
hsa‐miR‐376b‐4373196 26.0 19.4 25.1 ‐6.59 ‐0.92 96.23 1.89
hsa‐miR‐376c‐4395233 7.3 8.0 9.9 0.64 2.55 0.64 0.17
hsa‐miR‐377‐4373025 19.1 21.1 25.1 1.98 5.98 0.25 0.02
hsa‐miR‐379‐4373349 8.6 9.8 11.2 1.23 2.65 0.43 0.16
hsa‐miR‐380‐4373022 26.0 19.4 25.1 ‐6.62 ‐0.92 98.54 1.89
hsa‐miR‐381‐4373020 19.3 20.3 25.1 1.02 5.75 0.49 0.02
hsa‐miR‐382‐4373019 7.6 8.1 9.0 0.48 1.36 0.72 0.39
hsa‐miR‐383‐4373018 17.1 26.8 25.1 9.66 7.92 0.00 0.00
hsa‐miR‐384‐4373017 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐409‐5p‐4395442 13.9 14.2 14.7 0.29 0.85 0.82 0.56
hsa‐miR‐410‐4378093 9.5 10.3 11.8 0.72 2.22 0.61 0.21
hsa‐miR‐411‐4381013 9.5 9.8 11.5 0.28 1.96 0.82 0.26
hsa‐miR‐412‐4373199 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐422a‐4395408 18.7 18.2 25.1 ‐0.59 6.31 1.50 0.01
hsa‐miR‐423‐5p‐4395451 11.8 12.3 13.4 0.49 1.59 0.71 0.33
hsa‐miR‐424‐4373201 15.4 17.5 17.0 2.10 1.62 0.23 0.32
hsa‐miR‐425‐4380926 12.1 10.9 12.4 ‐1.21 0.32 2.32 0.80
hsa‐miR‐429‐4373203 26.0 26.8 19.8 0.83 ‐6.13 0.56 69.99
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hsa‐miR‐431‐4395173 9.8 11.5 16.6 1.66 6.79 0.32 0.01
hsa‐miR‐433‐4373205 9.0 9.6 10.5 0.56 1.43 0.68 0.37
hsa‐miR‐448‐4373206 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐449a‐4373207 19.3 17.5 18.3 ‐1.74 ‐1.02 3.34 2.03
hsa‐miR‐449b‐4381011 18.2 17.8 16.9 ‐0.43 ‐1.28 1.35 2.42
hsa‐miR‐450a‐4395414 16.6 18.7 25.1 2.18 8.50 0.22 0.00
hsa‐miR‐450b‐3p‐4395319 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐450b‐5p‐4395318 16.3 18.7 25.1 2.42 8.74 0.19 0.00
hsa‐miR‐451‐4373360 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐452‐4395440 11.4 10.1 11.3 ‐1.36 ‐0.17 2.57 1.12
hsa‐miR‐453‐4395429 17.6 18.3 25.1 0.62 7.42 0.65 0.01
hsa‐miR‐454‐4395434 8.1 9.0 10.4 0.88 2.31 0.55 0.20
hsa‐miR‐455‐3p‐4395355 11.0 12.1 14.1 1.02 3.04 0.49 0.12
hsa‐miR‐455‐5p‐4378098 12.2 13.8 16.3 1.62 4.10 0.32 0.06
hsa‐miR‐483‐5p‐4395449 17.1 10.4 10.5 ‐6.65 ‐6.55 100.73 93.78
hsa‐miR‐484‐4381032 6.3 6.8 7.4 0.48 1.06 0.72 0.48
hsa‐miR‐485‐3p‐4378095 8.8 10.3 11.4 1.55 2.60 0.34 0.16
hsa‐miR‐485‐5p‐4373212 12.1 10.9 12.2 ‐1.25 0.08 2.38 0.94
hsa‐miR‐486‐3p‐4395204 21.0 20.4 25.1 ‐0.56 4.08 1.48 0.06
hsa‐miR‐486‐5p‐4378096 16.3 16.7 17.3 0.43 1.00 0.74 0.50
hsa‐miR‐487a‐4378097 17.1 19.6 20.6 2.52 3.46 0.17 0.09
hsa‐miR‐487b‐4378102 10.9 11.1 12.5 0.25 1.65 0.84 0.32
hsa‐miR‐488‐4395468 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐489‐4395469 26.0 17.4 14.7 ‐8.60 ‐11.31 387.31 2531.31
hsa‐miR‐490‐3p‐4373215 19.2 26.8 25.1 7.55 5.81 0.01 0.02
hsa‐miR‐491‐3p‐4395471 26.0 20.6 25.1 ‐5.35 ‐0.92 40.88 1.89
hsa‐miR‐491‐5p‐4381053 13.4 12.0 12.7 ‐1.42 ‐0.75 2.67 1.68
hsa‐miR‐492‐4373217 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐493‐4395475 11.1 11.5 13.4 0.32 2.25 0.80 0.21
hsa‐miR‐494‐4395476 9.2 9.8 11.4 0.64 2.16 0.64 0.22
hsa‐miR‐495‐4381078 8.3 9.5 11.5 1.14 3.22 0.45 0.11
hsa‐miR‐496‐4386771 18.3 18.4 25.1 0.11 6.75 0.93 0.01
hsa‐miR‐499‐3p‐4395538 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐499‐5p‐4381047 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐500‐4395539 14.5 14.4 15.3 ‐0.03 0.86 1.02 0.55
hsa‐miR‐501‐3p‐4395546 15.8 19.7 25.1 3.90 9.25 0.07 0.00
hsa‐miR‐501‐5p‐4373226 14.3 14.1 15.1 ‐0.27 0.82 1.20 0.57
hsa‐miR‐502‐3p‐4395194 16.4 17.2 16.6 0.79 0.18 0.58 0.88
hsa‐miR‐502‐5p‐4373227 15.4 18.7 17.3 3.33 1.95 0.10 0.26
hsa‐miR‐503‐4373228 16.7 21.0 25.1 4.29 8.36 0.05 0.00
hsa‐miR‐504‐4395195 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐505‐4395200 14.2 16.5 25.1 2.24 10.84 0.21 0.00
