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1. Einleitung 
 

1.1. Zerebrale kavernöse Malformationen 
 

Zerebrale kavernöse Malformationen (Kavernome, CCMs; Cerebral cavernous 

malformations, OMIM 116860, 603284, 603285) sind vaskuläre Fehlbildungen des 

zentralen Nervensystems, die zu rezidivierenden Kopfschmerzen, epileptischen 

Anfällen, neurologischen Defiziten und hämorrhagischen Schlaganfällen führen 

können (Batra et al. 2009; Labauge et al. 1998; Spiegler et al. 2018).  

Kavernome sind maulbeerartig erweiterte endotheliale Kanäle, die in ihrer Größe 

zwischen wenigen Millimetern bis zu mehreren Zentimetern im Durchmesser 

betragen können (Baumann et al. 2007). Die dilatierten Gefäßabschnitte sind durch 

Fehlen von intervenierendem Hirnparenchym und einer Dysfunktion der Blut-

Hirnschranke gekennzeichnet. Durch den langsamen Blutfluss in den Läsionen kann 

es zu einer Thrombusbildung oder Kalzifikation kommen (Clatterbuck et al. 2001; 

Fischer et al. 2013). Ultrastrukturelle Veränderungen in den CCMs betreffen Zell-Zell-

Kontakte wie die Schlussleisten (Tight junctions), die zu einer erhöhten 

Endothelpermeabilität führen. Zusätzlich sind Hämosiderinablagerungen im 

umgebenden Hirngewebe zu finden, die auf chronische Blutungen hindeuten (Wong 

et al. 2000). 

Symptomatisch erbliche Kavernome treten mit einer Prävalenz von 1:5400-1:6200 

auf (Spiegler et al. 2018). Während der Erkrankungsgipfel hier zwischen der dritten 

und vierten Lebensdekade liegt (Robinson et al. 1993; Felbor et al. 2006), tritt etwa 

ein Viertel der Fälle im Kindesalter auf (Herter et al. 1988; Spiegler et al. 2014). 

Dabei wurden bereits schwere Krankheitsverläufe im Kindesalter beschrieben (Fauth 

et al. 2015).  

Die Kavernomatose kann sporadisch oder hereditär mit autosomal-dominantem 

Vererbungsmuster auftreten, wobei eine variable Expressivität und unvollständige 

Penetranz der Erkrankung beobachtet werden. Charakteristisch für sporadische Fälle 

ist das Auftreten einer solitären Läsion. Bei der familiären Form hingegen liegen oft 

multiple Läsionen vor und die Erkrankung manifestiert sich häufig bereits in jüngerem 

Lebensalter (Labauge et al. 1998; Zabramski et al. 1994). Bisher sind 

Veränderungen in drei Genen mit der Kavernomatose assoziiert: CCM1 (KRIT1, 
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Chromosom 7q21.2, (Laberge-le Couteulx et al. 1999)), CCM2 (Chromosom 7p13, 

(Liquori et al. 2003; Denier et al. 2004)), und CCM3 (PDCD10, Chromosom 3q26.1, 

(Bergametti et al. 2005)). Die nachgewiesenen pathogenen Varianten in den CCM-

Genen umfassen hauptsächlich Stopp-Mutationen, kleine Insertionen oder 

Deletionen, die zum Einbau eines vorzeitigen Stoppkodons führen. Daneben sind 

wenige Aminosäureaustausche in funktionell bedeutenden Bereichen möglich. Auch 

komplette oder zumindest Exon-übergreifende Deletionen der Gene sind ebenfalls 

bereits beschrieben worden (Fisher et al. 2015; Denier et al. 2004; Bergametti et al. 

2005; Gaetzner et al. 2007). 

In der Standarddiagnostik werden etwa 60 % der detektierten Mutationen in CCM1, 

18 % in CCM2 und 22 % in CCM3 nachgewiesen (Spiegler et al. 2014). Es wird von 

einer lokusspezifischen Penetranz von 63 %, 55 % und 68 % ausgegangen (Denier 

et al. 2006).  

Pathogene Varianten im CCM3-Gen zeichnen sich durch einen schwerwiegenderen 

Phänotyp als CCM1- oder CCM2-Mutationen aus, mit jüngerem Erkrankungsalter, 

früherem Einsetzen von hämorrhagischen Schlaganfällen, vermehrtem Auftreten von 

Läsionen und einem insgesamt höheren Blutungsrisiko (Denier et al. 2006; Shenkar 

et al. 2015). Darüber hinaus wird diskutiert, dass CCM3 besonders anfällig für de 

novo Mutationen ist (Rath et al. 2016). 

Die Magnetresonanztomographie (MRT) mit suszeptibilitäts-gewichteten und 

Gradientenechosequenzen gilt als Goldstandard für die Diagnose der CCM (Frischer 

et al. 2012; Dammann et al. 2016). Bisher gibt es noch keinen kausalen 

Therapieansatz zur Behandlung der Kavernomatose. Eine chirurgische Resektion 

kann, je nach Lage und Symptomatik der Läsion, als Therapiemöglichkeit in Betracht 

gezogen werden. Bei der familiären Form der Kavernomatose, bei der mit einer 

Progredienz und zunehmender Anzahl der CCM-Läsionen gerechnet werden kann, 

wird die Indikation zur Operation zurückhaltender gestellt (Batra et al. 2009). 

 

1.2. Interaktionspartner und Signalwege des CCM3 Proteins 
 

CCM3 kodiert für das 25 kDa große Protein CCM3/PDCD10 (Labauge et al. 2007), 

das aus 212 Aminosäuren besteht. Dieses wird ubiquitär exprimiert und beinhaltet N-

terminal eine Dimerisierungsdomäne sowie eine Serin/Threoninkinase Bindungs- und 
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Phosphorylierungsdomäne. C-terminal findet sich zudem eine FAT-homologe 

Domäne (FAT-H; Focal adhesion targeting) (Li et al. 2011; Kean et al. 2011).  

Die CCM-Proteine weisen keine strukturellen Ähnlichkeiten oder 

Sequenzhomologien auf (Fischer et al. 2013). Die Beteiligung an ähnlichen oder 

gemeinsamen Signalwegen wird jedoch angenommen (Stahl et al. 2008; 

Pagenstecher et al. 2009; Gore et al. 2008). Daneben werden für CCM3 jedoch auch 

zelluläre Funktionen unabhängig von den anderen CCM-Proteinen angenommen 

(Chan et al. 2011; Zhu et al. 2010).  

Das CCM3-Protein ist eine Komponente des CCM1/CCM2/CCM3-Komplexes und 

interagiert hier mit CCM2, wobei die Funktion des Komplexes noch nicht vollständig 

aufgeklärt ist (Voss et al. 2007; Hilder et al. 2007; Fisher et al. 2014). CCM3 kann in 

der Zelle mit verschiedenen Proteinen interagieren, darunter Proteine der GCKIII-

Familie (Germinal centre kinase III) wie STK24, STK25 und STK26 

(Serin/Threoninkinasen 24-26) (Fidalgo et al. 2010; Xu et al. 2013). Die Interaktionen 

mit Proteinen der GCKIII Familie sind die am besten untersuchten im Bezug auf 

CCM3 (Draheim et al. 2014). Diese Proteine sind beteiligt an der Regulation von 

Apoptose, Zellproliferation und -migration (Preisinger et al. 2004; Lu et al. 2006; 

Nogueira et al. 2008). CCM3 interagiert beispielsweise mit STK26 und reguliert so 

über den ERK Signalweg die Zellproliferation (Ma et al. 2007). Die Interaktion mit 

STK25 ist zudem von Bedeutung für intakte endotheliale Zell-Zell-Kontakte (Zheng et 

al. 2010). STK26 aktiviert Ezrin, STK24 und STK25 aktivieren Moesin. Beides sind 

Proteine aus der Ezrin-Radixin-Moesin Familie, die Rho-A inhibieren (Zheng et al. 

2010; ten Klooster et al. 2009). Die GCK III Kinasen werden darüber hinaus für die 

Polarisierung des Golgi-Apparates benötigt und sind Teil des STRIPAK Komplexes 

(Striatin-interacting phosphatase and kinase), der mit den Proteinphosphatasen 2A 

interagiert. CCM3 bindet hier an die regulatorische Untereinheit der 

Proteinphosphatase 2A, die Striatin genannt wird (Goudreault et al. 2009; Fidalgo et 

al. 2010; Kean et al. 2011). Zusätzlich bindet CCM3 UNC13B- und D (Unc-13 

Homolog B und D (C. Elegans)) und bildet mit STK24 zusammen einen Komplex in 

Endothelzellen, der die Liganden-stimulierte Exozytose beeinflusst und zur Integrität 

von endothelialen Zell-Zell-Kontakten beiträgt (Zhou et al. 2016; Zhang et al. 2013).  

Die Phosphatase PTPN13 (FAP-1, Protein tyrosine phospatase, non-receptor type 

13) dephosphoryliert CCM3, dies könnte zu einer negativen Regulation führen (Voss 

et al. 2007). Die Bindung von CCM3 mit dem Gerüstprotein Paxillin beeinflusst die 
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Adhäsion und Migration von Zellen (Jamieson et al. 2005; Hu et al. 2014). Durch die 

Stabilisierung von VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor receptor 2) greift 

CCM3 in den VEGF Signalweg (Vascular endothelial growth factor) ein (He et al. 

2010). Über die Bindung zu Protocadherin-γ scheint CCM3 außerdem die Apoptose 

von Neuronen zu beeinflussen (Lin et al. 2010). Es wird ebenfalls angenommen, 

dass CCM3 den PI3K-Akt Signalweg über seine Bindung zu Phosphatidylinositol Di- 

und Triphosphaten moduliert und somit in Prozesse der Angiogenese eingreift 

(Dibble et al. 2010; Jiang et al. 2000). 

Ein weiterer Signalweg, den CCM3 moduliert, ist der DLL4-Notch Signalweg (Delta 

like canonical notch ligand 4). Dieser ist beteiligt an der vaskulären Morphogenese 

und inhibiert unter anderem das Sprossverhalten und die Proliferation von 

Endothelzellen (s. Abbildung 1) (Hellström et al. 2007; Leslie et al. 2007; You et al. 

2013). 

 

Abbildung 1. Interaktionen von CCM3 in der Zelle. VEGFR2, Vascular endothelial growth 
factor 2; DLL4, Delta like canonical notch ligand 4; PCDH-γ, Protocadherin-γ; UNC13B, Unc-
13 Homolog; PIP2/3, Phosphatidylinositol Di- und Triphosphate; Rho-A, Ras homolog family 
member A; ERM, Ezrin-Radixin-Moesin Protein Familie; STK24-25 Serin/Threoninkinasen 
24-26; PP2a, Proteinphosphatase 2A; STRIPAK, Striatin-interacting phosphatase and 
kinase; Golgi, Golgi-Apparat. 
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1.3. In vitro Angiogenese-Modellsysteme 
 

Der Prozess der Angiogenese beschreibt die Bildung neuer Blutgefäße aus 

vorbestehenden Gefäßen (Risau 1997). Die CCM-Proteine sind an der Regulation 

der Angiogenese wesentlich beteiligt. Eine pathologische Angiogenese ist hier 

bereits mit der Entstehung der Kavernomatose in Verbindung gebracht worden 

(Fischer et al. 2013). Die Ausbildung neuer Blutgefäße gliedert sich in drei 

Abschnitte: 

Zuerst beginnen die sogenannten endothelialen Tip cells, Endothelzellen an der 

Spitze neuer Gefäße, mit einer Invasion und Migration, stimuliert durch den 

proangiogenen Wachstumsfaktor VEGF-A (Tahergorabi et al. 2012). Dieser Prozess 

wird unter anderem reguliert vom DLL4-Notch Signalweg (Sainson et al. 2005). 

In der zweiten Phase der Angiogenese kommt es zur Migration, Proliferation und 

Bildung kapillarähnlicher Strukturen (Tube formation) der Endothelzellen. Hier ist die 

Interaktion von VEGF-A mit seinem Rezeptor VEGFR-2 von besonderer Bedeutung 

(Gerhardt et al. 2003).  

Zuletzt wird ein Reifungsprozess der neu entstandenen Gefäße eingeleitet, indem 

unter anderem die Proliferation gehemmt wird (Jain 2003). 

Verschiedene in vitro Assays ermöglichen die Charakterisierung angiogenetischer 

Parameter. Die Beurteilung der endothelialen Differenzierung und des 

Sprossverhaltens ermöglicht ein Sphäroid-basierter Sprossungs-Assay. In einer 

zweidimensionalen Zellschicht sind endotheliale Zellen häufig niedrig differenziert 

und proliferieren (Fina et al. 1990). Die Kultivierung der endothelialen Zellen in 

dreidimensionalen Sphäroiden führt hier zu einem besser differenzierten Phänotyp. 

Die oberflächliche Zellschicht der Sphäroide proliferiert dabei nicht, während im Kern 

der Sphäroide hauptsächlich nicht-proliferierende oder apoptotische Zellen vorliegen 

(Korff et al. 1998). Die Sphäroide bilden Sprosse aus, an deren Spitze sich Tip cells 

befinden. Die Sprosse verfügen über ein Lumen und sind kapillarähnlich (Heiss et al. 

2015). Zur Erfassung der Migration kann das sogenannte Scratch-wound-Assay 

herangezogen werden. Hier wird eine freie Fläche in eine adhärente Zellschicht 

geschabt und danach über die Zeit gemessen, wie weit die Zellen in die freie Fläche 

hinein migrieren (Wong et al. 1984). Der Verschluss dieser zellfreien Fläche ähnelt in 

Teilen der Migration von Zellen in vivo (Haudenschild et al. 1979; Liang et al. 2007). 

