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Hintergrund 

Micro-RNAs (miRNAs) sind kleine, nicht-kodierende RNA-Sequenzen. Lee und 

Kollegen beschrieben in den 90er Jahren erstmals, dass das für die larvale Entwicklung 

notwendige Gen lin-4 nicht in ein Protein translatiert wird, sondern dessen Transkript 

über basenkomplementäre Interaktion mit dem 3´-Ende des Transkripts des Gens lin-14 

dessen Translation epigenetisch negativ regulieren kann (R. C. Lee, Feinbaum, & 

Ambros, 1993). Die Entdeckung war revolutionär, da bis zu diesem Zeitpunkt davon 

ausgegangen wurde, dass nicht-translatierte RNA lediglich ein Abfallprodukt ohne 

relevante biologische Funktion sei. Erst einige Zeit später, im Jahr 2001, zeigten Lagos-

Quintana und seine Kollegen, dass miRNAs in einer Vielzahl von Organismen 

nachweisbar sind, unter anderem in menschlichen Zellen. Außerdem beschrieben sie, 

dass miRNAs nicht nur organismus-, sondern auch gewebespezifisch exprimiert werden 

(Lagos-Quintana, Rauhut, Lendeckel, & Tuschl, 2001). Daraufhin stieg die Anzahl der 

Arbeiten, die sich mit der Rolle von miRNAs in der Pathogenese verschiedenster 

Erkrankungen beschäftigten, exponentiell an (Chan, Krichevsky, & Kosik, 2005; 

Hammond, 2006; Xie et al., 2005). Heutzutage ist man sich der zentralen Rolle von 

miRNAs als Regulatoren physiologischer Signalkaskaden bewusst (Ledderose et al., 

2012; Martin et al., 2011; Tranter et al., 2011; Yan, Hao, Elton, Liu, & Ou, 2011). 

Trotz intensiver Forschungsbemühungen sind allerdings viele Fragen im Bereich der 

miRNA-Forschung nicht ausreichend beantwortet. Bereits anhand der genomischen 

Lokalisation müssen drei Arten von miRNAs unterschieden werden. Erstens gibt es 

miRNAs, wie beispielsweise miR-21, die wie protein-kodierende Gene als solitäre 
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transkriptionelle Einheit vorliegen und somit eigenständig reguliert werden (Long et al., 

2011). Weiterhin gibt es miRNAs, die als Polycistron vorliegen. Polycistrone sind 

Gencluster, die als ein Primärtranskript abgelesen werden. Dies ist insbesondere 

interessant, da Polycistrone im menschlichen Organismus untypisch sind (Baskerville & 

Bartel, 2005). Und als dritte Gruppe existieren intragenische miRNAs, d.h. miRNA-

Gene, die innerhalb von proteinkodierenden, sogenannten Host-Genen, gelegen sind. 

Diese miRNA-Gene können zwar eigene regulatorische Elemente besitzen, wie 

beispielsweise miR-107 oder miR-126 (Monteys et al., 2010), sind aber häufig 

funktionell an die Expression ihrer Host-Gene gekoppelt (Rodriguez, Griffiths-Jones, 

Ashurst, & Bradley, 2004). Dieses Phänomen eröffnet einige wichtige Fragen: Ist diese 

Kopplung biologisch relevant? Wenn ja, wie kann diese untersucht und charakterisiert 

werden? Welche Rolle spielt eine solche Beziehung für mögliche pathogenetische 

Prozesse? Einige Arbeiten zeigen bereits, dass eine aufgehobene Kopplung 

intragenischer miRNAs und ihrer Host-Gene ein entscheidender Schritt in der 

Tumorpathogenese sein könnte (Mayr & Bartel, 2009; Singh et al., 2009). 

Das hier vorgestellte Habilitationsverfahren befasst sich deshalb mit der Untersuchung 

der funktionellen Beziehung intragenischer miRNAs zu ihren Host-Genen. Zur 

Bearbeitung dieser Thematik wurde ein breites Spektrum an bioinformatischen und 

molekularbiologischen Methoden etabliert und eingesetzt. Die Thematik wurde in drei 

Schritten bearbeitet: 
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1. Bioinformatische Grundlagen: Erstellung einer Datenbank und 

Evaluation bioinformatischer Methoden zur Untersuchung von 

Fragestellungen in Bezug auf intragenische miRNAs. 

