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I. EINLEITUNG 

Diabetes mellitus ist eine der häufigsten metabolischen Erkrankungen beim 

Menschen mit zurzeit 371 Millionen Betroffenen weltweit (GUARIGUATA, 

2012). Bei der Katze ist Diabetes mellitus die zweithäufigste Endokrinopathie mit 

einer Prävalenz von ca. 0,5 % bei Hauskatzen und bis zu 2 % bei Burmesen 

(OSTO et al., 2013). Beide Spezies erkranken überwiegend am Typ-2-

Diabetes-mellitus (T2DM), der durch eine Insulinresistenz der insulinabhängigen 

Gewebe sowie eine β-Zell-Dysfunktion gekennzeichnet ist (REUSCH et al., 2006; 

GASTALDELLI, 2011). Solange die β-Zellen noch eine Restfunktion besitzen, 

kann eine Insulintherapie bei Katzen mit T2DM zu einer Remission des Diabetes 

führen (OSTO et al., 2013). 

MicroRNAs (MiRNAs) sind kurze, nicht-kodierende Ribonukleinsäuren (RNA), 

die überwiegend repressive Effekte auf die Genexpression vermitteln. Sie sind in 

die Steuerung physiologischer Prozesse ebenso involviert wie in die Pathogenese 

zahlreicher Krankheiten wie etwa Tumor- und Herzerkrankungen, aber auch 

T2DM (HUANG et al., 2011a). Während frühe Studien die Veränderungen 

intrazellulärer miRNAs untersuchten, rücken seit etwa fünf Jahren die miRNA-

Expressionsmuster im Serum und anderen zellfreien Körperflüssigkeiten in den 

Fokus der Forschung, da zirkulierende miRNAs aufgrund ihrer hohen Stabilität 

ein großes Potential als diagnostische und prognostische Biomarker aufweisen 

(GILAD et al., 2008). Für Maus, Ratte und Mensch existieren bereits zahlreiche 

Assays zum Nachweis von miRNAs. Viele dieser Tests können für andere Tier-

arten verwendet werden, da die Sequenzen der miRNAs zwischen verschiedenen 

Spezies oft hoch konserviert sind (BOGGS et al., 2008; JOPLING, 2012). 

Die Erforschung der miRNAs könnte somit entscheidend dazu beitragen, sowohl 

die Pathogenese des humanen als auch des felinen T2DM weiter aufzuklären, 

sensitive und spezifische Biomarker für eine frühzeitige Diagnose und sichere 

Prognose zu entwickeln und eine effektivere Therapie zu ermöglichen. Da für die 

Katze bisher keine Studien zum Nachweis von miRNAs existieren, hatte die 

vorliegende Arbeit zum Ziel, (i) zirkulierende miRNAs im Katzenserum 

nachzuweisen, (ii) miRNA-Expressionsprofile gesunder und diabetischer Katzen 

zu erstellen und (iii) zu untersuchen, inwieweit die Remission eines Diabetes die 

Expression der Serum-miRNAs verändert. 
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II. LITERATURÜBERSICHT: MICRORNAS 

1. Entdeckung der microRNAs 

MiRNAs sind endogene, hoch konservierte, ca. 22 Nukleotide (nt) lange, nicht-

kodierende Ribonukleinsäuren, die überwiegend repressive Effekte auf die 

Genexpression auf post-transkriptionaler Ebene vermitteln (BARTEL, 2004; 

JOPLING, 2012). Die erste miRNA, lin-4, wurde im Nematoden Caenorhabditis 

elegans entdeckt. Lin-4 spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des 

Gens lin-14, dessen Unterdrückung notwendig für die korrekte Weiterentwicklung 

vom Larvenstadium 1 zum Larvenstadium 2 ist (WIGHTMAN et al., 1991; 

WIGHTMAN et al., 1993). LEE und Mitarbeiter fanden im Jahr 1993 heraus, dass 

das lin-4-Gen nicht, wie üblich, für ein Protein, sondern für zwei kurze RNA-

Moleküle mit einer Länge von 22 und 61 nt kodiert. Es wurde angenommen, dass 

das längere Transkript eine haarnadelartige Struktur aufweist und den Vorläufer 

der kürzeren RNA darstellt (LEE et al., 1993). Die Sequenz dieser lin-4-RNA 

erwies sich als komplementär zu einer wiederkehrenden Sequenz in der 

untranslatierten Region des 3'-Endes (3'-UTR) der lin-14-messenger-RNA 

(mRNA) (WIGHTMAN et al., 1993). Durch eine Antisense-Basenpaarung war 

eine Interaktion zwischen der lin-4-RNA und der lin-14-mRNA somit möglich, 

welche zu einer Unterdrückung der LIN-14-Proteinbiosynthese bei konstanten 

lin-14-mRNA-Leveln führte (LEE et al., 1993; WIGHTMAN et al., 1993). 

Mit lin-4 war das erste Mitglied einer neuen Klasse von Ribonukleinsäuren, den 

microRNAs, entdeckt worden. Ihre Existenz sollte das Verständnis über die 

Regulation der Genexpression fundamental verändern. Allerdings dauerte es 

weitere sieben Jahre, bis die Tragweite dieser Entdeckung klar wurde, da die 

Unterdrückung der Translation durch eine nicht-kodierende RNA für eine 

Kuriosität in Caenorhabditis gehalten wurde (AMBROS, 2008). Erst im Jahr 

2000 wurde die zweite ca. 21 nt lange miRNA, als let-7 bezeichnet, ebenfalls in 

Caenorhabditis elegans entdeckt (REINHART et al., 2000). Let-7 erwies sich in 

vielen Spezies, u. a. auch dem Menschen, als evolutionär konserviert. Diese 

Erkenntnis ließ erstmals den Verdacht aufkommen, dass die Genexpression 

generell durch kurze, nicht-kodierende Ribonukleinsäuren reguliert werden 

könnte (PASQUINELLI et al., 2000). Nachdem ein Jahr später zahlreiche dieser 
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Ribonukleinsäuren, außer in Würmern und Fliegen, auch in Säugetieren, 

einschließlich dem Menschen, nachgewiesen werden konnten, wurden diese 

Ribonukleinsäuren – nun als microRNAs bezeichnet – als neue Klasse anerkannt 

(LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LEE & AMBROS, 2001). 

Bis zum heutigen Tag wurden miRNAs in zahlreichen Tieren, Pflanzen und sogar 

Viren nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass die Sequenzen der einzelnen 

miRNAs in der Regel auch zwischen weiter entfernten Spezies hoch konserviert 

sind (LAGOS-QUINTANA et al., 2002; REINHART et al., 2002; BOGGS et al., 

2008; GRASSMANN & JEANG, 2008; IBANEZ-VENTOSO et al., 2008). 

Aktuell werden 24521 Vorläufer (precursor) und 30424 prozessierte (mature) 

miRNAs in 206 Spezies in der Datenbank mirBase (Version 20, 

http://microrna.sanger.ac.uk/) gelistet (GRIFFITHS-JONES, 2004; GRIFFITHS-

JONES et al., 2006; GRIFFITHS-JONES et al., 2008; KOZOMARA & 

GRIFFITHS-JONES, 2011). Allein für den Menschen sind mehr als 1800 

precursor und mehr als 2500 mature miRNAs aufgeführt. In der Datenbank sind 

ferner die miRNA-Informationen für die klassischen Labortiere Maus und Ratte 

sowie für einige Haus- und Nutztiere zu finden (Tabelle 1). Für die Katze (Felis 

catus) wurden bisher noch keine miRNAs experimentell nachgewiesen. Lediglich 

eine Studie zur Sequenzierung des Katzengenoms identifizierte Sequenzen, bei 

denen es sich potentiell um miRNAs handeln könnte (PONTIUS et al., 2007). 

Tabelle 1: Anzahl (n) der in mirBase Version 20 gelisteten microRNAs 

ausgewählter Spezies 

Spezies Precursor microRNAs (n) Mature microRNAs (n) 

Homo sapiens 1872 2578 

Mus musculus 1186 1908 

Gallus gallus 734 996 

Bos taurus 798 783 

Rattus norvegicus 449 728 

Equus caballus 341 360 

Sus scrofa 280 326 

Canis familiaris 324 291 

Ovis aries 105 153 
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2. Bedeutung von microRNAs 

Aktuell wird angenommen, dass ungefähr 60 % aller humanen protein-

kodierenden Gene miRNA-Ziele darstellen (FRIEDMAN et al., 2009). Die 

Genregulation durch miRNAs ist dabei sehr komplex, da auf der einen Seite eine 

einzige miRNA hunderte verschiedener mRNAs beeinflussen und auf der anderen 

Seite eine einzelne mRNA durch mehr als eine miRNA reguliert werden kann 

(LEWIS et al., 2003; SELBACH et al., 2008). Die Identifizierung aller Ziele einer 

miRNA und somit ihrer biologischen Funktionen stellt somit eine große 

Herausforderung dar (GUARNIERI & DILEONE, 2008; HUANG et al., 2011a). 

Gleichzeitig ist aber das detaillierte Verständnis aller Regulationsmechanismen 

die Grundvoraussetzung, um miRNAs diagnostisch, prognostisch und auch 

therapeutisch nutzen zu können (HUANG et al., 2011a). 

MiRNAs sind an der Steuerung von nahezu allen grundlegenden zellulären 

Prozessen, wie Proliferation, Differenzierung oder Apoptose, beteiligt (CHEN et 

al., 2010; VERONESE et al., 2010; GAO et al., 2011; LING et al., 2011). 

Desweiteren nehmen sie Einfluss auf die Entwicklung von Geweben und Organen 

und weisen deshalb häufig ein Gewebetyp- und Entwicklungsstadium-

spezifisches Expressionsmuster auf (LEE & AMBROS, 2001; LAGOS-

QUINTANA et al., 2002; BARTEL, 2004). Die Dysregulation von miRNAs spielt 

daher eine entscheidende Rolle bei der Entstehung neoplastischer, metabolischer 

oder kardiovaskulärer Erkrankungen (PERERA & RAY, 2007; HUANG et al., 

2011a). 

Ein Forschungsschwerpunkt der letzten Jahre war die Rolle von miRNAs in der 

Pathogenese von Neoplasien. Der erste Hinweis, dass miRNAs in die Onkogenese 

involviert sein könnten, kam von CALIN und Mitarbeitern im Jahr 2002. Sie 

fanden heraus, dass die miRNAs miR-15 und miR-16 in der Chromosomenregion 

13q14 lokalisiert sind, die bei Patienten mit chronischer lymphatischer B-Zell-

Leukämie häufig deletiert ist (CALIN et al., 2002). Inzwischen konnte durch 

zahlreiche Studien belegt werden, dass miRNAs sowohl als Tumorsuppressoren 

als auch als Onkogene agieren können (ESQUELA-KERSCHER & SLACK, 

2006). Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass miRNAs 

(und insbesondere zirkulierende miRNAs) ein großes Potential besitzen, um 

Erkrankungen in Zukunft früher und sicherer diagnostizieren, besser prognostisch 



II. Literaturübersicht: MicroRNAs     5 

einschätzen und gezielter therapieren zu können (KRÜTZFELDT et al., 2005; 

ZAMPETAKI et al., 2010; ZHANG et al., 2012). 