Eine zusätzliche Rolle beim Zuwachsen dieser Fläche spielt weiterhin die 
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Proliferation der Zellen (Coomber et al. 1990). 

Zu in vitro Untersuchungen angiogenetischer Prozesse eignen sich humane 

Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs, Human umbilical vein endothelial cells). 

Anhand des in vitro Modellorganismus der HUVECs konnten bereits funktionelle 

Zusammenhänge und Signaltransduktionswege der Kavernomatose aufgeklärt 

werden (s. Abbildung 2). So konnte gezeigt werden, dass ein akuter Verlust von 

CCM3 zu einer Induktion von Stress-Fasern und einer erhöhten 

Endothelpermeabilität führt (Shenkar et al. 2015). Eine Überexpression von CCM3 in 

HUVECs führte zu einer Hemmung der Zellmigration, Proliferation und Tube 

formation, während eine Hemmung von CCM3 gegenteilige Effekte bewirkte 

(Schleider et al. 2011). Nach einem experimentellen akuten Knock-down von CCM3 

konnte ebenfalls eine vermehrte Sprossung von in Sphäroiden kultivierten HUVECs 

festgestellt werden (You et al. 2013). 

 

1.4. Biogenese der miRNAs und ihre Rolle in der Angiogenese 
 
MicroRNAs (miRNAs) sind kurze, etwa 20-23 Nukleotide lange, einzelsträngige RNA-

Moleküle, die selber nicht für Proteine kodieren. Sie sind jedoch entscheidend an der 

Abbildung 2. Eine akute Inaktivierung von CCM3 führt zu einer Steigerung der 
Angiogenese. Die rot markierten Aspekte der Angiogenese können durch das Scratch-
wound-Assay und das Sphäroid-basierte Sprossungs-Assay untersucht werden. Auch die 
Ausbildung kapillarähnlicher Strukturen (Tube formation) kann zum Teil durch das 
Sprossungs-Assay erfasst werden (grau markiert). 
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Modulation der Genexpression beteiligt. Eine miRNA kann dabei bis zu Hunderte von 

Zielgenen regulieren (Selbach et al. 2008; Friedman et al. 2009). Diese Regulation 

wird vor allem posttranskriptional durch einen Abbau der entsprechenden Boten-RNA 

(Messenger RNA, mRNA) oder durch eine Translationshemmung vermittelt. Man 

geht davon aus, dass etwa die Hälfte des humanen Transkriptoms einer miRNA-

vermittelten Regulation unterliegt (Afonso-Grunz et al. 2015).  

Die miRNAs werden im Zellkern durch die RNA-Polymerasen II und III zu 

sogenannten primary miRNAs (pri-miNRA, primäre miRNA) transkribiert. Diese 

verfügen über eine 5'-Kappe und sind 3'-polyadenyliert (Lee et al. 2004; Borchert et 

al. 2006). Die pri-miRNAs werden im Kern weiterverarbeitet durch das Enzym 

Drosha, einer RNase III, und das DGCR8-Protein (DiGeorge critical region 8 protein) 

zu precursor miRNAs (pre-miRNA, Vorläufer miRNA) (Lee et al. 2003). Diese sind 70 

Nukleotide lang und werden durch Exportin-5 Ran-GTP (Ras-related nuclear protein, 

Guanosintriphosphat) abhängig aus dem Kern transportiert (Yi et al. 2003). Im 

Zytosol werden die pre-miRNAs durch die RNase III Dicer zu zwei jeweils 22 

Nukleotide langen, einzelsträngigen miRNAs prozessiert (Bernstein et al. 2001). Der 

sogenannte Leitstrang wird in einen Ribonukleoproteinkomplex integriert, den RNA-

induced silencing complex (RISC). Der andere Strang (Passagierstrang, passenger 

strand) wird zumeist abgebaut (Hammond et al. 2000; Schwarz et al. 2003). Der 

RISC besteht aus Dicer, dem TRBP-Protein (HIV-1 TAR RNA binding protein) und 

Eiweißen der Argonaut-Familie (Ago), hauptsächlich Ago2 (Gregory et al. 2005). 

Dieser Ribonukleoproteinkomplex ist für die posttranskriptionale Herunterregulation 

von Genen verantwortlich (Liu et al. 2004; Pillai et al. 2004). Dabei kommt es bei 

einer hohen Bindungsspezifität der miRNA an die mRNA zu deren Degradation und 

Deadenylierung, bei niedriger Spezifität zur Translationshemmung (s.  Abbildung 3) 

(Hutvágner et al. 2002; Eulalio et al. 2009). 

Endothelspezifische miRNAs sind Gegenstand aktueller Forschung. MiRNAs 

regulieren unter anderem Zielgene, die für die Angiogenese und eine 

Aufrechterhaltung der normalen Endothelfunktion eine Rolle spielen. MiRNAs können 

durch Hemmung ihrer Zielgene sowohl proangiogen als auch antiangiogen wirken, 

wobei ihre Funktion zellspezifisch ist (Poliseno et al. 2006; Anand et al. 2010; Liu et 

al. 2012). 

Die Feinregulation der Angiogenese durch miRNAs unterliegt dabei einer strengen 

Kontrolle. Extrazelluläre Faktoren wie VEGF können intrazelluläre miRNA-Spiegel 
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modulieren, Hypoxie kann zu einer Induktion von miRNAs führen (Würdinger et al. 

2008; Fasanaro et al. 2008). Die miRNA-Biogenese kann durch 

Transkriptionsfaktoren oder durch Regulation von Dicer nach Zellstress beeinflusst 

werden (Fazi et al. 2005; O'Donnell et al. 2005; Wiesen et al. 2009). Darüber hinaus 

wird der Abbau und die zelluläre Lokalisation der miRNAs reguliert, und damit 

indirekt ihre Interaktion mit Zielgenen (Zhang et al. 2012; Marzi et al. 2016; Liu et al. 

2005). Damit können miRNAs als vielschichtige Modulatoren der Angiogenese 

verstanden werden. 

 

 

1.5. In silico Identifizierung von miRNA-Bindungsstellen 
 

Das Bindungsverhalten einer miRNA an ihre Zielgene wird durch unterschiedliche 

Parameter bestimmt. Ein wesentlicher Einflussfaktor ist beispielsweise die 

Komplementarität der miRNA-Seed-Sequenz zur 3'-UTR (3' untranslatierte Region) 

des Zielgens. Die Seed-Region beschreibt hierbei einen konservierten Bereich in der 

Position der Nukleotide 2-7 am 5'-Ende der miRNA (Lewis et al. 2003). Dabei gibt es 

mehrere Möglichkeiten für den Grad der Komplementarität und damit der 

Abbildung 3. Biogenese der miRNAs. RNA pol II/III, RNA-Polymerase II/III; pri-miRNA, 
primary-miRNA, DGCR8, DiGeorge critical reagion 8 protein; pre-miRNA, precursor miRNA; 
GTP, Guanosintriphosphat; Ran, Ras-related nuclear protein; TRBP, HIV-1 TAR RNA 
binding protein; RISC, RNA-induced silencing complex (adaptiert nach (Winter et al. 2009)). 
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theoretischen Bindungseffizienz einer miRNA-Zielgen-Interaktion. Diese werden in 

absteigender Reihenfolge der Bindungseffizienz u. a. als 8mer, 7mer-m8, oder als 7-

mer-A1 bezeichnet (Bartel 2009). Eine als 8mer bindend klassifizierte miRNA bindet 

in Position 2-8 der miRNA mit einem zusätzlich gegenüberliegenden Adenin (A), eine 

7mer-m8 miRNA an Position 2-8, eine 7mer-A1 miRNA an Position 2-7 mit einem 

gegenüberliegenden Adenin (Brennecke et al. 2005; Lewis et al. 2005) 

(s. Abbildung 4). Ein weiterer Parameter, der für die Vorhersage des 

Bindungsverhaltens herangezogen wird, ist der Grad der Konservierung der 

Bindungsstellen. Hier werden orthologe Sequenzen zwischen dem Menschen und 

evolutionär weiter entfernten Arten wie der Maus verglichen. Unter der Annahme, 

dass für die Regulation durch miRNAs benötigte Bindungsstellen in den 3'-UTRs 

unter Selektionsdruck stehen, sind daher konservierte Bindungsstellen als 

wahrscheinlich effizienter einzuschätzen (Lewis et al. 2003; Witkos et al. 2011; 

Friedman et al. 2009; Lewis et al. 2005). 

Neben der Komplementarität und dem Grad der Konservierung einer Bindungsstelle 

tragen noch andere Faktoren zur Bindung bei (Grimson et al. 2007). Begünstigt wird 

dabei die Bindung durch eine zusätzliche Bindung der Nukleotide 13-16 der miRNA, 

einen hohen Adenin/Uracil-Anteil der flankierenden 3'-UTR-Bereiche, eine 

Entfernung von mindestens 15 Nukleotiden zum Stoppkodon und eine Position nahe 

Abbildung 4. Klassifikation von miRNA-Bindungsstellen entsprechend der theoretischen 
Bindungseffizienz (adaptiert nach (Bartel 2009)). ORF, offener Leserahmen; A, Adenin; N, 
Nukleotid; Poly(A), Polyadenin; die Seed-Sequenz ist in orange, die komplementäre 
Sequenz in der 3'-UTR ist in blau dargestellt. Die Zahlen deuten die Position der Nukleotide 
am 5'-Ende der miRNA an. 
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zum offenen Leserahmen (ORF) oder Poly(A)-Schwanz. Liegen zwei mögliche 

Bindungsstellen für eine miRNA in der 3'-UTR des Zielgens etwa 8 bis 40 Nukleotide 

auseinander, kann es hierdurch zu einem synergistischen Effekt kommen (Grimson 

et al. 2007). Für die Vorhersage der Bindungsstellen bzw. der Bindungs-

wahrscheinlichkeiten zwischen miRNA und ihren Zielgenen gibt es mehrere in silico 

Algorithmen, welche die genannten Einflussgrößen berücksichtigen, z.B. 

TargetScan, DIANA-microT-CDS oder miRmap. Bei den unterschiedlichen 

Algorithmen können jedoch verschiedene Kriterien im Vordergrund stehen: Der 

TargetScan Context++ Score setzt sich beispielsweise aus 14 unterschiedlichen 

Kriterien zusammen. Hierzu zählen unter anderem die Komplementarität der Seed-

Sequenz, der Adenin/Uracil-Anteil der benachbarten Bereiche, die Länge der 3'-UTR 

oder das Vorhandensein eines 5' Guanosins in der mRNA (Agarwal et al. 2015). Der 

DIANA miTG Score setzt sich hauptsächlich aus der Seed-Komplementarität, der 

Konservierung der miRNA recognition elements (miRNA-Erkennungselemente) und 

der freien Bindungsenergie zwischen der miRNA und diesen zusammen (Reczko et 

al. 2012). Der miRmap Algorithmus berücksichtigt 11 Kriterien. Dazu gehören u.a. 

die freie Bindungsenergie, der Grad der Konservierung, aber auch der Adenin/Uracil-

Gehalt und der Abstand zur 3'-UTR (Vejnar et al. 2012). Eine Vergleichbarkeit der 

verschiedenen Vorhersageprogramme ist aufgrund der beschriebenen Unterschiede 

in den zugrundeliegenden Algorithmen nur eingeschränkt möglich. 

 

1.6. Die miR-103 Familie 
 

Die miR-103a gehört zur miR-15/107 Gruppe, die an ihrem 5'-Ende über eine 

AGCAGC-Sequenz verfügt. Die miR-103a ist dabei in Vertebraten hoch konserviert 

(Finnerty et al. 2010). MiR-103a spielt eine Rolle in unterschiedlichsten zellulären 

Vorgängen wie der Zellalterung, Metastasierung von Tumorzellen, neurologischen 

und metabolischen Prozessen ebenso wie in der Angiogenese. Zielgene der miR-

103a sind unter anderem Gene, die den Zellzyklus regulieren und zu einem Zell-

Arrest in der G0-Phase führen können (Linsley et al. 2007). Für miR-103a ist auch 

eine Depletion in alternden Zellen beschrieben worden (Noren Hooten et al. 2010).  

Bei verschiedenen Krebsarten wurde bereits eine Dysregulation von miR-103a 

beobachtet, beispielsweise beim kolorektalen Karzinom. Hier reguliert miR-103a-3p 
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die Zielgene DAPK (Death-associated protein kinase) und KLF4 (Krüppel like factor 

4) herunter und führt zu einer verstärkten Metastasierung und verschlechterten 

Prognose (Chen et al. 2012). Auch beim Brustkrebs wurden erhöhte Spiegel an miR-

103a und ihre Regulation von Dicer mit einer schlechteren Prognose assoziiert 

(Martello et al. 2010). In humanem Magenkarziomgewebe und Metastasen hingegen 

war miR-103a niedrig exprimiert. In vitro Experimente zeigten hier eine 

Verminderung der Proliferation, Migration und Invasion durch Regulation von c-Myb 

(Liang et al. 2015). Ein weiteres Zielgen ist der Na+/Ca2+-Austauscher (NCX1). Durch 

Hemmung von miR-103a und sukzessives Heraufregulieren von NCX1 konnten 

neuroprotektive Effekte in ischämischem Hirngewebe beobachtet werden 

(Vinciguerra et al. 2014). Cofilin, ein Protein, das mit der Entstehung der Alzheimer-

Krankheit in Verbindung gebracht wird, ist durch miR-103a reguliert. Dies deutet auf 

eine Rolle von miR-103a in der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit hin (Yao et al. 

2010).  

Die miR-103a kann ebenfalls in metabolische Signalkaskaden eingreifen. 