MiRNAs sind circa 20 Nukleotide kurze, einzelsträngige Nukleinsäuremoleküle. Sie 

binden an die nicht übersetzte 3´-RNA Region (3´-UTR) proteinkodierender Gene und 

reduzieren in Folge dessen deren Translation, entweder via translationaler Inhibition 

oder via mRNA Degradation (Baek et al., 2008; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau, Lim, 

Weinstein, & Bartel, 2001; R. C. Lee & Ambros, 2001). Letzteres scheint dabei das 

dominierende Prinzip zu sein (Guo, Ingolia, Weissman, & Bartel, 2010). Der 

Mechanismus der Zielerkennung ist bis heute nicht vollständig verstanden und es 

existieren keine molekularbiologischen Methoden zur Large-Scale Detektion und 

Validierung von miRNA-Zielgen-Interaktionen. Dies ist nicht zuletzt dem Umstand 

geschuldet, dass eine miRNA mehrere hundert Zielgene haben und ein Gen von vielen 

miRNAs reguliert werden kann. Daher wurden diverse miRNA Zielvorhersage-

Algorithmen entwickelt, die auf verschiedenen Prinzipien der Zielvorhersage beruhen. 

Einer der ältesten und am meisten benutzten Algorithmen ist TargetScan (Lewis, Burge, 

& Bartel, 2005; Lewis, Shih, Jones-Rhoades, Bartel, & Burge, 2003). TargetScan 

basiert auf dem Prinzip der sogenannten “Seed-Komplementarität”. Als “Seed” einer 

miRNA bezeichnet man die Basen 2 - 8 (vom 5´-Ende der miRNA gezählt). Er ist der 

stärkste Prädiktor für die Zielgenerkennung einer miRNA (Brennecke, Stark, Russell, & 

Cohen, 2005). Andere Zielvorhersagealgorithmen nutzen die freie Bindungsenergie 

(Kertesz, Iovino, Unnerstall, Gaul, & Segal, 2007), Methoden der Mustererkennung 
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(Miranda et al., 2006) oder prädiktive Modelle basierend auf Transfektionsexperimenten 

(Krek et al., 2005; Wang & El Naqa, 2008), die jeweils in Sensitivität und Spezifität 

deutliche Unterschiede zeigen. Intragenische miRNAs können des Weiteren je nach 

Lokalisation in intronisch und exonisch untergliedert werden. Dabei muss allerdings die 

Strangspezifität, die Existenz möglicher alternativer Transkripte und das Vorhandensein 

möglicher miRNA-Promotoren berücksichtigt werden (Monteys et al., 2010). In einer 

ersten Arbeit entwickelten wir daher ein Datenbankmodell, in dem die verschiedenen 

Informationen aus unterschiedlichsten Quellen integriert wurden (L. C. Hinske, Heyn, 

Galante, Ohno-Machado, & Kreth, 2013). In diesem Modell werden die Informationen 

für proteinkodierende Gene des National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

mit Transkript-Informationen aus der Reference Sequence Collection (RefSeq) 

verbunden (Pruitt, Tatusova, & Maglott, 2007). RefSeq ist eine kurierte, nicht-

redundante Sammlung von Gentranskripten, die unter anderem durch den Genome 

Browser der University of California Santa Cruz zum Download bereitsteht. Das 

Mapping dieser Sequenzen auf das jeweils aktuelle menschliche Referenzgenom 

erlaubt insbesondere die Extraktion der 3´-UTR-Sequenz der jeweiligen Transkripte. Die 

jeweils aktuell registrierten miRNA-Gen-Koordinaten können von miRBase extrahiert 

werden (Griffiths-Jones, 2006; Griffiths-Jones, Grocock, van Dongen, Bateman, & 

Enright, 2006; Griffiths-Jones, Saini, van Dongen, & Enright, 2008). Dann müssen die 

miRNA-Gen-Koordinaten mit den RefSeq-Koordinaten verglichen werden, um miRNAs 

in intragenisch, und spezifischer in intronisch und exonisch klassifizieren zu können. 

Dabei definieren wir intragenische miRNAs als miRNAs, deren Genkoordinaten 

vollständig zwischen der Transkriptionsstartseite und dem Transkriptionsende liegen. 



