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Zusammenfassung

Der Morbus Basedow (MB) und der Hashimoto-Thyreoiditis (HT) sind die hau-
figsten Autoimmunerkrankungen der Schilddrise (AIT). MicroRNAs (miRNAs)
steuern entscheidend die Genexpression und spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulierung der Immunreaktion. Das Ziel der vorliegenden Studie war der Nach-
weis signifikanter Variationen von wichtigen immunregulatorischen miRNAs in
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) und in CD4+ und CD8+ T-Zellen
von AlT-Patienten. Hierzu wurden ausgewahlte miRNAs durch eine semiquanti-
tative SYBR Green PCR aus PBMCs und gereinigten CD4+ und CD8+ T-Zellen
von 59 Patienten mit MB, HT und der Kontrollgruppe (KG) amplifiziert. Sowonhl
MB als auch HT zeigten signifikant verringerte miRNA 200a_1 und miRNA
200a2* in CD4+ T-Zellen (mittlere relative Expression 12,57 in HT vs. 19.40 in
KG,

p =0.0002; 12,10 in MB vs. 19.40 in KG, p = 0.0002) und in CD8+ T-Zellen (13,13
inHT vs. 18,12in KG, p=0.02; 11,66 in MB vs. 18.12 in KG, p = 0,0002). Darlber
hinaus zeigten MB und HT eine signifikant verringerte miRNA 155_2 und miRNA
155* 1 in HT in CD8+ T-Zellen (10,69 in HT vs. 11,30 in KG, p = 0,01; 10,40 in
MB vs. 11,30 in KG, p = 0,005). Die vorliegende Studie bestatigt signifikante Va-
riationen von miRNA200a und miRNA155 bei Patienten mit MB und HT in vivo in
CD4+ und CD8+ T-Zellen. Die gesammelten Daten kdnnen zum besseren Ver-
standnis der Genregulationen in den Zellen, welche diese Autoimmunprozesse
verursachen, beitragen und erweitern unser sehr begrenztes Wissen uber
miRNAs bei Schilddrisenkrankheiten.



Abstract

Graves’ disease (GD) and Hashimoto’s thyroiditis (HT) are the most common au-
toimmune thyroid diseases (AITD). MicroRNAs (miRNAs) critically control gene-
expression and play an important role in regulating the immune response. The
aim of this study was to prove significant variations of key immunoregulatory miR-
NAs in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and in CD4+ and CD8+ T-
cells of AITD patients. Selected miRNAs were amplified by a semiquantitative
SYBR Green PCR from PBMCs and purified CD4+ and CD8+ T-cells of 59 pa-
tients with GD, HT, and control group (CG). Both GD and HT showed significantly
decreased miRNA 200a_1 and miRNA 200a2* in CD4+ T-cells (mean relative
expression 12,57 in HT vs. 19.40 in CG, p =0.0002; 12,10 in GD vs. 19.40 in CG,
p = 0.0002) and in CD8+ T-cells (13.13 in HT vs. 18,12 in CG, p = 0.02; 11.66 in
GD vs. 18.12 in CG, p = 0.0002). Moreover, GD and HT showed significantly
decreased miRNA 155 2 and miRNA 155* 1 in HT in CD8+ T-cells (10.69 in HT
vs. 11.30 in CG, p = 0.01; 10.40 in GD vs. 11.30 in CG, p = 0.005). This study
confirms significant variations of mMiRNA200a and miRNA155 in patients suffering
from GD and HT in vivo in CD4+ and CD8+ T-cells. These data may help to better
understand the gene regulations in the causative cells causing these autoimmune
processes. They extend our very limited knowledge concerning miRNAs in thy-

roid diseases.
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1. Einleitung

Bei einer Autoimmunerkrankung produziert der Korper Zellen oder Antikorper,
die Gewebe und/oder verschiedene Organe angreifen, wobei mehr als 30% aller
organspezifischen Autoimmunkrankheiten die Schilddruse betreffen (Quaratino
et al., 2004). Zu den haufigsten Autoimmunthyreoiditen (AIT) gehoéren der
Hashimoto-Thyreoiditis und der Morbus Basedow (Bliddal et al., 2017). Sie wei-
sen eine Autoantikorperbildung gegen schilddrisenspezifische Strukturen auf
(Hadj-Kacem et al., 2009), die die Hauptziele Thyreoglobulin (Tg), Thyreoperoxi-

dase (TPO) und den TSH-Rezeptor (Thyreoidea-stimulierendes Hormon) haben.

1.1 Hashimoto-Thyreoiditis

Der Hashimoto-Thyreoiditis (HT), welcher 1912 erstmalig vom japanischen Arzt
Dr. Hakaru Hashimoto beschrieben wurde, wird auch (chronisch) lymphozytare
Thyreoiditis genannt (Hashimoto, 1912). Er stellt die haufigste Ursache fur eine
Hypothyreose in allen Altersgruppen dar (Lorini et al., 2003). Die Pravalenz in
Deutschland liegt bei 5-10%, bevorzugt betroffen sind Frauen (w: m=9: 1) und
der Altersgipfel liegt zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr (Herold, 2022). Ty-
pisch fur HT ist die Autoantikdrperbildung gegen Tg und TPO sowie eine T-Zell-

vermittelte Schilddrisendestruktion mit Funktionsverlust (Rose et al., 2002).

1.1.1 Atiologie

Bei der HT handelt es sich atiologisch um eine Interaktion zwischen triggernden
Umwelteinflussen und genetischen Faktoren (Dong and Fu, 2014). Der HT tritt
gehauft zusammen mit anderen Autoimmunerkrankungen auf, insbesondere Di-
abetes mellitus Typ 1, aber auch andere, wie Morbus Addison, Zdlliakie, Alope-
zie, Vitiligo und im Rahmen eines Polyglandularen Syndroms Typ 2 und 3
(Boelaert et al., 2010; Fink and Hintze, 2010; Lorini et al., 2003). Als triggernde
Umwelteinflusse gelten eine hohe Jodzufuhr (unter anderem durch jodhaltige
Medikamente, hochdosierte Nahrungserganzungsmittel), Stress und psychische
Belastung sowie Infektionen, wie Hepatitis C, Coxsackie Virus, Epstein-Barr-Vi-

rus und Yersinia enterocolitica (Hadj-Kacem et al., 2009; Lehmann et al., 2008;



Mori and Yoshida, 2010). Es konnte in mehreren Studien eine Assoziation mit
einer akuten Parvovirus B19-Infektion, welche sowohl im Blut als auch in der
Schilddruse nachweisbar war, festgestellt werden (Adamson et al., 2011; Leh-
mann et al., 2008; Wang et al., 2010). Die Infektion wird moglicherweise durch
die Genexpression des proinflammatorischen Zytokin IL-6 induziert (Moffatt et
al., 1996).

Klinische und epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass eine Uberma-
Rige Aufnahme von Jod einen Umweltfaktor fur die Entwicklung von HT darstellt
(Rose et al., 2002). Eine grolde Follow-up Studie in China konnte nachweisen,
dass Menschen aus Regionen mit einer Joduberversorgung haufiger Autoanti-
korper gegen Tg und TPO bilden, was mit einem hoéheren Risiko fur eine Hypo-
thyreose bei HT-Patienten einherging (Li et al., 2008). Auch im Tiermodell konnte
man anhand von NOD.H2" -M&usen (non obese diabetic) zeigen, dass die Pra-
valenz und die Schwere der AlTs signifikant und dosisabhangig bei Mausen an-
stiegen, die iodidhaltiges Wasser erhielten (Rose et al., 2002).

Der HT konnte als genetische Disposition mit den Human Leucocyte Antigen-
Molekulen HLA-DR3, -DR4 und -DR5 assoziiert werden (Hadj-Kacem et al.,
2009). Einen mdglichen Erklarungsansatz hierfir stellen die Selbst-Peptide dar,
die diverse Bindungsaffinitaten fur unterschiedliche HLA-Molekile besitzen
(Rose et al., 2002). Atiologisch nehmen auch andere schilddriisenspezifische
oder immunmodulatorische Gene, wie Thyreoglobulin-Gene, PTPN22 (protein ty-
rosine phosphatase, non-receptor type 22) und CTLA-4 (Cytotoxic
T-Lymphocyte Antigen 4) eine wichtige Rolle ein (Jacobson and Tomer, 2007).
Allerdings folgt die Vererbung nicht den Mendelschen Vererbungsregeln (Paknys
et al., 2009). ,Der” ausldésende Prozess des HT ist jedoch noch nicht vollstandig
geklart (Duntas, 2008; Hadj-Kacem et al., 2009; Jgrgensen et al., 2010; Tomer
and Huber, 2009).

Als Sonderform kann eine Thyreoiditis auch als Nebenwirkung einer Immun-
checkpoint-Inhibitor-Therapie entstehen, entweder als Reaktivierung einer beste-
henden latenten AIT (Gutzmer et al., 2017; Johnson et al., 2016; Menzies et al.,
2017) oder ohne vorherige Erkrankung. Die Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapie
|6st bei 86-96% der Patienten autoimmune Nebenwirkungen aus, welche sich in
allen Organsystemen manifestieren (Heinzerling et al., 2019). Der Anteil an En-

dokrinopathien, darunter auch Thyreoiditis, liegt bei 12-34% (Wolchok et al.,



2017). Die autoimmunen Nebenwirkungen unterscheiden sich von den korres-
pondierenden spontan auftretenden Autoimmunerkrankungen in der Serologie,
Immunologie und Histologie (Heinzerling et al., 2019). Bei dieser Form der Thy-
reoiditis kommt es meist zu einer voribergehenden Hyperthyreose mit anschlie-

Render Hypothyreose (Lee et al., 2017; Spain et al., 2016).

1.1.2Pathogenese

Pathognomonisch fur HT ist eine Infiltration der Schilddrise durch autoreaktive
T-Zellen, CD8+ zytotoxische T-Zellen, CD4+ T-Helferzellen und B-Zellen, welche
fur die Produktion von Anti-TPO und Anti-Tg Antikorper verantwortlich sind und
gemeinsam zu einer inflammatorischen Destruktion der Thyreozyten fuhrt (Hol-
lowell et al., 2002; Pearce et al., 2003). Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits auf-
zeigen, dass zytotoxische CD8+ T-Zellen von HT-Patienten TPO und Tg-Antikor-
per erkennen (Ehlers et al., 2012) und in Kooperation mit nattrlichen Killerzellen
beim Erkrankungsprozess involviert sind (Ng and Kung, 2006). Regulierende
CD4+ T-Zellen scheinen eine wichtige Rolle in der Moderation dieser autoimmu-
nologischen Prozesse bei der HT zu spielen (Hidaka et al., 1992; Itoh et al.,
1999). Zu Krankheitsbeginn bleibt der HT klinisch meist unbemerkt, wobei es
vereinzelt, anfangs zu einer schmerzfreien diffusen Struma kommt. Im Krank-
heitsverlauf kommt es im Spatstadium zu einer Atrophie und Fibrose der Schild-

drise und zu einer Hypothyreose (Hadj-Kacem et al., 2009; Herold, 2022).

1.1.3 Diagnosestellung

Wie zuvor beschrieben, bleibt der HT zu Krankheitsbeginn haufig unbemerkt, so
dass die Diagnosestellung teilweise erst im Stadium der Hypothyreose erfolgt
(Hadj-Kacem et al., 2009). Der Grolteil der Patienten bleibt jedoch euthyreot (Lo-
rini et al., 2003). Im Verlauf des HT kann es auch aufgrund der Pa-
renchymdestruktion und der damit verbundenen Freisetzung praformierter
Schilddrisenhormone, voribergehend zu einer leichten Hyperthyreose kommen
(Lorini et al., 2003). Die Schwere des HT schwankt stark: einige Patienten bleiben
lebenslang euthyreot, bei anderen erholt sich die Schilddriisenfunktion im Verlauf

und wieder andere entwickeln frihzeitig eine Hypothyreose (Lorini et al., 2003;



Nanba et al., 2009). Depressive Stimmung, Antriebsschwache, Kalteempfindlich-
keit, Obstipation sowie kalte, trockene Haut stellen typische klinische Symptome
der manifesten Schilddrisenunterfunktion dar (Bensenor et al., 2012). In einer
Studie in den USA kam es aulierdem bei 70% der hypothyreoten HT-Patienten
zu einer Gewichtssteigerung (McLachlan and Rapoport, 2004). Darlber hinaus
wurde eine reduzierte Fertilitat beider Geschlechtsgruppen mit Hypothyreose bei
AlTs festgestellt (Becks and Burrow, 1991; Wortsman et al., 1987). Einzelne Stu-
dien vermuten zudem, dass eine latente Hypothyreose zu relevanten Langzeit-
folgen fihren kann. Hierbei wurden ein erhéhtes LDL-Cholesterin (Low Density
Lipoprotein), ein erhdhtes Risiko fur koronare Herzerkrankungen, eine erniedrigte
Knochendichte und ein negativer Einfluss auf die Hdmostase genannt (Huber et
al., 2002; Krohn et al., 2005). Fir eine Diagnostik bedarf es dem Nachweis von
Autoantikdrpern gegen TPO und Tg im peripheren vendsen Blut des Patienten.
Ein Hauptmerkmal der HT stellen IgG-Autoantikérper (Immunglobulin G) dar, da
70% der Patienten Anti-Tg-Antikorper aufweisen und 95% der HT-Patienten Anti-
TPO positiv sind (Herold, 2022).