Untersuchungen im Mausmodel konnten zeigen, dass miR-103a an der Regulation 

des PI3K-Akt-mTOR Signalweges beteiligt ist und über das Zielgen Caveolin-1 die 

Insulin-Sensitivität negativ reguliert (Vinnikov et al. 2014; Trajkovski et al. 2011). 

Bei miRNAs der miR-15/107 Gruppe konnte ein Einfluss auf die Angiogenese durch 

Regulation von VEGF nachgewiesen werden (Karaa Zï et al. 2009). Auch miR-103a 

wurde bereits im angiogenetischen Kontext untersucht. Dabei zeigte miR-103a eine 

proangiogene Wirkung in HUVECs durch eine vermehrte Bildung kapillarähnlicher 

Strukturen in vitro und einer Zunahme der Angiogenese in vivo im Mausmodell. Unter 

hypoxischen Bedingungen erfolgte eine Heraufregulation von miR-103a, die über ihr 

Zielgen Ago1, ein Protein der Argonaut-Familie, zu einer translationalen 

Desuppression von VEGF führte (Chen et al. 2013). Im Zusammenhang des Themas 

dieser Arbeit ist insbesondere die in der Literatur beschriebene Bindung an CCM3 

hervorzuheben. In Prostatakarzinomzelllinien konnte eine Herunterregulation von 

CCM3-mRNA und CCM3 Protein gezeigt werden. Dies führte zu einer Verminderung 

der Zellproliferation und Invasion, ebenso wie zu einer Regulation des Zellzyklus und 

vermehrter Apoptose in vitro (Fu et al. 2016). 
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1.7. Die miR-30 Familie 
 

Die miR-30a-5p gehört zur miR-30 Familie, die eine identische Seed-Sequenz 

(CAAAUG) teilt und daher oft gemeinsame Zielgene hat (Bridge et al. 2012; Lewis et 

al. 2003). Die miR-30a ist bis hin zum Zebrafisch konserviert (Kiezun et al. 2012). Die 

miR-30 Familie ist unter anderem an Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen 

beteiligt. Hervorzuheben ist insbesondere eine Funktion in der Regulation der 

Angiogenese. 

Als Zielgen von miR-30a konnte bereits der Transkriptionsfaktor RUNX2 (Runt 

related transcription factor 2) ermittelt werden, über den miR-30a regulierend in die 

Adipogenese eingreift (Zaragosi et al. 2011). Auch Prozesse der Krebsentstehung 

werden durch die miR-30 Familie beeinflusst. Im Hinblick darauf wurde gezeigt, dass 

miR-30 das Protoonkogen MYBL2 (MYB proto-oncogene like 2) herunterreguliert und 

die Seneszenz von Zellen begünstigt (Martinez et al. 2011). Ein weiteres durch die 

miR-30 reguliertes Protoonkogen ist LIN28 (Lin-28 Homolog (C. elegans)) (Zhong et 

al. 2010). Neben Protoonkogenen hemmt die miR-30 Familie auch das Zielgen 

Smad1 (Smad family member 1) und reguliert so den Differenzierungsprozess von 

Osteoblasten (Wu et al. 2012). Auch eine Beteiligung der miR-30 Familie an der 

Organentwicklung der Niere über das Gen Lhx1 (LIM homeobox 1) und an der 

Entwicklung der Leber wird diskutiert (Agrawal et al. 2009; Hand et al. 2009). 

Darüber hinaus wird die miR-30 Familie mit kardiovaskulären Erkrankungen wie der 

Linksherzhypertrophie assoziiert. So wurde eine niedrige Expression der miR-30 

Familie in pathologischem Herzgewebe und eine damit einhergehende erhöhte 

Expression des profibrotischen Gens CTGF (Connective tissue growth factor) 

beobachtet (Duisters et al. 2009). Zusätzlich konnte im Tiermodell nachgewiesen 

werden, dass die Überexpression von miR-30c zu einer dilatativen Kardiomyopathie 

führen kann (Wijnen et al. 2014). 

Funktionen der miR-30 Familie in der Angiogenese wurden ebenfalls bereits 

beschrieben. In menschlichen Endothelzellen gehört die miR-30 Familie zu den am 

höchsten exprimierten miRNAs und macht etwa 2,6 % aller detektierbaren miRNAs 

aus (Jiang et al. 2013). Sowohl durch in vivo Experimente in Zebrafischen als auch 

durch in vitro Experimente in HUVECs wurde eine proangiogene Wirkung der miR-30 

Familie gezeigt. Hier führte eine Gabe von miR-30a Analoga zu einer vermehrten 
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Verzweigung der Gefäße von Zebrafischembryos und zu einer vermehrten 

Sprossung von HUVECs im Sphäroid-basierten Sprossungs-Assay, während die 

Inhibition von miR-30a keine eindeutig signifikanten Auswirkungen zeigte (Jiang et al. 

2013). Ähnliche Effekte waren auch nach Gabe von miR-30b und miR-30c Analoga 

zu beobachten (Bridge et al. 2012). Beide Studien konnten DLL4 als ein Zielgen der 

miR-30 Familie identifizieren und eine Hemmung des antiangiogenen DLL4-Notch 

Signalweges nachweisen.  

 

1.8. Die let-7 Familie 
 

Die miRNA let-7f-2-3p ist Teil der let-7 (lethal-7) Familie. Zu dieser 

hochkonservierten Familie gehören im Menschen 10 reife miRNAs, und 13 Vorläufer-

miRNAs (Roush et al. 2008; Reinhart et al. 2000). Die miRNA let-7 gehört zu den 

ersten entdeckten miRNAs und wurde im Zusammenhang mit der larvalen 

Entwicklung von C. elegans erforscht (Reinhart et al. 2000). Seitdem konnte für die 

let-7 Familie unter anderem eine Beteiligung an der Differenzierung und Proliferation 

von Zellen, der Tumorentstehung und der Pathogenese kardiovaskulärer 

Erkrankungen gezeigt werden. Eine Überexpression von let-7 führt beispielsweise zu 

einer verminderten Proliferation von Zellen und einem Zellzyklusarrest in 

menschlichen Zellen. Dieser Effekt wird unter anderem über die Gene CDK6 (Cyclin 

dependent kinase 6) und CDC25A (Cell division cycle 25A) vermittelt, die den 

Zellzyklus regulieren (Johnson et al. 2007). Im Rahmen der Tumorgenese gilt die let-

7 Familie als Tumorsuppressor, der in mehreren Krebsentitäten wie dem 

Lungenkarzinom oder Ovarialkarzinom niedrig exprimiert ist (Takamizawa et al. 

2004; Dahiya et al. 2008). Für einzelne miRNAs der Familie wie let-7a-3 ist jedoch 

auch eine Heraufregulation in Tumorgewebe belegt (Brueckner et al. 2007). 

Besonders im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen spielt die let-7 Familie eine 

bedeutende Rolle. Hier konnte nachgewiesen werden, dass die miRNA Familie 

sowohl in Gefäßmuskelzellen, als auch in Kardiomyozyten und Endothelzellen 

exprimiert wird (McCall et al. 2011; Satoh et al. 2011; Ding et al. 2013). Bei der 

Herzhypertrophie nimmt die let-7 Familie eine protektive Funktion ein, während bei 

atherosklerotischen Prozessen eine Heraufregulation dieser miRNA Familie 

festgestellt werden konnte (Yang, Ago, et al. 2011; Kin et al. 2012). Im Kontext der 
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Angiogenese kann die let-7 Familie als eher proangiogen eingeordnet werden 

(Kuehbacher et al. 2007). Über die Interaktion mit dem Zielgen Ago1 (Argonaute 1) 

konnte bereits eine translationale Desuppression von VEGF und damit eine 

Steigerung der Angiogenese beobachtet werden (Chen et al. 2013).  
 

1.9. Ziele der Arbeit 
 

Das Ziel der Arbeit war es, erstmals die Regulation von CCM3 durch miRNAs im 

Kontext der CCM-Pathogenese zu untersuchen. Ausgehend von in silico Analysen 

wurden drei Kandidaten miRNAs (miR-103a-3p; miR-30a-5p; let-7f-2-3p) ausgewählt, 

und hinsichtlich der von ihnen vermittelten Regulation der CCM3-Expression 

charakterisiert. Da eine pathologische Angiogenese bei der Entwicklung der CCMs 

eine Rolle spielt, sollte ebenfalls die mögliche proangiogene Wirkung der miRNAs in 

humanen Nabelschnurvenenendothelzellen in vitro untersucht werden. 
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2. Material 
 

2.1. Zelllinien 
 
Als in vitro Modellorganismus für nachfolgende Experimente dienten Humane 

Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs, Human umbilical vein endothelial cells), 

die von der Firma PromoCell (Heidelberg, Deutschland) bezogen wurden 

(Katalognummer: C-12253). HEK293T-Zellen (Humane embryonale Nierenzellen, 

Human embryonic kidney cells) sind eine menschliche immortalisierte embryonale 

Nierenzelllinie, die als besonders gut zu transfizieren gilt (Thomas et al. 2005) und 

daher für einige Experimente ausgewählt wurde.  

2.2. Chemikalien 
 

Produkt Hersteller 

100bp DNA Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

AccuTarget™ Fluorescein-labeled miRNA 
Mimic I 

Bioneer, Daejeon, Südkorea 

Agarose Bio&Sell, Feucht bei Nürnberg, 
Deutschland 

Ambion® Nuklease-freies Wasser Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Aqua bidestillata (A. bidest.) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Borsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Cryo-SFM; Medium zur 
Kryokonservierung 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Cy® 3 Transfection Control dsiRNA Integrated DNA Technologies, Coralville, 
Iowa, USA 

Dimethylformamid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
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Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium  
(DMEM; HPA) 

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, 
Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dulbeccos phosphatgepufferte 
Salzlösung (PBS) 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial cell basal medium (ECBM) PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial cell growth medium (ECGM) 
supplement pack 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Essigsäure (100 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol (70 %, vergällt, 99,8 % vergällt, 
99,5 %) 

Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromidlösung Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethyldiamtetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Fibroblast growth factor 2 (FGF-2) PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

GeneRuler 1kb Plus Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Glycin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Guanidinhydrochlorid (0,3 M in 99,5 % 
Ethanol) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tris-EDTA Puffer, pH 8 Integrated DNA Technologies, Coralville, 
Iowa, USA 

Kollagen Typ I Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Ladepuffer für die Gelelektrophorese Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Lipofectamine® 2000  Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Lipofectamine® RNAiMAX Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Medium 199 (10x) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Methanol (99,9 %) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methylzellulose, 4000 Centipoise Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Milchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg, Deutschland 
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Natrimchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid (NaOH) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Opti®-MEM reduced serum medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

OneTaq® DNA Polymerase New England BioLabs, Ipswitch, 
Massachusetts, USA 

OneTaq® Standard Reaction Buffer Pack New England BioLabs, Ipswitch, 
Massachusetts, USA 

PAGE Ruler™ Plus Prestained Protein Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

PerfeCTa SYBR Green SuperMix (2x) Quanta Biosciences, Berverly, 
Massachusetts, USA 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

ROTIPURAN® ≥ 99 % Chloroform Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Precision Plus Protein™ Unstained 
Proteind Standard 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Probenpuffer (Laemmli) (4x) Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

ProLong® Diamond Antifade Mountant 
with DAPI 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Thio-Urea Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Tris Base (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan) 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Trypanblau Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypsin-EDTA (0,25 % mit Phenolrot) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Urea Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Vascular endothelial growth factor A165 
(VEGF-A) 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 
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2.3. Lösungen und Puffer 
 

Lösung oder Puffer Material Menge 

5x Alkalische Phosphatase (AP) Puffer 1 M MgCl2 
NaCl 
Tris Base 
A. bidest. 

26,32 g 
14,6 g 
30,25 g 
ad 500 ml; pH 9,5 

AP-Substrat BCIP Stammlösung 
NBT Stammlösung 
AP Puffer 

33 µl 
66 µl 
ad 10 ml 

BCIP Stammlösung BCIP 
Dimethylformamid 

0,5 g 
10 ml 

Blotto  Milchpulver  
10x TBS 
A. bidest. 

10 g 
20 ml 
ad 200 ml 

Methocel Methylzellulose 
ECBM 

6 g 
ad 500 ml 

NBT Stammlösung NBT 
70 % 
Dimethylformamid 

0,5 g 
10 ml 

Paraformaldehyd-Lösung Paraformaledhyd 
PBS 

80 g 
ad 1 l 

10x Transferpuffer Glycin 
Tris Base 
Methanol 
SDS 
A. bidest. 

144 g 
30,2 g 
100 ml 
0,5 % 
ad. 1 l 

10x Tris-Bor-EDTA Puffer (TBE) Tris Base 
Borsäure 
EDTA  
A. bidest. 

108 g 
55 g 
7,5 g 
ad 1 l 

10x Tris-gepufferte Salzlösung (TBS) NaCl 
Tris Base 
A. bidest. 

90 g 
60 g 
ad 1 l; pH 7,6 

10x Tris-Glycin-SDS Puffer (TGS) Tris Base 
Glycin 
SDS 
A. bidest. 

