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I. Abkürzungsverzeichnis 

miRNA  Mikro-RNA 

mRNA   messenger RNA 

AGO   Argonaute 

DICER  Dicer1, ribonuclease III 

TRBP   RISC loading complex RNA binding subunit  

RISC   RNA-induced Silencing Complex 

AKT2   AKT serine/threonine kinase 2  

MAP2K4  Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4 

EGF   Epidermal Growth Factor 

TGFB1  Transforming Grwoth Factor, Beta 1 

MAPK   Mitogen-Activated Protein Kinase 

PIK3R3  phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 3  

MAPKAP1  mitogen-activated protein kinase associated protein 1 

NFAT5  Nuclear Factor of Activated T cells 

SMAD   Small Mothers Against Decapentaplegic 

DVL2   Disheveled2 
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1. Einleitung: 

 

Das humane Genom besteht zu ca. 98% aus Sequenzen, die nicht für Proteine 

kodieren [1ï3]. Man nahm zunächst an, dass diese Sequenzen durch Mutationen und 

virale Infektionen in die DNA integriert wurden und evolutionär bedingte Abfallprodukte 

ohne relevante biologische Funktion darstellen. Wenige Jahre später wurden nicht-

kodierende DNA-Abschnitte identifiziert, die die Genexpression induzieren [4ï6] oder 

inhibieren [7ï9] können. Obwohl diese Abschnitte für kein Protein kodieren, besitzen 

sie für Gene charakteristische regulative Elemente, wie Promotoren, Enhancer oder 

Silencer und können daher auch transkribiert werden. Mit der Entdeckung des für die 

larvale Entwicklung essentiellen lin-4-Gens in C. Elegans konnten Lee et al. erstmals 

ein nicht proteinkodierendes Gen identifizieren, dessen Transkriptionsprodukt eine 

Gesamtlänge von ca. 20 Nukleotiden besitzt und die Expression des Gens lin-14 direkt 

inhibieren kann. Dies geschieht über komplementäre Basenpaarung des lin-4-

Transkripts mit dem 3`-Ende des lin-14-Transkripts [10]. Diese Erkenntnis war 

bahnbrechend, und  2001 zeigten die Arbeiten von Lagos-Quintana et al., dass viele 

dieser nichtkodierenden RNA-Sequenzen -fortan als ñmikro-RNAsò (miRNAs) 

bezeichnet- hochkonserviert vorliegen und in einer Vielzahl von Organismen in 

verschiedenen Geweben differenziell exprimiert werden [11]. In den folgenden Jahren 

erschienen zunehmend mehr Arbeiten, die den Stellenwert von miRNAs in 

unterschiedlichen Krankheitsbildern, wie Autoimmunerkrankungen oder Tumoren 

beschrieben: von ca. 400 PubMed-Eintrªgen zum Thema ñmiRNAò in 2005 stieg die 

Anzahl auf über 11,000 Einträge im Jahr 2017. Nach heutigem Stand sind mehr als 

2000 mit rechnerbasierten Algorithmen identifizierte, teilweise auch experimentell 

https://paperpile.com/c/9vvOM3/PUxS+FBmE+fCbj
https://paperpile.com/c/9vvOM3/ErWg+S9dE+ACiA
https://paperpile.com/c/9vvOM3/BVg8+2bca+SbN4
https://paperpile.com/c/9vvOM3/TzBI
https://paperpile.com/c/9vvOM3/Tqe9
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validierte miRNA-Sequenzen des Menschen bekannt [12,13]. Das Konzept von 

miRNAs als essentiellen Regulatoren der Genexpression ist mittlerweile fest etabliert: 

man geht davon aus, dass die Expression von ca. 60% aller Gene durch miRNAs 

beeinflusst wird [14].  

MiRNAs inhibieren die Genexpression ihrer Zielgene durch direkte Interaktion mit der 

3`untranslatierten Region (3`UTR). Zunächst wird ein RNA-Proteinkomplex aus 

miRNA und den Proteinen AGO, Dicer und TRBP gebildet. Dieser RNA-Induced 

Silencing Complex (RISC) interagiert mit dem 3`UTR der Ziel-mRNA, wobei die 

miRNA die exakte Lokalisation des RISC bestimmt. Durch Basenpaarung entsteht ein 

doppelsträngiges miRNA-RNA Hybridmolekül, das durch die intrinsische 

Endonukleaseaktivität des RISC degradiert wird. Es steht nun weniger mRNA für die 

Proteintranslation zur Verfügung [15,16] (Abb. 1).      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Vereinigung der Proteine AGO2, DICER, TRBP sowie einer miRNA zum RNA-Induced Silencing 