Die Bildung von Autoantikdrpern scheint eine Geschlechterpraferenz aufzuwei-
sen, da eine positive Korrelation der Autoantikérper mit dem weiblichen Ge-
schlecht und zunehmenden Alter beschrieben wurde (Li et al., 2008). Auch die
Follow-up-Studie des ,Whickham survey” zeigt ahnliche Ergebnisse im Zusam-
menhang mit dem Geschlecht auf (Vanderpump et al., 1995). Welche Rolle die
Autoantikorper bei der Pathogenese des HT spielen, wurde bisweilen kontrovers
diskutiert. Laut aktuellem Stand der Wissenschaft, ist den Autoantikdrpern keine
Bedeutung bei der Krankheitsinitiation zuzuschreiben (Nielsen et al., 2008; To-
mer, 1997). Hauptsachlich wird der HT als T-Zell-vermittelte Erkrankung angese-
hen (Brown, 2009; McLachlan and Rapoport, 2004).

Fir die diagnostische Abklarung wird zudem eine Sonografie der Schilddrise
bendtigt, welche sich meist echoarm darstellt (Fink and Hintze, 2010). In der His-
tologie zeigt sich bei der HT eine Infiltration mit B-Zellen, T-Zellen, follikularen
und interdigitierenden dendritischen Zellen sowie ein progredienter Ersatz der
Schilddrisenfollikel (Armengol et al., 2001).



1.1.4 Therapie

Im Falle einer Hypothyreose ist eine lebenslange L-Thyroxin Substitution die The-
rapie der Wahl, wobei es unerlasslich ist, alle 6-12 Monate das TSH und das freie
T4 des Patienten zu kontrollieren, um die Hormondosis gegebenenfalls anzupas-
sen (Lorini et al., 2003). Der Krankheitsfortgang lasst sich kurativ nicht beeinflus-
sen, jedoch ist die Lebenserwartung mit einer optimalen Therapie normal
(Gaitonde et al., 2012).

1.2 Morbus Basedow

Der Morbus Basedow (MB) wurde von Carl Adolf von Basedow in Merseburg im
Jahr 1840 (Basedow, 1840) beschrieben und spater nach ihm benannt. Im eng-
lischsprachigen Raum wird er nach seinem Erstbeschreiber Robert James Gra-
ves als Graves’ disease bezeichnet (Graves, 1835). MB ist nach HT die zweit-
haufigste autoimmune Schilddrisenerkrankung und tritt haufig in Kombination
mit Tachykardie und endokriner Ophthalmopathie (sogenannte Merseburger
Trias) auf (Basedow, 1840). MB tritt mit einer Inzidenz von ca. 0,1-2% auf (Per-
ros et al., 2017) und kann sich sowohl thyreoidal als auch extrathyreoidal mani-
festieren. Das verbindende Merkmal der thyreoidalen und extrathyreoidalen Ma-
nifestationen ist die lymphozytare Infiltration der betroffenen Gewebe. Als extra-
thyreoidale Manifestation zeigen sich vornehmlich die endokrine Orbitopathie,
das pratibiale Myxédem sowie die Akropathie (Hotze et al., 2003). MB tritt in etwa
funfmal haufiger bei Frauen als bei Mannern auf, bei Rauchern und bei Patienten,
die bereits eine positive Familienanamnese oder andere Autoimmunerkrankun-
gen haben (Maniji et al., 2006). Die Krankheit kann in jeder Altersgruppe auftre-
ten, aber entsteht in zwei Drittel der Falle nach dem 35. Lebensjahr (Herold,
2022).

1.2.1 Atiologie

Die Atiologie des MB liegt in der Herstellung von speziellen IgG Antikérpern, die
an den TSH-Rezeptoren auf der basalen Zellmembran der Schilddrisenzelle bin-
den (DeGroot and Quintans, 1989). Nach aktuellem Stand der Wissenschaft, sind

die Epitope der stimulierenden und blockierenden Antikorper am ehesten in der



N-terminalen extrazellularen Domane des TSH-Rezeptors lokalisiert (Kleinau et
al., 2011). Durch stimulierende Antikérper werden die TSH-Rezeptoren aktiviert
und es kommt zum Schilddrisenzellenwachstum sowie gegebenenfalls zu einer
Struma diffusa und dem Anstieg der Schilddrisenhormone T3 und T4 (vorrangig
T3) (Brent, 2008).

1.2.2 Pathogenese

Die genaue Pathogenese der Erkrankung ist bis heute unbekannt. Jedoch wird
davon ausgegangen, dass das Zusammenwirken einer genetischen Disposition
und eines unbekannten Triggers (vermutlich Infektion) zur Bildung von TSH-Re-
zeptor-Autoantikorpern (TSH-R-AK = TRAK) kommt und diese die Schilddrise
stimulieren (Herold, 2022). Ein weiterer mdglicher Faktor kdnnte psychosozialer
Stress sein. Fur eine genetische Ursache des MB spricht dartiber hinaus das ge-
haufte Auftreten von bestimmten Humanen Leukozytenantigenen (HLA), zum
Beispiel HLA-DQA1*0501 und HLA-DR3 (Schott and Scherbaum, 2006) sowie
HLA-B1 (Hotze et al., 2003). Anhand von speziellen Bluttests lassen sich diese
Antigene untersuchen, welche vorrangig fur wissenschaftliche Zwecke herange-

zogen werden.

1.2.3 Diagnosestellung

Bei Erstdiagnose des MB liegt haufig eine manifeste Hyperthyreose vor. Wie in
den europaischen Leitlinien von 2018 bestatigt, ist fur die Diagnosestellung des
MB die Bestimmung der sehr spezifischen TRAK essenziell, fir deren Detektion
im klinischen Alltag meist kompetitive Assays der 2. und 3. Generation mit einer
Festphasentechnologie verwendet werden (Frank et al., 2015; Kahaly et al.,
2018). Die Sensitivitaten bzw. Spezifitaten der meisten Assays liegen bei ca. 98-
99%, kénnen jedoch keine Aussage Uber die Funktion der TRAK tatigen (Schott
et al., 2000). Aktuelle Leitlinien betonen jedoch die Unterscheidung zwischen blo-
ckierenden und stimulierenden Antikdrpern mit Bioassays (Frank et al., 2015;
Kahaly et al., 2018), welche primar unter wissenschaftlichen Aspekten von Inte-
resse sind. Typischerweise zeigt sich sonographisch beim MB ein vergréRertes

Schilddrisenvolumen, ein diffus echoarmes und inhomogenes Parenchym und



eine eindeutige Hypervaskularisation (Allelein and Schott, 2019). Im Allgemeinen
ist zur Diagnoseerstellung eine Szintigrafie nicht erforderlich. Typisch fur den MB
ist eine erhdhte globale Tracer-Aufnahme mit homogener, volumenproportionaler
Verteilung (Allelein and Schott, 2019).

Die Symptome des MB sind vielfaltig, treten in der Regel plétzlich auf und sind
vornehmlich gekennzeichnet durch die Beschwerden der Hyperthyreose. Symp-
tome einer immunogenen Form der Hyperthyreose sind: Gewichtsverlust, Si-
nustachykardie, Diarrhoe, Warmeintoleranz, vermehrtes Schwitzen, innere Un-
ruhe, Nervositat, Schlafstérungen und feinschlagiger Tremor sowie in ca. 60%
der Falle eine endokrine Orbitopathie durch die lymphozytare Infiltration der Au-
genmuskeln, des Binde- und Fettgewebes des Retrobulbarraums (Hotze et al.,
2003). Dabei ist das Leitsymptom der endokrinen Orbitopathie der Exophthalmus
(Hotze et al., 2003). Weitere Symptome der endokrinen Orbitopathie sind: Retro-
bulbares Druckgeflihl, Fremdkorpergeflhl, Lichtscheu, Lidédeme, vermehrter
Tranenfluss, Chemosis, Konjunktivitis, Lidretraktion (sichtbarer Sklerastreifen),

Doppelbilder, Hornhautulzerationen und Visusverlust (Hotze et al., 2003).

1.2.4Therapie

Die Therapie fur eine manifeste Hyperthyreose bei MB sieht eine medikamentdse
Behandlung mit Thyreostatika vom Thioamid-Typ (Thiamazol und Carbimazol)
oder Propylthiouracil (PTU) vor, welche die Schilddrisenhormonsynthese dosis-
abhangig hemmen (Allelein and Schott, 2019). Die Thyreostatika-Dosis wird ent-
sprechend der Auspragung der Hyperthyreose und der Jodversorgung des Pati-
enten ausgerichtet. Die Remissionsrate bei der antithyreoidalen Therapie betragt
ca. 50-60% (Herold, 2022) und tritt meist in den ersten 12 bis 18 Monaten auf
(Allelein and Schott, 2019). Im weiteren Krankheitsverlauf kann die Thyreosta-
tika-Dosis entsprechend den peripheren Schilddriisenhormonen angepasst und
meist fortlaufend reduziert werden (Allelein and Schott, 2019). Ein Auslassver-
such erfolgt, sobald eine stabile, euthyreote Schilddrisenfunktion mit niedriger
Thyreostatika-Dosis vorliegt. Im Falle eines Rezidivs oder fehlender Remission
innerhalb von 12 bis 18 Monaten, ist eine Radiojodtherapie oder Thyreoidektomie
als definitive Therapie indiziert (Allelein and Schott, 2019).



1.3 Das Immunsystem und zytotoxische T-Zellen

Das Immunsystem stellt ein komplexes System aus humoralen und zellularen
sowie spezifischen und angeborenen Abwehrmechanismen von Pathogenen dar
(Andersen et al., 2006). Die unspezifische Abwehr von Pathogenen erfolgt zligig
durch die angeborene Immunitat, wohingegen die spezifische, etwas verzogert,
durch die erworbene Immunabwehr erfolgt (Andersen et al., 2006). Die beiden
Abwehrmechanismen beeinflussen sich gegenseitig und greifen ineinander. Zur
erworbenen Immunabwehr gehoren z.B. die Antikorper-Produktion durch B-Zel-
len oder die T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat (Andersen et al., 2006). Die Schlus-
selrolle nehmen dabei T-Zellen ein, welche im Knochenmark entstehen und im
Thymus reifen (Andersen et al., 2006). In der Folge kommt es zur Reorganisation
von Gensegmenten und der Entstehung eines spezifischen T-Zell Rezeptors
(TCR) (Andersen et al., 2006). Dieses transmembrane Antigen-Bindungsmolekdl
besteht aus einer TCR-a und TCR-f3 Region und bindet antigene Epitope (Moss
et al., 1992). T-Zellen-Antigene kdnnen jedoch nur binden, wenn sie durch Anti-
genprasentierende Zellen (APZ) zu kurzen Peptiden prozessiert und im MHC-
Molekul (major histocompatibility complex) prasentiert werden, welches als MHC-
Restriktion bezeichnet wird (Quaratino et al., 1995). Die langjahrige Annahme,
dass ein T-Zell-Rezeptor spezifisch flr ein einziges Epitop ist, gilt inzwischen als
Uberholt. Es wird vermutet, dass eine T-Zelle etwa 1 x 108 strukturell-dhnliche
MHC-assoziierte Epitope erkennen kann (Mason, 1998). DarUber hinaus existie-
ren verschieden modifizierte Peptid Liganden, die zu unterschiedlichen Immun-
antworten fihren: Agonisten bzw. stimulatorische Liganden (Aktivierung, klonale
Expansion und Differenzierung der T-Zelle), Partial-Agonisten (Induktion der Zy-
tokinproduktion und Zytolyse, jedoch keine T-Zell-Proliferation) und Antagonisten
(mdgliche Inhibition T-Zell-Aktivierung) (Andersen et al., 2006; Anderton and
Wraith, 2002; Kilgore et al., 2004).