30,3 g 
144,1 g 
10 g 
ad 1 l 

 

 



Material | 19 

 
 

2.4. Kits 
 

Produkt Hersteller 

Direct-zol™  RNA MiniPrep Plus ZYMO Research Europe, Freiburg, 
Deutschland 

First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

LightSwitch™  Luciferase Assay Reagent SwitchGear Genomics, Menlo Park, CA, 
USA 

peqGOLD TriFast™  VWR International, Radnor, 
Pennsylvania, USA 

qScript™ microRNA cDNA Synthesis Kit Quanta Biosciences, Berverly, 
Massachusetts, USA 

QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K Chip 
Kit v2 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Qubit® Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Qubit® RNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

TaqMan® Gene Expression Assays, 
Assay ID CCM3: Hs00200578_m1 
Assay ID TBP: Hs00427620_m1 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide 
Kit, 10 % 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

 

2.5. Plasmide 
 

Plasmidbezeichnung; Identifikationsnr. Hersteller 

pLightSwitch_EMPTY_3UTR; #S890005 SwitchGear Genomics, Menlo Park, 
Kalifornien, USA 

pLightSwitch_GAPDH_3UTR; #S801378 SwitchGear Genomics, Menlo Park, 
Kalifornien, USA 

pLightSwitch_PDCD10_3UTR; #S803904 SwitchGear Genomics, Menlo Park, 
Kalifornien, USA 

 

Vektorkarten der pLightSwitch Plasmide s. Anhang. 
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Das Plasmid pmCherry-C1 wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 

Dr. rer. nat. Lars Jensen, Funktionelle Genomforschung, Universitätsmedizin 

Greifswald. 

 

2.6. Oligonukleotide 
 

Tabelle 1. In den Versuchen verwendete miRNAs. Die miRNA-Analoga (miR Non-
targeting_1, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-30a-5p und let-7f-2-3p) wurden von SwitchGear 
Genomics (Menlo Park, Kalifornien, USA), die miRNA Inhibitoren (NC1-Inhibitor, hsa-miR-
30a-5p Inhibitor) von Integrated DNA Technologies (Coralville, Iowa, USA) bezogen. 
 

Oligonukleotid Sequenz (5'→ 3') 

miR Non-targeting_1  UCACAACCUCCUAGAAAGAGUAGA 

hsa-miR-103a-3p (MIMAT0000101) AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA 

hsa-miR-30a-5p (MIMAT0000087) UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG 

hsa-let-7f-2-3p (MIMAT0004487) CUAUACAGUCUACUGUCUUUCC 

NC1 miR-Inhibitor GCGUAUUAUAGCCGAUUAACG 

hsa-30a-5p Inhibitor CUUCCAGUCGAGGAUGUUUAC 
 

2.6.1. Primer 
 

Tabelle 2. Primer für die qPCR der Kandidaten-miRNAs. Der Primer für let-7f-2-3p wurde 
mittels der miRprimer Software selbst entworfen. Für miR-103a-3p und miR-30a-5p wurden 
PerfeCTa microRNA verwendet. Alle Primer wurden von Integrated DNA Technologies 
(Coralville, Iowa, USA) bezogen. F – Vorwärtsprimer. Als Rückwärtsprimer diente bei allen 
miRNAs der unspezifische PerfecTA Universal PCR Primer, der im qScript™ microRNA 
cDNA Synthesis Kit enthalten war. 
 

Amplikon Sequenz (5'→ 3') 

let-7f-2-3p-F GCAGCTATACAGTCTACTGTCT 

miR-103a-3p-F CAGCATTGTACAGGGCTATGAA 

miR-30a-5p-F TCACATTGTGCTACTGTCTGCAAA 

RNU6-2 (NR_002752.1) GCAAATTCGTGAAGCGTTCC 
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2.7. Antikörper 
 

 

2.8. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 

Produkt Hersteller 

Brutschrank: Serie CB│CO2-Inkubator Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Deckgläschen Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Tabelle 3. Primerpaare zur Transkriptanalyse von CCM3. Es wurden Primerpaare gebildet 
zwischen dem Vorwärtsprimer CCM3-Ex7_F und den jeweiligen Rückwärtsprimern. F – 
Vorwärtsprimer, R – Rückwärtsprimer. 
 

Amplikon Bezeichnung Sequenz (5'→ 3') 

 CCM3_Ex7_F CCAGATGAGATCAATGACAGA 

CCM3 3'-UTR I CCM3_cDNA_R2 CCTTCAGGAGGGACTGATA 

CCM3 3'-UTR II CCM3 3'-UTR R3 TGATAAACTGCTGATAAGCTCCC 

CCM3 3'-UTR III CCM3 3'-UTR R4 GAAACCACTTAACATGAACACTT 

Antigen; Identifikationsnr. Klonalität; Wirtsspezies Hersteller 

Primärer Antikörper   

CCM3; IG-626 Polyklonal; Kaninchen Immunoglobe, 
Himmelstadt, Deutschland 

β-Tubulin; #PA5-16863  Polyklonal; Kaninchen Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, 
USA 

β-Aktin; #MA5-15739 Monoklonal; Maus Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, 
USA 

Sekundärer Antikörper   

Anti-Kaninchen, Alkalische 
Phosphatase; D0487 

Polyklonal; Ziege Dako Denmark, Glostrup, 
Dänemark 

Anti-Maus, Alkalische 
Phosphatase; sc-2047 

Polyklonal; Ziege Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, Texas, USA 
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Einmalpipettenspitzen Sur Phob 
SafeSeal-Tips® 

Biozym, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Falcons 15 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Falcons 50 ml BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Glasflaschen 200, 500, 1000 und 2000 ml Schott AG, Mainz 

Geldokumentationsgerät Gel Doc EZ 
System 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Heizplatte, Thermoplatte S Desaga, Wiesloch, Deutschland 

Immun-Blot® PVDF-Membran Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Infinite 200® Pro Microplate Reader Tecan, Männedorf, Schweiz 

LightCycler® 480 PCR-Analysesystem Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 

Mikroskope  

Axiovert 25, inverses Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Nikon Eclipse TE2000-U, inverses 
Mikroskop 

Minato, Tokio, Japan 

Mini-PROTEAN® Tetra Electrophoresis 
Cell 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Mini-PROTEAN® Short Plates Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Mini-PROTEAN® Spacer Plates; 
0,75 mm; 1,0 mm; 1,5 mm 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Casting 
Stand und Clamps 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Mini-PROTEAN® Kämme; jeweils 10-Well 
bzw. 15-Well; 0,75 mm; 1,0 mm; 1,5 mm 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Multipettenspitzen Combitips™ plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

NanoPhotometer® Implen, München, Deutschland 

Neubauer-improved Zählkammer Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen, 
Deutschland 

Objektträger „Elka“ Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim 
vor der Rhön, Deutschland 

PCR-Platte mit Deckel Peqlab Biotechnologie, Erlangen, 
Deutschland 

PCR-Streifen mit Deckel Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

PCR-Thermocycler  



Material | 23 

 
 

C1000 Touch™ und S1000™ Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

GeneAmp™ PCR System 9700 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Pipettierhilfe „Pipetus“ Heidelberg, Deutschland 

Protein Lobind Reaktionsgefäß, 2 ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

QuantStudio™ 3D Digital PCR System Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Qubit® Fluorometer 2.0 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Reaktionsgefäße 0,5 ml; 1,5 ml und 
2,0 ml 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Schüttler  

Reax 2000 Heidolph Instruments, Schwabach, 
Deutschland 

Vortex Mixer Lab Dancer VWR International, Radnor, 
Pennsylvania, USA 

Vortex Schüttler MS 3 IKA, Staufen, Deutschland 

Serologische Pipetten, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 
10 ml, 25 ml 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Sterilbänke  

Herasafe™ KS 12 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Herasafe™ KS 15 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Stromversorgungsgerät PowerPac™ 
Basic und PowerPac™ 300 

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Thermomixer® C und compact Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Wasserbad W6 GK Sondermaschinenbau GmbH - 
Labortechnik Medingen, Arnsdorf, 
Deutschland 

Whatman® Blotting Papers Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Zentrifugen  

Centrifuge 5702 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5804 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Galaxy Mini und Mini Star VWR International, Radnor, 
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Pennsylvania, USA 

MiniSpin® Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zellkulturgefäße  

CELLSTAR® Tissue Culture Plates,   
6-Well-Platten 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

24-Well-Platten TPP Techno Plastic Products, 
Trasadingen, Schweiz 

96-Well-Platten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

CELLSTAR® Tissue Culture Plates, 
96-Well-Platten (weiß) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

CELLSTAR® Sterile Cell Culture 
Flask, T25-Flaschen 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

T75-Flaschen TPP Techno Plastic Products, 
Trasadingen, Schweiz 

Cryo-Röhrchen CryoPure Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
 

2.9. Softwareprogramme 
 

Softwareprogramm Hersteller 

Endnote X7.4 Thomson Reuters, New York City, USA 
und Toronto, Kananda 

Gimp 2.8 https://www.gimp.org/ 

GraphPad Prism 6 GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, 
USA 

i-control™ Microplate Reader Software Tecan, Männedorf, Schweiz 

ImageJ 1.5 https://imagej.nih.gov/ij/ 

ImageLab 5.1 Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Integrative Genomics Viewer (IGV) Broad Institute, Cambridge, 
Massachusetts, USA 

miRprimer https://sourceforge.net/projects/mirprimer/ 

Spot Advanced Diagnostic Instruments, Sterling Heights,  
Michigan, USA 

XPlasMap 0.99 http://www.iayork.com/XPlasMap/index.s
html 
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2.10. Online-Datenbanken und – Programme 
 

Datenbank oder Programm Link oder Hersteller; Zugriffsdatum 

DIANA Tools – microT-CDS http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/ 
index.php?r=microT_CDS/index; 
04/2016 

DIANA Tools – TarBase v7.0 http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/ 
index.php?r=tarbase/index; 04/2016 

Ensembl Genome Browser (v85) http://www.ensembl.org; 2016 

Mirbase 21 http://mirmap.ezlab.org/; 04/2016 

miRGator v3.0 http://mirgator.kobic.re.kr/index.html; 
04/2016 

miRmap http://mirmap.ezlab.org/; 04/2016 

miRWalk 2.0 http://zmf.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/; 
04/2016 

National Center for Biotechnology 
Information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/; 03/2016 

OligoAnalyzer 3.1 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer; 
12/2016 

QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud 
Software 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA; 09/2016 

Reverse Complement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_co
mp.html; 12/2016 

Targetscan 7.1 http://www.targetscan.org/vert_71/; 
06/2016 

The Human Protein Atlas 16.1 PDCD10; 
http://www.proteinatlas.org/ENSG00000
114209-PDCD10/tissue; 02/2017 

Tools4miRs https://tools4mirs.org/; 02/2017 

UCSC Genome Bioinformatics (Genome 
Browser und In Silico PCR) 

https://genome.ucsc.edu/; 12/2016 
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3. Methoden 
 

3.1. Zellbiologische Methoden 
 

3.1.1. Kultivierung von HEK293T-Zellen und HUVECs 
 
Humane embryonale Nierenzellen (HEK293T-Zellen) wurden bei 37 °C und 5 % CO2 

in Dulbeccos modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit 10 % fetalem Kälberserum 

(FBS) in Form einer adhärenten Zellschicht kultiviert.  

HUVECs wurden zwischen Passage vier und sechs für die Experimente verwendet 

und bei 37 °C und 5% CO2 ebenfalls als adhärente Zellschicht kultiviert. Für die 

Kultivierung der HUVECs wurde Endothelial cell growth medium (ECGM) verwendet, 

das nach Herstellerangaben aus Endothelial cell basal medium (ECBM) und 

Endothelial cell growth supplements zusammengesetzt wurde. 

Mit HEK293T-Zellen und HUVECs wurde auf gleiche Weise verfahren. Zum 

Passagieren wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen einmal mit PBS 

gewaschen und anschließend mit einer Trypsin-EDTA-Lösung nach dreiminütiger 

Inkubation bei 37 °C vom Kulturgefäß abgelöst. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde 

das jeweilige Kulturmedium hinzugefügt und nachfolgend bei 300 g für 3,5 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in frischem Medium 

resuspendiert. HEK293T-Zellen wurden in einem Verhältnis von 1:5 bis 1:20, 

HUVECs in einem Verhältnis von 1:3 bis 1:4 aufgeteilt. Zur Bestimmung der Zellzahl 

wurde mit einem Zählkammer (Neubauer improved) und einer Vitalfärbung mittels 

Trypanblau gearbeitet.  

Zum Auftauen wurden die vorher in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen in einem 

37 °C warmen Wasserbad erwärmt, anschließend in Kulturmedium aufgenommen 

und in eine Kulturflasche gegeben. Es erfolgte ein Mediumwechsel nach 24 Stunden. 

Die Zellen wurden 72 Stunden nach dem Auftauen für nachfolgende Experimente 

weiterverwendet. 
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3.1.2. Transfektion von miRNA-Analoga und miRNA Inhibitoren in HUVECs 
 

In experimentellen Vorarbeiten wurden die Transfektionsbedingungen optimiert 

(s. 8.2). Alle nachfolgenden Versuche wurden unter den ermittelten optimalen 

Bedingungen durchgeführt. Die Transfektion fand 24 Stunden nach Aussaat der 

Zellen in 24-, bzw. 6-Well-Zellkulturplatten bei einer Konfluenz von 80 % statt. 

100 nM synthetisch hergestellter miRNA-Analoga für die reifen miRNAs miR-103a-

3p, miR-30a-5p und let-7f-2-3p bzw. 200 nM miRNA Inhibitoren wurden in HUVECs 

durch eine Lipofektion eingeschleust. Ein gleichartiges Oligonukleotid ohne 

Bindungssequenzen im menschlichen Genom (nicht-bindendes miRNA-Analogon 

bzw. nicht-bindender miRNA-Inhibitor) diente bei den nachfolgenden Experimenten 

als Negativkontrolle.  