Complex (RISC). Die miRNA fungiert hierbei als Leitstruktur für die korrekte Platzierung des RISC am 

3`UTR der Ziel-mRNA. Diese wird nach Anlagerung des RISC durch die Ribonukleaseaktivität des 

Proteins AGO2 degradiert.  

https://paperpile.com/c/9vvOM3/yImD+8OOW
https://paperpile.com/c/9vvOM3/hupZ
https://paperpile.com/c/9vvOM3/AhlD+4uif
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Alternativ wird die Genexpression durch translationale Repression beeinflusst. Hierbei 

lagert sich der RISC ebenfalls an die mRNA an und interferiert mit der 

Proteintranslation, ohne jedoch die mRNA zu degradieren [17,18]. 

Die von einer miRNA regulierten Gene stehen oftmals in funktionellem Bezug. Dies 

generiert ein komplexes regulatorisches Netzwerk, in dem die miRNA die 

Signaltransduktion durch paralleles Targeting mehrerer funktionell verwandter Gene 

entscheidend beeinflussen kann [19ï21]. Schon für eine physiologische 

Embryonalentwicklung sind miRNAs unverzichtbar: mehrere Studien zeigen, dass 

bestimmte miRNAs, abhängig vom Stand der Embryonalentwicklung, differenziell 

exprimiert werden und wichtige Prozesse, wie die Entwicklung von Gehirn [22] oder 

Herz [23,24] maßgeblich mitbestimmen. Eine komplette Inhibition der miRNA-

Synthese führt in embryonalen Stammzellen zu verstärkter Apoptose und frühzeitiger 

Seneszenz [25,26]. In adulten Zellen sind miRNAs ebenfalls an der Regulation nahezu 

sämtlicher Signalkaskaden beteiligt [27,28]. Es liegt daher nahe, dass die 

Dysregulation von einer oder mehreren miRNAs an der Pathogenese bestimmter 

Erkrankungen maßgeblich sein kann. 

MiRNAs sind im humanen Genom auf ganz unterschiedliche Arten codiert: ähnlich 

proteinkodierenden Genen können miRNAs als eigenständiges Gen mit eigenem 

Promotor vorliegen und autonom transkribiert werden. In ca. 50% der Fälle sind 

miRNAs innerhalb eines anderen Gens, dem sogenannten Host-Gen, lokalisiert [29]. 

In den meisten Fällen besitzen diese intragenischen miRNAs keine eigenen 

regulatorischen Elemente und werden zusammen mit ihren Host-Genen zunächst als 

pre-mRNA transkribiert [29]. Während des anschließenden Spleißvorgangs wird die 

https://paperpile.com/c/9vvOM3/WOpk+pOs2
https://paperpile.com/c/9vvOM3/v0xL+TvzP+TlWV
https://paperpile.com/c/9vvOM3/NZBN
https://paperpile.com/c/9vvOM3/VWNS+Ha0z
https://paperpile.com/c/9vvOM3/hkO8+pfBN
https://paperpile.com/c/9vvOM3/3iep+CTdO
https://paperpile.com/c/9vvOM3/YMiv
https://paperpile.com/c/9vvOM3/YMiv
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meist intronisch liegende miRNA-Sequenz durch Spleißen aus der mRNA entfernt und 

zu einer reifen miR prozessiert (Abb.2).                                                                                                                                                                                                                                                                       

Bioinformatische Analysen legen nahe, dass diese transkriptionellen Kopplungen im 

Genom eine funktionelle Relevanz besitzen und dass das jeweilige Host-Gen durch 

die intragenisch kodierte miRNA über unterschiedliche Rückkopplungs- (Feedback-) 

mechanismen beeinflusst wird [20]. Diese Feedback-Mechanismen könnten entweder 

durch direkte Interaktion mit dem Host-Gen (direktes Feedback bzw. Feedback erster 

Ordnung, Abb. 3), oder über Inhibition von Genen, die Genexpression bzw. 

Aktivierungsstatus des Host-Gens regulieren (indirektes Feedback bzw. Feedback 

zweiter Ordnung, Abb. 4) vermittelt werden.  