Zur Aktivierung einer zytotoxischen T-Zelle bedarf es zusatzlich zu einer spezifi-
schen T-Zell-Rezeptor-Bindung des Antigens, co-stimulierende Signale, wie die
Interaktion von CD28 (auf der T-Zelle) mit B7 (auf APZ), sowie CD28 mit CD80/86
(auf dendritischen Zellen) (Andersen et al., 2006). Daraus resultieren die Prolife-
ration und IL-2-Ausschuttung der T-Zelle. Zur Herunterregulation der T-Zelle
kommt es hingegen durch Interaktion von B7 mit CTLA-4 (Greenfield et al., 1998).



Zudem ist die T-Zell-Aktivierung abhangig von der Stabilitat der Bindung zwi-
schen Antigen und MHC-Molekul und der Antigen-Dichte auf den APZs (Ander-
ton and Wraith, 2002).

In Abhangigkeit zum Differenzierungsstatus der T-Zelle entwickelt sich diese zu-
nachst von einer naiven T-Zelle zu einer Gedachtnis-T-Zelle, sodass sie die Ziel-
zelle nicht direkt toten kann, aber proliferiert und Zytokine nach Antigen-Bindung
bildet (Andersen et al., 2006). Letztlich entwickelt sie sich zur Effektor-T-Zelle
(Interferon-y-, Granzym- und Perforin positiv) (Andersen et al., 2006). Die Zyto-
toxizitat nimmt dabei im Verlauf zu und die Oberflachenmarker verandern sich
(Andersen et al., 2006). Reife T-Lymphozyten lassen sich anhand ihrer Zellober-
flachenmolekule in T-Helferzellen (CD4+) oder zytotoxische T-Zellen (CD8+) ein-
teilen (Andersen et al., 2006). In Abhangigkeit zu ihrem Zytokinsekretionsprofils
kénnen beide in zwei Subtypen eingeteilt werden: T-Helferzellen Typ 1 (Th1) und
zytotoxische T-Zellen vom Typ 1 (Tc1). Beide produzieren vornehmlich IFN-y und
induzieren in ihren Zielzellen Apoptose mittels Perforin oder Fas-vermittelt (An-
dersen et al., 2006). Die Th2- und Tc2- Zellen sezernieren hauptsachlich IL-4 und
IL-5 und agieren Perforin-vermittelt (Dobrzanski et al., 2004). Die Rolle der CD8+
T-Zellen besteht darin, virusinfizierte Kérperzellen und Tumorzellen zu zerstéren
(Andersen et al., 2006). Sie konnen Zielzellen auf drei verschiedenen Wegen
zerstoren: direkt durch Granzym B- und Perforin-Ausschuttung in den interzellu-
laren Zwischenraum zur Zielzelle hin, indirekt Gber die Sekretion von Tumornek-
rosefaktor-a und Interferon-y (was zur Apoptoseinduktion Uber die Caspase-
kaskade fuhrt) und die Apoptoseinduktion mittels Fas-Ligand auf der T-Zelle und
Fas-Rezeptor (CD95) auf der Zielzelle (Andersen et al., 2006).

1.4 MicroRNA

MicroRNAs (miRNAs) gehoren zu der Gruppe der small RNAs und interagieren
mit den dazugehdrigen spezifischen messenger RNAs (mRNAs). Mit einer Lange
von 21-23 Nukleotiden (nt) regulieren miRNAs als hoch konservierte und nicht-
codierende RNAs die Gen-Expression auf post-transkriptioneller Ebene (Bartel,
2004; He and Hannon, 2004). 1993 erstmals von Lee et al. beschrieben, bekam
die miRNA ihren Namen im Jahr 2001 (Lee et al., 1993; Ruvkun, 2001). Lee fand
heraus, dass das Gen lin-4 im Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans)



nicht far ein Protein codierte, sondern fur zwei kleine RNA-Molekll (Lee et al.,
1993). Das ungefahr 60 nt lange Molekl stellt die pre-miRNA lin-4 dar und das
ca. 20 nt lange die reife miRNA lin-4. Die miRNA lin-4 reguliert das Gen lin-14
(Lee et al., 1993). Hierfur bindet es sich durch Basenpaarung komplementar an
die 3-UTR der lin-14-mRNA und vermindert die Translation der mRNA
(Lee et al., 1993).

Dieser Mechanismus der Genregulation konnte auch bei Tierversuchen festge-
stellt werden, welche je nach Komplementaritat der Bindesequenz und der betei-
ligten Proteine entweder an der Translation gehemmt oder durch Zerschneiden
abgebaut werden (Wienholds and Plasterk, 2005). Partielle Komplementaritat lei-
tet eine Translationshemmung der Ziel-mRNA ein, wahrend perfekte Basenpaa-
rung zur Degradation der Ziel-mRNA fuhrt (Vasudevan et al., 2007). miRNA fun-
gieren als wesentliche Regulatoren der Translation nach der Transkription (Bar-
tel, 2004), durch spezifische Anhaftung an mRNA-Molekilen, deren Ubersetzung
in Proteine entsprechend erschwert, vollig verhindert oder auch erleichtert wird
(Gangaraju and Lin, 2009; Kim et al., 2009). Die Entdeckung einer zusatzlichen
miRNA (let-7) konnte aufzeigen, dass das C. elegans womoglich kein seltenes
Phanomen darstellt. Let-7 reguliert das Gen lin-41 (Reinhart et al., 2000). Bei
let-7 und lin-41 handelt es sich um evolutionar konservierte Gene, so dass sich
daraus schlielRen lasst, dass der Mechanismus der miRNA-Regulation auch auf
andere multizellulare Organismen anwendbar sein kdnnte (Wienholds and Plas-
terk, 2005). Dies wird auch beim Vergleich von Wirbellosen- und Wirbeltierzellen
deutlich (Kim et al., 2009).

Weiterhin unbekannt sind die biologischen Funktionen der Uberwiegenden
miRNAs. Einige Studien legen nahe, dass jede miRNA einige mRNA-Molekile
reguliert und nach Berechnungen konnten etwa 20-30% der Gene im menschli-
chen Genom durch miRNAs mitgesteuert werden (Lewis et al., 2005; Xie et al.,
2005). Es konnten bereits zahlreiche unterschiedliche miRNAs in Lebewesen
nachgewiesen werden. Bei Mausen sind uber 1914 und beim Menschen uber
2654 miRNA-Spezies bekannt (Kozomara et al., 2019). Man nimmt an, dass zwi-
schen mehreren hundert, bis wenige tausend unterschiedliche miRNAs codiert
werden (Wienholds and Plasterk, 2005).
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1.5 Die Rolle von miRNAs bei Autoimmunerkrankungen

Der Einfluss von miRNAs auf Autoimmunerkrankungen ist bisher nur unvollstan-
dig untersucht. Nach aktueller Datenlage wird den miRNAs eine wichtige Funk-
tion bei der Regulation des Immunsystems zugesprochen. So hat man beispiels-
weise zeigen konnen, dass das Ausschalten vereinzelter individueller miRNAs
die Immunentwicklung und -regulation schwer kompromittiert und somit den Ein-
fluss von miRNAs in der Pathophysiologie der Immunitat sowie der Autoimmuni-
tat impliziert (Croce and Calin, 2005; Xiao and Rajewsky, 2009). Die Gruppe um
Li Q-J et al. fand heraus, dass die miRNA-Expression in T-Zellen sich wahrend
ihrer Reifung dynamisch verandert und je nach Regulation eine unterschiedliche
Sensitivitat und damit Auswirkung auf die Immunantwort hat (Li et al., 2007). An-
dere Studien berichten von der Beteiligung von miRNAs in der Immunzellentwick-
lung (Chen et al., 2004; Neilson et al., 2007; Zhou et al., 2007). Diese Studien
demonstrieren, dass unter anderem die miRNA 150, 155 und 181a wichtige Re-
gulatoren von B- und T-Zellentwicklung sind und eine entscheidende Rolle fir
das funktionell adaptive Immunsystem spielen (Chen et al., 2004; Zhou et al.,
2007). Die Entdeckung einiger Schlusselproteine in der Biogenese von miRNAs,
Drosha/DGCRS8, Dicer und Argonautes in Saugern, hat die nicht-selektive oder
teilselektive Ausschaltung hunderter miRNAs ermdoglicht, wahrend die Protein-
kodierenden Gene intakt bleiben (Kim et al., 2009; O’Carroll et al., 2007). Die
selektive Deletion von Dicer (Harfe et al., 2005; Kanellopoulou et al., 2005) und
anderer Schlusselproteine in individuellen Immunzelluntergruppen haben ge-
zeigt, dass miRNAs von entscheidender Bedeutung flr die B-Zell-, natlrliche Kil-
lerzell- (NK), naturliche Killer-T-Zell- (NKT), T-Zell-Entwicklung, Funktion und Ab-
stammungsstabilitat von terminal differenzierten Lymphozyten sind (Chong et al.,
2008; Koralov et al., 2008). Aus den bisherigen Ergebnissen dieser Zellkultur-
und Tierstudien kann geschlussfolgert werden, dass eine korrekte miRNA Regu-
lation ist entscheidend fir die Vorbeugung von Autoimmunitat sowie die norma-

len Immunfunktionen.
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1.6 Ziel der Studie

Das miRNAs wichtige regulatorische Funktionen besitzen ist in der Literatur be-
reits beschrieben worden. Die Vermutung liegt daher nahe, dass miRNAs auch
bei AIT eine wichtige Rolle einnehmen. Interessanterweise gibt es bezuglich AIT
und miRNA keine bzw. nur sehr wenige Daten. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Schott und Dr. Bernecker hat diesbezlglich erste Untersuchungen durchgefuhrt
(Bernecker et al., 2012). Es wurde eine Gruppe von miRNAs bei AIT- und Kon-
trollgruppen aus Schilddrisengewebe und PBMCs (Peripheral Blood Mononu-
clear Cells) bestimmt, die im Verdacht stehen, immuno-regulatorisch wirksam zu
sein. Tatsachlich wurden unterschiedliche Expressionen dieser miRNAs festge-
stellt, die Anhaltspunkte fur weitere Untersuchungen sein sollten. Aus den Ergeb-
nissen konnte die Hypothese abgeleitet werden, dass die vermutete Expression
der definierten miRNAs durch eine Infiltrierung aktivierter Lymphozyten verur-
sacht werden konnte. Es konnte in dieser Studie ein massiver Anstieg dieser
Lymphozyten-Populationen gezeigt werden, die im Schilddrisengewebe an HT
oder MB erkrankter Patienten von immigrierten aktivierten Lymphozyten (CD4+
und CD8+) stammen. Ziel der vorliegenden Studie war es, diese These durch die
Analyse der definierten miRNAs in zirkulierenden CD4+ und CD8+ T-Zellen im
peripheren Blut betroffener Patienten weiter zu erharten. Folgende Fragen sollten
im Einzelnen abgeklart werden:

e Werden sich die ausgewahlten miRNAs der AIT-Gruppen in den CD4+
und CD8+ T-Zellen von denen in der Kontrollgruppe unterscheiden und
sich die Ergebnisse mit den vorher postulierten Daten decken oder werden
unterschiedliche Regulationen oder auch keine gefunden?

¢ Wie werden die Ergebnisse zu interpretieren sein?

e Wie sind die Ergebnisse hinsichtlich anderer Autoimmunerkrankungen zu
bewerten?

e Wird ein Zusammenhang feststellbar sein?

Die Ergebnisse und Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit sollen wichtige An-

haltspunkte fur weitere Untersuchungen zu Tage legen.
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2. Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Alle Experimente der vorliegenden Untersuchung wurden gemaf den Prinzipen
der Helsinki Deklaration (2004) durchgefuhrt. Die Genehmigung der Studie
wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf (Aktenzeichen Nr. 3354) erteilt.