Für den Transfektionsansatz wurden im 24- bzw. 6-Well Format 1 µl bzw. 5 µl 

Lipofectamine® RNAiMAX mit 49 µl bzw. 245 µl Opti-MEM vermischt und für 

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In einem zweiten Ansatz wurden die 

miRNA-Analoga bzw. Inhibitoren mit Opti-MEM zu einem Gesamtvolumen von 50 µl 

im 24-Well-Format und 250 µl im 6-Well-Format gegeben. Danach wurden die beiden 

Ansätze vermischt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Währenddessen wurde das alte Medium von den Zellen abgenommen und 400 µl 

bzw. 1500 µl frisches ECGM mit 10 % FBS hinzugefügt. Im Anschluss wurde zu den 

Zellen jeweils der fertige Transfektionsansatz hinzugegeben. Schließlich wurden die 

Zellen für 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

 

3.1.3. Sphäroid-basierter Sprossungs-Assay  
 
Um das Sprossverhalten von HUVECs beurteilen zu können, wurden vereinzelte 

Zellen in viskosem Medium unter nicht-adhäsiven Bedingungen als hängende 

Tropfen (Hanging drops) kultiviert. So bilden sich dreidimensionale Sphäroide, die in 

eine Kollagenmatrix eingebettet werden können. 

HUVECs wurden in einer 24-Well Platte ausgesät und bei einer Konfluenz von 80 % 

mit miRNA-Analoga oder miRNA Inhibitoren transfiziert (s. 3.1.2). Anschließend 

wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA abgelöst, gezählt und 80.000 HUVECs in 4 ml 

ECGM mit 10 % FBS aufgenommen. Es wurde 1 ml Methocel hinzugefügt, gemischt 

und 25 µl in eine Kulturschale pipettiert, die anschließend zur Generierung der 
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Hanging drops kopfüber für 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert wurde. In 

den Tropfen bilden die HUVECs ein einzelnes Sphäroid. Die Sphäroide wurden mit 

15 ml PBS vorsichtig abgelöst, bei 1000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und in eine 

Kollagenmatrix eingebettet. Diese setzte sich aus 2 ml nach Herstellerangaben 

angesetztem Kollagen, 0,25 ml Medium M199, und 2 ml Methocel mit 20 % FBS 

zusammen. Der pH-Wert wurde durch tropfenweise Zugabe von 0,2 M NaOH 

eingestellt. Die Sphäroide wurden für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, bis das 

Kollagen polymerisiert war, und dann kultiviert oder mit 250 ng/ml VEGF-A bzw. 

250 ng/ml FGF stimuliert. Zusätzlich erfolgte ein Versuch mit gleichem Aufbau und 

Stimulation mit jeweils 25 ng/ml. Es folgte eine Inkubation für 24 Stunden bei 37 °C 

und 5 % CO2. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Zellen mit 1 ml 8 %igem 

Paraformaldehyd für 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Dieses wurde im Anschluss von 

den Zellen abgenommen und das Wachstum der Sphäroide lichtmikroskopisch 

ausgewertet. Die Länge und Anzahl der Sprosse pro Sphäroid wurde mit der ImageJ 

Software ausgewertet. 

 

3.1.4. Migrations-Assay 
 
In dem gewählten Scratch-wound Ansatz wird die Migration von Zellen erfasst, indem 

in eine adhärente Zellschicht eine freie Fläche geschabt und der Verschluss dieser 

Fläche über die Zeit beobachtet wird. Die von den Zellen zugewachsene Fläche über 

die Zeit gibt Aufschluss über ihre Migrationsrate. 

Zur Erfassung der Auswirkungen von miR-103a-3p, miR-30a-5p und let-7f-2-3p auf 

das Migrationsverhalten von HUVECs wurden miRNA-Analoga transfiziert (s. 3.1.2). 

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel mit ECGM mit 

10 % FBS vorgenommen. Das Scratch-wound-Assay wird in der Literatur häufig mit 

Medium mit reduziertem FBS-Gehalt durchgeführt, um die Proliferation von Zellen zu 

vermindern und ausschließlich die Migration der Zellen beobachten zu können. Da 

aber eine Verringerung des FBS-Gehaltes zu einem Anstieg von CCM3 in 

endothelialen Zellen führt (Chen et al. 2009), wurde in diesem Versuchsaufbau 

darauf verzichtet.  

48 Stunden nach der Transfektion wurde mit einer 200 µl-Pipette in jedem Well 

jeweils zweimal eine freie Fläche in die Zellschicht geschabt, danach wurden die 

Zellen zweimal mit 500 µl ECGM mit 10 % FBS gewaschen, um Zelltrümmer zu 



Methoden | 29 

 
 

entfernen. Es wurden 500 µl ECGM mit 10 % FBS zu den Zellen gegeben. 

Anschließend wurden die Effekte mit jeweils zwei Bildern pro Well direkt und 7 

Stunden nach Schaben der freien Fläche dokumentiert. Die Ausmaße dieser 

zellfreien Fläche wurden mit der ImageJ Software gemessen.  

 

3.2. Luciferase-Reportergen-Assay 
 

3.2.1. Transiente Co-Transfektion von miRNA-Analoga und Plasmiden  
 

Zur Charakterisierung des Bindungsverhaltens der miRNA-Analoga an die 3'-UTR 

des CCM3-Gens wurde ein transfektionsfertiges Reporterplasmid der Firma 

SwitchGear Genomics bezogen, welches ein Fusionskonstrukt aus dem Luciferase-

Gen und der 3'-UTR von CCM3 enthielt (pLightSwitch_PDCD10_3UTR). Jeweils ein 

Plasmid ohne eine entsprechende 3'-UTR (pLightSwitch_EMPTY_3UTR) sowie ein 

Plasmid mit einem Fusionskonstrukt aus der 3'-UTR des GAPDH-Gens 

(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) und dem Luciferase-Gen 

(pLightSwitch_GAPDH_3UTR) dienten als Kontrollen (Vektorkarten s. 8.1). Für die 

Analyse der Auswirkung der zu untersuchenden miRNAs auf die Luciferaseaktivität 

wurden miRNA-Analoga für die miRNAs miR-30a-5p, let7f-2-3p und miR-103a-3p 

transfiziert, ein nicht-bindendes Analogon diente als Negativkontrolle. Zur Analyse 

der Luciferaseaktivität wurden zunächst jeweils 22.500 HEK293T-Zellen pro Well 

einer weißen 96-Well-Platte in ein Kulturmedium ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte 

bei einer Konfluenz von mindestens 80 % die Transfektion der Zellen mit 50 ng des 

jeweiligen Plasmids und 50 nM des zu untersuchenden miRNA-Analogons. Hierfür 

wurden 0,15 µl Lipofectamine® 2000 in 24,85 µl Opti-MEM gegeben und 5 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. In einem separaten Reaktionsgefäß wurden zudem 

1 µl des jeweiligen miRNA-Analogons und 1,67 µl des entsprechenden Plasmids in 

22 µl Opti-MEM gemischt. Im Anschluss erfolgte die Vereinigung beider Ansätze 

sowie für 20 Minuten eine erneute Inkubation bei Raumtemperatur. Währenddessen 

wurde das alte Medium von den Zellen abgenommen und 50 µl frisches 

Kulturmedium hinzugefügt. Am Ende der Inkubationszeit wurden 50 µl des fertigen 

Transfektionsansatzes zu den Zellen gegeben und für 24 Stunden bei 37 °C und 5 % 
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CO2 inkubiert. Zur Verstärkung der Zelllyse wurden die 96-Well-Platten anschließend 

bei -80 °C eingefroren. 

 

3.2.2. Messung der relativen Luciferaseaktivität 
 

Das Luciferase-Enzym der Koralle Renilla reniformis katalysiert ATP-unhabhängig 

eine Oxidationsreaktion, bei der es zu einer messbaren Biolumineszenz kommt. Zur 

Auswertung der relativen Luciferaseaktivität unter den unterschiedlichen 

experimentellen Konditionen wurden die im Vorfeld lysierten Zellen auf 

Raumtemperatur gebracht und mit 100 µl des laut Herstellerangaben rekonstituierten 

Luciferase-Assay-Substrates versetzt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten in 

Dunkelheit wurde die Lumineszenz in Counts per second bei einer Integrationszeit 

von 2000 ms auf dem Infinite 200® Pro Luminometer gemessen. 

 

3.3. Molekularbiologische Methoden 
 

3.3.1. RNA-Isolation  
 

Zur Zellernte für anschließende RNA- bzw. Protein-Analysen wurde peqGold 

TriFast™ genutzt, eine optimierte Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode zur 

gleichzeitigen Extraktion von RNA und Proteinen. 

Die Zellen wurden mit peqGold TriFast™ geerntet, wobei die Zellen durch 

mehrfaches Pipettieren lysiert wurden. Im 6-Well Format wurden dabei 0,8 ml, im 24-

Well Format 0,2 ml peqGold TriFast™ eingesetzt. Die Proben wurden anschließend 

für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach bei -80 °C gelagert. 

Zur RNA-Isolation wurde das Kit Direct-zol™  RNA MiniPrep Plus genutzt, da dieses 

sowohl eine Isolation von mRNA als auch miRNAs ermöglicht, und nach 

Herstellerangaben vorgegangen. Als Volumen zum Eluieren der RNA wurden jedoch, 

abweichend vom Herstellerprotokoll, 75 µl Nuklease-freies Wasser eingesetzt, um 

eine höhere Konzentration der RNA zu erreichen. 

Zum Messen der RNA-Konzentration wurde eine Arbeitslösung angesetzt, die Qubit 

RNA Reagenz und Qubit RNA Puffer in einem Verhältnis von 1:200 enthielt. 198 µl 
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der Arbeitslösung wurden mit 2 µl der RNA-Proben gemischt, für 2 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und danach am Qubit® Fluorometer gemessen. 

Zur Qualitätsanalyse der RNA wurden die Proben gelektrophoretisch aufgetrennt, um 

Kontaminationen mit DNA (Desoxyribonukleinsäure) oder Degradation der RNA 

ausschließen zu können. Die Absorption bei 230 nm, 260 nm und 280 nm wurden 

mittels Nanophotometer® ermittelt.  

 

3.3.2. Quantitative Echtzeit-PCR zur Untersuchung der Transfektionseffizienz 
 

Versuche zur funktionellen und biologischen Relevanz der miRNA Überexpression 

wurden in HUVECs durchgeführt, die als in vitro Modellorganismus dienten. Da die 

Validierung der Bindung mittels Luciferase-Ansatz aber in HEK293T-Zellen stattfand, 

die aufgrund ihrer leichten Transfizierbarkeit ausgewählt worden waren, wurde die 

Transfektionseffizienz separat in HUVECs durch eine quantitative Echtzeit-

Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) nachgewiesen. 

Um die Transfektionseffizienz der miRNA-Analoga bzw. miRNA Inhibitoren beurteilen 

zu können, wurden diese in HUVECs transfiziert (s. 3.1.2) und komplementäre DNA 

(cDNA) synthetisiert. Dafür wurde das qScript™ microRNA cDNA Synthesis Kit 

genutzt. Hier werden die miRNAs zuerst polyadenyliert und anschließend 

unspezifisch in cDNA umgeschrieben. Die Polyadenylierung und cDNA-Synthese 

erfolgten nach Herstellervorgaben, es wurden 250 ng RNA pro Polyadenylierungs-

Reaktion eingesetzt. Zur Bestimmung des Gehaltes von miR-103a-3p, miR-30a-5p 

und let-7f-2-3p relativ zu einer nicht-bindenden Negativkontrolle wurde eine qPCR 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green durchgeführt.  

Für die qPCR wurden 12,5 µl PerfeCTa SYBR Green SuperMix (2x) und 1 µl der 

1:1,6 verdünnten MicroRNA cDNA eingesetzt. Es wurden 0,5 µl der 10 µM 

spezifischen PerfeCTa microRNA Assay Primer für miR-103a-3p und miR-30a-5p 

ebenso wie ein mit der miRprimer Software (Busk 2014) entworfenen spezifischer 

Primer für let-7f-2-3p verwendet. Nuklease-freies Wasser wurde zu einem 

Gesamtvolumen von 25 µl hinzugefügt. Es erfolgte eine PCR nach Vorgaben des 

Herstellers auf dem LightCycler® 480 PCR-Analysesystem. 

Dabei diente RNU6-2 (RNA, U6 small nuclear) bei der Reaktion als endogene 

Kontrolle (Demolli et al. 2015). Die PCR-Effizienzen der Primer für miR-103a, miR-
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30a-5p, let-7f-2-3p und RNU6-2 wurden durch eine Verdünnungsreihe ermittelt. Die 

relative Expression wurde mittels der ΔΔCt-Methode berechnet (Pfaffl 2001). 

 

3.3.3. cDNA-Synthese 
 

Für die cDNA-Synthese wurden 250 ng RNA eingesetzt, ein unspezifischer 

Hexamerprimer hinzugefügt und mit Nuklease-freiem Wasser auf 11 µl 

Gesamtvolumen aufgefüllt. Es folgte eine Denaturierung für 5 Minuten bei 65 °C, die 

Proben wurden direkt im Anschluss auf Eis gelagert. Danach wurden 4 µl 5x 

Reaktionspuffer, 2 µl 10 mM Desoxyribonukleosidtriphosphate, 2 µl M-MuLV Reverse 

Transkriptase und 1 µl RiboLock RNase Inhibitor, der den Verdau durch RNasen 

verhindern sollte, hinzugefügt. Die folgende Inkubation lief für 5 Minuten bei 25 °C, 

für 60 Minuten bei 37 °C und für 5 Minuten bei 70 °C.  

 

3.3.4. Reverse Transkriptase-PCR zur Transkriptanalyse von CCM3 
 
Um die Länge der in HUVECs vorhandenen Transkripte von CCM3 zu überprüfen, 

wurde zuerst cDNA aus HUVEC, HEK293T- und HeLA Zellen synthetisiert (s. 3.3.3.) 

Es folgte eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation der jeweiligen 

Amplikons (Amplikon I-III) und schließlich eine Auftrennung per Gelelektrophorese. 