hsa‐miR‐506‐4373231 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐507‐4373232 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐508‐3p‐4373233 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐508‐5p‐4395203 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐509‐3‐5p‐4395266 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐509‐5p‐4395346 26.0 21.8 25.1 ‐4.14 ‐0.92 17.61 1.89
hsa‐miR‐510‐4395352 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐511‐4373236 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐512‐3p‐4381034 18.5 26.8 25.1 8.27 6.53 0.00 0.01
hsa‐miR‐512‐5p‐4373238 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐513‐5p‐4395201 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐515‐3p‐4395480 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐515‐5p‐4373242 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐516a‐5p‐4395527 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐516b‐4395172 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐517a‐4395513 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐517b‐4373244 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐517c‐4373264 22.5 26.8 22.3 4.28 ‐0.25 0.05 1.19
hsa‐miR‐518a‐3p‐4395508 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐518a‐5p‐4395507 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐518b‐4373246 26.0 26.8 18.3 0.83 ‐7.63 0.56 198.40
hsa‐miR‐518c‐4395512 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐518d‐3p‐4373248 19.0 26.8 25.1 7.83 6.08 0.00 0.01
hsa‐miR‐518d‐5p‐4395500 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐518e‐4395506 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐518f‐4395499 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐519a‐4395526 26.0 26.8 19.5 0.83 ‐6.44 0.56 86.85
hsa‐miR‐519c‐3p‐4373251 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐519d‐4395514 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐519e‐4395481 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐520a‐3p‐4373268 19.6 26.8 25.1 7.24 5.50 0.01 0.02
hsa‐miR‐520a‐5p‐4378085 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐520b‐4373252 26.0 21.7 25.1 ‐4.26 ‐0.92 19.10 1.89
hsa‐miR‐520d‐5p‐4395504 17.5 17.4 16.0 ‐0.07 ‐1.43 1.05 2.69
hsa‐miR‐520e‐4373255 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐520f‐4373256 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐520g‐4373257 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐521‐4373259 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
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hsa‐miR‐522‐4395524 26.0 26.8 21.1 0.83 ‐4.90 0.56 29.83
hsa‐miR‐523‐4395497 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐524‐5p‐4395174 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐525‐3p‐4395496 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐525‐5p‐4378088 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐526b‐4395493 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐532‐3p‐4395466 10.9 10.8 11.1 ‐0.13 0.18 1.09 0.88
hsa‐miR‐532‐5p‐4380928 10.1 10.4 12.0 0.29 1.89 0.82 0.27
hsa‐miR‐539‐4378103 8.1 7.4 9.4 ‐0.72 1.27 1.65 0.42
hsa‐miR‐541‐4395312 16.1 15.6 20.5 ‐0.45 4.41 1.37 0.05
hsa‐miR‐542‐3p‐4378101 17.5 19.7 25.1 2.23 7.59 0.21 0.01
hsa‐miR‐542‐5p‐4395351 20.6 19.1 25.1 ‐1.44 4.47 2.71 0.05
hsa‐miR‐544‐4395376 19.7 26.8 25.1 7.13 5.39 0.01 0.02
hsa‐miR‐545‐4395378 17.8 18.7 25.1 0.90 7.26 0.54 0.01
hsa‐miR‐548a‐3p‐4380948 26.0 26.8 18.5 0.83 ‐7.44 0.56 174.19
hsa‐miR‐548a‐5p‐4395523 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐548b‐3p‐4380951 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐548b‐5p‐4395519 22.0 26.8 25.1 4.76 3.01 0.04 0.12
hsa‐miR‐548c‐3p‐4380993 19.4 19.8 25.1 0.38 5.68 0.77 0.02
hsa‐miR‐548c‐5p‐4395540 21.9 26.8 25.1 4.92 3.18 0.03 0.11