3. Vorkommen von microRNAs im Organismus 

In den ersten Jahren nach ihrer Entdeckung wurden ausschließlich Gewebeproben 

zum Nachweis von miRNAs verwendet. Erst im Jahr 2008 bewiesen LAWRIE 

und Mitarbeiter die Existenz von zirkulierenden miRNAs in humanem Serum und 

Plasma (LAWRIE et al., 2008). Inzwischen wurden miRNAs in nahezu allen 

Körpergeweben und -flüssigkeiten identifiziert (LAGOS-QUINTANA et al., 

2002; CHEN et al., 2008; WEBER et al., 2010). Obwohl RNA-Moleküle 

bekanntermaßen sehr empfindlich auf äußere Einflüsse reagieren und 

insbesondere durch die auch im Blut ubiquitär vorhandenen Ribonukleasen 

(RNasen) üblicherweise einem raschen Abbau unterliegen, erwiesen sich Serum-

miRNAs als äußerst stabil gegenüber einer enzymatischen Spaltung durch 

RNasen, pH-Wert-Veränderungen, extremen Temperaturschwankungen sowie 

ausgedehnter Lagerungsdauer (CHEN et al., 2008; GILAD et al., 2008; 

MITCHELL et al., 2008). 

MiRNAs erreichen die Zirkulation, indem sie entweder von gesunden oder 

erkrankten Zellen aktiv sezerniert oder von zugrunde gehenden Zellen infolge von 

Zellnekrose/-lyse passiv freigesetzt werden (VALADI et al., 2007; HUNTER et 

al., 2008; SKOG et al., 2008; TAYLOR & GERCEL-TAYLOR, 2008; KOSAKA 

et al., 2010; WANG et al., 2010; TURCHINOVICH et al., 2011). Je nach 

Sekretionsmechanismus können zirkulierende miRNAs vesikelgebunden, 

Lipoprotein-assoziiert oder nicht-vesikelgebunden vorliegen (VICKERS & 

REMALEY, 2012). Als Vesikel stehen Exosomen, Mikrovesikel und auch 

apoptotische Körperchen zur Verfügung (VALADI et al., 2007; HUNTER et al., 

2008; SKOG et al., 2008; TAYLOR & GERCEL-TAYLOR, 2008; ZERNECKE 

et al., 2009; KOSAKA et al., 2010; WANG et al., 2010; REID et al., 2011). 

Desweiteren kann der Transport von zirkulierenden miRNAs auch innerhalb von 

Lipoproteinen, wie etwa High-Density-Lipoproteinen (HDLs), stattfinden 

(VICKERS et al., 2011). Nicht-vesikelgebundene miRNAs liegen hingegen mit 

Proteinen assoziiert vor, wobei Proteine der Argonaut-Familie (AGO-Familie), 

insbesondere AGO2, eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen (WANG et al., 

2010; TURCHINOVICH et al., 2011). Die Stabilität zirkulierender miRNAs 
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konnte für vesikelgebundene sowie Lipoprotein-assoziierte miRNAs auf die sie 

umhüllende Lipidschicht zurückgeführt werden, während nicht-vesikelgebundene 

miRNAs durch die mit ihnen assoziierten AGO-Proteine vor dem Abbau 

geschützt sind (KOSAKA et al., 2010; WANG et al., 2010; TURCHINOVICH et 

al., 2011; VICKERS & REMALEY, 2012). 

Passiv freigesetzte miRNAs weisen vermutlich keine biologische Aktivität auf. 

Hingegen existieren inzwischen sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Studien, die 

nachweisen konnten, dass aktiv sezernierte miRNAs eine entscheidende Rolle in 

der interzellulären Kommunikation spielen (VICKERS & REMALEY, 2012). Um 

auf die unterschiedlichen Stoffwechselsituationen angemessen reagieren zu 

können, muss die Zelle gezielt die benötigten miRNAs auswählen, verpacken und 

exportieren. Eine derart bedarfsorientierte Selektion konnte bereits für 

vesikelgebundene sowie HDL-assoziierte zirkulierende miRNAs gezeigt werden 

(VALADI et al., 2007; KOSAKA et al., 2010; WANG et al., 2010; ZHANG et al., 

2010b; VICKERS et al., 2011; VICKERS & REMALEY, 2012). Nach ihrem 

Export werden die miRNAs dann über die Zirkulation zur Zielzelle transportiert 

und von dieser über noch nicht näher charakterisierte Mechanismen aufgenommen 

(ZHANG et al., 2010b; VICKERS & REMALEY, 2012). Für den Import von 

HDL-assoziierten miRNAs scheint eine Abhängigkeit von der 

Scavenger-Rezeptor-Klasse-B-Typ I zu bestehen (VICKERS et al., 2011). Nach 

ihrer Aufnahme sind die transferierten miRNAs dann in der Lage, die 

Genexpression ihrer Zielzelle spezifisch zu verändern (ZERNECKE et al., 2009; 

IGUCHI et al., 2010; KOSAKA et al., 2010; ZHANG et al., 2010b; VICKERS et 

al., 2011). So konnte u. a. gezeigt werden, dass der zirkulierende 

Tumorsuppressor miR-146a von den Zellen der metastatischen Prostatakrebs-

Zelllinie PC-3M-luc aufgenommen wird und dort zu einer Hemmung der 

Zellproliferation der Tumorzellen führt (KOSAKA et al., 2010). Endothelzellen, 

die durch Atherosklerose zugrunde gehen, sezernieren apoptotische Körperchen, 

in denen miR-126 angereichert ist. Benachbarte Gefäßzellen nehmen diese 

miRNA auf, wodurch es über eine veränderte Chemokin-Expression zur 

Rekrutierung von Progenitorzellen und einer Reduzierung der atherosklerotischen 

Plaques kommt (ZERNECKE et al., 2009). Ob auch nicht-vesikelgebundene 

miRNAs über diese Art der Zell-zu-Zell-Kommunikation eine biologische 
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Aktivität in Zielzellen ausüben können, bleibt zu klären (TURCHINOVICH et al., 

2011; VICKERS & REMALEY, 2012). 

Veränderungen im Expressionsmuster zirkulierender miRNAs können somit 

einerseits als Folge eines pathologischen Zustandes angesehen werden, 

andererseits wird vermutet, dass sie auch eine konkrete biologische Funktion in 

der Pathogenese innehaben, da sich ihre Expressionsmuster schon vor dem 

Auftreten einer Erkrankung zu ändern scheinen. Dies würde bedeuten, dass eine 

Erkrankung die direkte Folge dysregulierter miRNAs wäre. Zirkulierende 

miRNAs hätten somit nicht nur eine Bedeutung als Biomarker für verschiedenste 

Erkrankungen, sondern könnten auch als Ansatzpunkt für therapeutische 

Interventionen dienen (RAYNER & HENNESSY, 2013). 

4. Biogenese der microRNAs 

MiRNA Gene sind sehr häufig in Introns, seltener in Exons von protein-

kodierenden und nicht-kodierenden Genen lokalisiert (intragenisch), können aber 

auch zwischen Genen gelegen sein (intergenisch) (LAU et al., 2001; 

RODRIGUEZ et al., 2004; KIM & KIM, 2007; UL HUSSAIN, 2012). Nicht 

selten sind mehrere miRNAs zu einem Gen-Cluster zusammengefasst (LAGOS-

QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; UL HUSSAIN, 2012). 

Nachfolgend wird die miRNA-Biogenese bei Säugetieren detailliert beschrieben 

(Abbildung 1). Die miRNA-Biogenese bei Wirbellosen verläuft unter 

Verwendung homologer Proteine ähnlich, während sie bei Pflanzen deutliche 

Unterschiede im Ablauf aufweist (LANDTHALER et al., 2004; AXTELL et al., 

2011). 

Die im Zellkern stattfindende Transkription wird durch eine RNA-Polymerase II 

(LEE et al., 2004), seltener durch eine RNA-Polymerase III realisiert 

(BORCHERT et al., 2006). Es entsteht ein bis zu mehrere tausend Nukleotide (nt) 

langes Transkript, das als primäre miRNA (primary miRNA, pri-miRNA) 

bezeichnet wird (LEE et al., 2002; CAI et al., 2004). Dieses besitzt in der Regel 

eine Kopfkappe (7-Methylguanosin Cap) am 5'-Ende sowie einen 

Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende (CAI et al., 2004; LEE et al., 2004). Außerdem 

lagert sich das Transkript zu einer Schleifenstruktur mit einem ca. 33 Basenpaaren 

langen, imperfekt gepaarten Stamm mit langen flankierenden Sequenzen 
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zusammen (HAN et al., 2006). Bei geclusterten Genen entsteht üblicherweise ein 

polycistronisches pri-miRNA-Transkript (LAU et al., 2001; LEE et al., 2002; CAI 

et al., 2004). 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der microRNA-Biogenese beim 

Säugetier (modifiziert nach FILIPOWICZ und Mitarbeitern, 2008) 

AGO1-4: Proteine der Argonaut-Familie, CCR4-NOT: ein Deadenylase-

Komplex, DGCR8: DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8, miRISC: 

miRNA-induced silencing complex, Pre-miRNA: Vorläufer-microRNA, 

Pri-miRNA: primäre microRNA, Ran-GTP: Ran-Guanin Triphosphatase, TRBP: 
human immunodeficiency virus-1 transactivating response RNA binding protein. 



II. Literaturübersicht: MicroRNAs     9 

Die pri-miRNA wird noch im Zellkern zu einer ca. 70 nt langen, haarnadelartigen 

Vorläufer-miRNA (precursor-miRNA, pre-miRNA) prozessiert (LEE et al., 2002; 

LEE et al., 2003). Dies wird durch die RNase III Drosha bewerkstelligt, die im 

sog. Mikroprozessor-Komplex zusammen mit dem Doppelstrang-RNA-bindenden 

Protein DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) vorliegt (LEE et 

al., 2003; DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004; HAN et al., 2004; 

LANDTHALER et al., 2004). DGCR8 ist hierbei für die Bindung der pri-miRNA 

und die Markierung der Schnittstelle für Drosha essentiell, welche den Stamm 

elf Basenpaare von der Vereinigungsstelle der beiden Einzelstränge entfernt 

spaltet (HAN et al., 2006). Das entstandene Doppelstrangende der 

haarnadelartigen pre-miRNA bildet das eine Ende des späteren miRNA/miRNA*-

Duplex und weist die für eine Spaltung durch eine RNase III Endonuklease 

typischen Eigenschaften auf, eine Phosphatgruppe am 5'-Ende und eine 

OH-Gruppe sowie einen ca. 2 nt langen Überhang am 3'-Ende (BASYUK et al., 

2003; LEE et al., 2003). Das andere Ende des miRNA/miRNA*-Doppelstrangs 

entsteht in einem nachfolgenden Schritt außerhalb des Zellkerns. Hierzu wird die 

pre-miRNA durch Exportin 5 in der Gegenwart des Cofaktors Ran-GTP 

(Ran-Guanin Triphosphatase) ins Zytoplasma der Zelle exportiert (YI et al., 2003; 

BOHNSACK et al., 2004; LUND et al., 2004). 

Im Zytoplasma erfolgt die Spaltung der pre-miRNA zu einer ca. 22 nt langen, 

doppelsträngigen maturen miRNA, dem miRNA/miRNA*-Duplex, durch die 

RNase III Endonuklease Dicer (HUTVAGNER et al., 2001; LEE et al., 2002). 