2.2 Patienten und Kontrollen

Die Studienteilnehmer wurden im Rahmen von Routine- und Verlaufsuntersu-
chungen in der Ambulanz der Klinik fur Endokrinologie, Diabetologie und Rheu-
matologie des Universitatsklinikums Dusseldorf akquiriert. Hierbei erhielten alle
Patienten eine Aufklarung durch einen Facharzt sowie eine schriftliche Informa-
tion zur Studie. Alle Teilnehmer gaben eine schriftliche Einverstandniserklarung
ab. Uber die Blutabnahme in der endokrinologischen Ambulanz hinaus fanden
keine weiteren invasiven Malinahmen statt. 59 Probanden erflllten die Studien-
bedingungen und wurden in die Studie aufgenommen. Die MB-Gruppe bestand
aus insgesamt n=19 Probanden und setzte sich zusammen aus 13 Frauen und 6
Mannern im Alter von 20 bis 83 Jahren (Mittelwert 48 Jahre). Zur HT-Gruppe zahl-
ten 21 HT-Patienten im Alter von 12 bis 67 Jahren (Mittelwert 40 Jahre, 19 Frauen
und 2 Manner). Zur n=19 starken Kontrollgruppe gehérten Strumapatienten so-
wie gesunde Probanden zwischen 22 bis 79 Jahren (Mittelwert 42,25 Jahre, 12
Frauen und 7 Manner). Die CD4+ und CD8+ T-Zellaufreinigung wurde bei je
10/10/10 Patienten durchgefuhrt und die PBMCs bei 19/19/21 Patienten.

2.2.1 Kriterien HT-Gruppe
Als Patient fur die HT-Gruppe kam man nur in Frage, wenn folgende Kriterien
eingehalten wurden:
e Labortechnisch dreifache Erhéhung der TPO-AK Uber der Normalkonzent-
ration im Serum

e Sonografie zeigt ein diffuses, echoarmes Schilddrisenparenchym
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Medikation

18 von 21 HT-Patienten wurden mit L-Thyroxin in verschiedenen Dosen
(50-100ug pro Tag) behandelt. Die medikamentose Behandlungsdauer der HT-
Patienten erstreckte sich von mindestens sechs Monaten bis hin zu zwolf Jahren.

Alle HT-Patienten waren euthyreot.

2.2.2 Kriterien MB-Gruppe

Folgende Kriterien wurden fur die MB-Gruppe festgelegt:
e Labortechnisch dreifache Erhéhung der TRAK
e Sonografie zeigt ein echoarmes, hypervaskularisiertes Schilddrisenge-

webe

Medikation

Bei der Blutentnahme waren alle MB-Patienten unter thyreostatischer Therapie
mit Methimazol oder Carbimazol. Die medikamentdse Behandlungsdauer er-
streckt sich von einer Woche bis zu sechs Monaten. 13 von 19 Probanden waren

hyperthyreot, 6 euthyreot.

2.2.3 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus Patienten ohne Autoimmunerkrankung:
¢ alle Normwerte eingehalten:
o TSH: 0,4 — 3,6 yU/ml = Euthyreose
o Freies Trijodthyronin (fT3): 2,0 - 4,4 pg/ml Serum
o Freies Thyroxin (fT4): 0,8 - 1,8 ng/dl Serum
e Sonografisch kein Nachweis auf autoimmun oder maligne Schilddrusen-
gewebe

e alle 19 Patienten der Kontrollgruppe waren euthyreot
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2.2.4 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patienten mit maligner Neoplasie inklusive Schilddru-
senkarzinom oder zurzeit aktiven beliebigen anderen Neoplasien in der Anam-
nese. Klinisch diagnostizierte chronische oder akute Infektionen, welche durch
Untersuchung, Messung des C-Reaktiven Proteins (CRP) und der Blutzahl auf-

traten, wurden ebenfalls ausgeschlossen.

2.2.5Blutwerte

Die Grunddaten beinhalten die Schilddriisen-Antikérper, den Hormongehalt an
fT3, fT4 und TSH, ein Blutbild sowie einen CRP-Wert. Kein Patient litt an einem

anderen Immunprozess.

2.2.6 Blutentnahme

Bei einer routinemafigen Blutenthahme wurde peripheres vendses Blut von den
Patienten in PAXgene Blood RNA Tubes (Qiagen, Deutschland) und in heparini-
sierten CPT-Rdéhrchen (Vacutainer Cell Preparation Tubes von BD Bioscience)

entnommen.

2.3 Material

2.3.1 Gerate

Gerat Geratebezeichnung Firma/Firmensitz

Photometer NanoDrop ND-1000 FEEEl Eesenielege

GmbH; Erlangen,

Real time PCR | ABI PRISM 7700 Sequence Applied Biosystems;
Cycler Detector Carlsbad, USA
Durchfluss- FACS Calibur™ BD Bioscience, San
zytometer Jose, CA, USA

Lichtmikroskop | Leica DMIL Leica, Wetzlar,

Deutschland
Miltenyi, Bergisch-

Magnetische Magnetbank

Zellseparation Gladbach, Deutschland
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Pipettierhilfen

Pipetten STRIPETTE R costar®, Corning, New
5ml, 10 ml, 25 ml York USA
HIRSCHMANN
pipetus® Laborgerate, Eberstadt,

Deutschland

Mehrkanalpipette (12 Kanale):
Finnpipette Digital
Multichannel 50-300 pl

FINNPIPETTE,
Labsystems, Helsinki,

Finnland

Vortex-2-Genie

Scientific Industries (SI),
New York, USA

Vortexer .
Heidolph REAX 2000 Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland
Werkbank Heraeus HERA safe RS SEEAIE,
Karlsruhe, Deutschland
NEUBAUER IMPROVED Laboroptik,
Zahlkammer 0,100 mm Tiefe, Friedrichsdorf,
Zellzahl 0,0025 mm? Deutschland
elizahl- Plastik-Einmal-Zahlkammer:
kammern . .
with grids, 100 slides, Combination USA
Coverslip- Microscope Slides
Universal 30 RF Hettich GmbH, Tuttlin-
Zentrifugen gen, Deutschland

ROTIXA 120R

Eppendorf SE, Hamburg,

Deutschland

Tabelle 1: Gerate
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2.3.2 Einmalmaterialien

Material

Materialbezeichnung

Firma/Firmensitz

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen TipOne®:
0,1-10 ul Extended Length Filter
Tips

1-200 ul Graduated Filter Tips
1-100 pl Beveled Filter Tips
101-1000 pl Extended Length

Filter Tips

Pipettenspitzen:

research: 50 pl, 100 pl, 1000 pl
variable: 0,5-10 pl, 10-100 pl,
100-1000 pl

StarLab, Ahrensburg,

Deutschland

MiniMACS™ Separator: fur 1

Saule

Falcon™ 5ml Polystyrene Round-

Bottom

- ol Miltenyi,
agnetische ™ - fi]
9 | OctoMACS™ Separator: fiir 8 Teefe SR,
Zellisolation Saulen
® Deutschland
MACS™ Separation Columns
(GroRe MS oder LS)
CPT-RShrchen BD Bioscience, San
Jose, CA, USA
Cryo.s™ Einfrierrdhrchen, 1ml greiner bio-one
Falcon-Rohrchen: ®
CELLSTAR™,
Polypropylene Conical Tube
Frickenhausen,
Falcon BLUE MAX TM, 50 ml und
Deutschland
. 15 ml
Probengefalie FACS Tube

Sarstedt®, Sarstedt,

Deutschland

PAXgene Blood RNA Tubes

PAXgene Spin Columns

PAXgene Shredder Spin Columns

Collection tubes 1,5ml und 2,0ml

Qiagen, Hilden,

Deutschland

17




Real time PCR Platte (96-well)

Applied Biosystems,

PCR MicroAmp® Carlsbad, USA
Optical Adhesive Film Applied Biosystems,
MicroAmp® Carlsbad, USA

Filter BD Falcon Cell Strainer EDEEElIe e S

Jose, CA, USA

Tabelle 2: Einmalmaterialien

2.3.3 Losungen, Zusatze und Puffer

Losung, Zusatz und Puffer

Firma/Firmensitz

Aquadest:
Spullésung/Irrigation Solution 1000

Deltaselect GmbH, Pfullingen,

Deutschland

Erylysepuffer:
Buffer EL Erythrocyte lysis buffer

Qiagen, Hilden, Deutschland

20% DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma, Miunchen, Deutschland

MACS Puffer

Miltenyi, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

Qiazol Lysis Reagent

Qiagen, Hilden, Deutschland

RLT Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland
80% FCS-Losung Merck, Darmstadt, Deutschland
DPBS Gibco, Massachusetts, USA

Tabelle 3: Losungen, Zusitze und Puffer

2.3.4 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie / Reagenz / Kit

Firma/Firmensitz

Chloroform

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol (96-100%)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol (100%)

Merck, Darmstadt, Deutschland

miRNeasy Mini Kit

miScript Il RT Kit

miScript Primer Assays

miScript SYBR Green PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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PAXgene Blood miRNA Kit

Thermo Fisher Scientific,

TE-Puffer (pH 8,0
(p ) Massachusetts, USA

CD4 MicroBeads human
CD8 MicroBeads human

Pan T Cell Isolation Kit human

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

Tabelle 4: Chemikalien, Reagenzien und Kits

2.3.5 Oligonukleotide / Primer

Primer Assay Sequenz

RNU6B_3

mMiRNA 34a_1 keine Sequenz gelistet

miRNA 143 _1 5'UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
miRNA 146a_1 5'UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
miRNA 155*_1 5'CUCCUACAUAUUAGCAUUAACA
miRNA 155 2 keine Sequenz gelistet

miRNA 181a*_1 5'ACCAUCGACCGUUGAUUGUACC
miRNA 181b_1 keine Sequenz gelistet

miRNA 200a_1 keine Sequenz gelistet

miRNA 200a*_2 keine Sequenz gelistet

Tabelle 5: Oligonukleotide / Primer

2.4 Methoden

2.4.1 Weiterbehandlung der Blutproben

Die PAXgene Blood Tubes wurden bei Zimmertemperatur fir mindestens vier
Stunden inkubiert, bevor eine Weiterbearbeitung stattfand (siehe Kapitel 2.4.4
RNA-Isolation). Die heparinisierten Blutproben in CPT-Réhrchen wurden anhand

der Dichtegradientenzentrifugation bei 3100 revolutions per minute (rpm) und
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20 °C far 20 Minuten zentrifugiert, um daraus die PBMCs zu gewinnen. Konnten
die Proben nicht noch am gleichen Tag bearbeitet werden, wurden sie kryokon-

serviert. Die PAXgene Blood Tubes wurden dafur bei -80 °C weggefroren.

2.4.2l1solierung der peripheren mononuklearen Zellen

Die Isolierung der PBMCs aus dem Vollblut, zu denen T- und B-Zellen, Dendri-
tische Zellen, NK und Monozyten gehoren, erfolgte, wie zuvor beschrieben, mit-
tels Dichtegradientenzentrifugation. Mit Hilfe dieses Arbeitsschritts wurden die
Zellen vom Plasma getrennt. Am unteren Ende des CPT-Rdhrchens landen auf-
grund ihrer Dichte die Erythrozyten und es bildet sich in der Mitte ein weil3er In-
terphasenring, der die PBMCs enthalt (siehe Abb. 1).

——— Plasma

Interphasenring:

S PBMC

——— Trenngel

Erythrozyten

Abb. 1: CPT-R6hrchen mit zentrifugiertem Vollblut

Die CPT-Ro6hrchen wurden in einer Zentrifuge mit ausschwingenden Roéhrchenhal-
tern platziert und zentrifugiert. Der Rotor wird ungebremst auslaufen gelassen, um die
Dichtegradienten nicht zu verwirbeln. Ein GroR3teil des Plasmas wurde verworfen.
Darauffolgend wurde der weilde Interphasenring mit dem Restplasma abpipettiert
und in ein 15 ml Falcon-Rohrchen geflllt. Zur Gewinnung der maximalen Zell-
zahl, wurde das CPT-RAhrchen nochmals mit DPBS-Puffer nachgespult und die
Suspension entnommen. Anschlieend wurde ein Waschgang mit DPBS-Puffer
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und die folgende Zentrifugation durchgefuhrt. Enthielt das Zellpellet noch zu viele
Erythrozyten, wurde es mit 4-8 ml Erylysepuffer resuspendiert, gefiltert (gelbe
Filter) und zur Inkubation bei Raumtemperatur fur 5 Minuten abgedeckt. An-
schlielfend wurde das Rohrchen mit DPBS-Puffer aufgefullt und zentrifugiert.
Das Pellet konnte nach zweimaligem Waschgang mit DPBS-Puffer und folgen-
der Zentrifugation resuspendiert werden. Anschliel3end konnte die Zellzahl mit-
tels Neubauer-Zahlkammer bestimmt werden. Sofern zeitlich eine Isolierung der
CD4+ und CD8+ T-Zellen aus den PBMCs nicht mehr erfolgen konnte, wurden
diese in 1 ml Kryordhrchen Uberfuhrt und in einem Isopropanol-basierten Ge-
frierbehalter bei -80 °C eingefroren. Das hierfur eingesetzte Einfriermedium (20%
DMSO und 80% fetalem Kalberserum) wurde 1:1 mit der Zellsuspension ver-

mischt.