Für die PCR wurde die OneTaq® DNA-Polymerase verwendet. Die PCR wurde nach 

Herstellervorgaben angesetzt, es wurden 2,5 µl der bereits synthetisierten cDNA 

eingesetzt. Zur Amplifikation wurde das in Tabelle 4 beschriebene Programm auf 

dem Thermocycler C1000 Touch™ durchgeführt. Die in der Reaktion verwendeten 

Tabelle 4. PCR-Programm zur Vervielfältigung von Amplikon I, II und III, Abweichungen im 
PCR-Programm für Amplikon III sind in fetter Schrift hervorgehoben. 
 

Prozess Temperatur in °C Zeit in s Zyklus-Anzahl 

Initiale Denaturierung 94 240  

Denaturierung 94 20 40/35 

Primer-Annealing 52/61 45 

Extension 68 80 

Finale Extension 68 300  
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Oligonukleotide zur Vervielfältigung von Amplikon I-III sind unter Punkt 2.6.1 

beschrieben. 

 

3.3.5. Digitale PCR zum Nachweis der Herunterregulation von CCM3 
 
Im Anschluss an die cDNA-Synthese von CCM3 (s. 3.3.3) folgte die Quantifizierung 

der CCM3-Expression durch eine digitale PCR (dPCR). In der digitalen PCR werden 

die cDNA-Moleküle vereinzelt und in parallelen Reaktionen amplifiziert. Die 

verwendeten TaqMan Sonden sind sequenzspezifisch und ermöglichen die Messung 

einer Reporter-Fluoreszenz. Die TaqMan Sonden für CCM3 und ein Referenzgen, 

TBP (TATA-box binding protein), waren mit Fluorophoren, FAM™ respektive VIC™ 

markiert. Es wurden 1,8 µl cDNA eingesetzt, 9 µl Digital PCR MasterMix, jeweils 

0,9 µl FAM bzw. VIC Sonden und 5,4 µl Nuklease-freies Wasser. Die Chips für die 

dPCR wurden mit 14,5 µl des fertigen Ansatzes nach Herstellerangaben beladen. 

Die anschließende PCR erfolgte nach dem in Tabelle 5 dargestellten Programm. Die 

Chips wurden anschließend mit dem QuantStudio™ 3D Digital PCR System 

ausgelesen und über die QuantStudio™ 3D AnalysisSuite Cloud Software 

ausgewertet. 

Tabelle 5. PCR-Programm zur Amplifikation von CCM3. 
 

Prozess Temperatur in °C Zeit in s Zyklus-Anzahl 

Initiale Denaturierung 96 600  

Primer-Annealing 60 120 39 

Denaturierung 98 30 

Finale Extension 60 120  
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3.4. Proteinbiochemische Methoden 

 

3.4.1. Proteinisolation 
 
Die zuvor in Trizol geernteten (s. 3.3.1) und bei -80 °C eingefrorenen Proben wurden 

15 Minuten bei Raumtemperatur auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden pro Probe 

jeweils 0,2 ml Chloroform hinzugefügt und die Proben für 15 Sekunden geschüttelt. 

Es folgte eine dreiminütige Inkubation bei Raumtemperatur und eine Zentrifugation 

für 15 Minuten bei 12.000 g. 

Dabei bilden sich drei Phasen: Eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine 

obere farblose Phase und eine zwischengelagerte Interphase. Die in der Phenol- und 

Interphase befindlichen Proteine wurden abgenommen, mit 0,3 ml 99,5 %igem 

Ethanol gemischt, 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 15 Minuten bei 

2000 g und 4 °C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde in ein LoBind Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, 1 ml 

Isopropanol wurde hinzugegeben, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, und 

anschließend für 10 Minuten bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der 

Überstand verworfen und das Sediment zweimal in 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid 

gewaschen, 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, und jeweils 5 Minuten bei 

7.500 g und 4 °C zentrifugiert. Dann wurde auf gleiche Weise mit 2 ml 99,5 %igem 

Ethanol gewaschen. Schließlich wurde das Sediment in 100 µl 8 M Urea/2 M Thio-

Urea gelöst. 

Zur Konzentrationsmessung mittels des Qubit® Protein Assays wurde eine 

Arbeitslösung angesetzt, die Qubit Protein Reagenz und Qubit Protein Puffer in 

einem Verhältnis von 1:200 enthielt. Es wurde eine Standardreihe erstellt, indem 

10 µl dreier Proteinstandards (0 ng/µl, 200 ng/µl und 400 ng/µl) mit je 190 µl der 

Arbeitslösung gemischt wurden. 

Zur Messung der Konzentration der Proben wurden 2 µl der Proben mit 198 µl der 

Arbeitslösung gemischt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 

am Qubit® Fluorometer gemessen. 
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3.4.2. SDS-PAGE 
 
Um die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülmasse zu ermöglichen, wurde 

eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

durchgeführt. Dafür wurden 10 %ige TGX Stain-Free™ FastCast™ Gele nach 

Herstellerangaben gegossen. Für die SDS-PAGE wurden 20 µg Protein mit 4x 

Probenpuffer (Laemmli) gemischt und für 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Die 

polymerisierten Gele wurden in einen Gelträger eingespannt, anschließend wurde 

die Elektrophoresekammer mit 1x TGS Puffer aufgefüllt. Dann wurden die Proben 

und jeweils 5 µl Marker (PAGE Ruler™ Plus Prestained Protein; Precision Plus 

Protein™ Unstained Protein Standard) auf das Gel aufgetragenund für etwa 

30 Minuten bei 250 V aufgetrennt. Die Gele wurden nach der Elektrophorese für 

1 Minute mit UV-Licht aktiviert. Die Komponenten der Gele reagieren dabei mit der 

Aminosäure Tryptophan und induzieren so Fluorophore, die kovalent an die Proteine 

gebunden sind. Dies ermöglicht eine spätere Messung der Fluoreszenz der Proteine 

und so eine Beurteilung des Proteintransfers im Western Blot. 

 

3.4.3. Western Blot 
 
Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen nach Transfer auf eine 

Trägermembran. 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele für 15 Minuten in 1 x 

Transferpuffer äquilibriert. Es wurden drei Whatman-Papiere in 1 x Transferpuffer für 

10 Minuten eingeweicht. Zur Aktivierung der PVDF-Membran wurde diese für 45 s in 

Methanol geschwenkt und anschließend für 2 Minuten in 1 x Transferpuffer 

gewaschen. 

Der Aufbau des Blots bestand, von der Anode aus gesehen, in folgender Anordnung: 

ein Whatman-Papier, die PVDF-Membran, das Gel sowie dann zwei weitere 

Whatman-Papiere. Nach Entfernung möglicher Luftblasen wurden die Proteine durch 

Anlegen einer Spannung von 15 V für 45 Minuten vom Gel auf die Membran 

übertragen. 

Zur Überprüfung des Transfers wurden sowohl das Gel als auch die Membran auf 

dem Gel Doc EZ System analysiert. Hier ermöglicht der Einsatz der aktivierten TGX 
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Stain-Free™ Gele eine Detektion des Gesamtproteins ohne Einfärben der Membran 

oder des Gels mit beispielsweise der Ponceau S bzw. Coomassie-Färbung. Die 

Membranen wurden dann für 60 Minuten in Blotto geschwenkt und mit primärem 

Antikörper (1:30.000 β-Aktin, 1:300 CCM3) in Blotto für 12 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden die Blots zwei Mal für 5 Minuten in Blotto gewaschen und 

anschließend für zwei Stunden mit sekundärem Antikörper (1:1000 Anti-Kaninchen, 

1:2000 Anti-Maus in Blotto) inkubiert. Darauf folgte das Waschen in Blotto für 

15 Minuten und zwei Mal 5 Minuten in A. bidest. 

Die Entwicklung der Blots erfolgte nach Schütteln in 1 x AP-Puffer für 15 Minuten in 

frischem AP-Substrat für ca. 2 Stunden. 

 

3.5. Statistische Auswertung 
 
Die bei den unterschiedlichen Experimenten erhobenen Daten wurden im Hinblick 

auf signifikante Unterschiede analysiert. Sollte jeweils eine Kondition mit einem 

vorgegebenen Wert (der Negativkontrolle) verglichen werden, wurde der 

Einstichproben-t-Test (one sample t-test) genutzt. Bei mehr als zwei Konditionen 

wurde mittels einer Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) geprüft, ob 

signifikante Unterschiede der Mittelwerte vorlagen. Als Post-hoc-Test wurde der 

Least significant difference Test gewählt, der angibt, welche Mittelwerte sich 

signifikant voneinander unterscheiden. 

Soweit nicht anders angegeben, sind alle Daten als Mittelwert und mit 

Standardabweichung (SD) dargestellt. 

Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 erachtet, die mit einem * in 

Abbildungen gekennzeichnet werden. Hochsignifikante p-Werte < 0,01 werden mit **, 

höchstsignifikante p-Werte < 0,001 werden mit *** dargestellt. 
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4. Ergebnisse 
 

4.1. In silico Identifizierung und Charakterisierung von putativ an CCM3 
bindenden miRNAs 

 

Um die vermutete Regulation von CCM3 durch miRNAs zu untersuchen, wurden 

zunächst putativ an die 3'-UTR von CCM3 bindende miRNA-Kandidaten mittels in 

silico Vorhersageprogrammen identifiziert, die in einem weiteren Schritt auf 

Grundlage der Ergebnisse von Literatur- und Datenbankrecherchen priorisiert 

wurden. Zusätzlich vorhergesagte miRNA-Bindungsstellen und Expressionsprofile 

der miRNAs wurden hier bei der Auswahl berücksichtigt. Zur Berechnung der 

jeweiligen Bindungswahrscheinlichkeiten dienten die in silico Suchalgorithmen 

TargetScan 7.1, DIANA-microT-CDS und miRmap. Hierbei gehörten miR-30a-5p und 

let-7f-2-3p zu den am wahrscheinlichsten an CCM3 bindenden miRNAs. Von den 

Suchalgorithmen wurde zusätzlich eine hohe Bindungswahrscheinlichkeit für miR-

103a-3p angegeben. Die Bindung dieser miRNA an die 3'-UTR von CCM3 wurde 

bereits im Rahmen von Untersuchungen in Prostatakarzinomzelllinien nachgewiesen 

(Fu et al. 2016) und diente daher in den folgenden Experimenten als Positivkontrolle.  

Die genannten Suchalgorithmen geben die Bindungswahrscheinlichkeiten als 

Zahlenwert einer Punkteskala (Score) an, die sich aufgrund der jeweils 

unterschiedlichen Bewertungskriterien und Berechnungsstrategien unterscheidet. So 

sagt im TargetScan Context++ Score ein möglichst niedriger Wert eine hohe 

Bindungswahrscheinlichkeit voraus, im DIANA miTG Score liegt der Höchstwert bei 1 

und im miRmap Score bei 100. Die hohen Werte im DIANA miTG Score und miRmap 

Score geben eine hohe Bindungswahrscheinlichkeit an (s. Tabelle 6).  

Tabelle 6. In silico Berechnungen zur Bindungswahrscheinlichkeit der Kandidaten-miRNAs 
an die 3'-UTR von CCM3. 
 

 miR-103a-3p miR-30a-5p let-7f-2-3p 

TargetScan Context Score ++ - 0,65 - 0,31 - 0,49 

DIANA miTG Score 0,84 0,73 0,99 

miRmap Score 91,87 74,88 90,8 
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Zusätzlich wurden wesentliche Kriterien zur Beurteilung der 

Bindungswahrscheinlichkeit wie die Komplementarität zwischen der miRNA und 

ihrem Zielgen sowie der Grad der Konservierung bestimmt. Für alle Kandidaten-

miRNAs wurde die Komplementarität zu ihren jeweiligen Zielsequenzen in der  

3'-UTR von CCM3 als hoch eingestuft. Die Bindungsstelle von miR-103a-3p und  

let-7f-2-3p wurde dabei als eine 8mer-, die von miR-30a-5p als eine 7mer-A1-

Bindungsstelle klassifiziert. In Abbildung 5 sind die Bindungsstellen der miRNAs in 

CCM3-Sequenzen verschiedener Spezies dargestellt.  

C 

B 

A 

Abbildung 5. Klassifizierung der Bindungsstellen der Kandidaten-miRNAs in der 3'-UTR von 
CCM3. Die Bindungsstellen der miRNAs (A) miR-103a-3p, (B) miR-30a-5p und (C) let-7f-2-
3p in der 3'-UTR von CCM3 sind schematisch dargestellt. Die Bindungsstelle in der CCM3-
Sequenz ist blau, die jeweiligen miRNAs sind in grün dargestellt. Das Adenin, das zu den 
Eigenschaften der 8mer- bzw. 7mer-A1-Bindungsstelle gehört, ist rot markiert, während die 
Seed-Sequenz der miRNAs in orange hervorgehoben ist. Die Konservierung zwischen 
ausgewählten Spezies ist gezeigt. Die zwischen den Spezies konservierten 
Sequenzbereiche werden durch dunkelgraue Balken verdeutlicht. Die Bindungsstellen von 
miR-103a-3p und miR-30a-5p in der 3'-UTR von CCM3 gelten als hoch konserviert, die 
Bindungsstelle von let-7f-2-3p als weniger konserviert.  Die Darstellung ist adaptiert nach 
TargetScan 7.1 und Lewis et al. (2005). 
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Alle ausgewählten miRNAs zeigten hier einen hohen Konservierungsgrad, die 

Bindungsstelle von miR-30a-5p wies die höchste Konservierung unter den 

ausgewählten Vertebraten auf. Eine weitere Möglichkeit zur Einstufung der 

Konservierung ist der Branch Length Score, der den Konservierungsgrad als 

Zahlenwert angibt (Friedman et al. 2009). Hier gelten für 8mer-Bindungsstellen 

Werte über 1,8 als hoch konserviert (miR-103a-3p: 3,47; let-7f-2-3p: 0,91), für 7mer-

A1-Bindungsstellen liegt der Grenzwert bei 3,6 (miR-30a-5p: 4,99). Die 

Bindungsstellen für miR-103a-3p und miR-30a-5p konnten somit als hochkonserviert 

charakterisiert werden, während die Bindungsstelle für let-7f-2-3p als weniger 

konserviert gilt.  