Abb. 2: Prozessierung einer intronischen pre-miRNA zu einer reifen miRNA: Nach Transkription der 

pre-mRNA wird die pre-miRNA durch Spleißen von der mRNA getrennt und Exportin5-abhängig 

aus dem Nukleus in das Zytoplasma transportiert. Hier wird die pre-miRNA enzymabhängig zu einer 

reifen miRNA prozessiert. 

https://paperpile.com/c/9vvOM3/TvzP
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Abb. 3: Direktes Feedback einer intronischen miR (rot): Nach der Transkription entsteht aus der pre-

mRNA eine reife mRNA (blau) sowie eine pre-miR. Diese wird weiter zu einer reifen miRNA prozessiert 

und inhibiert durch direkte Interaktion mit dem 3`UTR ihres Host-Gens dessen Expression. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Abb 4: 

Indirektes Feedback einer intronischen miR (rot): Nach Transkription und Spleißen inhibiert die reife 

miRNA die Expression von Genen, die Transkription oder Aktivität des Host-Gens beeinflussen.   
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Diese Rückkopplungsmechanismen scheinen nicht nur über ein einziges Target 

vermittelt, sondern durch Interaktion der miRNA mit funktionell ähnlichen Targets 

potenziert zu werden. Dies generiert ein komplexes funktionelles Netzwerk mit miRNA 

und Host-Gen als zentralen Bestandteilen. 

Aktuell existieren nur wenige Arbeiten, die diese auf in-silico-Analysen gegründeten 

Vermutungen für einzelne ausgewählte miRNAs experimentell validieren und Host-

Gen-augmentierende (positives Feedback) [30] bzw. -antagonisierende Effekte 

(negatives Feedback) [31ï33] der miRNA nachweisen konnten.  

Insbesondere die Expression von Genen, die Zellproliferation, -differenzierung oder -

migration steuern und daher potentielle Onkogene (sogenannte Protoonkogene) 

darstellen, muss jedoch eng reguliert sein. Intragenisch kodierte miRNAs könnten 

hierbei einen zusätzlichen physiologischen Kontrollmechanismus zur Feinsteuerung 

der Gentranskription darstellen und einer inadäquaten Gentranskription oder -aktivität 

von Proto-Onkogenen entgegenwirken. Alterationen der miRNA Expressionsprofile 

können bei einer Vielzahl von Tumorerkrankungen nachgewiesen werden [34ï36]. 

Hiervon sind ebenfalls intronische bzw. intragenische miRNAs betroffen [37]. Bislang 

existieren jedoch nur wenige Studien, die einen funktionellen Zusammenhang 

zwischen intragenischen miRNAs und protoonkogenen Host-Genen während der 

Tumorentstehung herstellen und charakterisieren konnten. 

 

2. Fragestellung 

In der vorliegenden Arbeit sollte anhand von zwei bekannten Proto-Onkogenen, AKT2 

(AKT Serine/Threonine Kinase 2) [38,39] und MAP2K4 (Mitogen-Activated Protein 

https://paperpile.com/c/9vvOM3/etRk
https://paperpile.com/c/9vvOM3/RZWv+mRAR+1UvD
https://paperpile.com/c/9vvOM3/MNbI+seMW+ghh4
https://paperpile.com/c/9vvOM3/I0WG
https://paperpile.com/c/9vvOM3/woiy+u3e0
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Kinase Kinase 4) [40ï44], sowie ihren intronischen miRNAs untersucht werden, ob 

eine funktionelle Beziehung im Sinne eines Feedback-Loops zwischen Host-Gen und 

intronischer miRNA besteht. Dies ist von besonderem Interesse, da AKT2 die 

Zellproliferation induziert und durch Wachstumsfaktoren wie EGF (Epidermal Growth 

Factor) oder TGFB1 (Transforming Growth Factor, Beta1) über 

Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden kann [45]. Eine verstärkte Expression bzw. 

Überaktivierung von AKT2 ist in den unterschiedlichsten Tumorarten beschrieben [46] 

und führt nicht nur zu verstärkter Proliferation und Migration [47], sondern auch zur 

Inhibition der Apoptose [48,49]. 

Ähnlich wie AKT2 reguliert MAP2K4 durch die Beteiligung im MAPK-Signalweg 

ebenfalls tumorigene Prozesse wie Proliferation und Metastasierung, aber auch 

zelluläre Anpassungsvorgänge, die in Tumorzellen beispielsweise als Reaktion auf 

Hypoxie [50,51] oder Chemotherapie stattfinden [52,53]. 

Insbesondere sollen die folgenden Fragen adressiert werden: 

ǒ   Besteht ein funktioneller Zusammenhang zwischen intronischen miRNAs 

und Host-Gen und liegt dieser in malignen Zellen eventuell entkoppelt vor? 

ǒ Können durch Deregulation intragenischer miRNAs physiologisch 

vorhandene Kontrollmechanismen zur Genexpression und -aktivität des 

Host-Gens deaktiviert bzw. inhibiert werden? 

ǒ   Wird durch Modulation der miRNA-Expression Phänotyp und Malignität der 

Zellen beeinflusst? 