2.4.3CD4+ und CD8+ Isolation aus PBMCs

Fir die Isolierung der CD4+ und CD8+ T-Zellen aus den PBMCs, wurde das mag-
netische Zellsortierungsverfahren MACS (magnetic activated cell sorting) verwen-
det. Bei dieser Methode binden sich mit Magnetpartikeln gekoppelte Antikorper
(MicroBeads) an spezifische Zelloberflachenmolekile (Miltenyi et al., 1990). Die
Zellsuspension flieRt durch eine Saule bzw. ein Rohr, an der sich ein starkes
Magnetfeld befindet, wobei die mit MicroBeads versehenen Zellen im Magnet-
rohrchen hangen bleiben, wahrend der Rest hindurchflie3t. Handelt es sich bei
den magnetisch markierten und herausgefilterten Zellen um die Zielzellen, spricht
man von einer positiven Selektion (siehe Abb. 2). Bei einer negativen Selektion

werden alle anderen Zellen, auf3er den Zielzellen, markiert.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der magnetischen Zellseparation MACS

Zunachst wurde eine negative Selektion aller T-Zellen mittels human Pan T Cell
Isolation Kit von Miltenyi nach Herstellerprotokoll durchgeflihrt. Hierbei werden
alle nicht-T-Zellen, mit Bead-gekoppelten und Biotin-gekoppelten Antikorpern
markiert und aussortiert. Nach Zellzahlbestimmung der PBMCs anhand der Neu-
bauer-Zahlkammer wurden diese in 40 pl MACS-Puffer resuspendiert und mit
10 pl Pan T Cell Biotin-Antibody Cocktail vermischt. Zuvor wurden alle Puf-
fer/CocktaillBeads Mengen je nach Zellzahl berechnet. Nach 5-mindtiger Inkuba-
tion im Kuhlschrank wurden 30 yl MACS-Puffer und 20 ul Pan T Cell MicroBead
Cocktail hinzugefugt und vermischt. Nach weiteren 10 Minuten im Kuhlschrank
und einem Waschgang mit 2 ml MACS-Puffer wurde erneut zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 3 ml MACS-Puffer aufgenommen. Die gewahlte magnetische Fil-
tersaule in der Grofde LS (MACS ® Separation Columns von Miltenyi, geeignet
fur 2 x 10°Zellen) wurde in der Magnetbank platziert, mit 3 ml MACS-Puffer aqui-
libriert und anschlieBend die Zellsuspension hineingefillt. Nach dreimaligem
Nachspilen mit je 3 ml MACS-Puffer wurde die Durchlaufflissigkeit, die nur un-
gelabelte T-Zellen enthielt, zentrifugiert. Mit Hilfe der gewonnenen T-Zellen er-

folgt anschlieRend die Isolation der CD4+ und CD8+ T-Zellen. Mittels humaner
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CD4 und CD8 MicroBeads (enthalten Antikorper gegen CD4+ und CD8+) erfolgte
eine positive Selektion der gewtinschten T-Zellen. Die ungelabelten T-Zellen wur-
den mit 20 pl humanen CD4 und CD8 MicroBeads und 80 ul MACS-Puffer ver-
mischt und fur 15 Minuten im Kuhlschrank inkubiert. Nach Hinzugabe von 1 ml
MACS-Puffer wurde wieder zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 yl MACS-Puffer
aufgenommen. Die gewahlte magnetische Filtersaule der Grélke MS (MACS ®
Separation Columns von Miltenyi, geeignet fir 2 x 108 Zellen) wurde in der Mag-
netbank platziert, mit 500 yl MACS-Puffer aquilibriert und daraufhin die Zellsus-
pension hineingeflllt. Die magnetischen Filtersaulen wurden nach dreimaligem
Nachspulen mit 500 pl MACS-Puffer auf leere Réhrchen gesetzt und mit 500 pli
MACS-Puffer zweimal nachgespult und anschlie3end zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit je 350 pl RLT Puffer (1 ml + 10 pl 2-Mecaptoethanol) vermischt und
bei -80 °C weggefroren oder die RNA-Isolation durchgeflhrt.

Die Reinheit der Trennung wurde anhand von 3 Kontrollpatienten Uberpraft. Hier-
fur wurde zunachst die CD4+ und CD8+ T-Zell-Isolation durch magnetische Zell-
separation nach Herstellerangabe ausgefuhrt. AbschlieRend wurde die Reinheit
der Trennung mit Hilfe eines FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) (siehe

Abb. 3) evaluiert. Alle Kontrollen wiesen einen Reinheitsgrad von Uber 90% auf.
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Abb. 3: Exemplarische FACS-Analyse, um die Reinheit der CD4+ und CD8+
T-Zellgewinnung durch magnetische Zellseparation zu demonstrieren

2.4.4RNA-Isolation
Zur RNA-Isolation wurde das PAXgene Blood miRNA Kit (fur die PAXgene Blood
RNA Tubes) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt (siehe Abb. 4).
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Das PAXgene Blut-RNA-Protokoll (manuelle Methode)

|
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Abb. 4: Das PAXgene Blut-RNA-Protokoll (manuelle Methode) (Qiagen, 2022)

Zur Isolierung wurde das vendse Blut in PAXgene Blood RNA Tubes gesammelt.
Diese Monovetten beinhalten ein gesetzlich geschitztes Reagenz, das die Blut-
zellen lysiert und anschlieRend die RNA stabilisiert. Die RNA-Stabilisierung ist
entscheidend fur die Analyse der Genexpression. Nach einem Zentrifugations-
schritt, bei dem die Nukleinsauren im PAXgene Blood RNA Tube pelletieren,
wurde das Pellet gewaschen und resuspendiert. Das resuspendierte Pellet wurde
zunachst in einem optimierten Puffer mit Proteinase K (PK) inkubiert, um die Pro-

teine zu verdauen. Eine weitere Zentrifugation durch eine PAXgene Homogeni-
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sier-Spinsaule (PSC) dient der Homogenisation des Zelllysats und der Entfer-
nung restlicher Zelltrtimmer. Der Uberstand der Durchfluss-Fraktion wird in ein
neues Reaktionsgefall uberfuhrt. Mit dem anschlieRend hinzugefugten Ethanol
werden optimale Bindungsbedingungen eingestellt und das Lysat wird auf die
PAXgene RNA-Spinsaule (PRC) aufgetragen. Bei der nachfolgenden kurzen
Zentrifugation bindet RNA selektiv an die PAXgene Silica-Membran, wahrend
Kontaminationen diese passieren. Die restlichen Kontaminationen werden in di-
versen effizienten Waschschritten entfernt. Zwischen erstem und zweitem
Waschschritt wird die Membran mit DNase | (RNFD) inkubiert, um eventuell ge-
bundene Reste von DNA zu entfernen. Im Anschluss an die Waschschritte wird
die RNA in Elutionspuffer (BRS) eluiert und durch Hitze denaturiert. Wurden die
RNA-Proben nicht sofort weiterverwendet, konnten sie bei —20 °C oder —70 °C

gelagert werden.
Die RNA-Isolation bei den zuvor isolierten CD4+ und CD8+ T-Zellen wurde mit

dem miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Deutschland) nach Herstellerprotokoll bewerk-
stelligt (siehe Abb. 5).
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Abb. 5: miRNeasy Mini Verfahren (Qiagen, 2020)

Die Zellen wurden in einer Konzentration nach Herstellervorgabe mit Qiazol Ly-
sisReagent (miRNeasy Mini Kit, Qiagen, Deutschland) in LOsung gegeben, lysiert
und homogenisiert. Nach Zugabe von Chloroform trennt sich das Homogenisat
durch Zentrifugation in zwei Phasen auf, einer wassrigen und einer organischen
Phase, wobei sich die RNA-Anteile an der oberen, wassrigen Phase befinden.
Nach dem Trennen der Phasen wurde zur wassrigen Phase Ethanol hinzugeflugt.
Durch Zentrifugation in RNeasy Mini Spin Columns hat sich die RNA (miRNA
inbegriffen) an die Membran der Rohrchen gebunden. Anschlie3end erfolgte eine
Waschung mit RWT- und RPE-Puffer. Die totale RNA wurde mit RNase-freiem
Wasser (40 ul pro Probe) eluiert, in Sammelréhrchen (1,5 ml) aufgefangen und

bei -80 °C weggefroren.
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2.4.5Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Mit Hilfe des Photometers NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (peqlab Bio-
technologie GmbH, Germany) wurde anschliel3end die Menge gewonnener RNA
aus PBMCs, CD4+ und CD8+ T-Zellen bestimmt. Die RNA-Konzentration (in ng
/ yl) wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Die Zell-

proben wurden bei -80 °C fur weitere Untersuchungen aufbewahrt.

2.4.6 cDNA-Synthese

Nach der Konzentrationsbestimmung wurde die isolierte RNA mit Hilfe des
miScript Il RT Kits (Qiagen, Hilden) durch eine Reverse-Transkriptase-Reaktion
(RT-Reaktion) in cDNA umgeschrieben. Bei der RT-Reaktion werden die
miRNAs am 3‘-Ende durch Poly(A)-Polymerase polyadenyliert. Es folgt anschlie-
Rend eine reverse Transkriptase unter Nutzung von oligo-dT Primern in cDNA
(siehe Abb. 6).

5 e 7' miRNA
5! —————————— AAAA|A), 3' Polyadenylation
S' IO AAAAIA), 3 . Reverse transcription
e N T — using miScript
Oligo-dT primer HiSpec Buffer

with universal tag

;

w—— NV TTTTT

3' 5r
5 ll..ll..ll.b]' I!dPCﬂcydo
midcript Primer Assay

miscript Primer Assay
(forward primer)
-
— s
0 5 Subsequent
g 3
QIRL PCR cycles
miScript Universal Primer
[reverse primar]

AlAlL 3
] — 5 cDMNA

Abb. 6: Selektive Umwandlung von reifen miRNAs in cDNA in
miScrips HiSpec-Puffer (Qiagen, 2011)
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Das miScript Il RT Kit wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Fur die
RT-Reaktion ergab sich ein Endvolumen von 20 ul aus einer Zusammensetzung
von HiSpec Buffer, miScript Nucleics Mix, miScript RT Mix sowie einem Gemisch

aus RNase-freiem Wasser und isolierter RNA (siehe Tabelle 6).