7 

Exonisch sind miRNAs dann, wenn ein Teil des miRNA-Gens mit einem kodierenden 

Sequenzbereich überlappt. Zudem wurden Zielvorhersagealgorithmen integriert. Nach 

der entsprechenden Klassifikation der miRNAs wurden miRNA-Zielvorhersagen 

implementiert. Weiterhin wurden Vorhersagealgorithmen, Gen- und miRNA-

Expressionsdaten und Protein-Interaktionsdaten integriert (L. C. Hinske et al., 2014; L. 

C. G. Hinske, Galante, Kuo, & Ohno-Machado, 2010). Abbildung 1 gibt eine grafische 

Übersicht über die verarbeiteten Datenquellen. 

 

 

Abbildung 1. Übersicht über die verschiedenen Datenquellen, die in der von uns entwickelten Datenbank miRIAD 

integriert wurden (aus L.C. Hinske et al., 2014). 

 

Zur besseren Benutzbarkeit dieser Datenbank haben wir in einer weiteren Studie eine 

Web-Applikation entwickelt (L. C. Hinske et al., 2014).  
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Abbildung 2. Übersicht über die Funktionalität der Web-Applikation zur effektiven Nutzung der miRIAD-Datenbank 

(aus L.C. Hinske et al., 2017). 

 

Diese Software dient gezielt der Untersuchung der Rolle intronischer miRNAs und ihrer 

Host-Gene und erlaubte verschiedenste Analysen (Abbildung 2). Die Oberfläche ist 



9 

einfach aufgebaut und besteht vornehmlich aus einem Suchfeld. Dort kann sowohl nach 

Genen als auch nach miRNAs gesucht werden, einzeln oder als Liste. In dem 

resultierenden Suchergebnis werden übersichtlich alle proteinkodierenden Gene 

und/oder miRNAs dargestellt. Diejenigen Gene, die eine intragenische miRNA 

beinhalten beziehungsweise die miRNAs, die intragenisch gelegen sind, sind 

gekennzeichnet. Zudem kann auch die Liste aller intragenischen miRNAs oder aller 

Host-Gene aufgerufen werden. 

 

 

Abbildung 3. Visualisierung des Genmodells. Die Leserichtung ist durch die Pfeilrichtung gekennzeichnet, exonische 

Bereiche entsprechen den roten Kästchen, intronische Sequenzen den blauen und UTR-Sequenzen den grünen 

Bereichen (aus L.C. Hinske et al., 2017). 
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In der darauf folgenden Einzelansicht werden detaillierte Informationen über das Gen 

und die entsprechende miRNA angezeigt (Abbildung 3). Die Gen-Ansicht beginnt mit 

einer kurzen Beschreibung. Darunter befindet sich die Visualisierung des Genmodells, 

in der die Leserichtung, exonische, intronische und nicht-translatierte Bereiche 

gekennzeichnet sind. Auch mögliche intronische miRNAs werden mit Leserichtung 

dargestellt. Oben in der Grafik befindet sich die summative Darstellung, die die 

Informationen aus den darunter dargestellten Einzeltranskripten zusammenfasst. Diese 

Übersicht erlaubt die schnelle Erfassung von Informationen, wie der Distanz der 

intronischen miRNA zum nächsten Exon, des Vorhandenseins der miRNA in 

verschiedenen Isoformen des Gens sowie der Leserichtung der miRNA verglichen mit 

ihrem Host-Gen. MiRNAs, die laut Prädiktionsmodell ihr eigenes Host-Gen regulieren, 

werden blau dargestellt.  

 

 

Abbildung 4. Visualisierung der 3´-UTR Region. Alternative Polyadenylierungsisoformen sind durch alternierende 

Grünbereiche gekennzeichnet, die mögliche miRNA-Bindungsstelle durch ein gelbes Kästchen, Informationen über 

die gewebeabhängige Verteilung der APA-Isoformen durch die Kreise (aus L.C. Hinske et al., 2017). 
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Der Genmodellgrafik folgt die gesonderte Darstellung des für die Genregulation durch 

miRNAs wichtigen 3´-UTRs (Abbildung 4). Diese für das Transkript besondere Region 

kann ebenfalls in verschiedenen Isoformen vorkommen, was man als alternative 

Polyadenylierung (APA) bezeichnet (Di Giammartino, Nishida, & Manley, 2011). Dieser 

Mechanismus ist mitunter für gewebespezifische miRNA-Regulation verantwortlich und 

scheint insbesondere bei der Aktivierung von Tumorgenen eine zentrale Rolle zu 

spielen (Mayr & Bartel, 2009; Zhang, Lee, & Tian, 2005). 