hsa‐miR‐548d‐3p‐4381008 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐548d‐5p‐4395348 17.9 26.8 25.1 8.88 7.14 0.00 0.01
hsa‐miR‐551b‐4380945 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐556‐3p‐4395456 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐556‐5p‐4395455 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐561‐4380938 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐570‐4395458 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐574‐3p‐4395460 5.5 4.1 4.7 ‐1.40 ‐0.76 2.63 1.70
hsa‐miR‐576‐3p‐4395462 15.5 16.2 17.4 0.77 1.90 0.59 0.27
hsa‐miR‐576‐5p‐4395461 18.4 19.1 25.1 0.76 6.67 0.59 0.01
hsa‐miR‐579‐4395509 16.6 17.3 21.4 0.64 4.84 0.64 0.04
hsa‐miR‐582‐3p‐4395510 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐582‐5p‐4395175 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐589‐4395520 19.1 18.4 25.1 ‐0.71 5.98 1.64 0.02
hsa‐miR‐590‐5p‐4395176 11.5 12.7 13.6 1.12 2.05 0.46 0.24
hsa‐miR‐597‐4380960 17.4 17.2 17.8 ‐0.15 0.38 1.11 0.77
hsa‐miR‐598‐4395179 14.1 14.2 14.8 0.10 0.74 0.94 0.60
hsa‐miR‐615‐3p‐4386777 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐615‐5p‐4395464 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐616‐4395525 21.6 17.8 25.1 ‐3.79 3.48 13.79 0.09
hsa‐miR‐618‐4380996 20.6 26.8 25.1 6.20 4.46 0.01 0.05
hsa‐miR‐624‐4395541 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐625‐4395542 15.4 15.6 16.6 0.23 1.24 0.86 0.42
hsa‐miR‐627‐4380967 20.1 19.1 25.1 ‐0.96 5.00 1.94 0.03
hsa‐miR‐628‐5p‐4395544 14.8 12.6 13.6 ‐2.25 ‐1.22 4.74 2.32
hsa‐miR‐629‐4395547 16.8 16.0 16.9 ‐0.75 0.13 1.69 0.91
hsa‐miR‐636‐4395199 17.3 17.8 16.4 0.52 ‐0.93 0.70 1.91
hsa‐miR‐642‐4380995 17.5 17.4 16.7 ‐0.13 ‐0.81 1.10 1.76
hsa‐miR‐651‐4381007 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐652‐4395463 13.8 14.7 17.0 0.87 3.18 0.55 0.11
hsa‐miR‐653‐4395403 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐654‐3p‐4395350 15.5 15.5 17.6 ‐0.02 2.07 1.02 0.24
hsa‐miR‐654‐5p‐4381014 12.1 11.8 14.0 ‐0.26 1.92 1.20 0.26
hsa‐miR‐655‐4381015 12.8 13.9 15.1 1.08 2.30 0.47 0.20
hsa‐miR‐660‐4380925 12.3 12.9 14.5 0.54 2.16 0.69 0.22
hsa‐miR‐671‐3p‐4395433 11.6 11.5 12.2 ‐0.08 0.58 1.06 0.67
hsa‐miR‐672‐4395438 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐674‐4395193 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐708‐4395452 10.7 11.0 12.8 0.32 2.06 0.80 0.24
hsa‐miR‐744‐4395435 10.5 10.0 11.0 ‐0.45 0.51 1.37 0.70
hsa‐miR‐758‐4395180 12.1 12.8 14.1 0.69 2.00 0.62 0.25
hsa‐miR‐871‐4395465 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐872‐4395375 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐873‐4395467 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐874‐4395379 26.0 16.4 17.7 ‐9.53 ‐8.32 740.84 320.25
hsa‐miR‐875‐3p‐4395315 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐876‐3p‐4395336 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐876‐5p‐4395316 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐885‐3p‐4395483 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐885‐5p‐4395407 16.0 16.8 15.2 0.87 ‐0.76 0.55 1.69
hsa‐miR‐886‐3p‐4395305 9.4 12.3 11.9 2.89 2.50 0.13 0.18
hsa‐miR‐886‐5p‐4395304 8.0 9.7 10.6 1.75 2.69 0.30 0.16
hsa‐miR‐887‐4395485 26.0 19.5 25.1 ‐6.51 ‐0.92 90.92 1.89
hsa‐miR‐888‐4395323 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐889‐4395313 12.8 13.8 14.7 0.96 1.89 0.51 0.27
hsa‐miR‐890‐4395320 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐891a‐4395302 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐891b‐4395321 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐892a‐4395306 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐92a‐4395169 6.0 7.6 8.1 1.64 2.09 0.32 0.23