Die Piwi-Argonaut-Zwille-Domäne (PAZ-Domäne) von Dicer erkennt hierbei den 

3'-Überhang der pre-miRNA, welche nachfolgend durch die beiden das 

Reaktionszentrum bildenden RNase-III-Domänen gespalten wird (ZHANG et al., 

2004). Das entstehende Ende des miRNA/miRNA*-Duplex weist ebenso wie das 

durch Drosha prozessierte Ende einen ca. 2 nt langen Überhang am 3'-Ende auf 

(ZHANG et al., 2004). Dicer liegt während der Spaltung in einem ca. 500 kDa 

großen Komplex zusammen mit den beiden Doppelstrang-RNA-bindenden 

Proteinen TRBP (human immunodeficiency virus (HIV)-1 transactivating 

response (TAR) RNA binding protein) und PACT (protein kinase R (PKR) 

activating protein) sowie einem Protein der Argonaut-Familie (AGO-Protein) vor 

(CHENDRIMADA et al., 2005; GREGORY et al., 2005; HAASE et al., 2005; 

LEE et al., 2006). Dieser Multiprotein-Komplex ist dabei nicht nur für die 
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Spaltung der pre-miRNA durch Dicer verantwortlich, sondern stellt auch die 

Ausgangsbasis für die Entstehung und Funktion des miRNA-Effektorkomplexes, 

des sog. miRISC (miRNA-induced silencing complex), dar und wird deshalb auch 

als „miRISC-loading complex“ bezeichnet (CHENDRIMADA et al., 2005; 

GREGORY et al., 2005; MANIATAKI & MOURELATOS, 2005; LEE et al., 

2006; UL HUSSAIN, 2012). Der miRISC ist ein miRNA-Ribonukleoprotein-

Komplex (miRNP), der über den Abbau der Ziel-mRNA oder die Hemmung der 

Translation für die miRNA-vermittelte Inhibition der Genexpression 

verantwortlich ist (FILIPOWICZ et al., 2008; UL HUSSAIN, 2012). Er enthält als 

Schlüsselkomponenten den funktionellen miRNA-Strang sowie Proteine der 

AGO- und der GW182-Familie (glycine-tryptophan protein of 182 kDa) 

(MEISTER et al., 2004; EULALIO et al., 2008; UL HUSSAIN, 2012). Bisher 

wurden im miRISC von Säugetieren vier verschiedene AGO-Proteine (AGO1 bis 

AGO4) nachgewiesen, die alle an der Unterdrückung der Translation beteiligt sein 

können. Allerdings weist von diesen nur AGO2 eine endonukleolytische Aktivität 

auf (MEISTER et al., 2004; UL HUSSAIN, 2012). 

Nachdem das miRNA/miRNA*-Duplex durch Dicer gebildet und anschließend 

entwunden wurde, wird der funktionelle Strang selektiert und auf das im miRISC 

enthaltene AGO-Protein übertragen (GREGORY et al., 2005; MANIATAKI & 

MOURELATOS, 2005). Die Entscheidung, welcher Strang als funktioneller 

Strang erkannt wird, hängt dabei vor allem von den thermodynamischen 

Eigenschaften der asymmetrischen Doppelstrang-RNA ab. Der Strang mit der 

geringeren internen Stabilität am 5'-Ende (guide strand, miRNA) bleibt bevorzugt 

im miRISC inkorporiert, während der andere Strang (passenger strand, miRNA*) 

freigesetzt und degradiert wird (KHVOROVA et al., 2003; SCHWARZ et al., 

2003). Allerdings kann auch der miRNA*-Strang, wenn auch in selteneren Fällen, 

im miRISC verbleiben und regulatorische Aktivität ausüben (OKAMURA et al., 

2008). Weder die Spaltung der pre-miRNA noch der Zusammenbau des miRISC 

oder dessen Funktion sind dabei ATP-abhängig (GREGORY et al., 2005; 

MANIATAKI & MOURELATOS, 2005). Abbildung 2 stellt die Entstehung eines 

miRISC sowie seinen Wirkmechanismus bei perfekter Basenpaarung zwischen 

miRNA und ihrer Ziel-mRNA schematisch dar. 
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Abbildung 2: Entstehung des miRISC und AGO2-abhängige Degradierung 

der Ziel-mRNA (modifiziert nach GREGORY und Mitarbeitern, 2005) 

(1) Spaltung der pri-miRNA zur pre-miRNA durch den Mikroprozessor-Komplex 

Drosha/DGCR8. (2) Ran-GTP abhängiger Export der pre-miRNA ins Zytoplasma 

durch Exportin 5 und Entstehung des „miRISC-loading complex“. (3) Spaltung 

der pre-miRNA durch Dicer und Entstehung des miRISC. (4) Entwinden des 

miRNA/miRNA*-Duplex und Identifizierung des funktionellen Strangs. 

(5) Übertragung des funktionellen Strangs innerhalb des miRISC auf AGO2. 

(6) Interaktion der miRNA mit der Ziel-mRNA durch Basenpaarung. 

(7) Endonukleolytische Spaltung der Ziel-mRNA durch AGO2 bei perfekter 

Komplementarität zwischen miRNA und Ziel-mRNA. (8) miRISC Recycling. 

AGO2: Protein der Argonaut-Familie, DGCR8: DiGeorge Syndrome Critical 

Region Gene 8, miRISC: miRNA-induced silencing complex, miRNA: 

microRNA, mRNA: messenger RNA, pre-miRNA: Vorläufer-microRNA, 

pri-miRNA: primäre microRNA, Ran-GTP: Ran-Guanin Triphosphatase, TRBP: 

human immunodeficiency virus-1 transactivating response RNA binding protein. 

Obwohl die meisten miRNAs durch diesen klassischen Weg generiert werden, 

sind in jüngster Vergangenheit auch andere Biogenese-Wege entdeckt worden 

(WESTHOLM & LAI, 2011; OKAMURA, 2012). Es besteht beispielsweise die 

Möglichkeit, dass durch Spleißen von kurzen Introns sog. „mirtrons“ gebildet 

werden. Hierbei wandelt ein „lariat-debranching“-Enzym nach dem Spleißen das 

RNA-Molekül in eine lineare, haarnadelartige Struktur um, welche der einer 

pre-miRNA ähnelt. Durch den Spleißvorgang entsteht das eine Ende des späteren 

miRNA/miRNA*-Duplex, so dass mirtrons unter Umgehung des 

Drosha/DGCR8-Schrittes in den miRNA-Biogeneseweg eingeschleust werden 
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können (Abbildung 1) (OKAMURA et al., 2007; RUBY et al., 2007; SIBLEY et 

al., 2012). Desweiteren besteht die Möglichkeit, dass miRNAs mit bestimmter 

Sekundärstruktur unabhängig von Dicer durch die katalytische Aktivität von 

AGO2 prozessiert werden (CIFUENTES et al., 2010). 

5. Funktion der microRNAs 

MiRNAs vermitteln ihre üblicherweise repressiven Effekte auf die 

Genexpression, indem sie durch Basenpaarung an ihre Ziel-mRNA binden. 

Voraussetzung hierfür ist die Inkorporation der einsträngigen maturen miRNA in 

den miRISC, wodurch dieser in die Lage versetzt wird, mit der 3'-UTR, seltener 

der 5'-UTR oder dem offenen Leseraster (ORF), der Ziel-mRNA zu interagieren 

(LYTLE et al., 2007; OROM et al., 2008; ZHOU et al., 2009). Für die korrekte 

Identifizierung der Ziel-mRNA ist eine perfekt-komplementäre Basenpaarung 

zwischen dieser und der Seed-Region der miRNA entscheidend. Die Seed-Region 

besteht aus den Nukleotiden 2 - 8 ausgehend vom 5'-Ende der miRNA und weist 

den höchsten Grad an Konservierung auf (LEWIS et al., 2003; LEWIS et al., 

2005; BARTEL, 2009). Inzwischen sind allerdings auch miRNA/mRNA-

Paarungen mit imperfekter Komplementarität in der Seed-Region gefunden 

worden (DIDIANO & HOBERT, 2006). 

Die Regulation der Genexpression kann anschließend auf verschiedenen Wegen 

erfolgen. Das Schicksal der Ziel-mRNA hängt dabei entscheidend von der 

Komplementarität der beiden Interaktionspartner außerhalb der Seed-Region 

sowie der biologischen Aktivität des im miRISC integrierten AGO-Proteins ab. 

Wenn die Basenpaarung zwischen miRNA und Ziel-mRNA perfekt-

komplementär ist und der miRISC das eine Endonuklease-Aktivität aufweisende 

AGO2 enthält, wird die mRNA sequenzunabhängig gespalten (HUTVAGNER & 

ZAMORE, 2002; LLAVE et al., 2002; ZENG et al., 2003; MEISTER et al., 2004; 

YEKTA et al., 2004). Dies ist der primäre Mechanismus in Pflanzen (RHOADES 

et al., 2002). Eine imperfekte Komplementarität, wie sie in der Regel im Tierreich 

vorkommt, führt dagegen zu einer Inhibition der Translation und/oder einer 

AGO2-unabhängigen exonukleolytischen Degradierung der Ziel-mRNA. Bisher 

konnten die genauen Mechanismen der translationalen Inhibition bei imperfekter 

Basenpaarung nicht vollständig aufgeklärt werden (RHOADES et al., 2002; 

SEGGERSON et al., 2002; BAGGA et al., 2005; LIM et al., 2005; PILLAI et al., 
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2005; FILIPOWICZ et al., 2008; CARTHEW & SONTHEIMER, 2009; UL 

HUSSAIN, 2012). Dagegen ist inzwischen bekannt, dass miRNAs die Translation 

nicht nur unterdrücken, sondern auch aktivieren können (VASUDEVAN et al., 

2007; OROM et al., 2008). 

6. Nachweis von microRNAs 

Computer-basierte Methoden werden häufig zum Auffinden von potentiellen 

miRNA-Strukturen innerhalb des Genoms verwendet. Ihr definitiver Nachweis 

erfolgt dann über experimentelle Verfahren (HUANG et al., 2011b). Um einen 

Überblick über die Expression und Regulation der miRNAs eines Gewebes zu 

erhalten, werden Hochdurchsatzverfahren wie miRNA-Microarrays oder 

Next-Generation-Sequencing-Techniken eingesetzt. Die so gewonnenen Daten 

müssen allerdings durch miRNA-spezifische Methoden wie der Reversen-

Transkription-quantitativen-Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion oder dem 

Northern Blot bestätigt werden. In Geweben kommt zusätzlich die In-situ-

Hybridisierung zum Einsatz (VAN ROOIJ, 2011). 

6.1. MicroRNA-Microarrays 

Die miRNA-Microarray-Technologie basiert auf der Hybridisierung zwischen 

markierten miRNAs und den zu ihnen komplementären Oligonukleotid-Sonden, 

die auf einem Glasträger fixiert sind. Die Fluoreszenzsignale können entsprechend 

lokalisiert, quantifiziert und einer speziellen miRNA zugeordnet werden (LI & 

RUAN, 2009; HUANG et al., 2011b). MiRNA-Microarrays gehören zu den 

Hochdurchsatzverfahren und eignen sich, um eine große Anzahl von miRNAs 

parallel in einer einzigen Probe nachzuweisen (QAVI et al., 2010; VAN ROOIJ, 

2011). Sie benötigen nur geringe Mengen an eingesetzter Gesamt-RNA und 

weisen eine exzellente technische Reproduzierbarkeit auf (YENDAMURI & 

KRATZKE, 2011). Bei entsprechender Sondenherstellung können sowohl mature 

als auch pre-miRNAs, jedoch keine unbekannten miRNAs detektiert werden, da 

die miRNA-Sequenzen zur Herstellung der Oligonukleotid-Sonden bekannt sein 

müssen (QAVI et al., 2010; VAN ROOIJ, 2011). Schwierigkeiten können bei der 

Detektion von niedrig exprimierten miRNAs sowie bei der Abgrenzung von 

miRNAs entstehen, die sich nur in einer Nukleinsäure unterscheiden (YANG et 

al., 2011). MiRNA-Microarrays werden hauptsächlich zur Beurteilung der 
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relativen Expressionsänderung zwischen verschiedenen Proben eingesetzt (QAVI 

et al., 2010; VAN ROOIJ, 2011). 

6.2. Next-Generation-Sequencing 

Der Begriff Next-Generation-Sequencing (NGS) oder auch Deep-Sequencing 

fasst methodisch unterschiedliche Technologien zusammen, die eine Massen-

Parallelsequenzierung von miRNAs nach vorangehender Amplifikation erlauben. 