Menge (ul) Reagenzien

4 HiSpec Buffer

2 miScript Nucleics Mix

2 miScript RT Mix

12 RNase free water und RNA

Tabelle 6: Zusammensetzung miScript Il RT Kit

Die Menge an RNA wurde berechnet, sodass sich eine Konzentration von
200 ng RNA pro 20 yl Endvolumen ergab. Das restliche Volumen fur das RNase-
freie Wasser berechnete sich aus der Differenz des Mastermixes (HiSpec Buffer,
miScript Nucleics Mix, miScript RT Mix) und der errechneten RNA-Menge. RNase
freies Wasser und RNA-Menge ergaben insgesamt ein Volumen von 12 pl. Das
Gemisch von 20 ul wurde fir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieend er-
folgte eine Inkubation von 5 Minuten bei 95 °C, um den miScript RT-Mix zu inak-

tivieren und dann bei -20 °C aufzubewahren (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: miScript PCR-System Arbeitsablauf (Qiagen, 2011)

2.4.7 Quantitative Real time Polymerase-Kettenreaktion

Das Verfahren der quantitativen Real time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-
PCR) ist eine Vervielfaltigungsmethode von Nukleinsauren, welches auf dem
Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht und dar-
uber hinaus die Quantifizierung der gewonnenen DNA (in diesem Fall cDNA von
miRNA) ermdglicht. Hierzu wurden spezifische Primer Assays und das miScript
SYBR Green PCR Kit nach Herstellervorgabe verwendet. Mit Hilfe von Fluores-
zenz-Messungen wird die Quantifizierung der in Echtzeit erfassten PCR-Pro-
dukte durchgefuhrt. Durch die Verwendung des SYBR Green PCR Master Mix
des miScript SYBR Green PCR Kits wird diese Fluoreszenz erreicht. Hierbei in-
terkaliert der Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green) in die DNA bzw. bindet an die
kleine Furche der doppelstrangigen DNA, wodurch die Fluoreszenz dieser Farb-
stoffe ansteigt. Mit der Zunahme der gefarbten Ziel-DNA nimmt im gleichen Mal3e
die Fluoreszenz mit fortschreitendem PCR-Zyklus zu und es findet am Ende der

Elongation in jedem PCR-Zyklus eine Messung statt. Die PCR-Reaktion fand bei
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einem Endvolumen von insgesamt 25 ul pro Well (Mikrotiterplatte) und folgender

Zusammensetzung statt (siehe Tabelle 7):

Menge (pl) Reagenzien

12,5 SYBR Green PCR Master Mix
25 miScript Universal Primer

7 RNase free water

2,5 miScript Primer Assay

0,5 cDNA

Tabelle 7: Zusammensetzung miScript PCR System

Zur besseren Ubersicht wurden Well-Schemata angelegt (siehe Abb. 8). Um
schnell und effizient die 96-Well-Platten zu pipettieren, wurden im Vorfeld Mas-
termixe berechnet (diese bestanden aus den miScript PCR System Reagenzien
ohne cDNA). Den Well-Schemata folgend wurden die Mastermixe pipettiert und
jedes Well mit der entsprechenden cDNA beflllt. Jede Platte wurde mit einer Fo-
lie versiegelt und flr 1 Minute bei Raumtemperatur und 1000 g zentrifugiert, um
evil. Luftblasen zu entfernen. Jede Probe wurde als Duplikat amplifiziert und
quantifiziert. Als negative Kontrolle wurde RNase-freies Wasser verwendet. Die
PCR wurde im StepOne™ Real-Time PCR System (PE Applies Biosystem, USA)
durchgefuhrt (siehe Abb. 9).
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Abb. 8: Beispielhaftes Well-Schema
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Experiment: miRNA_A2-AZ CD4-AZ Applied Biosystems
CDB 34 a-200a_1_05042012
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Abb. 9: Beispielhaftes Setup One Step

Die PCR wurde in einer 96-Well-Platte durchgeflihrt. Das Programm sah wie folgt

aus:

Denaturierung der DNA-Doppelstrange bei 94 °C fir 15 Sekunden
Hybridisierung der Primer an die Einzelstrange bei 55 °C fur 30 Sekunden
Zweitstrang-Synthese durch thermophile Tag-Polymerase bei 70 °C fur 30

Sekunden

Als letzter Schritt wurde eine Schmelzkurvenanalyse am Ende des qPCR-Laufs
durchgefiuhrt. Unter langsamer Temperaturzunahme (50 °C — 95 °C) wird die
DNA ,aufgeschmolzen® (Gressner and Arndt, 2019). Sobald eine fir das Frag-
ment spezifische Schmelztemperatur erreicht wurde, denaturiert die doppelstran-
gige DNA zu zwei einzelstrangigen Molekulen, der Fluoreszenzfarbstoff (SYBR
Green) wird freigesetzt und eine Anderung der Fluoreszenz aufgezeichnet. Eine
Unterscheidung zwischen doppelstrangiger DNA von spezifischen PCR-Produk-
ten und unspezifisch entstehende Primerdimere ist moglich, da spezifische PCR-
Produkte einen héheren Schmelzpunkt aufweisen. Die Hohe des Schmelzkur-
ven-Spitzenwerts stellt in etwa die Menge des gebildeten Fragments dar. Um

akkurate und reproduzierbare Ergebnisse der definierten miRNAs zu erzielen,
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wurde das humane (snRNA) RNU-6b als endogene Referenz RNA und interne
Kontrolle verwendet. Die Verwendung einer internen Kontrolle ist elementar, da
so eine Normierung der Proben moglich wird.

Zur Auswertung wurde die Comparative cycle threshold (Ct) Methode angewen-
det. Der Ct-Wert ist eine GrolRe, die das erstmalige exponentielle Wachstum der
Fluoreszenzkurve Uber den Hintergrundwert beschreibt. Je mehr DNA in den
Proben vor der PCR vorlag, desto schneller stieg das PCR-Produkt und damit
die Fluoreszenzkurve Uber den Schwellenwert an. Die miRNAs von Interesse
wurden relativ quantifiziert in Relation zum endogenen Kontrollgen (RNU6b) und
unter Verwendung der Ct Methode in separaten Tubes. So zeigt der Vergleich
der Ct-Werte, welche Probe der Patienten-Gruppen (HT-, MB-, Kontrollgruppe)
mehr DNA vor der Amplifizierung enthielt und ermdglicht einen statistischen Ver-
gleich der Gruppen. Um die Berechnung der relativen Genexpression der Proben
bei der Durchfiihrung der g-RT-PCR durchzufiihren, wurde die Delta-Delta-Ct-
Methode, auch bekannt als 2-AACt-Methode angewendet.

2.5 Statistik

Alle erhobenen Daten wurden in Excel (2007, Microsoft, USA) tabellarisch ange-
legt und anschlieRend mit SPSS 20.0 (IBM, 2011) analysiert. Aufgrund der klei-
nen GruppengroéfRen wurden Unterschiede zwischen den Mittelwerten der relati-
ven miRNA Expression der Kontrollgruppe, der HT- sowie der MB-Gruppe mit
den Mittelwerten des non-parametrischen Kruskal-Wallis-Test verglichen. Ergeb-
nisse mit p < 0.05 wurden als statistisch signifikant bewertet. Bonferroni-korri-
gierte Mann-Whitney-U-Tests wurden als Post-Hoc Test fir den Fall durchge-
fuhrt, dass der Kruskal-Wallis-Test signifikant war, das heil3t, dass das konventi-
onell kritische alpha-niveau von 0.05 durch die Zahl der Post-Hoc Analysen ge-
teilt wurde (0.05 / 2) mit p < 0.025 als signifikanten Post-Hoc Unterschied.
p? (RHO) (fishers’s exact) Tests wurden verwendet um die verschieden Proporti-
onen darzustellen. In p>-Tests wurde p < 0.05 als statistisch signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

Insgesamt waren n=59 nicht miteinander verwandte Probanden an dieser Studie
beteiligt. Von den n=59 Probanden waren 19 in der Kontrollgruppe, weitere 19 in
der MB-Gruppe und 21 in der HT-Gruppe. Die 19 Probanden umfassende Kon-
troligruppe ohne AlTs hatten ein Durchschnittsalter von 42,25 Jahren, die Alters-
spanne reichte von 22 - 79 Jahren und bestand aus 12 weiblichen und 7 mannli-
chen Probanden. Die Teilnehmer der ebenso starken MB-Gruppe (n=19) hatte
ein Durchschnittsalter von 48 Jahren, die Altersspanne reichte von 20 - 83 Jahren
und bestand aus 13 weiblichen und 6 mannlichen Probanden. Die n=21 starke
HT-Gruppe hatte ein Durchschnittsalter von 40 Jahren, die Altersspanne reichte
von 12 - 67 Jahren und bestand aus 19 weiblichen und 2 mannlichen Probanden.
Eine Untersuchung bezogen auf das Patientenalter zeigte im Kruskal-Wallis-Test
keine signifikanten Gruppenunterschiede, p=0,289. Die untersuchten miRNAs

waren wie zuvor beschrieben:

e miRNA 34a_1

e miRNA 143_1

e miRNA 146a_1

e miRNA 155* 1 und 155_2
e miRNA 181a*_1 und 181b_1
e miRNA 200a_1 und 200a_2*

Zu Beginn wurde die durchschnittliche relative miRNA Expression in den PBMCs
aller 3 Gruppen untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass miRNA 146a_1 statis-
tisch signifikant erhoht in PBMCs von MB-Patienten gegenuber der Kontrolle ist.
Wir fanden eine durchschnittliche relative Expression von 9,42 in MB-Patienten

gegenuber 6,87 in der Kontrollgruppe, p=0,017 (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9).
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. . Kruskal
mIRNA in Kontroll- MB-Gruppe HT-Gruppe -Wallis-
PBMCs gruppe
Test
Anzahl
Patienten 19 19 21
Durch- Durch- Durch-
schnitt SD schnitt SD schnitt SD p-Wert
34a_1 14.9845 | 2.51723 | 13.5299 | 1.46940 | 13.5659 | 3.14225 n.s.
143 1 15.9642 | 3.40512 | 15.8082 | 1.26454 | 16.2047 | 2.75941 n.s.
146a_1 6.8714 3.82770 | 9.4228 | 2.29542 | 9.0465 | 3.56513 | 0.030
155*_1 17.4560 |4.77092 | 18.4689 | 0.90446 | 16.6119 | 2.26680 | 0.021
155 2 11.0771 1.47403 | 11.5542 | 1.58796 | 11.8492 | 1.40678 n.s.
181a* 1 14.8500 |4.22941 | 15.4677 | 2.95393 | 15.6860 | 3.09205 n.s.
181b_1 8.6005 2.91385 | 9.4407 | 2.36097 | 8.3295 | 2.49579 n.s.
200a_1 15.1491 3.33402 | 15.4816 | 5.62126 | 15.6612 | 5.29238 n.s.
200a_2* 10.1294 | 7.00531 | 13.4610 | 2.82750 | 14.2450 | 2.76764 n.s.
Tabelle 8: Durchschnittliche relative miRNA Expression in den PBMCs je Gruppe
Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant.
. . Kontrollgruppe Kontrollgruppe
miRNA in PBMCs vs. HT-Gruppe vs. MB-Gruppe
p-Wert p-Wert
146a_1 0.027 0.017 MB > Kontroll-
_ gruppe
155* 1 0.047 0.872 n.s.

Tabelle 9: Bonferroni-korrigierter Mann-Whitney-U-Test zur Post-Hoc-Analyse

Anmerkung: Die fettgedruckten Werte sind bei einem Bonferroni-korrigierten p-Wert von 0,025
signifikant. n.s. = nicht signifikant.

Anschlieltend wurde die durchschnittliche relative miRNA Expression der CD4+
T-Zellen im peripheren Blut bei 10 MB, 10 HT und 10 Probanden der Kontroll-
gruppe untersucht. Folgende statistisch signifikante Anderungen des Expressi-

onslevels von einigen miRNAs, verglichen mit der Kontrollgruppe, konnten fest-

gestellt werden (siehe Tabelle 10 und Tabelle 11).
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Kruskal-

miRNA in Kontrollgruppe MB-Gruppe HT-Gruppe Wallis-
CD4+
Test
Anzahl
Patienten 10 10 10
Durch- Durch- Durch-
schnitt SD schnitt SD schnitt | SO p-Wert

34a_1 12.6734 | 1.8820 | 13.8120 | 2.4372 | 12.0646 | 4.1020 n.s

143_1 18.9467 | 1.0710 | 18.2813 | 2.4098 | 16.6490 | 4.2364 n.s

146a_1 7.8378 | 0.4216 | 8.1385 | 1.8992 | 5.8541 |3.1389 n.s

155*_1 15.9214 | 1.2005 | 16.6349 | 1.5145 | 13.5349 | 3.2657 | 0.0276

155_2 10.5570 | 0.4059 | 10.6363 | 2.1738 | 10.0531 | 2.2689 n.s

181a*_1 11.9881 | 4.4635 | 16.9229 | 2.1391 | 14.9553 | 4.8634 n.s

181b_1 9.6901 | 0.5363 | 10.3465 | 2.1807 | 8.5635 |3.8393 n.s

200a_1 19.4026 | 0.8500 | 12.1005 | 0.8669 | 12.5701 | 4.8645| 0.0001

200a_2* | 17.9417 | 2.2590 | 13.3650 | 0.88267 | 12.6208 | 1.6726 | 0.0003

Tabelle 10: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in CD4+ T-Zellen je Gruppe

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant

. . Kontrollgruppe Kontrollgruppe
mIiRNA in CD4+ vs. HT-Gruppe vs. MB-Gruppe
p-Wert p-Wert
155*_1 0.04937 0.70546 n.s.
Kontrollgruppe >
200a_1 0.00021 0.00016 MB/HT
" Kontrollgruppe >
200a_2 0.00038 0.00088 MB/HT

Tabelle 11: Bonferroni-korrigierter Mann-Whitney-U-Test zur Post-Hoc-Analyse

Anmerkung: Die fettgedruckten Werte sind bei einem Bonferroni-korrigierten p-Wert von 0,025
signifikant. n.s. = nicht signifikant