Visuell werden diese alternativen Polyadenylierungsformen durch alternierende Farben 

gekennzeichnet. Um alternative Polyadenylierungsmuster darstellen zu können, haben 

wir einerseits die Daten von Derti et al. prozessiert und integriert, die für mehrere 

Spezies und Gewebe speziell poly(A)-Sequenzen isoliert und mithilfe von Next-

Generation Sequencing sequenziert haben (Derti et al., 2012). Zum anderen haben wir 

einen Algorithmus entwickelt, um potentielle alternative poly(A) Varianten aus regulären 

RNA-Sequencing Daten zu extrahieren. Basierend auf dem Next-Generation 

Sequencing Datensatz von Brawand und Kollegen (Brawand et al., 2011) haben wir 

nach entsprechendem Mapping der Read-Sequenzen auf das jeweilige Referenzgenom 

nach Sequenzen gesucht, die mindestens vier aufeinander folgende Adenosin-

Nukleotide ohne Korrelat im Referenzgenom aufweisen. Die entsprechende Stelle 

wurde nur dann als alternative Polyadenylierungsstelle in unsere Datenbank eingefügt, 

wenn sie von mindestens zwei nicht identischen Reads gestützt wurde. APA-Stellen, für 

die die Expression in verschiedenen Geweben quantifizierbar war, erscheinen in der 

Visualisierung als kleine Kreise. Durch Anklicken erscheint das Expressions-

Balkendiagramm für diese Stelle. Zudem können vorhergesagte miRNA-
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Bindungsstellen angezeigt werden, zusammen mit der dazugehörigen UTR-Sequenz 

und der relativen Position innerhalb des UTRs. 
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Abbildung 5. Darstellung der Genexpression in verschiedenen Geweben, sowie die Korrelation zwischen Host-Gen 

und den intronisch gelegenen miRNAs (aus L.C. Hinske et al., 2017). 

 

 

Für einen Großteil der aktuell zehn in unserer Datenbank implementierten Spezies sind 

Expressionsdaten sowohl von miRNAs als auch von mRNA für die verschiedenen 

Gewebe enthalten. Insbesondere für die Beurteilung einer möglichen transkriptionellen 

Koregulation ist die Korrelation der einzelnen intragenischen miRNAs und ihrer Host-

Gene relevant. Expressions- und Korrelationsdaten werden in unserer Applikation 

sowohl grafisch als auch tabellarisch dargestellt (Abbildung 5). 

Da eine miRNA nicht nur ein einzelnes Gen reguliert, haben wir zudem einen 

Algorithmus entwickelt, um den Effekt einer miRNA auf ein Netzwerk von Genen zu 

quantifizieren. Dieses Netzwerk kann entweder vom Benutzer selbst definiert werden, 

beispielsweise als beobachtete Gen-Signatur für einen bestimmten Krankheitszustand. 

Da in unsere Datenbank aber auch Protein-Protein-Interaktionsdatenbanken 

eingebunden wurden, können miRNAs gesucht werden, die nicht nur das Zielgen 

selbst, sondern das mit dem Zielgen interagierende Netzwerk regulieren können. Für 

jede miRNA wird ein Score zu dem entsprechenden Netzwerk erstellt. 
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Zuerst wird die Wahrscheinlichkeit eines zufälligen Auftretens der Seed-Sequenz einer 

miRNA berechnet: 

 p(S) = ,  wobei  

S = Seed-Sequence 

n = Länge(S) 

Ni = i-tes Nukleotid of S 

D = Nukleotid-Verteilung. 

 

Die Wahrscheinlichkeit, dass diese Sequenz mindestens r mal innerhalb einer zufälligen 

Sequenz der Länge N (UTR-Sequenz eines jeden Gens innerhalb eines 

Interaktionsnetzwerks) auftritt, ist gegeben durch: 

, wobei  

Lx = (Länge des 3´-UTRs von Element xt) - (Länge der Seed-Sequenz n) + 1 

r = erwartetes Auftreten der Sequenz (in unserer Anwendung wurde r=1 gesetzt) 

 

Somit kann die zufällig erwartete Anzahl an Genen mit Seed-Site komplementärer 

Sequenz E(Xt) innerhalb des Netzwerks X durch die Summe der 

Einzelwahrscheinlichkeiten x errechnet werden: 
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Die erwartete Anzahl kann dann mit der beobachteten Anzahl verglichen und statistisch 

mit der Log-Odds Ratio quantifiziert werden: 

 

. 