NGS-Verfahren weisen im Vergleich zu miRNA-Microarrays eine höhere 

Sensitivität auf. Desweiteren können sie unbekannte miRNAs sowie miRNAs mit 

niedrigen Expressionsleveln nachweisen und miRNAs mit fast identischen 

Sequenzen unterscheiden. NGS-Verfahren weisen einen großen Dynamikbereich 

auf und messen absolute Häufigkeiten. Jedoch müssen große Mengen an 

Gesamt-RNA eingesetzt werden, und die Verfahren sind noch vergleichsweise 

teuer. Außerdem ist die bioinformatische Auswertung der Resultate sowie ihre 

korrekte Bewertung aufgrund der Generierung sehr großer Datenmengen bei 

diesen Verfahren nicht einfach (HUANG et al., 2011b; VAN ROOIJ, 2011; 

YENDAMURI & KRATZKE, 2011). 

6.3. Reverse-Transkription-quantitative-Real-Time-PCR 

Die Reverse-Transkription-quantitative-Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion 

(RT-qPCR) ist das am häufigsten eingesetzte Verfahren, um Resultate aus 

Hochdurchsatzverfahren zu bestätigen. Nach Extraktion der Gesamt-RNA wird 

diese mittels reverser Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben. Hierfür 

werden entweder universelle oder miRNA-spezifische RT-Primer verwendet. Der 

Einsatz von universellen Primern ist insbesondere für den parallelen Nachweis 

verschiedener miRNAs aus einem kleinen Probenvolumen geeignet. MiRNA-

spezifische Primer liegen entweder in haarnadelartiger (stem-loop) oder linearer 

Form vor. Stem-loop-Primer sind zwar schwieriger in ihrer Herstellung, haben 

aber den Vorteil, dass ihre Struktur das Annealing des Primers mit pre- und 

pri-miRNAs verhindert und hierdurch die Spezifität im Vergleich zu linearen 

Primern erhöht wird (BENES & CASTOLDI, 2010; QAVI et al., 2010; VAN 

ROOIJ, 2011). 

In der nachfolgenden qPCR kommen der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff 

SYBR Green I oder sog. TaqMan-Sonden zum Nachweis von miRNAs zum 

Einsatz. Da SYBR Green I auch nicht-spezifische, doppelsträngige PCR-
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Produkte, wie beispielsweise Primer-Dimere, bindet, ist die Durchführung einer 

Schmelzkurvenanalyse zur Sicherstellung der Spezifität der 

Amplifikationsprodukte notwendig. TaqMan-Sonden besitzen einen Quencher 

und einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und hybridisieren während des 

qPCR-Zyklus mit ihrem komplementären Strang. Durch die 5'-3'-Exonuklease-

Aktivität der Taq-Polymerase kommt es zu einem schrittweisen Abbau der Sonde, 

wodurch der Reporter vom Quencher räumlich getrennt wird und die Fluoreszenz 

nachgewiesen werden kann. Diese Methode weist eine hohe Spezifität auf, ist 

aber auch entsprechend teuer (BENES & CASTOLDI, 2010). Die relative 

Quantifizierung der miRNAs erfolgt über die delta-delta-quantification-cycle-

Methode (∆∆Cq-Methode) (PFAFFL et al., 2002). Die RT-qPCR ist schnell und 

sensitiv, weist einen großen Dynamikbereich auf, benötigt wenig 

Ausgangsmaterial und kann auch niedrig exprimierte miRNAs sicher nachweisen. 

Die größte Schwachstelle der RT-qPCR besteht aktuell im Mangel an validierten 

Referenzgenen und in der Uneinigkeit über die zu verwendende 

Normalisierungsmethode (BENES & CASTOLDI, 2010; YENDAMURI & 

KRATZKE, 2011). Desweiteren kann eine Kreuzhybridisierung zwischen 

paralogen miRNAs nicht ausgeschlossen werden (VAN ROOIJ, 2011). 

6.4. Weitere Nachweismethoden 

Northern Blot und In-situ-Hybridisierung können ebenfalls zum Nachweis von 

miRNAs verwendet werden, kommen aber seltener zum Einsatz. Der methodische 

Ablauf beider Verfahren ist analog zum Vorgehen beim Nachweis von mRNAs. 

Der Northern Blot liefert Informationen über die Größe der miRNAs und kann 

zwischen maturen miRNAs und pre-miRNAs differenzieren. Er ist allerdings 

zeitaufwendig und benötigt große Mengen an eingesetzter Gesamt-RNA. Die 

In-situ-Hybridisierung wird zur Darstellung der spatio-temporalen Expression 

einer miRNA auf (sub)zellulärer Ebene und in Geweben verwendet. Beide 

Verfahren sind zum Screening ungeeignet (QAVI et al., 2010; HUANG et al., 

2011b; VAN ROOIJ, 2011). 

7. MicroRNAs und Diabetes mellitus Typ 2 

MiRNAs sind an vielen regulatorischen Vorgängen beteiligt, die in direktem 

Zusammenhang mit der Pathogenese des Diabetes mellitus stehen. Sie spielen 

eine entscheidende Rolle bei der Organogenese der pankreatischen Inselzellen, 
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der Insulinproduktion und -sekretion der Zellen, der Entstehung der 

Insulinresistenz sowie der Adipogenese und beim Lipidstoffwechsel (PANDEY et 

al., 2009; DEHWAH et al., 2012; SHANTIKUMAR et al., 2012; MAO et al., 

2013). 

7.1. Rolle im endokrinen Pankreas und in der β-Zell-Dysfunktion 

MiR-375 wird in den Langerhans-Inseln sehr stark exprimiert und steuert 

zusammen mit zahlreichen weiteren miRNAs (z. B. miR-7 und miR-124a2) die 

embryonale Entwicklung der pankreatischen Inselzellen (BAROUKH et al., 2007; 

KLOOSTERMAN et al., 2007; JOGLEKAR et al., 2009). Diese miRNA ist 

außerdem an der Regulation der Glukose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS) und 

-genexpression der β-Zellen sowie am Erhalt der normalen α- und β-Zell-Masse 

beteiligt. Im Jahr 2004 konnten POY und Mitarbeiter erstmals zeigen, dass 

miR-375 in der murinen β-Zelllinie MIN6 eine Herunterregulation seines Targets 

Myotrophin (Mtpn) bewirkt. Mtpn ist in die Insulinexozytose involviert, so dass 

eine verstärkte Expression von miR-375 eine verminderte GSIS zur Folge hatte 

(POY et al., 2004; XIA et al., 2011). 

In einer weiteren Studie konnten EL OUAAMARI und Mitarbeiter (2008) zeigen, 

dass in der Insulinoma-Zelllinie INS-1E erhöhte miR-375-Konzentrationen zu 

einer Herunterregulation der 3'-Phosphoinositid-abhängigen Proteinkinase-1 

(PDK1), einem Schlüsselenzym des Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-

Signalwegs, führen. Hierdurch kommt es letztendlich zu einer verminderten 

Glukose-stimulierten Insulingenexpression. Desweiteren wurde in dieser Zelllinie 

sowie in Inselzellen der Ratte der Zusammenhang zwischen einer Hyperglykämie 

und der miR-375-Expression untersucht. Erhöhte Glukosekonzentrationen führten 

zu einer reduzierten Expression von miR-375-Vorläufermolekülen und über 

PDK1 zu einer erhöhten Insulingenexpression. Erwartungsgemäß konnten 

verminderte miR-375-Konzentrationen auch in den Inselzellen diabetischer 

Goto-Kakizaki-Ratten (GK-Ratten) im Vergleich zu normoglykämischen Wistar-

Kontrolltieren gefunden werden (EL OUAAMARI et al., 2008). 

Umgekehrt konnten POY und Mitarbeiter (2009) zeigen, dass normalgewichtige 

miR-375-Knockout-Mäuse (375KO) infolge des Verlustes dieser miRNA eine 

chronische Hyperglykämie entwickeln. Die Hyperglykämie war dabei primär auf 

eine erhöhte α-Zell-Zahl mit nachfolgender Hyperglukagonämie, gesteigerter 
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hepatischer Glukoneogenese sowie verstärkter Abgabe von Glukose ins Blut 

zurückzuführen. Dagegen wurde die moderate Reduktion der β-Zell-Zahl infolge 

einer verminderten Proliferation als nicht ursächlich für die Hyperglykämie 

angesehen, insbesondere da sich die Plasmainsulinkonzentrationen unverändert 

darstellten und auch keine Insulinresistenz zu beobachten war (POY et al., 2009). 

Obese Leptin-Knockout-Mäuse (ob/ob), die ein Modell für eine erhöhte β-Zell-

Masse infolge ausgeprägter Insulinresistenz darstellen, zeigten eine erhöhte 

Expression von miR-375. Wurde bei diesen Mäusen jedoch eine genetische 

Depletion von miR-375 durchgeführt, entwickelten die Tiere (375/ob) einen 

Diabetes. Dies konnte durch eine verminderte Proliferationskapazität des 

endokrinen Pankreas mit Abnahme der β-Zell-Masse und -Zahl und 

entsprechender Reduktion der Plasmainsulinkonzentrationen erklärt werden (POY 

et al., 2009). 

Unklar ist jedoch, wie die Forschungsergebnisse von ZHAO und Mitarbeitern 

(2010) einzuordnen sind. Im Gegensatz zu der verminderten Expression von 

miR-375 in diabetischen Tiermodellen wiesen Inselzellen von humanen T2DM-

Patienten erhöhte miR-375-Konzentrationen auf. Die verstärkte Expression dieser 

miRNA war mit der Ablagerung von Amyloid und einer verminderten β-Zell-

Masse assoziiert (ZHAO et al., 2010). MiR-375 ist auf eine sehr komplexe Weise 

in die Glukosehomöostase involviert, und es sind weitere Studien nötig, um die 

bisher gewonnen Erkenntnisse zu vervollständigen und sie in ihrer Gesamtheit zu 

verstehen. 

Neben den bisher erwähnten miRNAs nehmen weitere miRNAs Einfluss auf die 

Insulinsekretion, in dem sie die Expression von Proteinen verändern, die an der 

Insulinexozytose beteiligt sind. Für miR-9, miR-34a und miR-124a konnten 

bereits die direkten und indirekten Targets ermittelt werden. Obwohl diese 

miRNAs unterschiedliche Proteine reprimieren, bewirkt ihre verstärkte 

Expression in allen Fällen eine verminderte GSIS (PLAISANCE et al., 2006; 

LOVIS et al., 2008a; LOVIS et al., 2008b). Übereinstimmend mit diesen 

Ergebnissen konnte in Inselzellen diabetischer Leptinrezeptor-Knockout Mäuse 

(db/db) eine verstärkte Expression von miR-34a im Vergleich zu Kontrolltieren 

gefunden werden (LOVIS et al., 2008b). 
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Eine Hyperglykämie führt zu einem veränderten miRNA-Expressionsmuster der 

β-Zellen, wobei viele der durch Glukose regulierten miRNAs ihrerseits wieder 

den Insulinmetabolismus beeinflussen. Bei Inkubation der β-Zelllinie MIN6 mit 

hohen Glukosekonzentrationen konnte eine verstärkte Expression von 50 miRNAs 

gefunden werden, darunter miR-30d, miR-103, miR-107, miR-132 und miR-212. 

Dagegen war eine verminderte Expression lediglich für elf miRNAs 

nachzuweisen (TANG et al., 2009). Eine durch Glukose induzierte Erhöhung von 

miR-30d konnte auch in pankreatischen Inselzellen der Maus gezeigt werden. 