 

4.2. Validierung der Bindungsstellen von miR-30a-5p und let-7f-2-3p in 
der 3'-UTR von CCM3 

 
Um die bioinformatisch vorhergesagte Bindung der miRNAs miR-30a-5p und let-7f-2-

3p an die 3'-UTR von CCM3 experimentell zu bestätigen, wurde ein Luciferase-

Reportergen-Ansatz gewählt. Zum Nachweis der Interaktion diente hierbei ein 

Reporterplasmid, das neben einem Renilla-Luciferase-Reportergen auch die 3'-UTR 

von CCM3 enthielt (s. Abbildung 6).  

Die in der Literatur in einem anderen Luciferase-System bereits beschriebene 

Bindung von miR-103a-3p an die 3'-UTR von CCM3 konnte in dem hier gezeigten 

Abbildung 6. Schematische Darstellung des CCM3 3'-UTR-Reporterplasmids. Das RenSP 
(Renilla) Reportergen kodiert für ein Luciferase-Enzym, das stromabwärts eines Promotors 
für das Haushaltsgen RPL10 (Ribosomal protein L10) eingefügt ist. Die in der Luciferase-
Reaktion freiwerdende Biolumineszenz kann mit einem Luminometer gemessen werden und 
gibt Aufschluss über die Expression des Reporter-Fusionsgens. 
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Luciferase-Reportergen-Ansatz bestätigt werden (s. Abbildung 7). 

Nach Transfektion des CCM3 3'-UTR-Reporterplasmids und der Positivkontrolle miR-

103a-3p wurde die relative Luciferaseaktivität des CCM3 3'-UTR-Reporterplasmids 

erwartungsgemäß signifikant um 50 % (SD = 24 %; p = 0,03) verringert, die relative 

Luciferaseaktivität nach Transfektion der beiden Kontrollplasmide Empty 3'-UTR und 

GAPDH 3'-UTR wurde durch die Co-Transfektion des miR-103a-3p-Analogons nicht 

signifikant beeinflusst (p > 0,05). 

Nach jeweiliger Co-Transfektion des miR-30a-5p oder let-7f-2-3p-Analogons mit dem 

CCM3 3'-UTR-Reporterplasmid wurde eine signifikante Herunterregulation der 

relativen Luciferaseaktivität auf etwa die Hälfte gemessen. Bei Transfektion des miR-

30a-5p-Analogons sank diese auf 52 % (SD = 25 %; p = 0,03), bei let-7f-2-3p auf 

56 % (SD = 21 %; p = 0,02). Die relative Luciferaseaktivität der beiden 

Kontrollplasmide wurde durch die Co-Transfektion der jeweiligen miRNAs nicht 

verändert (p > 0,05). Die Bindung der miR-30a-5p und let-7f-2-3p an die 3'-UTR von 

CCM3 konnte somit bestätigt werden. 

Abbildung 7. Die miR-30a-5p und let-7f-2-3p binden an die 3'-UTR von CCM3. Die relative 
Luciferaseaktivität wurde nach Co-Transfektion des jeweiligen miRNA-Analogons mit einem 
CCM3 3'-UTR-Reporterplasmid oder mit zur Normalisierung mitgeführten Kontrollplasmiden 
(3'-UTR Empty bzw. GAPDH) ausgewertet. Die Co-Transfektion der miRNA-Analoga und der 
Kontrollplasmide führte zu keiner signifikanten Veränderung. Es sind Mittelwert und 
Standardabweichung dargestellt, * p  < 0,05. Das Experiment wurde in 4 unabhängigen 
Ansätzen wiederholt (n = 4). 
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4.3. Analyse der in HUVECs exprimierten Transkript-Varianten von CCM3 
 
Für CCM3 sind multiple, wahrscheinlich gewebsspezifische exprimierte Transkript-

Varianten beschrieben, die sich unter anderem in der Länge ihrer 3'-UTRs 

unterscheiden. Nach Literaturrecherchen und Abgleich mit öffentlich zugänglichen 

Daten aus RNA-Sequenzierungen (RNASeq) für verschiedene Zelllinien konnte im 

Vorfeld der dargestellten Untersuchungen keine sichere Aussage über das CCM3-

Haupttranskript und die entsprechende Länge der 3'-UTR von CCM3 in HUVECs 

gemacht werden, da hier in einigen Fällen längere, in anderen bisher ausschließlich 

kürzere CCM3-Transkripte nachgewiesen wurden.  

Da die vorhergesagten Bindungsstellen von miR-103a-3p, miR-30a-5p und let-7f-2-

3p relativ weit distal des Stoppkodons liegen, ist eine Regulation der CCM3-

Expression über die jeweiligen miRNAs wahrscheinlich nur für längere Transkript-

Varianten anzunehmen, nicht jedoch für kürzere Transkripte, in denen die 

Bindungsstellen in der 3'-UTR nicht mehr vorliegen. Um die Expression der 

Zieltranskripte in den in nachfolgenden Experimenten verwendeten HUVECs 

aufzuklären, wurde deshalb zunächst eine CCM3-Transkriptanalyse durchgeführt. 

HEK293T- und HeLa-Zellen sollten nach RNASeq-Daten erwartungsgemäß die 

langen Transkripte von CCM3 exprimieren, in denen die Bindungsstellen der 

Kandidaten-miRNAs liegen. Daher dienten diese Zelllinien als Positivkontrollen. 

Für die Überprüfung der Transkriptlänge wurde aus allen Zellen RNA isoliert und aus 

dieser cDNA synthetisiert, die dann in einer PCR-Reaktion spezifisch für CCM3 

amplifiziert wurde. Dabei wurde die Lokalisation der Primer so ausgewählt, dass sich 

drei Amplikons ergaben, von denen die Amplikons II und III alle Bindungsstellen der 

Kandidaten-miRNAs beinhalteten (s. Abbildung 8 A). In HUVECs, wie auch in 

HEK293T- und HeLa-Zellen konnten Transkripte nachgewiesen werden, die alle 

Bindungsstellen der zu untersuchenden miRNAs enthielten (s. Abbildung 8 B). 
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4.4. Effizienz der Transfektion der miRNA-Analoga in HUVECs 
 
HUVECs dienten in den folgenden Experimenten als in vitro Modellorganismus zur 

Untersuchung der Effekte der miRNA-Analoga auf die Angiogenese. Da diese Zellen 

jedoch relativ schwer zu transfizieren sind (Hunt et al. 2010), wurde zunächst die 

Effizienz der Transfektion der miRNA-Analoga untersucht. Dafür wurde eine qPCR 

nach Transfektion der miRNA-Analoga unter den gewählten Reaktionsbedingungen 

durchgeführt, um die Steigerung der jeweiligen miRNA-Expression relativ zu mit 

Abbildung 8. (A) Schematische Darstellung der Transkriptlänge von CCM3. Die Exons 7-9 
(Ex 7-9) von CCM3 inklusive der 3'-UTR sind exemplarisch dargestellt. Oberhalb der Exons 
sind der gemeinsame Vorwärtsprimer (CCM3_Ex7_F), ebenso wie die Lokalisation der 
Rückwärtsprimer gezeigt (I = CCM3_cDNA_R2; II = CCM3 3'-UTR R3; III = CCM3 3'-UTR 
R4). Die Bindungsstellen der jeweiligen miRNAs sind in unterschiedlichen Farben 
hervorgehoben. (B) Transkript-Varianten, die alle Bindungsstellen der miRNAs beinhalten, 
konnten in HUVECs nachgewiesen werden. Die gelelektrophoretische Auftrennung der 
PCR-Produkte aus HUVECs, HEK293T- und HeLa-Zellen ist gezeigt, Leerw. = Leerwert. Die 
Amplikons I-III sind jeweils nebeneinander aufgetragen. An den Bildrändern sind die 
Größenstandards einer 1 Kilobasenpaar-Leiter (M1) und einer 100 Basenpaar-Leiter  (M2) 
aufgeführt. Amplikon I ist 392 Basenpaare lang, Amplikon II 862 und Amplikon III 1262 
Basenpaare. 
 

A 

B 
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Kontroll-miRNA transfizierten Zellen zu überprüfen. Die Expression der kleinen RNA 

RNU6-2 wurde hier zur Normalisierung der Werte genutzt. Bei der Berechnung der 

relativen Expression wurde die ΔΔCt-Methode nach Pfaffl (2001) angewendet. 

Nach Transfektion der miRNA-Analoga stieg die jeweilige relative miRNA-Expression 

stark an. Nach Transfektion des miR-103a-3p Analogons war sie auf das etwa 4200-

Fache erhöht (SD = 469,5; p < 0,004). Bei miR-30a-5p stieg sie auf das etwa 1000-

Fache (SD = 299,9; p = 0,03), bei let-7f-2-3p auf das etwa 800-Fache (SD = 91,6; 

p = 0,005) (s. Abbildung 9).  

 

4.5. Sprossverhalten von HUVECs nach miRNA-Analoga Behandlung 
 

Zur Untersuchung der Auswirkungen der miRNA-Analoga auf die Angiogenese 

wurden HUVECs in Sphäroiden kultiviert, in einer Collagenmatrix eingebettet und 

unterschiedlichen Wachstumsstimuli (VEGF-A und FGF-2) ausgesetzt. In dem 

gewählten Sphäroid-basierten Sprossungs-Experiment sind sowohl das 

Sprossverhalten, als auch teilweise Migration, Proliferation und die Bildung 

kapillarähnlicher Strukturen durch Ausmessung der Sprosse pro Sphäroid zu 

Abbildung 9. HUVECs konnten erfolgreich mit miRNA-Analoga transfiziert werden. Die 
Expression von miR-103a-3p, miR-30a-5p und let-7f-2-3p nach Transfektion der jeweiligen 
miRNA-Analoga ist relativ zur Negativkontrolle dargestellt. Zur Normalisierung diente die 
Expression der kleinen RNA RNU6-2 (NR_002752.1). Es sind Mittelwerte und die jeweiligen 
Standardabweichungen dargestellt. Das Experiment wurde in 3 unabhängigen Ansätzen 
durchgeführt (n = 3). 
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beurteilen. Abbildung 10 zeigt eine exemplarische Darstellung aus einem 

Experiment. Die Sprossanzahl und mittlere Sprosslänge pro Sphäroid nach 

Transfektion der miRNA-Analoga wurde mit der Negativkontrolle unter den jeweiligen 

Stimulationskonditionen verglichen. 

 

Für die miR-103a-3p konnte ein Einfluss der Analoga-Transfektion nicht unter allen 

Konditionen statistisch abgesichert werden. Unter Basalstimulation waren im 

Vergleich zur Negativkontrolle 43,6 % mehr Sprosse pro Sphäroid (Negativkontrolle: 

3,67 vs. miR-103a-3p: 5,27; p = 0,02) messbar. Nach Stimulation mit VEGF-A war 

die Sprossanzahl um 21,5 % (8,87 vs. 10,77; P = 0,09), nach FGF-2 Stimulation um 

37 % (9,23 vs. 12,63; p = 0,03) erhöht. Die mittlere Sprosslänge pro Sphäroid waren 

um 61,4 % (94,6 µm vs. 152,7 µm; p = 0,1), 79,3 % (192,4 µm vs. 344,9 µm; 

p = 0,06) beziehungsweise 64,38 % (291,6 µm vs. 479,3 µm; p = 0,0502) unter den 

Abbildung 10. Lichtmikroskopische Aufnahmen der in Sphäroiden kultivierten HUVECs. 
HUVECs wurden mit miR-103a-3p, miR-30a-5p, let-7f-2-3p Analoga oder einer nicht-
bindenden miRNA transfiziert und in Sphäroiden kultiviert. Die Anzahl und Länge der 
Sprosse pro Sphäroid wurde unter den unterschiedlichen Stimulationsbedingungen 
gemessen. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm, die Bilder wurden in 10x Vergrößerung 
aufgenommen. 
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jeweiligen Stimulationsbedingungen erhöht. Signifikante Werte erreichte hier 

ausschließlich die Steigerung der Sprossanzahl unter basalen Kulturbedingungen 

und unter Stimulation mit FGF-2. Die anderen Stimulationsbedingungen waren nicht 

signifikant (hohe Werte bei Standardabweichungen).  

Die mit miR-30a-5p transfizierten HUVECs zeigten übereinstimmend sowohl eine 

signifikant erhöhte Anzahl an Sprossen als auch eine signifikante Zunahme der 

mittleren Sprosslänge pro Sphäroid. Die Sprossanzahl pro Sphäroid war bereits 

unter Basalstimulation um 65,4 % im Vergleich zur Negativkontrolle erhöht 

(Negativkontrolle: 3,67 vs. miR-30a-5p: 6,07; p = 0,002). Auch unter VEGF-A Gabe 

zeigte sich eine um 35,7 % höhere Sprossanzahl (8,87 vs. 12,03; p = 0,012). Unter 

der FGF-2 Stimulation erfolgte eine Erhöhung um 51,6 % (9,23 vs. 14; p = 0,006). In 

Übereinstimmung mit der vermuteten Proangiogenität von miR-30a-5p war auch die 

mittlere Sprosslänge pro Sphäroid nach Transfektion des Analogons unter den 

jeweiligen Bedingungen um jeweils 97,1 % (94,6 µm  vs. 186,5 µm; p = 0,02), 98,5 % 

(192,4 µm vs. 382 µm; p = 0,03) und 64,8 % (291,6 µm vs. 480,6 µm; p = 0,049) im 

Vergleich zur Negativkontrolle erhöht. Alle beschriebenen Parameter erreichten in 

den statistischen Betrachtungen ein Signifikanzniveau.  