 

Zusammengefasst haben wir ein Webtool entwickelt, das eine Plattform zur 

Untersuchung miRNA-bezogener Fragestellungen bietet und die Visualisierung 

komplexer Zusammenhänge zwischen den verschiedenen Datensätzen erlaubt. 

 

2. Die Beziehung zwischen Host-Gen und miRNA: Bioinformatische 

Evidenz für eine funktionelle Beziehung zwischen intronischen 

miRNAs und ihren Host-Genen 

Intronische miRNAs werden zusammen mit ihrem Host-Gen als Primärtranskript 

exprimiert und vor der Splicing-Reaktion aus dem Transkript extrahiert (Kim & Kim, 

2007). Danach erfolgt in mehreren Prozessierungsschritten die Reifung zur aktiven 

miRNA (Denli, Tops, Plasterk, Ketting, & Hannon, 2004; Han et al., 2004; Y. Lee et al., 

2003). So reizvoll die Annahme einer funktionellen Beziehung zwischen Host-Gen und 

miRNA auch sein mag, könnte die Kolokalisation ebenso ein stochastisches Phänomen 

oder lediglich eine Informationskompression auf der DNA sein. Daher haben wir 

untersucht, ob es Evidenz für eine funktionelle Beziehung zwischen miRNAs und ihren 
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Host-Genen gibt (L. C. G. Hinske et al., 2010). Dazu haben wir die oben beschriebene 

Datenbank benutzt, um zuerst im Rahmen einer strukturellen Analyse genomische 

Charakteristika intronischer miRNAs zu extrahieren. Es zeigte sich, dass Host-Gene mit 

intronischen miRNAs insgesamt ca. dreimal länger als protein-kodierende Gene ohne 

miRNAs sind. Aber nicht nur die Gene an sich, sondern auch die entsprechenden 3´-

UTR Sequenzen sind länger und enthalten mehr AU-reiche Regionen. AU-reiche 

Regionen wiederum sind maßgeblich für die Transkriptstabilität verantwortlich und eine 

Häufung in der UTR-Sequenz mit schnellerem Abbau und engmaschiger epigenetischer 

Kontrolle assoziiert (Jing et al., 2005). Danach untersuchten wir die Position intronischer 

miRNAs innerhalb der Gene. Unsere Hypothese war, dass im Falle eines funktionellen 

Zusammenhangs ein Positionsbias intronischer miRNAs zugunsten des 5´-Endes der 

Gene existieren müsste, damit möglichst viele alternative Transkripte mit der miRNA 

koexprimiert würden. Tatsächlich befinden sich ca. 60% aller intronischen miRNAs in 

den ersten fünf Introns und zeigen einen starken Leserichtungsbias: Die Leserichtung 

der intronischen miRNA und des Host-Gens ist deutlich häufiger dieselbe, als es durch 

Zufall erklärbar wäre. Im nächsten Schritt führten wir eine funktionelle Analyse durch, 

um die Hypothese eines funktionellen Zusammenhangs näher zu beleuchten. Zuerst 

zeigten wir, dass die Anzahl von Host-Genen, die laut Vorhersage von ihrer 

intragenischen miRNA reguliert werden, signifikant höher ist, als durch Zufall erklärbar 

(negative Regulation erster Ordnung). Dieses Ergebnis war konstant für alle in der 

Analyse benutzten Zielvorhersage-Algorithmen. Zur Beurteilung der Wahrscheinlichkeit 

einer Regulation auf höherer Ebene nutzten wir die Genkarten der Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes (KEGG), in der die Interaktionen zwischen Genen bezogen auf 
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bekannte Signalkaskaden kodiert sind (Kanehisa & Goto, 2000). Dann ermittelten wir 

für jedes Host-Gen, die intragenische miRNA und den dazugehörigen Signalweg die 

Anzahl der in der entsprechenden Signalkaskade vohergesagten Ziel-Gene. Um die so 

ermittelte Anzahl statistisch bewerten zu können, führten wir pro Host-Gen 1000 

Simulationen durch, in dem die Gene innerhalb der Kaskade durch zufällig ausgewählte 