MiR-30d wirkt hierbei über die Herunterregulation ihres direkten Targets, der 

Mitogen-aktivierten-Protein-4-Kinase-4 (Map4k4), sowie indirekt über die 

Erhöhung von MafA, einem β-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktor. Als Folge 

kommt es zu einer erhöhten Glukose-stimulierten Insulingentranskription (TANG 

et al., 2009; ZHAO et al., 2012). Diese physiologische Gegenregulation scheint 

jedoch bei Vorliegen eines Diabetes mellitus nicht zu funktionieren, da in 

Inselzellen von Leptinrezeptor-Knockout-Mäusen (db/db) mit manifestem 

Diabetes mellitus eine verminderte Expression von miR-30d bei erhöhten 

Map4k4-Konzentrationen gefunden wurde (ZHAO et al., 2012). 

Eine veränderte Expression von 30 Inselzell-miRNAs konnte in 

hyperglykämischen GK-Ratten im Vergleich zu normoglykämischen 

Wistar-Kontrolltieren nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass vier dieser 

miRNAs (miR-130a, miR-132, miR-212 und miR-335) durch Hyperglykämie 

reguliert werden und dass miR-335 durch Herunterregulation des 

Syntaxin-bindenden-Proteins-1 (Stxbp1) zu einer beeinträchtigten GSIS führt 

(ESGUERRA et al., 2011). Auch miR-15a gehört zu den durch Glukose 

regulierten miRNAs. Eine kurzfristige Erhöhung der Blutglukose führte in 

Inselzellen der Maus zu einer verstärkten Expression dieser miRNA. Die 

Erhöhung von miR-15a ging in MIN6-Zellen mit einer gesteigerten 

Insulinbiosynthese einher, die über die Herunterregulation des endogenen 

Uncoupling-Proteins-2 (UCP2) vermittelt wurde. Dagegen kam es bei 

langfristiger Hyperglykämie zu einer verminderten miR-15a-Konzentration und 

somit einer reduzierten Insulinbiosynthese (SUN et al., 2011). 

Allerdings wird nicht nur die miRNA-Expression der β-Zellen, sondern auch die 

der insulinabhängigen Gewebe durch das Vorliegen einer Hyperglykämie 

beeinflusst. Die Untersuchung von Rattenstämmen mit verschiedenen 
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glykämischen Zuständen zeigte, dass miR-222 und miR-27a im Fettgewebe sowie 

miR-195 und miR-103 in der Leber im hyperglykämischen Zustand verstärkt 

exprimiert werden, während die Konzentration von miR-10b im Skelettmuskel bei 

Hyperglykämie reduziert ist (HERRERA et al., 2010). 

7.2. Rolle bei der Insulinresistenz der insulinabhängigen Gewebe 

Einen entscheidenden Faktor in der Pathogenese des T2DM stellt die 

Insulinresistenz der insulinabhängigen Gewebe (Leber, Fettgewebe und 

Skelettmuskulatur) dar. Zu Beginn wird die Insulinresistenz über eine vermehrte 

Insulinbereitstellung kompensiert. Können die β-Zellen den Insulinbedarf jedoch 

nicht mehr decken, kommt es zur chronischen Hyperglykämie und letztendlich 

zur Entstehung eines T2DM (KOLFSCHOTEN et al., 2009; GUAY et al., 2011). 

Auch an der Entstehung der Insulinresistenz sind miRNAs entscheidend beteiligt. 

LING und Mitarbeiter (2009) inkubierten 3T3-L1-Adipozyten mit hohen 

Glukose- und Insulinmengen. Die entstandenen insulinresistenten Adipozyten 

wiesen ein deutlich verändertes miRNA-Expressionsmuster im Vergleich zu 

insulinsensitiven auf. MiR-320 zeigte dabei eine mehr als 50-fach erhöhte 

Expression. Eine Hemmung dieser miRNA bewirkte über mehrere 

Zwischenschritte eine Erhöhung der Anzahl der GLUT4-Transporter. Dies führte 

zu einer Steigerung der Insulin-stimulierten Glukoseaufnahme in die Zelle und 

einer Verbesserung der bestehenden Insulinresistenz (LING et al., 2009). 

HE und Mitarbeiter (2007) berichteten, dass bei diabetischen GK-Ratten die drei 

Paraloge von miR-29 – nämlich miR-29a, miR-29b und miR-29c – in allen drei 

insulinabhängigen Geweben vermehrt exprimiert werden. In 3T3-L1-Adipozyten 

führte die verstärkte Expression dieser miRNAs zu einer reduzierten Insulin-

stimulierten Glukoseaufnahme. Dies kann mit einer Insulinresistenz gleichgesetzt 

werden (HE et al., 2007). Auch miR-181a bewirkt über die Herunterregulation 

seines direkten Targets Sirtuin-1 (SIRT1) eine Beeinträchtigung der 

Insulinwirkung mit nachfolgender Insulinresistenz. Eine verstärkte Expression 

von miR-181a konnte nicht nur in einer Insulin-resistenten Hepatozyten-Zelllinie, 

sondern auch im Lebergewebe von Diät-induzierten obesen sowie diabetischen 

Mäusen und im Serum diabetischer Patienten gefunden werden (ZHOU et al., 

2012). 
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In einer Studie konnte auch eine verstärkte Expression von miR-143 und miR-145 

in der Leber von genetisch- sowie Diät-induzierten obesen Mausmodellen 

nachgewiesen werden. MiR-143 führt in der Leber zu einer Verminderung des 

Oxysterol-binding-protein-related-Protein-8 (ORP8), infolgedessen die Insulin-

stimulierte Aktivierung der Proteinkinase B (AKT) gehemmt wird. Durch die 

reduzierte AKT-Aktivität kommt es zu einer Beeinträchtigung der 

Glukosetoleranz mit Entwicklung einer Insulinresistenz, ohne dass 

Veränderungen in der β-Zell-Funktion zu beobachten sind (JORDAN et al., 2011; 

ONO, 2011). Die beiden miRNAs miR-103 und miR-107 zeigen ebenfalls eine 

erhöhte Expression in der Leber von obesen Mäusen. Sie agieren über ihr direktes 

Target Caveolin-1, einem wichtigen Regulator des Insulinrezeptors, und führen 

hierdurch zu einer beeinträchtigten Glukosetoleranz und Insulinsensitivität 

(TRAJKOVSKI et al., 2011). 

7.3. Rolle als Biomarker beim Diabetes mellitus Typ 2 

Feline diabetische Patienten werden in der Regel erst in einem fortgeschrittenen 

Krankheitsstadium diagnostiziert (NELSON, 2003; RAND, 2009; OSTO et al., 

2013). Aber auch bei vielen humanen T2DM-Patienten wird die Diagnose oft erst 

beim Auftreten von Komplikationen gestellt (GUARIGUATA, 2012). Biomarker 

zur frühzeitigen Diagnose des T2DM sowie seiner Begleiterkrankungen oder zur 

genauen Einschätzung des Status der β-Zellen sowie der Insulinresistenz wären 

somit in beiden Spezies von großem Wert, auch in Hinblick auf Therapie und 

Prognose (BAROUKH et al., 2007; GALLAGHER et al., 2010; ZAMPETAKI et 

al., 2010). 

Bei diabetischen GK-Ratten konnten unterschiedliche miRNA-Expressionsmuster 

in den Inselzellen des Pankreas sowie in den insulinabhängigen Geweben im 

Vergleich zu gesunden Kontrolltieren identifiziert werden (HE et al., 2007; 

HERRERA et al., 2009; HUANG et al., 2009; HERRERA et al., 2010; 

ESGUERRA et al., 2011). Beim Menschen wurde eine veränderte Expression 

zahlreicher miRNAs im Fettgewebe von T2DM-Patienten im Vergleich zu 

gesunden Individuen gefunden (KLÖTING et al., 2009). Im humanen 

Skelettmuskel konnten GALLAGHER und Mitarbeiter (2010) ca. 170 miRNAs 

nachweisen, von denen 62 eine veränderte Expression bei T2DM-Patienten 

aufwiesen. Wiederum 15 % dieser miRNAs zeigten bereits zu Beginn des 

Diabetes eine veränderte Expression (GALLAGHER et al., 2010). 
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Im Hinblick auf die Entwicklung von Biomarkern erscheinen Expressionsprofile 

zirkulierender miRNAs allerdings geeigneter, da die Gewinnung von Serum, im 

Gegensatz zur Entnahme von Gewebeproben, oft Teil der Routinediagnostik ist. 

Im Jahr 2008 wurde erstmals über abweichende miRNA-Expressionsmuster im 

Serum diabetischer Menschen berichtet (CHEN et al., 2008). Inzwischen konnte 

im Serum neu-diagnostizierter Diabetiker eine verstärkte Expression von sieben 

miRNAs im Vergleich zu T2DM-verdächtigen Menschen mit normaler 

Glukosetoleranz gefunden werden. Fünf dieser sieben miRNAs waren auch im 

Vergleich zu Prädiabetikern mit beeinträchtigter Glukosetoleranz und/oder 

erhöhter Nüchternglukose verstärkt exprimiert. Die miRNA-Expressionsprofile 

zwischen den T2DM-verdächtigen Menschen und den Prädiabetikern zeigten 

dagegen keine Unterschiede (KONG et al., 2011). 

KAROLINA und Mitarbeiter (2011) konnten veränderte miRNA-

Expressionsmuster in Blut- und Gewebeproben (Pankreas, Fettgewebe, Leber und 

Skelettmuskulatur) eines T2DM-Rattenmodells sowie in Blutproben von humanen 

diabetischen Patienten nachweisen. Sie identifizierten acht miRNAs, die eine 

Unterscheidung zwischen Patienten mit erhöhter Nüchternglukose und 

Typ-2-Diabetikern erlaubten. Diese miRNAs könnten somit eine miRNA-Signatur 

zur Abgrenzung der unterschiedlichen Phasen innerhalb der Diabetesprogression 

darstellen (KAROLINA et al., 2011).  

In einer Studie von ZAMPETAKI und Mitarbeitern (2010) wurde der Verlauf von 

miRNA-Expressionsmustern in humanem Plasma über einen Zeitraum von zehn 

Jahren untersucht. Während dieser Zeit entwickelten einige der ursprünglich 

gesunden Studienteilnehmer einen klinisch-manifesten T2DM. Im Vergleich zu 

gesunden Individuen wiesen bei diesen Menschen einige miRNAs bereits eine 

veränderte Expression auf, lange bevor der T2DM klinisch-manifest wurde. Auf 

Grundlage dieser Ergebnisse entwickelten die Autoren ein Modell aus fünf 

miRNAs, das klinisch-manifeste Diabetiker in 70 % der Fälle und gesunde 

Individuen in 92 % der Fälle korrekt klassifizieren konnte. Falsch gruppierte 

Diabetiker wiesen dabei deutlich niedrigere Nüchternglukosekonzentrationen oder 

einen sehr gut kontrollierten Diabetes auf. Interessanterweise klassifizierte dieses 

Modell auch 52 % der normoglykämischen Menschen, die im Verlauf der Studie 

einen T2DM entwickelten, bereits im Voraus als Diabetiker. Darüber hinaus 

konnte während der Diabetesprogression (von Patienten mit normaler 
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Glukosetoleranz über Patienten mit beeinträchtigter Glukosetoleranz/erhöhter 

Nüchternglukose bis hin zu klinisch-manifesten Diabetikern) ein stetiger Abfall 

der Plasmakonzentration von miR-126 beobachtet werden (ZAMPETAKI et al., 

2010). 

In einer weiteren Studie wurde im Serum von T2DM-Patienten eine erhöhte 

Expression von miR-181a gefunden. In einem Mausmodell ging die Erhöhung 

dieser miRNA mit einer beeinträchtigten hepatischen Insulinsensitivität einher. 

MiR-181a könnte daher auch beim Menschen einen diagnostischen Biomarker für 

Insulinresistenz darstellen (ZHOU et al., 2012). 
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IV. DISKUSSION 

Diabetes mellitus ist eine der häufigsten metabolischen Erkrankungen beim 

Menschen und nach der Hyperthyreose die zweithäufigste Endokrinopathie der 

Katze (REUSCH et al., 2006; WHITING et al., 2011; GUARIGUATA, 2012). 

Trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung sind die zugrunde liegenden 

pathogenetischen Mechanismen des Diabetes mellitus auf molekularer Ebene 

noch immer nicht vollständig entschlüsselt (ISMAIL-BEIGI, 2012).  

Bei Katzen bleiben die klinischen Symptome wie Polyurie/Polydipsie und auch 

Polyphagie oft lange Zeit unentdeckt und nicht selten werden diese Katzen erst 

beim Tierarzt vorgestellt, wenn es zu einer lebensbedrohlichen Entgleisung des 

Diabetes mellitus in Form einer diabetischen Ketoazidose gekommen ist. Durch 

diese Problematik wird die Diagnose T2DM oft erst gestellt, wenn bereits eine 

irreversible Schädigung der β-Zellen eingetreten ist. Im Gegensatz zum humanen 

T2DM ist deshalb beim T2DM der Katze eine Insulintherapie in der Regel 

unvermeidbar (NELSON, 2003; RAND, 2009; OSTO et al., 2013). Eine 

frühzeitige Diagnose noch vor dem Auftreten von irreversiblen β-Zell-

Dysfunktionen könnte die Therapie deutlich vereinfachen und ein Fortschreiten 

der Krankheit möglicherweise verhindern oder zumindest verzögern. Auch ein 

Biomarker, der die Remission eines Diabetes prognostizieren könnte, wäre von 

großem Wert, um Hypoglykämien infolge der Insulintherapie zu vermeiden. 

Für die Spezies Mensch, Maus und Ratte wurde bereits gezeigt, dass miRNAs 

direkt in die Pathogenese des T2DM involviert sind und somit potentielle 

diagnostische Biomarker sowie Zielstrukturen für neue Therapieansätze darstellen 

(DEHWAH et al., 2012; SHANTIKUMAR et al., 2012; ROME, 2013). Die 

vorliegende Studie hatte deshalb zum Ziel, (i) eine Methode zum Nachweis 

zirkulierender miRNAs in felinem Serum zu entwickeln, (ii) miRNA-

Expressionsmuster gesunder normalgewichtiger sowie neu-diagnostizierter 

diabetischer Katzen zu erstellen und (iii) potentielle Unterschiede zwischen den 

miRNA-Expressionsmustern gesunder normalgewichtiger Katzen, 

neu-diagnostizierter diabetischer Katzen und diabetischer Katzen in Remission zu 

bestimmen. 
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Trotz intensiver Forschungstätigkeiten während der letzten Dekade wurden 

miRNAs bisher hauptsächlich beim Menschen sowie bei den klassischen 

Labortieren Maus und Ratte untersucht. Studien zu miRNAs bei Haus- und 

Nutztieren sind dagegen nur in geringem Umfang in der wissenschaftlichen 

Literatur zu finden (BOGGS et al., 2007; GU et al., 2007; BOGGS et al., 2008; 

REDDY et al., 2009; JIN et al., 2010; ZHU et al., 2010; GIOIA et al., 2011), 

wobei Expressionsstudien im Serum die Ausnahme darstellen (CHEN et al., 2008; 

BARREY et al., 2010; MIZUNO et al., 2011; STEUDEMANN et al., 2013). In 

einer Sequenzierungsstudie des Katzengenoms wurden 179 potentielle feline 

miRNA-Sequenzen aufgrund ihrer Homologien zu miRNA-Sequenzen anderer 

Spezies sowie ihrer Haarnadelstruktur identifiziert, jedoch nicht näher beschrieben 

(PONTIUS et al., 2007). MiRNA-Expressionsstudien bei der Katze fehlen bisher. 

Die vorliegende Studie zeigte daher zum ersten Mal, dass miRNAs in 

Katzenserum vorhanden und nachweisbar sind und dass ein miRNA-

Expressionsmuster erstellt werden kann, selbst wenn nur kleine Volumina an 

Serum (400 µl) vorliegen. Die dafür benötigte Menge an Vollblut kann bei 

adulten Katzen problemlos während einer routinemäßigen Blutentnahme 

gewonnen werden. 

Zur Erstellung globaler miRNA-Expressionsmuster werden am häufigsten 

miRNA-Microarrays eingesetzt, die in der Lage sind, über 1000 miRNAs 

gleichzeitig aus einer einzelnen Probe nachzuweisen. Die Bestätigung der 

miRNA-Microarray-Ergebnisse erfolgt dann üblicherweise mittels einer 

RT-qPCR. Beide Nachweismethoden setzen jedoch voraus, dass die zu 

detektierenden miRNA-Sequenzen bekannt sind. Ist dies, wie in der vorliegenden 

Arbeit, nicht der Fall, kann auf bekannte miRNA-Sequenzen anderer Spezies 

zurückgegriffen werden. Diese Vorgehensweise ist möglich, da miRNAs 

zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert sind (PASQUINELLI et al., 

2000; LAGOS-QUINTANA et al., 2002; SONG & WANG, 2009; JOPLING, 

2012). Für mehrere humane und canine mature miRNAs wurde bereits eine 

Sequenzübereinstimmung von 100 % nachgewiesen (BOGGS et al., 2007; 

BOGGS et al., 2008). Auch für miR-122 und miR-193b konnte eine hohe 

Homologie zwischen verschiedenen Vertebratenspezies gezeigt werden (UNNO et 

al., 2009; JOPLING, 2012). Zur Detektion von miRNAs in Haus- und Nutztieren 

werden deshalb häufig Assays eingesetzt, die für die Detektion von humanen oder 
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murinen miRNAs entwickelt wurden (BOGGS et al., 2007; BARREY et al., 2010; 

JIN et al., 2010; ZHU et al., 2010). Auch für feline miRNAs sind derzeit keine 

spezifischen Nachweismethoden erhältlich, so dass in der vorliegenden Studie 

miRNA-Microarrays und RT-qPCR-Assays der Maus verwendet wurden. Zur 

Bestätigung, dass die in der RT-qPCR untersuchten miRNAs zwischen Maus und 

Katze konserviert sind, wurde das Katzengenom nach Homologien mit den 

precursor und maturen miRNA-Sequenzen von mmu-miR-122, mmu-miR-193b 

und mmu-miR-483* unter Verwendung des Ensembl Genome Browsers 

(http://www.ensembl.org) durchsucht. Es konnten Sequenzübereinstimmungen 

zwischen 90,9 % und 100 % gefunden werden. Nichtsdestotrotz ist nicht 

auszuschließen, dass einige Katzen-spezifische miRNAs aufgrund einer fehlenden 

Homologie zwischen Maus und Katze nicht detektierbar waren. 

Von den 1079 auf dem miRNA-Microarray enthaltenen miRNAs konnte ca. ein 

Viertel (227) im felinen Serum nachgewiesen werden. Die Anzahl der detektierten 

miRNAs steht in Einklang mit den Ergebnissen von Expressionsstudien im Serum 

anderer Spezies. In humanen Serumproben gesunder Individuen sowie von 

Patienten mit Lungenkrebs, kolorektalen Tumoren oder Diabetes mellitus wurden 

insgesamt mehr als 180 verschiedene miRNAs gefunden (CHEN et al., 2008). 

Eine andere Studie identifizierte 154 unterschiedliche miRNAs im Serum von 

gesunden Probanden sowie mit dem Hepatitis-B-Virus infizierten Patienten (JI et 

al., 2011). Im Serum verschiedener Mauslinien wurden 277 miRNAs 

nachgewiesen (MI et al., 2012), während in Serumproben von Hunden 

(Dobermann Pinscher) mit dilatativer Kardiomyopathie sowie gesunden 

Kontrolltieren 404 miRNAs detektierbar waren (STEUDEMANN et al., 2013). 

Obwohl der Fokus der miRNA-Forschung nach wie vor auf dem Gebiet der 

Tumorerkrankungen liegt, konnte die Relevanz von miRNAs in der Pathogenese 

des humanen T2DM durch die Ergebnisse zahlreicher Studien der letzten Jahre 

unterstrichen werden. MiRNAs sind nicht nur in die Organogenese der 

pankreatischen Inselzellen, in die Insulinproduktion und -sekretion der -Zellen 

und die Entstehung der Insulinresistenz involviert, sondern spielen auch eine 

wichtige Rolle in der Adipogenese und dem Lipidstoffwechsel (DEHWAH et al., 

2012; SHANTIKUMAR et al., 2012; MAO et al., 2013). Desweiteren mehren 

sich die Hinweise, dass sich die miRNA-Expressionsprofile bereits in einem 

frühen Krankheitsstadium verändern, so dass sich ein miRNA-Profiling zur 
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Frühdiagnose eines T2DM eignen könnte (ROME, 2013). In der vorliegenden 

Studie waren zwei (miR-122 und miR-193b) der 227 mittels miRNA-Microarray 

identifizierten miRNAs im Serum neu-diagnostizierter diabetischer Katzen 

statistisch signifikant hochreguliert. Weitere fünf miRNAs (miR-129-2-3p, 

miR-139-3p, miR-375, miR-378b und miR-483*) zeigten eine Tendenz zu einer 

verstärkten und zwölf miRNAs (miR-1188, miR-1892, miR-1894-3p, miR-1896, 

miR-1907, miR-1971, miR-23a*, miR-3085-5p, miR-344f-3p, miR-3474, 

miR-351* und miR-598*) zu einer verminderten Expression. Eine hierarchische 

Clusteranalyse, bei der diese 19 miRNAs berücksichtigt wurden, konnte die 

gesunden normalgewichtigen Katzen eindeutig von den neu-diagnostizierten 

diabetischen trennen. Es konnte somit gezeigt werden, dass auch bei Katzen ein 

Diabetes mellitus mit einem veränderten miRNA-Expressionsprofil einhergeht. 

Bisher wurden nur wenige Studien durchgeführt, um die Expressionsmuster 

zirkulierender miRNAs bei Diabetes mellitus zu bestimmen. ZHOU und 

Mitarbeiter (2012) berichteten, dass miR-181a im Serum von humanen T2DM-

Patienten verstärkt exprimiert wird und die Erhöhung dieser miRNA sowohl in 

der Zellkultur als auch im Mausmodel mit hepatischer Insulinresistenz assoziiert 

ist (ZHOU et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit konnte miR-181a zwar 

detektiert werden, zeigte aber keine veränderte Expression in den 

neu-diagnostizierten diabetischen Katzen. Im Vergleich zu T2DM-verdächtigen 

Menschen mit normaler Glukosetoleranz wurde eine verstärkte Expression von 

sieben miRNAs (miR-9, miR-29a, miR-30d, miR-34a, miR-124a, miR-146a und 

miR-375) im Serum neu-diagnostizierter Diabetiker gefunden (KONG et al., 

2011). MiR-124a war in der vorliegenden Arbeit nicht auf dem miRNA-

Microarray enthalten und miR-9 konnte nicht nachgewiesen werden. Die 

restlichen fünf miRNAs waren zwar detektierbar, aber nur miR-375 zeigte eine 

erhöhte Expression bei den neu-diagnostizierten diabetischen Katzen. Dieses 

Resultat konnte allerdings nicht mittels RT-qPCR bestätigt werden, da der 

Maus-spezifische-Assay mit dem Probenmaterial Katzenserum keine validen 

Ergebnisse lieferte. MiR-375 wird in den Inselzellen des Pankreas sehr stark 

exprimiert und ist durch Regulierung der Insulin- und Glukagonsekretion, der 

Insulingenexpression, der α- und β-Zell-Zahl sowie der Pankreasentwicklung 

entscheidend an der Glukosehomöostase beteiligt (POY et al., 2004; 

KLOOSTERMAN et al., 2007; EL OUAAMARI et al., 2008; POY et al., 2009). 