Im Weiteren wurde die relative miRNA-Expression in CD8+ T-Zellen im periphe-

ren Blut in denselben Gruppen, wie zuvor schon bei den CD4+ T-Zellen, unter-
sucht (siehe Tabelle 12 und Tabelle 13).
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miRNA in CD8+ | Kontrollgruppe | MB-Gruppe HT-Gruppe Kruskal-

Wallis-Test
Anzahl
Patienten 10 10 10
somnitt | SO | sohmitt | SO | somnitt | SO | pwer
miRNA 34a_1 |12.7840|1.7684 | 13.3987 | 2.0206 | 12.6489 | 3.6591 n.s.
miRNA 143_1 |17.3819|3.3645|17.6205 |2.5990 | 16.7469 | 3.9380 n.s.
miRNA 146a_1 | 8.7585 | 1.3284| 7.9438 |1.9700| 6.3416 | 3.2809 n.s.

miRNA 155*_1 |17.0667 | 1.0473|16.3847 | 1.5057 | 14.2522 | 2.4194 0.0040

miRNA 155_2 |11.3007 |0.7141|10.3945|1.881110.6874 | 1.8109 0.0069

miRNA 181a*_1 [ 13.2699|4.3064 | 16.3354 | 2.0049 | 14.6384 | 4.9741 n.s.

miRNA 181b_1 | 10.3096 | 1.8967 | 9.4823 | 1.9816| 8.6013 | 3.4773 n.s.

miRNA 200a_1 | 18.1190 | 2.7510|11.6572 | 0.6286 | 13.1275 | 4.3749 0.0011

miRNA 200a_2* | 17.8437 | 2.4541|12.5372 | 1.0043 | 13.1028 | 1.3013 0.0002

Tabelle 12: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in CD8+ T-Zellen je Gruppe

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant

miRNA in CD8+ "(,:"H‘T"grf:gg: \Pl(:n“;rg_llgxggz
p-Wert p-Wert
155* 1 0.00650 0.05878 Kontl'Olil-lg_I!'uppe >
155 _2 0.01017 0.00516 Kontr'alégljll-'ll_lrppe >
200a_1 0.01911 0.00016 Kontroligruppe >
200a_2* 0.00067 0.00051 K°"tf“::'3s;lmppe >

Tabelle 13: Bonferroni-korrigierter Mann-Whitney-U-Test zur Post-Hoc-Analyse

Anmerkung: Die fettgedruckten Werte sind bei einem Bonferroni-korrigierten p-Wert von 0,025
signifikant.

Bei der HT-Gruppe konnte eine signifikant verringerte Expression der miRNA
155* 1 (14,25 in HT-Gruppe gegen 17,07 in der Kontroligruppe, p=0,007),
miRNA 155 2 (10,69 in HT-Gruppe gegen 11,3 in der Kontrollgruppe, p=0,010),
miRNA 200a_1 (13,13 in HT-Gruppe gegen 18,12 in der Kontrollgruppe, p=0,02)
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und miRNA 200a_2* (13,10 in HT-Gruppe gegen 17,84 in Kontroligruppe
p=0,0007) verglichen mit der Kontrollgruppe festgestellt werden. Die MB-Gruppe
wies eine statistische Verringerung der Expression von miRNA 155_2 (10,4 in
MB-Gruppe gegen 11,3 in der Kontrollgruppe, p=0,005), miRNA 200a_1 (11,66
in MB-Gruppe gegen 18,12 in der Kontrollgruppe, p=0,0002) und miRNA 200a_2*
(12,54 in MB-Gruppe gegen 17,84 in der Kontrollgruppe, p=0,0005), verglichen
mit der Kontrollgruppe, auf. Keine signifikanten Anderungen fanden wir in der

MB-Gruppe fur miRNA 155* 1, wie zuvor in der HT-Gruppe.

In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss von Alter, Geschlecht, Autoantikor-
per-Titer (ANA-Titer), Dauer der Erkrankung und Behandlung auf diese miRNA-
Expressionen untersucht. In Bezug auf das Alter wurden die 3 Gruppen in 3 wei-
tere Untergruppen aufgeteilt: Alter unter 30, 31 - 60 und Uber 60 Jahren. Unter-
einander verglichen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede fur
miRNA 146a_1 in den PBMCs herausgestellt werden (siehe Tabelle 14).

miRNA in Kruskal- Mann-
PBMCs <30j 30 - 60j Wallis- Whitney-
Test U-Test
Anzahl
Patienten 6 4
Durch- Durch-
schnitt SD schnitt SD p-Wert p-Wert
34a_1 16,6648 3,13361 16,5202 | 0,82593 n.s. n.s.
143 1 16,3864 4,94139 18,8907 | 0,92619 n.s. n.s.
146a_1 8,9837 2,64032 7,9780 4,05822 n.s. n.s.

155*_1 14,7336 | 7,89697 | 20,2805 | 1,95682 | 0,033006 n.s.

155_2 11,7430 1,12491 11,7658 | 2,15793 n.s. n.s.
181a*_1 17,9890 | 2,78250 18,1450 | 1,60275 n.s. n.s.
181b_1 10,4751 2,93294 9,2331 2,67891 n.s. n.s.
200a_1 12,3759 1,37301 12,9836 | 2,34208 n.s. n.s.
200a_2* 9,9825 | 11,23793 | 16,2140 | 2,24532 n.s. n.s.
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Tabelle 14: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in PBMCs der Kontroligruppe
nach Alter

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.

SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant

Auch bei der Untersuchung der gefundenen regulierenden miRNAs in CD4+ und
CD8+ T-Zellen konnten in den Untergruppen keine statistisch signifikanten Un-

terschiede untereinander nachgewiesen werden (siehe Tabelle 15).

_ - Kruskal-
miRNA in <30j 30 - 60j >60j Wallis-
CD8+
Test
Anzahl

Patienten 2 ° ?

Durch- Durch- Durch-

schnitt Sb schnitt SD schnitt SD p-Wert

34a_1 12,6307 | 0,04656 | 14,0766 | 2,43222 | 12,1328 | 0,14443 | 0,030473

143_1 17,6799 | 0,38688 | 17,7594 | 3,46601 | 17,1444 | 0,05210 n.s.

146a_1 6,9181 | 0,06727 | 8,7247 | 2,23269 | 6,6269 | 0,87525 | 0,037903

155*_1 15,4307 | 0,49397 | 16,8219 | 1,76484 | 15,7539 | 0,58151 n.s.

155_2 9,8393 | 0,13937 | 10,9522 | 2,31691 | 9,2765 | 0,07372 n.s.

181a*_1 | 15,2466 | 0,40465 | 16,9885 | 2,41073 | 15,4649 | 0,71444 n.s.

181b_1 8,6256 | 0,58165 | 9,9650 | 2,49566 | 8,8909 | 0,54451 n.s.

200a_1 | 10,8366 | 0,43487 | 12,0994 | 0,25372 | 11,1510 | 0,11460 | 0,035891

200a_2* | 11,5486 | 0,14671 | 12,6321 | 1,04792 | 13,2412 | 0,75151 n.s.

Tabelle 15: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in CD8+ T-Zellen der MB-
Gruppe nach Alter

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant

In Bezug auf das Geschlecht wurden die 3 Gruppen in die 2 Untergruppen, mann-
lich und weiblich, aufgeteilt. Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden (siehe Tabelle 16 und Tabelle 17).
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miRNA in . . Kruskal- | Mann-
PBMCs Mannlich Weiblich Wallis- Whitney-
Test U-Test
Anzahl
Patienten
sommitt | SO | s | SP | PWert | pwWer
34a_1 13,6767 | 0,58642 | 11,8726 | 4,47144 n.s. n.s.
143_1 15,9065 | 1,49802 | 14,5272 | 3,03806 n.s. n.s.
146a_1 11,2690 | 0,02540 | 6,7047 | 4,01088 | 0,036714 n.s.
155*_1 17,5988 | 0,40242 | 15,7749 | 1,79421 n.s. n.s.
155 2 11,8012 | 0,71835 | 11,7701 | 2,24250 n.s. n.s.
181a*_1 17,2189 | 0,21112 | 14,2678 | 4,69812 n.s. n.s.
181b_1 9,8905 | 0,49508 | 7,7766 | 3,85268 n.s. n.s.
200a_1 9,9644 | 4,60973 | 11,0326 | 3,17129 n.s. n.s.
200a_2* 16,8976 | 0,93453 | 16,3853 | 2,03596 n.s. n.s.

Tabelle 16: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in PBMCs der AIT-Gruppe nach

Geschlecht

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant
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m?gﬁi" Mannlich Weiblich WKa'I:::kTaést w“ﬂiﬂly
U-Test
Anzahl
Patienten
chnitt | SO | ot | SO | pwer | pWer
34a_1 | 12,9867 | 094249 | 12,3601 |2,61460|  n.s. n.s.
1431 | 18,9885 | 1,26652 | 18,8419 |0,86520|  n.s. n.s.
146a_1 | 7,7131 | 031627 | 7,9625 |0,51097|  ns. n.s.
155~ 1 | 15,7688 | 1,46241 | 16,0740 [1,02263|  n.s. n.s.
155 2 | 10,4801 | 0,50557 | 10,6339 |0,31669|  n.s. n.s.
181a~_1 | 11,2532 | 4,80497 | 12,7230 |4,51547|  n.s. n.s.
181b_1 | 9,9393 | 0,59843 | 9,4409 |0,36568 | 0,047202 n.s.
200a_1 | 19,2936 | 0,70929 | 19,5116 |1,04538|  n.s. n.s.
200a_2* | 18,2375 | 2,83847 | 17,6459 | 1,79068|  n.s. n.s.

Tabelle 17: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in der CD4+ Kontrollgruppe
nach Geschlecht

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant

Bezogen auf die Medikation und Schilddriisenfunktion in der Kontrollgruppe zeig-
ten alle 19 Patienten TSH (0,4-3,6 mU/I) und fT4 (0,8-1,8 ng/dl) Werte innerhalb
der normalen Spanne ohne Thyreoidmedikation. 18 von 21 HT Probanden wur-
den mit L-Thyroxin behandelt und alle Patienten dieser Gruppe zeigten TSH und
fT4 Level innerhalb des Normbereichs. Es wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede an der miRNA-Expression gefunden, als Patienten mit und ohne

L-Thyroxin Medikation miteinander verglichen wurden.

In der MB-Gruppe wurden alle Probanden mit den Thyreostatika Thiamazol oder
Carbimazol behandelt. Auch hier konnten keine statistisch signifikanten Unter-
schiede der miRNA-Expression festgestellt werden als in der MB-Gruppe euthy-
reote mit hyperthyreoten Patienten verglichen wurden. In Bezug auf die Dauer
der Erkrankung, liegen fur die HT-Gruppe auf Grund der langsamen Entwicklung

der Erkrankung, keine exakten Daten fur alle Patienten vor. Alle Patienten der
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HT-Gruppe wurden mindestens fur 6 Monate mit L-Thyroxin behandelt. In der
MB-Gruppe wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede der miRNA Ex-
pression gefunden, als die Probanden in 2 Untergruppen eingeteilt wurden: Aus-
bruch der Krankheit vor mehr oder weniger als einem Jahr. Bezogen auf die Er-
krankungsaktivitat in der MB-Gruppe, wurden 3 Untergruppen definiert: TSH Re-
zeptor Antikorper Level unter 5 [U/l, 5-10 IU/l und Gber 10 IU/I. Auch in diesem
Vergleich der Untergruppen miteinander konnten keine signifikanten Unter-

schiede festgestellt werden (siehe Tabelle 18).

miRNA in gering mittel schwer Pw;suil(:l
CD4+ (0-4 1UN) (5-101UN) (>10 1U/N) Test
Anzahl
Patienten 4 4 2
Durch- Durch- Durch-
schnitt SD schnitt SD schnitt SD p-Wert

34a_1 14,3672 | 2,35159 | 12,4336 | 0,63869 | 15,4038 | 4,70884 n.s.

143_1 18,3598 | 3,23437 | 17,3390 | 0,61876 | 18,9120 | 1,64012 n.s.

146a_1 8,7572 | 1,93143 | 6,8326 | 0,27696 | 9,5129 | 2,98539 | 0,036384

155*_1 17,1492 | 1,82197 | 15,7970 | 0,52928 | 17,2810 | 2,26805 n.s.

155_2 11,0959 | 2,62877 | 9,4893 | 0,38760 | 12,0110 | 3,38501 n.s.