Gene ersetzt wurden und erneut die Anzahl möglicher Ziel-Gene ermittelt wurde. Wir 

fanden eine hoch-signifikante Anreicherung von Zielgenen innerhalb der Host-Gen 

Signalkaskade. Basierend auf diesen Ergebnissen haben wir die Hypothese aufgestellt, 

dass ein möglicher Aspekt der Beziehung zwischen intronischen miRNAs und ihren 

Host-Genen die Verhinderung überschießender Expression im Sinne einer negativen 

Rückkopplung ist. Dabei haben wir ein mögliches Feedback erster Ordnung, das heißt 

die miRNA reguliert direkt ihr eigenes Host-Gen, von einem Feedback höherer 

Ordnung, bei dem die miRNA die Transkription (beispielsweise via Regulation eines 

Transkriptionsfaktors) oder den funktionellen Zustand (beispielsweise via Regulation 

einer Kinase) ihres Host-Gens beeinflusst, unterschieden (Abbildung 6). 
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Abbildung 6. Modell der negativen Rückkopplung intronischer miRNAs auf die Signalkaskade der Host-Gene (aus 

L.C.G. Hinske et al., 2010). 

3. Direkte und funktionelle negative Rückkopplung: Alternative 

Polyadenylierung als Mechanismus zur Rückkopplungsadjustierung 

Eine Variante einer negativen Rückkopplung einer miRNA auf ihr Host-Gen ist die 

direkte Regulation (L. C. G. Hinske et al., 2010). Diese Form der Rückkopplung ist 

allerdings nur dann sinnvoll, wenn es Mechanismen gibt, mit Hilfe derer diese 

Beziehung an- und abgeschaltet werden kann. Dill und Kollegen haben erstmals 

anhand von miR-26b ein Beispiel einer intronischen miRNA zeigen können, die erst im 

Verlauf des zellulären Differenzierungsprozesses überhaupt in die biologisch aktive 

Form übersetzt wird und somit ihr Host-Gen reguliert (Dill, Linder, Fehr, & Fischer, 

2012). Während die differenzielle Prozessierung intronischer miRNAs einen möglichen 

Weg der Regulation einer direkten Rückkopplung darstellt, wäre ein dynamischerer 

Prozess die Modifikation der Länge des 3´-UTR via alternativer Polyadenylierung. 
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Erreicht wird dies durch das Vorhandensein alternativer Polyadenylierungssignale. 

Diese wiederum werden unterteilt in “starke” und “schwache” Signale, die von einem 

Komplex verschiedener Proteine erkannt werden (Beaudoing, Freier, Wyatt, Claverie, & 

Gautheret, 2000; Di Giammartino et al., 2011). Wir haben daher die 3´-UTR-Sequenzen 

von Host-Genen mit Seed-komplementärer Sequenz für die eigene intronische miRNA 

mit denen ohne Seed-komplementäre Sequenz verglichen (L. C. Hinske et al., 2015). 

Dabei zeigt sich, dass erstere längere 3´-UTR Sequenzen mit mehr alternativen 

Polyadenylierungssignalen besitzen. Während sich bei Genen ohne intronische miRNA 

und Host-Genen ohne Seed-komplementäre Sequenz die “starken” 

Polyadenylierungssignale AAUAAA und AUUAAA zumeist am 3´-Ende des 3´-UTRs 

befanden, lagen diese bei Host-Genen mit Seed-komplementärer Sequenz präferenziell 

vor dieser Sequenz. Zudem zeigte sich, dass miRNAs, die potentiell ihr eigenes Host-

Gen regulieren, auch vermehrt Transkripte von Genen regulieren, die für den 

Polyadenylierungsapparat wichtige Proteine kodieren, insbesondere CPSF2 (Cleavage 

and Polyadenylation Specific Factor 2). CPSF2 wiederum ist bereits mit der 

Veränderung der Signalerkennung in Verbindung gebracht worden (Herr, Molnàr, 

Jones, & Baulcombe, 2006; Kolev, Yario, Benson, & Steitz, 2008). Wir haben daher 

U87-Zellen nach Transfektion mit siCPSF2 sequenziert.  Bei 97%-iger Reduktion von 

CPSF2-RNA zeigten sich, wie vorbeschrieben, grundsätzlich verlängerte UTR-

Sequenzen, außer bei Host-Genen mit Seed-komplementärer Sequenz. Diese wurden 

tendenziell kürzer. Mittels Motiv-Detektionsanalyse konnten wir zudem zeigen, dass in 

den 3´-UTR Sequenzblöcken, die eine besonders starke Expressionszunahme 

verzeichneten, die “starken” Polyadenylierungssignale angereichert waren. 
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Zusammengefasst bedeutet dies, dass intronische miRNAs, die ihren eigenen Host 

regulieren, mitunter die eigene Wirkung auf das Host-Gen begrenzen.  