IV. Diskussion     39 

Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass die verstärkte Expression von 

miR-375 zu einer verminderten GSIS führt (POY et al., 2004). Die mittels 

miRNA-Microarray in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen gefundene 

erhöhte Expression von miR-375 könnte demnach ursächlich an der 

beeinträchtigten Insulinsekretion beim felinen T2DM beteiligt sein. 

MiR-122 ist die am stärksten exprimierte miRNA in der Leber mit einem Anteil 

von mehr als 70 % am miRNA-Gesamtpool. Ihre mature Sequenz ist in allen 

Vertebratenspezies, in denen diese miRNA bisher nachgewiesen wurde, 

vollständig konserviert (JOPLING, 2012). MiR-122 spielt eine entscheidende 

Rolle in der Regulation des Lipidstoffwechsels. Die Suppression dieser miRNA 

durch den Einsatz von antisense Oligonukleotiden oder Antagomirs führte im 

Plasma normalgewichtiger Mäuse zu reduzierten Cholesterol- und 

Triglyzeridkonzentrationen. Außerdem wurde in der Leber ein Anstieg der 

Fettsäurenoxidation sowie eine Reduktion der Fettsäuren- und der 

Cholesterolsynthese beobachtet. Entsprechend führte die Inhibition von miR-122 

in Diät-induzierten obesen Mäusen durch die Hemmung der Expression 

zahlreicher lipogener Gene zu einer Reduktion der Plasmacholesterol-

konzentrationen sowie einer Verbesserung der vorhandenen hepatischen Steatose 

(KRÜTZFELDT et al., 2005; ESAU et al., 2006). Desweiteren wird eine 

veränderte Expression von miR-122 bei Lebererkrankungen der 

unterschiedlichsten Ätiologien, wie etwa Neoplasien und Infektionen mit dem 

Hepatitis-C-Virus, beobachtet (ZHANG et al., 2010a; CERMELLI et al., 2011; 

STARKEY LEWIS et al., 2011; XU et al., 2011; ZHANG et al., 2011). So 

konnten im Serum von Patienten mit nicht-alkoholinduzierter Fettlebererkrankung 

signifikant erhöhte miR-122-Konzentrationen gemessen werden, die mit dem 

Schweregrad der Erkrankung (von einer einfachen hepatischen Steatose hin zu 

einer Steatohepatitis) korreliert waren (CERMELLI et al., 2011). 

Interessanterweise waren die Serum- und Plasmalevel von miR-122 bei 

Lebererkrankungen typischerweise erhöht, während die Level im Lebergewebe 

selbst erniedrigt sind (WANG et al., 2009). In einer Studie von ZAMPETAKI und 

Mitarbeitern (2010) konnte eine erhöhte miR-122-Expression im Plasma von 

humanen T2DM-Patienten mittels TaqMan-miRNA-Array identifiziert werden. In 

die nachfolgende Quantifizierung von 13 miRNAs mittels qPCR wurde miR-122 

allerdings aufgrund der Ergebnisse einer durchgeführten miRNA-
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Netzwerkanalyse nicht mehr eingeschlossen (ZAMPETAKI et al., 2010). In der 

vorliegenden Arbeit wies miR-122 in der RT-qPCR mit einer nahezu 100-fach 

erhöhten Expression den größten Unterschied zwischen neu-diagnostizierten 

diabetischen Katzen und gesunden Kontrolltieren auf. Die beobachtete Erhöhung 

von miR-122 im Serum neu-diagnostizierter diabetischer Katzen könnte einerseits 

Folge einer Hepatozytenschädigung aufgrund des Vorliegens einer diabetischen 

Ketoazidose oder einer Hepatolipidose sein. Andererseits besteht aber auch die 

Möglichkeit, dass miR-122 von intakten Hepatozyten aktiv in die Zirkulation 

freigesetzt wurde, um über den Weg der interzellulären Kommunikation die 

Genexpression in anderen Zellen zu beeinflussen. 

In der vorliegenden Studie zeigte miR-193b in der RT-qPCR eine ca. 20-fach 

höhere Expression im Serum neu-diagnostizierter diabetischer Katzen im 

Vergleich zu gesunden Tieren. Bisher wurde eine veränderte Expression von 

miR-193b hauptsächlich im Zusammenhang mit verschiedenen neoplastischen 

Erkrankungen beschrieben, wobei in der Regel eine verminderte Expression 

dieser miRNA im jeweiligen Tumorgewebe zu beobachten war (CHEN et al., 

2010; XU et al., 2010; GAO et al., 2011; YOSHIMOTO et al., 2011). MiR-193b 

agiert als Tumorsuppressor und inhibiert durch Beeinflussung von Onkogenen 

(z. B. Transkriptionsfaktoren und Genen, die an der Regulierung des Zellzyklus 

beteiligt sind) die Zellproliferation sowie die Zellmigration und -invasion (XU et 

al., 2010). Einige der mutmaßlichen Ziel-mRNAs von miR-193b können mit 

Diabetes mellitus in Zusammenhang gebracht werden, darunter der 

Transkriptionsfaktor ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) und 

die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit (CARAMUTA et al., 2010). Es ist bekannt, dass 

ARNT die Transkription einiger Gene reguliert, die in die Pathogenese des 

Diabetes mellitus involviert sind. Im Vergleich zu Menschen mit normaler 

Glukosetoleranz wurde eine verminderte Expression von ARNT in Inselzellen des 

Pankreas von T2DM-Patienten gefunden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

der Knockout von ARNT in kultivierten β-Zellen sowie im Mausmodell zu einer 

beeinträchtigten Glukosetoleranz, einer verminderten Glukose-stimulierten 

Insulinsekretion sowie zu Veränderungen in der Genexpression der Inselzellen 

führt, welche denen in humanen T2DM-Inselzellen ähneln (GUNTON et al., 

2005). Eine verstärkte Expression von miR-193b könnte somit durch eine 

Inhibition von ARNT eine entscheidende Rolle in der Entstehung der β-Zell-
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Dysfunktion beim T2DM spielen. Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit ist an der 

Entwicklung, dem Erhalt und der Funktion der pankreatischen β-Zellen beteiligt. 

Mäuse mit heterozygoter c-Kit-Rezeptor-Mutation (c-Kit
W-υ/+

) zeigen ein frühes 

Einsetzen von Diabetes mellitus, welcher u. a. durch erhöhte Nüchternglukose-

konzentrationen, beeinträchtigte Glukosetoleranz, herabgesetzte Insulinsekretion, 

reduzierte β-Zell-Masse und β-Zell-Proliferation sowie einen verminderten 

Insulingehalt gekennzeichnet ist (KRISHNAMURTHY et al., 2007). Die 

Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass miR-193b in die 

Pathogenese des felinen T2DM involviert sein könnte, indem es Proteine, wie 

Transkriptionsfaktoren oder Rezeptor-Tyrosinkinasen, hemmt, die essentiell für 

die Funktion und den Erhalt der pankreatischen β-Zellen sind. 

MiR-483* zeigte im miRNA-Microarray einen Trend zu einer verstärkten 

Expression, jedoch konnte nach Durchführung der Korrektur für multiple 

Vergleiche keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Mittels 

sensitiverer RT-qPCR ließ sich auch für miR-483* eine statistisch signifikante, ca. 

6-fach erhöhte, Expression in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen 

demonstrieren. MiR-483 ist in proliferative und neoplastische Prozesse involviert 

und agiert als antiapoptotisches Onkogen (VERONESE et al., 2010; HAO et al., 

2011; MA et al., 2012). Auch für miR-483 kann eine Verbindung zum Diabetes 

mellitus hergestellt werden. Ein prädiabetischer Phänotyp mit Insulinresistenz und 

verminderter Glukosetoleranz lässt sich bei den Nachkommen eines Rattenmodels 

mit maternaler Proteinrestriktion ebenso wie bei erwachsenen Menschen mit zu 

niedrigem Geburtsgewicht nachweisen. In beiden Fällen konnte eine ca. 2-fach 

erhöhte Expression von miR-483-3p im Fettgewebe identifiziert werden, welche 

durch Hemmung der Adipozytendifferenzierung und Reduktion der 

Fettgewebsmasse und Fettzellgröße zu einer langanhaltenden Verminderung der 

Fettspeicherkapazität führte. Die Autoren schlussfolgerten, dass es infolgedessen 

zu einer ektopischen Fettablagerung mit nachfolgender Lipotoxizität und 

Insulinresistenz kommt, wodurch der prädiabetische Phänotyp in Ratten und 

Menschen mit einer suboptimalen pränatalen Ernährung zu erklären wäre 

(FERLAND-MCCOLLOUGH et al., 2012). Bei neu-diagnostizierten diabetischen 

Katzen könnte die erhöhte Expression von miR-483* somit einen Marker für 

Insulinresistenz darstellen. 
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Weitere 15 miRNAs zeigten vor Durchführung der Korrektur für multiple 

Vergleiche eine statistisch signifikant veränderte Expression in 

neu-diagnostizierten diabetischen Katzen. Auf welche Art und Weise sie in die 

Pathogenese des T2DM involviert sein könnten, lässt sich für die meisten dieser 

miRNAs aufgrund von fehlenden Informationen über ihre Funktion zurzeit kaum 

abschätzen. Lediglich für miR-1907 kann ein direkter Zusammenhang mit 

Diabetes mellitus hergestellt werden. In einem Streptozotocin-induzierten 

Diabetesmodell der Maus zur Simulation des Frühstadiums einer diabetischen 

Nephropathie wurde eine verminderte Expression von miR-1907 in den Glomeruli 

der Niere im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren gefunden (CHEN et al., 

2012b). Auch miR-23a könnte eine Rolle in der Pathogenese des T2DM spielen, 

da diese miRNA im Skelettmuskel an der Regulation der Insulin-stimulierten 

Glukoseaufnahme beteiligt zu sein scheint (Raychaudhuri, 2012). Allerdings 

zeigte miR-23a lediglich in Patienten mit metabolischem Syndrom oder 

Hypercholesterolämie, nicht jedoch bei T2DM-Patienten eine veränderte 

Expression (KAROLINA et al., 2012). MiR-351 scheint an der Regulation 

zellulärer Differenzierungs- und Proliferationsprozesse beteiligt zu sein, während 

die miRNAs miR-344 und miR-378 vermutlich speziell in die Adipogenese 

involviert sind (QIN et al., 2010; CHEN et al., 2012a; LI et al., 2012; SACCO & 

ADELI, 2012). Überwiegend bei neoplastischen Erkrankungen wurden bisher die 

miRNAs miR-129-2, miR-139-3p, miR-378 und miR-598 nachgewiesen (ZHAO 

et al., 2009; LIN et al., 2011; QIAN et al., 2013; YU et al., 2013; ZHAO et al., 

2013). Für die miRNAs miR-1188, miR-1892, miR-1894 miR-1896, miR-1971, 

miR-3085-5p und miR-3474 liegen bisher keine oder nur vereinzelt Studien vor 

(HUPPI et al., 2011; GUO et al., 2012; SCHMIDT et al., 2013). 

Katzen mit T2DM können eine Remission des Diabetes erreichen, vorausgesetzt, 

dass die β-Zellen noch eine ausreichende Restfunktion besitzen und mit einer 

frühzeitigen und individuell angepassten Therapie eine gute glykämische 

Kontrolle erreicht werden kann. Fast immer ist dafür die Verabreichung eines 

Insulins erforderlich. Die dauerhafte Senkung der Blutglukose führt zu einem 

Rückgang der Glukotoxizität und somit einer Verbesserung der Insulinsensitivität 

sowie der Insulinsekretionskapazität der β-Zellen. Infolgedessen sind die Tiere 

trotz Absetzens der Insulintherapie wieder in der Lage, ihre Blutglukose-

konzentrationen im physiologischen Bereich zu halten. Obwohl diabetische 
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Katzen während der Remission normoglykämisch sind und auch keine klinischen 

Symptome eines Diabetes mellitus mehr aufweisen, befinden sie sich 

nichtsdestotrotz in einem subklinischen diabetischen Zustand, in dem die 

Insulinsekretionskapazität der β-Zellen nach wie vor beeinträchtigt sein kann und 

auch das Fortbestehen einer peripheren Insulinresistenz möglich ist (RAND, 

1999; REUSCH et al., 2006; GOTTLIEB & RAND, 2013; OSTO et al., 2013). 