 

https://paperpile.com/c/9vvOM3/0B4J+WA4z+EKGI+D0yR+CPWw
https://paperpile.com/c/9vvOM3/iATc
https://paperpile.com/c/9vvOM3/qbDd
https://paperpile.com/c/9vvOM3/OXMY
https://paperpile.com/c/9vvOM3/gm1S+a7fF
https://paperpile.com/c/9vvOM3/DPDD+MF9W
https://paperpile.com/c/9vvOM3/fSzI+FhOF
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3. Zusammenfassung 

Gene, die essenzielle zelluläre Funktionen, wie Apoptose oder Proliferation regulieren, 

müssen einer engen transkriptionellen Kontrolle unterliegen. MiRNAs, die in Introns 

dieser Gene gelegen sind, könnten hier wichtige regulative Funktionen erfüllen, indem 

sie ïdirekt oder indirekt- die Expression ihrer sogenannten ĂHost-Geneñ kontrollieren. 

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Frage, ob intronisch lokalisierte miRNAs 

einen regulativen Einfluss auf ihre Host-Gene ausüben können und ob diese 

Kontrollmechanismen in Tumoren verändert oder sogar inaktiviert sind. Dies wurde an 

zwei bekannten tumorigenen Kinasen, AKT2 und MAP2K4, und den jeweils intronisch 

gelegenen miRNA-641 und miRNA-744 mittels real-time-PCR, RNA-Interferenz-

Experimenten, Proteinanalysen, Immunhistochemie, Reportergenassays, etablierten 

Langzeit-Zellkulturen, primären Zelllinien aus Glioblastomgewebe und Glioblastom-

Biopsaten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass beide Kinasen durch ihre 

intronischen miRNAs im Sinne einer indirekten negativen Rückkopplung inhibiert 

werden: miR-641 hemmt über die Targets PIK3R3, MAPKAP1 und NFAT5 die 

Phosphorylierung und damit die Aktivität ihres tumorigenen Host-Gens AKT2; miRNA-

744 inhibiert durch Targeting von TGFB1 die Aktivität des SMAD- und MAPK-

Signalwegs. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass beide miRNAs in Glioblastomen 

- im Vergleich zu normalem Hirngewebe- stark reprimiert sind. Für die zugehörigen 

miRNA-Zielgene PIK3R3, NFAT5 und TGFB1 wurde im Tumorgewebe eine verstärkte 

Expression gefunden. 

Die vorliegende Promotionsarbeit konnte damit an zwei Beispielen ein wichtiges 

Prinzip expressioneller Kontrolle nachweisen: intronische miRNAs können über 
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komplexe funktionelle Netzwerke ihre Host-Gene regulieren. Die Störung dieser 

negativen Feedback-mechanismen kann die intrazelluläre Signalgebung maßgeblich 

beeinflussen und die Tumorprogression begünstigen. Diese Ergebnisse können zur 

Entwicklung miRNA-basierter zukünftiger Therapiestrategien beitragen. 

 

4. Summary 

Genes that regulate essential cellular functions, such as apoptosis or proliferation, 

must be subject to tight transcriptional control. MiRNAs located in introns of these 

genes could fulfill important regulatory functions by directly or indirectly controlling the 

expression of their host genes. 

The present work dealt with the question of whether intronically localized miRNAs can 

exert a regulatory influence on their host genes and whether these control 

mechanisms are impaired or even inactivated in tumors. This was investigated in two 

known tumorigenic kinases, AKT2 and MAP2K4, and the intronically located miRNA-

641 and miRNA-744 by real-time PCR, RNA interference experiments, protein 

analysis, immunohistochemistry, reporter gene assays, established long-term cell 

cultures, primary cell lines from glioblastoma tissue and glioblastoma biopsies. It could 

be shown that both kinases -indeed- are inhibited by their intronic miRNAs via indirect 

negative feedback: miR-641 inhibits phosphorylation via the targets PIK3R3, 

MAPKAP1 and NFAT5 and thus the activity of its tumor host gene AKT2; miRNA-744 

inhibits the activity of the SMAD and MAPK signaling pathway by targeting TGFB1. 

We further found that both miRNAs are strongly repressed in glioblastomas as 

compared to normal brain tissue. In contrast, the miRNA target genes PIK3R3, NFAT5 

and TGFB1 were induced in tumor tissue. 
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The present doctoral thesis was thus able to demonstrate an important principle of 

expressional control: intronic miRNAs can regulate their host genes via complex 

functional networks. The disruption of these negative feedback mechanisms can 

significantly influence intracellular signalling promote tumour progression. These 

results may contribute to the development of miRNA-based future therapeutic 

strategies. 
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5. Veröffentlichung I: 
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6. Veröffentlichung II:  

 