 

 

Abbildung 7. Die 3´-UTR von ZFR. Die Bindungsstelle für miR-579 ist als gelbes Kästchen dargestellt, die 

Bindungssequenz im unteren Bildbereich (aus L.C. Hinske et al., 2017). 

 

Wir haben diese Hypothese an einem Beispiel evaluiert. Das Gen ZFR (Zinc Finger 

Recombinase) besitzt eine intronische miRNA, hsa-miR-579, sowie in der 3´-UTR 

Region eine Seed-komplementäre Sequenz für diese miRNA (Abbildung 7). Mittels 

Luciferase-Assay und im Western-Blot konnten wir zeigen, dass hsa-miR-579 sowohl 

ZFR, als auch CPSF2 direkt reguliert. Des Weiteren entdeckten wir mehrere potentielle 

Polyadenylierungsstellen in der 3´-UTR, die wir mittels 3´-RACE (Rapid Amplification of 

cDNA Ends) validierten. Wir konnten zeigen, dass von der Regulation lediglich die 

längste Transkriptvariante betroffen ist. Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass 

eine direkte negative Rückkopplung durch intronische miRNAs nicht nur existiert, 

sondern durch alternative Polyadenylierung reguliert werden kann (Abbildung 8). 
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Abbildung 8. Modell der differenziellen Regulierung der direkten Regulation von Host-Genen durch ihre intronischen 

miRNAs (aus L.C. Hinske et al., 2015). 

 

Ein Großteil der Host-Gene besitzt keine seed-komplementäre Sequenz in der 3´-UTR, 

was eine mögliche indirekte Regulation nahe legen könnte. Diese Beziehung 

intragenischer miRNAs zu ihren Host-Genen scheint mitunter sogar von größerer 

klinischer Relevanz zu sein. Bereits im Jahr 2010 publizierten Tie und Kollegen, dass 
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die intronische miRNA hsa-miR-218, die im menschlichen Genom sowohl in SLIT2 als 

auch in SLIT3 intronisch vorkommt, mit ihrem Host-Gen SLIT3 koexprimiert wird (Tie et 

al., 2010). Die Bindung von SLIT an den ROBO1-Rezeptor ist wiederum wichtig für die 

Invasion und Metastasierung kolorektaler Karzinome. Die Autoren zeigten, dass die 

ROBO1-expression von miR-218 reprimiert wird und dass in einer hochinvasiven 

Tumorzelllinie diese Regulation durch Silencing von SLIT3 und miR-218 entfällt. Die 

Autoren konnten zudem zeigen, dass eine erniedrigte miR-218-Expression mit 

fortgeschrittenem Tumorstadium, lymphatischer Metastasierung, sowie schlechter 

Prognose korreliert (Tie et al., 2010). Kürzlich erst konnten Schmitt et al. zeigen, dass 

die miR-4728, die intronisch in dem insbesondere für das Mamma-Karzinom wichtigen 

Rezeptor ERBB2/HER2 des MAPK-Signalwegs gelegen ist, ein negativer Regulator 

dieser Signalkaskade ist (Schmitt et al., 2015). Die Autoren fanden auch hier einen 

ausgeprägten Zusammenhang zwischen der Expression der miRNA und der 

Überlebensraten der Patienten. 

Ein weiteres, für viele Tumoren sehr zentrales Gen, ist AKT2 (AKT Serine/Threonine 

Kinase 2) (Agarwal, Brattain, & Chowdhury, 2013; Chautard, Ouédraogo, Biau, & 

Verrelle, 2014; Emdad, Hu, Das, Sarkar, & Fisher, 2015). AKT wird durch 

Phosphorylierung aktiviert, vermittelt Zellwachstum und -überleben und inhibiert 

Apoptose (Chautard et al., 2014; Cui et al., 2015; Emdad et al., 2015; Hu et al., 2014). 