Bisher existieren keine Studien, die untersucht haben, inwieweit sich das miRNA-

Expressionsmuster durch das Auftreten einer Remission verändert. In der 

vorliegenden Arbeit konnte eine 7- bis 40-fach erhöhte Expression für miR-122, 

miR-193b und miR-483* in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen im 

Vergleich zu diabetischen Katzen in Remission gefunden werden. Zwischen den 

gesunden Katzen und den normoglykämischen diabetischen Tieren in Remission 

waren jedoch keine Expressionsunterschiede für diese drei miRNAs nachweisbar. 

Dies könnte darauf hindeuten, dass die verstärkte Expression dieser miRNAs mit 

der Hyperglykämie der neu-diagnostizierten Diabetiker und nicht etwa mit einer 

Insulinresistenz oder einer β-Zell-Dysfunktion in Verbindung steht. Unterstützt 

wird dieses Hypothese dadurch, dass für einige miRNAs bereits gezeigt werden 

konnte, dass ihre Expressionshöhe durch erhöhte Blutglukosekonzentrationen 

beeinflusst wird (TANG et al., 2009; ESGUERRA et al., 2011; SUN et al., 2011). 

Da bei 63 % der neu-diagnostizierten diabetischen Katzen zum Zeitpunkt der 

Serumentnahme eine diabetische Ketoazidose vorgelegen hat, lässt sich jedoch 

nicht ausschließen, dass die erhöhte Expression dieser miRNAs den 

ketoazidotischen Zustand der neu-diagnostizierten Diabetiker widerspiegelt. 

Die kleine Gruppengröße sowie die Heterogenität der klinischen Parameter 

innerhalb der einzelnen Gruppen können als Limitationen der vorliegenden Arbeit 

angesehen werden. Die Gruppen waren jedoch groß und homogen genug, so dass 

eine hierarchische Clusteranalyse eindeutig die gesunden normalgewichtigen von 

den neu-diagnostizierten diabetischen Katzen separieren konnte. Zurzeit gibt es 

keine einheitlichen Richtlinien, auf welche Art und Weise die Normalisierung bei 

miRNAs durchzuführen ist. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit 

gleichbleibend von jeder Probe 400 µl Serum zur Extraktion der Gesamt-RNA 

eingesetzt. Die Ergebnisse der RT-qPCR wurden an zwei small nuclear RNAs 

(snRNAs) (RNU1A1 und RNU6B2) mit hohem oder mittlerem Expressionslevel 

normalisiert. Beide verwendeten snRNAs sind in früheren Studien bereits 
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erfolgreich zur Normalisierung von miRNAs in humanen Plasmaproben 

eingesetzt worden (NG et al., 2009; YAMAN AGAOGLU et al., 2011). 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die miRNA-Expression im Serum von 

gesunden normalgewichtigen, neu-diagnostizierten diabetischen Katzen und 

diabetischen Katzen in Remission untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ein 

globales miRNA-Expressionsprofil auch mit kleinen Volumina von Katzenserum 

realisierbar ist. Mittels Maus-spezifischer miRNA-Microarrays wurden mehr als 

200 miRNAs nachgewiesen. Wie beim Menschen zeigten neu-diagnostizierte 

diabetische Katzen ein verändertes miRNA-Expressionsprofil im Serum. Die 

Signatur aus den 19 verändert exprimierten miRNAs konnte diese Katzen 

eindeutig von den gesunden normalgewichtigen Tieren separieren. Die 

hochregulierte Expression von drei miRNAs (miR-122, miR-193b und miR-483*) 

wurde anschließend mittels RT-qPCR bestätigt. Die verändert exprimierten 

miRNAs könnten in die Pathogenese des felinen T2DM involviert sein, indem sie 

die β-Zell-Funktion und die Insulinsensitivität beeinträchtigen. MiRNA-Profiling 

ist eine vielversprechende Methode, nicht nur um die zugrundeliegenden 

Mechanismen der Diabetes-mellitus-Pathogenese zu entschlüsseln, sondern auch 

um Biomarker für eine frühzeitige Diagnose oder zur Stellung einer Prognose zu 

entwickeln und um neue therapeutische Ansätze zu finden. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit können somit als Ausgangspunkt für weitere Studien zur 

Untersuchung der Rolle von miRNAs in der Pathogenese des felinen T2DM, in 

den verschiedenen Diabetesstadien, wie etwa der Remission eines Diabetes, sowie 

bei Prädispositionen, wie Obesitas, dienen. Da die Hauskatze als spontanes 

Tiermodell für den humanen T2DM angesehen werden kann, könnten gewonnene 

Erkenntnisse auch für die humanmedizinische Forschung von Interesse sein. 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Diabetes mellitus ist die zweithäufigste Endokrinopathie bei Katzen und geht in 

vielen Fällen mit schwerwiegenden, teils lebensbedrohlichen Komplikationen 

einher. MicroRNAs (MiRNAs) vermitteln überwiegend repressive Effekte auf die 

Genexpression, und es ist bekannt, dass sie in die Pathogenese des humanen 

Typ-2-Diabetes-mellitus involviert sind und ein großes Potential als diagnostische 

Biomarker aufweisen. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob 

miRNAs in Katzenserum nachweisbar sind und ob, wie beim Menschen, 

Unterschiede in den miRNA-Expressionsmustern zwischen gesunden und 

diabetischen Katzen bestehen. 

Aus jeweils 400 µl Serum von gesunden normalgewichtigen Katzen (n = 8), 

neu-diagnostizierten diabetischen Katzen (n = 8) sowie diabetischen Katzen in 

Remission (n = 4) wurde Gesamt-RNA extrahiert. Die Serumproben der gesunden 

normalgewichtigen und der neu-diagnostizierten diabetischen Katzen wurden zur 

Erstellung globaler miRNA-Expressionsprofile verwendet. Hierfür wurden 

miRNA-Microarrays eingesetzt, die 1079 verschiedene murine miRNAs 

detektieren können. Zur Bestätigung der miRNA-Microarray-Ergebnisse wurde 

anschließend eine Reverse-Transkription-quantitative-Real-Time-Polymerase-

Kettenreaktion (RT-qPCR) mit Maus-spezifischen-Assays für drei Ziel-miRNAs 

(miR-122, miR-193b und miR-483*) durchgeführt. In der RT-qPCR wurden 

Serumproben aller drei Gruppen (jeweils n = 4) verwendet. 

Es konnte gezeigt werden, dass feline Serum-miRNAs mittels Maus-spezifischer 

Detektionsmethoden nachgewiesen werden können. Lediglich der RT-qPCR-

Assay für miR-375 lieferte mit felinem Serum keine validen Ergebnisse. 

Insgesamt wurden 227 verschiedene miRNAs mittels miRNA-Microarray im 

Katzenserum detektiert. Neunzehn miRNAs wiesen eine veränderte Expression 

bei neu-diagnostizierten diabetischen Katzen auf (p-Wert < 0,01). Obwohl nach 

der Durchführung der Korrektur für multiple Vergleiche die veränderte 

Expression nur für zwei miRNAs (miR-122 und miR-193b) statistisch signifikant 

(p-Wert < 0,05) blieb, konnte eine hierarchische Clusteranalyse auf Grundlage 

dieser 19 miRNAs die gesunden normalgewichtigen Katzen eindeutig von der 

Gruppe der neu-diagnostizierten diabetischen separieren. Unter Verwendung 
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muriner RT-qPCR-Assays wurde für miR-122 eine 100-fach und für miR-193b 

eine 18-fach erhöhte Expression in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen im 

Vergleich zu gesunden normalgewichtigen Katzen nachgewiesen, während der 

Vergleich mit diabetischen Katzen in Remission für miR-122 eine 40-fach und für 

miR-193b eine 15-fach verstärkte Expression zeigte. MiR-483* wurde in 

neu-diagnostizierten diabetischen Katzen ca. 6-fach stärker exprimiert als in den 

beiden anderen Gruppen (alle p-Werte < 0,05). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass auch kleine Volumina an 

Serum ausreichend Material enthalten, um ein globales miRNA-Expressionsprofil 

bei Katzen zu erstellen. Genau wie beim Menschen weisen neu-diagnostizierte 

diabetische Katzen ein verändertes miRNA-Expressionsmuster auf. Zirkulierende 

miRNAs besitzen somit auch beim felinen Typ-2-Diabetes-mellitus ein großes 

Potential als Biomarker. Die verstärkt exprimierten miRNAs könnten außerdem in 

Prozesse involviert sein, die eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des 

Typ-2-Diabetes-mellitus spielen, wie die Entstehung einer Insulinresistenz oder 

einer β-Zell-Dysfunktion. 

 



VI. Summary      47 

VI. SUMMARY 

Diabetes mellitus is the second most common endocrinopathy in cats and is often 

accompanied by severe, sometimes life-threatening complications. MicroRNAs 

(MiRNAs) predominantly repress gene expression and are known to be involved 

in the pathogenesis of human type 2 diabetes mellitus. Furthermore, they have 

great potential as diagnostic biomarkers for this disease. The purpose of this study 

was to investigate whether miRNAs are detectable in feline serum and whether, 

like in humans, miRNA expression profiles differ between healthy and diabetic 

cats. 

Total RNA was extracted from 400 µl serum of healthy lean cats (n = 8), newly 

diagnosed diabetic cats (n = 8), and cats in diabetic remission (n = 4). Serum 

samples of healthy lean and newly diagnosed diabetic cats were used to generate 

global miRNA expression profiles using miRNA microarrays, which represented 

1079 mouse miRNA targets. To validate the results, reverse transcriptase 

quantitative real-time PCR (RT-qPCR) with mouse-specific assays for three target 

miRNAs (miR-122, miR-193b, and miR-483*) was performed using serum 

samples of all three groups (n = 4 each). 

Feline serum miRNAs were detectable using mouse specific detection methods. 

Only the RT-qPCR assay for miR-375 did not yield reliable results with feline 

serum. A total of 227 distinct miRNAs were detected by miRNA microarrays. 

Nineteen miRNAs were differentially expressed in newly diagnosed diabetic cats 

(p-values < 0.01). Although the differential expression of only two miRNAs 

(miR-122 and miR-193b) was significantly different after correction for multiple 

testing (p-values < 0.05), hierarchical cluster analysis of these 19 miRNAs clearly 

grouped healthy lean and newly diagnosed diabetic cats into separate clusters. 

Using specific RT-qPCR assays, miR-122 expression was found to be 100- and 

40-fold higher in newly diagnosed diabetic cats compared to healthy lean cats and 

cats in diabetic remission, while miR-193b expression was found to be 18- and 

15-fold higher. MiR-483* was expressed about 6-fold higher in newly diagnosed 

diabetic cats compared to both other groups (all p-values < 0.05). 

The results of this study demonstrate that small volumes of serum samples yield 

sufficient material to permit global miRNA expression profiling in cats. Just like 
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in humans, newly diagnosed diabetic cats show an altered miRNA expression 

profile. Therefore, circulating miRNAs can be considered potential biomarkers for 

feline type 2 diabetes mellitus. Furthermore, the upregulated miRNAs might be 

involved in processes, which are known to play a decisive role in the pathogenesis 

of type 2 diabetes mellitus, such as the development of insulin resistance or β-cell 

dysfunction. 
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