181a*_1 | 17,3263 | 2,42927 | 15,7417 | 0,59943 | 18,4785 | 3,36607 n.s.

181b_1 | 10,6343 | 2,31596 | 9,1231 | 0,34824 | 12,2717 | 3,52370 n.s.

200a_1 | 12,7386 | 0,87227 | 11,4655 | 0,64163 | 12,0944 | 0,06368 n.s.

200a_2* | 13,3748 | 0,20292 | 13,3860 | 1,19027 | 13,3034 | 1,62125 n.s.

Tabelle 18: Durchschnittliche relative miRNA-Expression in CD4+ T-Zellen der MB-
Gruppe durch Antikérperlast (TSH-R-AK)

Anmerkung: Die fettgedruckten Mittelwerte unterscheiden sich signifikant.
SD = Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant
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TSH MB-Gruppe:

alle n.s. n=10, davon 3 euthyreot, 7 hyperthyreot

FT4 MB-Gruppe:

alle n.s. n=10, davon 3 euthyreot, 5 latent hyperthyreot, 2 manifest hyperthyreot

Geschlecht MB-Gruppe:

alle n.s. n=10 davon 1 mannlich, 9 weiblich

Alter HT-Gruppe:

alle n.s. n=10, davon 2 <30, 7 30-60, 1 >60
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4. Diskussion

Die genaue Atiologie der Immunreaktion in MB und HT in der Schilddriise ist
weiterhin unbekannt. Die vorliegende Studie hatte das Ziel, den Einfluss ausge-
wahlter miRNA die unter Verdacht stehen an der Immunregulation im Schilddru-
sengewebe von Patienten, die unter AlTs leiden, zu evaluieren. Es konnte dar-
gelegt werden, dass die miRNA 146a_1 signifikant erhéht in PBMCs von MB-
Patienten gegenuber der Kontrollgruppe ist.

Analysen zu miRNA 146a Genexpressionen zeigen ein Induktionsmuster als Re-
aktion auf eine Reihe von mikrobiellen Komponenten und proinflamatorischen
Zytokinen (Taganov et al., 2006). In humanen Lungenalveolarzellen wurde unter
anderem gezeigt, dass sich eine erhdhte miRNA 146a Expression negativ auf die
Regulierung der Freisetzung von proinflamatorischen Chemokinen IL-8 und
RANTES auswirkt (Pauley et al., 2009; Perry et al., 2008). Bezuglich Autoimmun-
erkrankungen berichteten Nakasa et al., dass miRNA 146a hoher exprimiert im
synovialem Gewebe bei rheumatoider Arthritis ist, verglichen mit Osteoarthritis
und normalem synovialem Gewebe. Wir konnten nun demonstrieren, dass
miRNA 146a in PBMCs von MB-Patienten statistisch signifikant erhoht ist, ent-
sprechend den Ergebnissen von Nakasa et al. (Nakasa et al., 2008). Dieses Er-
gebnis unterstreicht die Idee, dass MB durch eine Immigration mononuklearer
Zellen, welche Th2 Zytokine produzieren, verursacht werden konnte. Durch die
in der vorliegenden Arbeit abgeleiteten Daten kann die These aufgestellt werden,
dass modifizierte PBMCs mit hochregulierter miRNA 146a das Schuldriisenge-
webe von MB-Patienten infiltrieren und damit entscheidend involviert in der Zu-
sammensetzung des lokalen Zytokinmilieu in MB sein kdnnten. Chen et al. konn-
ten in ihrer Meta-Analyse keinen Zusammenhang zwischen dem miR-146a
G/C rs2910164-Polymorphismus und der Entwicklung von AlTs finden (Chen et
al., 2013). Dies konnte darauf hindeuten, dass Autoimmunerkrankungen durch
einen Anstieg von miRNA146a und nicht durch einen miRNA146a-Polymorphis-
mus verursacht werden.

In einer vorhergehenden Studie konnte unsere Arbeitsgruppe zum ersten Mal
eine signifikante Senkung von miRNA 155_2 im Schilddrisengewebe von HT-
Patienten nachweisen (Bernecker et al., 2012). Im Jahr 2020 untersuchten

Yilmaz et al. die Expressionswerte von miRNA 155 aus Blutproben von Patienten
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mit HT. Ahnlich wie bei unserer Studie waren die miRNA 155 Expressionswerte
in der Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert
(Yilmaz et al., 2021). Daruber hinaus konnte in unserer Studie aufgezeigt werden,
dass beide Sequenzen der miRNA 155 (*_1 und _2) signifikant erniedrigt in CD8+
T-Zellen von HT-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe sind. Gleiches gilt fur
miRNA 155 2, welche signifikant erniedrigt in CD8+ T-Zellen von MB-Patienten
im Vergleich zur Kontrollgruppe sind. Bezuglich miRNA 155 haben Thai et al.
aufgezeigt, dass miRNA 155 eine wichtige Rolle im Immunsystem von Saugern
bei der spezifischen Regulation der T-Helfer-Zell-Differenzierung und Keimzell-
reaktion spielen, um eine optimale T-Zell abhangige Antikorperantwort zu erzeu-
gen (Thai et al., 2007). Auf Basis dieser Vorarbeit haben wir miRNA 155 als pas-
senden Kandidaten fur die miRNA Regulation bzw. Regulation in AlTs herange-
zogen.

Wie zuvor erwahnt, konnte in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt werden, dass
miRNA 155*1 und _2 signifikant erniedrigt in CD8+ T-Zellen im peripheren Blut
von HT-Patienten sind. Wie bei HT aufgezeigt, werden CD8+ T-Zellen aktiviert
und infiltrieren in die Schilddriise (Ehlers et al., 2012; Rodriguez et al., 2007). Wir
vermuten, dass die genetisch modifizierten CD8+ T-Zellen in die Schilddrise in-
filtrieren und nehmen an, dass die posttranskriptionelle Regulation, verursacht
durch die Erniedrigung von miRNA 155 in zytotoxischen CD8+ T-Zellen, zur pa-
thologischen Identifikation von schilddrisenspezifischen zellularen Antigenen
TPO und Tg durch CD8+ T-Zellen beitragt und zusatzlich an der Zerstérung der
Schilddruse involviert ist. Diese genannten Annahmen bedurfen weiterer Unter-
suchung.

Wir fanden aufRerdem eine Erniedrigung von miRNA 155_2 in zytotoxischen
CD8+ T-Zellen bei MB-Patienten im peripheren Blut. Auch wenn zunehmend klar
wird, dass CD8+ T-Zellen, aktiviert durch autoreaktive B-Zellen, zur toxischen
Reaktion im Schilddrisengewebe bei MB-Patienten beitragen (Slowik et al.,
2012), bleibt der genaue Mechanismus der Aktivierung unklar. Man geht davon
aus, dass die Aktivierung durch eine komplizierte Interaktion von Chemokinen
und Zytokinen verursacht wird. Im Zusammenhang mit den hier vorliegenden Er-
gebnissen, lasst sich folgende interessante These aufstellen: Konnten die identi-
fizierten Chemo- und Zytokine in MB Einfluss auf den Level von miRNA 155 in

MB haben, was zu post-transkriptioneller Regulation von CD8+ T-Zellen fuhrt?
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Vergangene grol3 angelegte Genomweite Assoziationsstudien (GWA) von Ein-
zelnukleotid-Polymorphismus (SNP) Variationen, erfassten viele Tausend indivi-
duelle genetische Profile von Homo Sapiens und erleichterten die Identifikation
von signifikanten genetischen Eigenschaften, welche hochst wahrscheinlich die
Pathogenese einiger groler Erkrankungen beeinflussen. Glinsky analysierte zum
ersten Mal Genexpressionsmuster von miRNAs in Zusammenhang mit AlTs
(Burton et al., 2007; Glinsky, 2008). Er konnte aufzeigen, dass mehrere miRNAs,
inklusive miRNA 200, mit AlTs im Allgemeinen verknupft sind und mit MB insbe-
sondere. Zuvor wurde die miRNA 200 Familie mit der Entwicklung und Prolifera-
tion von verschieden Typen von Krebs verknupft (Glinsky, 2008; Hung et al.,
2013; Soubani et al., 2012). Des Weiteren konnte in der vorliegenden Studie eine
Erniedrigung von miRNA 200a_1 und 200a2* in CD4+ und CD8+ T-Zellen im
peripheren Blut, aber nicht in PBMCs von MB- und HT-Patienten, erkannt wer-
den. Wir glauben, dass diese entgegengesetzten Ergebnisse in peripheren Blut-
zellen und Schilddrusengewebe eventuell durch die Involvierung von verschie-
denen Zellen verursacht wird. Die Senkung von miRNA 200a in peripheren CD4+
T-Zellen von HT-Patienten kdnnte moglicherweise zu einer Erhdhung von proin-
flamatorischen Th1 Zytokinen flhren, welche Schilddrisenzellen schadigen, die
wiederum die Produktion von miRNA 200a erhdhen. Die Senkung von miRNA
200a in CD8+ T-Zellen kdnnte zur pathologischen Erkennung von schilddrisen-
spezifischen zellularen Antigenen, wie z.B. TPO und Tg beitragen und schlief3lich
in eine Zerstérung der Schilddrise durch CD8+ T-Zellen flihren (Ehlers et al.,
2012). Die Erniedrigung von miRNA 200a in CD4+ T-Zellen von MB-Patienten
konnte auch eine Ursache fur die Erhéhung von proinflamatorischen Th1 sein

und auf diesem Wege zur Erkrankung beitragen.

Die weiteren untersuchten miRNAs zeigten in den Untersuchungen keine signifi-
kanten Veranderungen der verschiedenen AlTs, auch wenn Hinweise flr |hre

Beteiligung an der Immunregulation existieren.

In den 3 Gruppen (MB, HT, Kontrollgruppe) wurden keine signifikanten Unter-
schiede bezogen auf das Durchschnittsalter gefunden. In der HT-Gruppe waren
Frauen Uberreprasentiert. Dies spiegelt die 8-10 Mal hohere Anfalligkeit von

Frauen fir diese Erkrankung wider (Feldkamp, 2009). Es gibt jedoch derweil
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keine Daten, die den Einfluss des Geschlechts auf die Expression der miRNAs

beschreibt.

In den weiteren Untergruppenanalysen fanden wir keinen signifikanten Einfluss
des Geschlechts, Alters, Medikation, Schilddrisenfunktion, Dauer und Erkran-
kungsaktivitat auf die miRNAs. Trotzdem gilt diese Analyse auf Grund der limi-
tierten Anzahl von Patienten als vorlaufig. Liu et al. konnten aufzeigen, dass die
miRNA Expression in PBMCs durch die Schilddrisenfunktion beeinflusst wird
(Liu et al., 2012). Auch wenn Liu et al. nicht die Regulation von CD4+ und CD8+
T-Zellen untersucht haben, so konnten sie dennoch von Belang sein. Dies konnte
besonders wichtig flr die MB-Gruppe sein, da viele Patienten hier hyperthyreot
waren. Weiterfihrende Studien sollten folgen, um herauszufinden, ob Anderun-

gen in der miRNA Expression die Ursache oder die Folge von AlTs darstellen.
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5. Schlussfolgerung

MB und HT sind Autoimmunerkrankungen der Schilddriise, dessen genaue Atio-
logie noch nicht bekannt ist. miRNAs, welchen regulierende Funktionen in der
Genexpression zugesprochen werden, stehen unter Verdacht Einfluss auf auto-
immunologische Prozesse zu haben. Ziel der vorliegenden Studie war es, einen
Zusammenhang zwischen miRNAs und AITs zu untersuchen. Es konnte in vivo
gezeigt werden, dass die miRNAs 146a1, 200a1 und 155 in PBMCs, CD4+ und
CD8+ T-Zellen von Patienten, welche unter MB und HT leiden, vermutlich eine
beeinflussende Rolle spielen. Diese Daten kdnnten zu einem besseren Verstand-
nis der Ursache von Autoimmunprozessen, welche zu AlTs fuhren, beitragen. In
den verursachenden Zellen konnten signifikante Hoch- bzw. Runter-Regulatio-
nen von miRNAs erkannt werden, welche verantwortlich fur posttranskriptionelle
Genregulation in den verursachten Zellen zu sein scheinen. Weiterfolgende Un-
tersuchungen sind jedoch notwendig, um die Relevanz dieser Erkenntnisse in

AlTs sinnvoll nachzuvollziehen.
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