Interessanterweise ist die intronisch gelegene miRNA hsa-miR-641 kaum untersucht. 

Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass miR-641 ein negativer Regulator des 

PI3K/AKT-Signalweges ist und dass diese Beziehung im Rahmen der 

Glioblastompathogenese gestört sein könnte.  
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In einem ersten Schritt untersuchten wir daher die Expression von miR-641 in 

Geweproben von Glioblastom-Patienten und verglichen diese mit Normalhirn-Gewebe. 

Tatsächlich zeigte sich eine deutlich erniedrigte miR-641-Expression. Danach 

überprüften wir, ob miR-641 möglicherweise AKT2 direkt reguliert. Allerdings enthält die 

AKT2 3´-UTR keine Seed-komplementäre Sequenz für miR-641 und die AKT2-mRNA 

änderte sich nicht signifikant nach Transfektion dieser miRNA. Trotz unveränderter 

AKT2-Expression beobachteten wir aber eine deutliche Zunahme der Apoptoserate der 

transfizierten Zelllinie, vereinbar mit einer indirekten Regulation des PI3K/AKT-

Signalwegs. Daher untersuchten wir den AKT2-Aktivierungszustand in diesen Zellen 

und fanden eine signifikant reduzierte AKT2-Phosphoryllierung. Basierend auf unserer 

Interaktionsdatenbank identifizierten wir drei Kinasen, die AKT2 aktivieren (Frias et al., 

2006; Jacinto et al., 2006; Laplante & Sabatini, 2012; Scheid, Marignani, & Woodgett, 

2002) und deren Expressionslevel durch miR-641-Transfektion deutlich reduziert 

wurden: PIK3R3, PDK2 und MAPKAP1. Für zwei der drei Kinasen (PIK3R3 und 

MAPKAP1) wiesen wir eine direkte Regulation durch miR-641 nach, die allerdings die 

ausgeprägten Expressionsänderungen insbesondere von PIK3R3 nicht erklären konnte. 

Daraufhin suchten wir nach Transkriptionsfaktoren, die möglicherweise durch miR-641 

reguliert werden und sowohl mit PIK3R3 als auch PDK2 interagieren. NFAT5 wurde als 

wahrscheinlicher Kandidat identifiziert und in der Folge von uns validiert. 

Zusammenfassend konnten wir am Beispiel von AKT2 und miR-641 zeigen, dass 

intronische miRNAs zentral für die Regulation ihrer Host-Gen Signalwege sein können 

und dass ein Wegfall der Regulation mit direkten Implikationen für die 

Tumorpathogenese verbunden sein kann. 
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Das Verständnis der Beziehung intronischer miRNAs zu deren Host-Genen ist aber 

nicht nur von pathogenetischer Bedeutung, sondern könnte auch klinische Anwendung 

finden. Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit befasst sich beispielsweise mit der intronisch 

gelegenen miR-4722, die spezifisch für den menschlichen Organismus ist. Das Gen 

dieser miRNA liegt in Intron 5 von IL-18RAP. Sowohl intronische miRNA als auch Host-

Gen sind koreguliert und in der Sepsis verstärkt exprimiert. Die Autoren konnten zeigen, 

dass die Bestimmung der Expression von miR-4722 eine Unterscheidung von Patienten 

mit Systemic Inflammatory Response Syndrome von Patienten mit Sepsis erlaubt (Ma 

et al., 2013). 

 

In dieser Habilitationsarbeit wurden die nötigen Methoden entwickelt, um die Beziehung 

intragenischer miRNAs zu ihren Host-Genen und die Bedeutung für die Klinik zu 

bearbeiten. Diese Methoden wurden erfolgreich eingesetzt, um die zentrale Hypothese 

einer negativen Rückkopplung der miRNAs innerhalb der Signalwege ihrer Host-Gene 

zu etablieren sowie Beispiele sowohl für direkte als auch indirekte Rückkopplung zu 

validieren und regulative Mechanismen zu identifizieren. Abschließend konnte die 

klinische Relevanz dieser Mechanismen am Beispiel der Glioblastompathogenese 

gezeigt werden. Es ist davon auszugehen, dass die Beziehung intronischer miRNAs 

und ihrer Host-Gene eine zunehmend zentrale Rolle in vielen klinischen Bereichen 

einnehmen wird und möglicherweise interessante und neue diagnostische wie 

therapeutische Optionen bietet. 
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