dCt SA8/25 ddCt SA8/25 2^‐(ddCt) SA8/25
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microRNA nativ d14 XXL d28 XXL d0vs d14 d0 vs d28  d0 vs d14 d0 vs d28

hsa‐miR‐93‐4373302 7.3 8.4 9.9 1.07 2.58 0.47 0.17
hsa‐miR‐9‐4373285 16.3 17.8 18.5 1.50 2.18 0.35 0.22
hsa‐miR‐95‐4373011 18.7 19.2 25.1 0.51 6.35 0.70 0.01
hsa‐miR‐96‐4373372 26.0 26.8 25.1 0.83 ‐0.92 0.56 1.89
hsa‐miR‐98‐4373009 11.6 11.7 12.6 0.08 0.99 0.95 0.50
hsa‐miR‐99a‐4373008 3.7 3.8 5.2 0.07 1.46 0.96 0.36
hsa‐miR‐99b‐4373007 6.9 7.0 7.6 0.07 0.68 0.95 0.62

dCt SA8/25 ddCt SA8/25 2^‐(ddCt) SA8/25

 

 

8.2 Potentieller regulatorischer Einfluss von microRNAs auf 
verschiedene KEGG-Pathways 

In den folgenden Abbildungen sind die Verteilungen potentieller regulatorischer microRNA-

Einflüsse der 18 in XXL-USSC herunterregulierten microRNAs in den vier von fünf KEGG-

Pathways, mit den meisten vorhergesagten Interaktionen gezeigt. Die grünen Boxen stehen 

für die einzelnen Proteine im Pathway, während die roten Ovale vorhergesagte 

microRNA/Zielgen-Interaktionen symbolisieren. Die roten Zahlen benennen die Anzahl der 

potentiell regulierenden individuellen microRNAs aus der Gruppe der 18 herunterregulierten 

microRNAs. Die Abbildungen der Pathways wurde aus der KEGG-Pathway-Datenbank 

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) entnommen und mit den microRNA-Daten 

ergänzt. In Tabelle 6.2 sind diese potentiellen Wechselwirkungen zusammengefasst. Gelbe 

Pfeile in den Abbildungen weisen auf die Verknüpfungen der einzelnen Pathways zur 

Neurodifferenzierung hin. 

Abbildung 8.1: Long-term Potentiation Pathway. 
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Abbildung 8.2: MAPK Signaling Pathway. 
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Abbildung 8.3: TGF-beta Signaling Pathway. 
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Abbildung 8.4: WNT Signaling Pathway. 
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