Ein ähnliches, jedoch überwiegend nicht signifikantes Bild zeigte sich auch nach 

Transfektion mit dem synthetischen Analogon von let-7f-2-3p. Sphäroide der 

transfizierten HUVECs wiesen unter basalen Kulturbedingungen eine Steigerung der 

Sprossanzahl pro Sphäroid um 44,5 % (Negativkontrolle: 3,67 vs. let-7f-2-3p: 5,3; 

p = 0,02) auf. Unter Stimulation mit VEGF-A bzw. FGF-2 war eine Zunahme um 

14,7 % (8,87 vs. 10,17; p = 0,2) bzw. um 19,5 % (9,23 vs. 11,03; p = 0,2) zu 

verzeichnen.  

Die Länge der Sprosse pro Sphäroid stieg unter den jeweiligen 

Stimulationsbedingungen um 67 % (94,6 µm vs. 158 µm; p = 0,08), um 69,1 % 

(192,4 µm vs. 325,4 µm; p = 0,09) bzw. um 43,9 % (291,6 µm vs. 419,7 µm; 

p = 0,15) an. Einen signifikanten Anstieg der Länge erreichte hierbei ausschließlich 

die Steigerung der Sprossanzahl unter basalen Kulturbedingungen (s. Abbildung 11), 

bei anderen Bedingungen waren die Steigerungen wegen der zu hohen Werte bei 

Standardabweichungen nicht signifikant. 

Das Experiment wurde auch bei einer Wachstumsfaktorkonzentration von jeweils 

25 ng/ml durchgeführt, die Ergebnisse sind im Anhang dargestellt (s. 8.3) 
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4.6. Einfluss der miRNA-Analoga auf die Migration von HUVECs 
 

Um die Auswirkungen einer Überexpression der miRNAs auf die Migration von 

HUVECs zu untersuchen, wurde ein sogenannter Scratch-wound-Versuch 

durchgeführt. Die Zellen wurden mit einer nicht-bindenden Kontroll-miRNA oder dem 

jeweiligen miRNA-Analogon transfiziert und eine freie Fläche in den Zellrasen 

geschabt. Das Zuwachsen der freien Fläche ist exemplarisch dargestellt in 

Abbildung 12.  

Abbildung 11. (A) Sprossanzahl und (B) mittlere Sprosslänge von HUVEC-Sphäroiden 
nach Transfektion von miR-103a, miR-30a-5p oder let-7f-2-3p Analoga. MiR-30a-5p zeigte 
den stärksten Einfluss auf das Sprossverhalten und erhöhte die erhobenen Parameter unter 
allen Stimuli signifikant bis hochsignifikant. Dargestellt sind jeweils der Mittelwert und die 
Standardabweichung,* p < 0,05; ** p < 0,01. Das Experiment wurde in 3 unabhängigen 
Versuchen wiederholt (n = 3). 
 

A 

B 
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Sowohl miR-103a-3p als auch miR-30a-5p zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle 

eine geringfügig aber signifikant erhöhte Migration der HUVECs. Die Transfektion mit 

miR-103a-3p-Analogon erhöhte die Migration der Zellen um 10,7 % (SD = 7 %; 

p = 0,047). Mit miR-30a-5p-Analogon transfizierte HUVECs wiesen eine um 10,2 % 

(SD = 6 %; p = 0,04) gesteigerte Migration auf. Nach Transfektion mit dem let-7f-2-

3p-Analogon konnte keine signifikant schnellere Migration gemessen werden 

(Mittelwert = 12,1 %; SD = 9 %; p = 0,08) (s. Abbildung 13). 

Abbildung 13. Die Transfektion der miRNA-Analoga führte zu einer erhöhten Migration von 
HUVECs. Eine um etwa 10 % vermehrte Migration nach miRNA-Analoga Transfektion im 
Vergleich zur Negativkontrolle ist zu beobachten. Die Werte sind als Mittelwert mit 
Standardabweichung dargestellt, * p < 0,05; n.s. nicht signifikant. Das Experiment wurde in 4 
unabhängigen Ansätzen wiederholt (n = 4).  

Abbildung 12. Lichtmikroskopische Aufnahmen der Migration von HUVECs nach miRNA-
Analoga Transfektion. Das Zuwachsen der freien Fläche in der adhärenten Zellschicht wurde 
direkt (0 h) und 7 Stunden (7 h) nach dem Freischaben lichtmikroskopisch dokumentiert. Die 
Migrationsfront der HUVECs ist durch eine blaue Linie hervorgehoben. Der Maßstabsbalken 
entspricht 500 µm, die Bilder wurden mit einer 10x Vergrößerung aufgenommen 
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4.7. CCM3-Expression nach Transfektion der miRNA-Analoga 
 
Nach dem Nachweis der Fähigkeit von miR-30a-5p und let-7f-2-3p an die 3'-UTR von 

CCM3 zu binden, sollten die Auswirkungen der Transfektion der jeweiligen miRNA-

Analoga auf die Expression von CCM3 auf Ebene der mRNA in HUVECs untersucht 

werden.  

Die Expression von CCM3 wurde in mit Kontroll-miRNA oder mit miRNA-Analoga 

transfizierten Zellen mittels einer dPCR gemessen und verglichen. Die miR-103a-3p 

führte zu einer signifikanten, aber insgesamt eher geringfügigen Herunterregulation 

auf 74 % (SD = 15 %; p = 0,04). Nach Transfektion des let-7f-2-3p-Analogons sank 

die relative Expression von CCM3 auf 82 % (SD = 7 %; p = 0,015). Die relative 

CCM3-Expression wurde durch miR-30a-5p nicht signifikant verändert 

(Mittelwert = 79 %; SD = 16 %; p = 0,09) (s. Abbildung 14).  

Abbildung 14. Relative CCM3-Expression nach Transfektion von miR-103a-3p, miR-30a-5p 
und let-7f-2-3p Analoga. Die CCM3-Expression der mit miRNA-Analoga transfizierten 
HUVECs ist relativ zur Negativkontrolle dargestellt. TBP diente als Referenzgen zur internen 
Normalisierung. Es sind Mittelwert und Standardabweichung dargestellt, * p <0,05; n.s. nicht 
signifikant. Das Experiment wurde in 4 unabhängigen Ansätzen wiederholt (n = 4). 
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4.8. Effekt der miRNA-Analoga Transfektion auf die CCM3 
Proteinexpression 

 

Um auch den Einfluss der Kandidaten-miRNAs auf die Protein-Expression von 

CCM3 untersuchen zu können, wurde zum Proteinnachweis ein Western Blot 

durchgeführt. Nach Transfektion der miRNA-Analoga wurde die CCM3-

Proteinexpression relativ zum Gesamtprotein ermittelt und mit einer nicht-bindenden 

Kontroll-miRNA verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 

Proteinexpression nach Transfektion des miR-103a-3p Analogons signifikant auf 

64,8 % (SD = 17,3 %; p = 0,03), nach Transfektion von let-7f-2-3p höchstsignifikant 

auf 48,4 % (SD = 9,3 %; p = 0,0016) abfiel. Nach Transfektion des miR-30a-5p 

Analogons konnte keine signifikante Reduktion des CCM3 Proteins festgestellt 

werden (Mittelwert = 64,7 %; SD = 34,1 %; p = 0,12) (s. Abbildung 15).  

 

 

 

 

 
 

A B 

Abbildung 15. (A) Exemplarische Darstellung des durchgeführten Western Blots. Gezeigt 
sind die Banden des CCM3 Proteins und β-Aktin, das als Ladekontrolle diente. (B) Die 
relative Proteinmenge nach Transfektion der miRNA-Analoga. Die Proteinmenge sank nach 
Transfektion der miR-103a-3p und let-7f-2-3p Analoga signifikant, nach Transfektion der 
miR-30a-5p tendenziell. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung, 
* p <0,05; ** p 0,01; n.s. nicht signifikant. Das Experiment wurde in 4 unabhängigen 
Ansätzen durchgeführt (n = 4). 
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4.9. Auswirkungen der Inhibition von miR-30a-5p in HUVECs 
 
Da für die miR-30a-5p bereits ein hoher Expressionsgrad in HUVECs beschrieben 

wurde (Heusschen et al. 2010; Suarez et al. 2007), ergab sich die Möglichkeit, diese 

miRNA spezifisch durch einen Inhibitor zu hemmen. Dadurch konnten Effekte für 

eine vermutete Regulation von CCM3 durch miR-30a-5p auf mRNA- und 

Proteinebene in einem unabhängigen Ansatz analysiert werden. Die miRNA let-7f-2-

3p war für eine Inhibitor-Versuchsreihe hingegen nicht geeignet, da sie in HUVECs 

nur sehr gering exprimiert wird. Zur Hemmung von miR-30a-5p wurde ein Inhibitor 

verwendet, der als modifiziertes Oligonukleotid einen Komplex mit der reifen miR-

30a-5p bildet und so deren Interaktion mit ihrem Zielgen verhindert (Lennox et al. 

2013). Wie bei den vorhergegangenen Versuchen mit miRNA-Analoga wurde zuerst 

die Transfektionseffizienz des miR-30a-5p Inhibitors untersucht. Die Überprüfung der 

Transfektionseffizienz erfolgte mittels einer qPCR. Die relative Expression von miR-

30a-5p wurde nach Transfektion des miR-30a-5p Inhibitors mit der Negativkontrolle 

verglichen. Die relative miR-30a-5p Transkriptmenge konnte durch den miR-30a-5p-

Inhibitor um 34,4 % (SD = 14 %; p = 0,048) verringert werden (s. Abbildung 16). 

Abbildung 16. HUVECs wurden erfolgreich mit miR-30a-5p Inhibitor transfiziert. Die 
Effizienz der Transfektion wurde mittels einer qPCR überprüft. HUVECS wurden mit dem 
miR-30a-5p Inhibitor transfiziert, und die relative miR-30a-5p Transkriptmenge mit einer 
Negativkontrolle verglichen. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und die 
Standardabweichung, * p < 0,05. Das Experiment wurde in drei unabhängigen Ansätzen 
durchgeführt (n = 3). 
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Um die Auswirkung der Inhibition von miR-30a-5p auf die Angiogenese zu 

untersuchen, wurde das Sprossverhalten von in Sphäroiden kultivierten HUVECs 

untersucht. Abbildung 17 zeigt beispielhaft HUVEC-Sphäroide, die unter basalen, 

VEGF-A oder FGF-2 Stimulationskonditionen mit dem miR-30a-5p Inhibitor 

behandelt wurden. Die Transfektion des miR-30a-5p Inhibitors führte sowohl zu einer 

signifikanten Verringerung der Sprossanzahl als auch der mittleren Sprosslänge pro 

Sphäroid (s. Abbildung 18 A und B). Die Sprossanzahl pro Sphäroid war unter 

basalen Kulturbedingungen hochsignifikant auf 61 % (Negativkontrolle: 2,9 vs. miR-

30a-5p Inhibitor: 1,77; p = 0,009) gesunken. Nach Stimulation mit VEGF-A 

verringerte sich die Sprossanzahl pro Sphäroid höchstsignifikant auf 50,2 % (7 vs. 

3,5; p = 0,0007). Unter FGF-2 Stimulation war eine hochsignifikante Reduktion der 

Sprossanzahl pro Sphäroid auf 55,3 % (8,2 vs. 4,5; p = 0,007) zu verzeichnen. Die 

mittlere Sprosslänge pro Sphäroid zeigte unter basalen Konditionen eine 

hochsignifikante Verringerung auf 52,7 % (66,1 µm vs. 34 µm; p = 0,002) und unter 

VEGF-A Stimulation ein höchstsignifikantes Absinken auf 44,4 % (168 µm vs. 

74,67 µm; p = 0,0004). Nach Stimulation mit FGF-2 sank die mittlere Sprosslänge 

pro Sphäroid auf 44,5 % (243,1 µm vs. 108,1 µm; p = 0,02). 

Das Sprossverhalten nach Stimulation mit einer Wachstumsfaktorkonzentration von 

25 ng/ml wird im Anhang dargestellt (s. 8.3). 

Abbildung 17. Lichtmikroskopische Aufnahmen von mit dem miR-30a-5p Inhibitor oder 
nicht-bindendem Inhibitor behandelten HUVECs. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm, die 
Bilder wurden mit einer 10x Vergrößerung aufgenommen. 
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Die Analyse der Auswirkungen der Transfektion des miR-30a-5p Inhibitors auf die 

relative CCM3-Expression erfolgte durch eine dPCR. Dabei konnte durch den miR-

30a-5p Inhibitor keine Veränderung der relativen CCM3-Expression beobachtet 

werden. Nach Transfektion des Inhibitors lag die relative CCM3-Transkriptmenge bei 

einem Mittelwert von 95,9 % (SD = 11,4 %; p = 0,59) verglichen mit einem nicht-

bindenden Inhibitor (s. Abbildung 19 A). Auf Proteinebene führte die Transfektion des 

miR-30a-5p Inhibitors zu einer Steigerung von CCM3. Dabei stieg die relative 

Proteinmenge von CCM3 auf etwa das Dreifache (Mittelwert = 2,8; SD = 1,46; 

p = 0,026) an, verglichen mit der Negativkontrolle (s. Abbildung 19 B und C).

Abbildung 18. (A) Sprossanzahl und (B) mittlere Sprosslänge von HUVEC-Sphäroiden 
waren nach Transfektion des miR-30a-5p Inhibitors verringert. Die mit dem miR-30a-5p 
Inhibitor transfizierten HUVECs zeigten eine deutlich reduzierte Anzahl und Länge der 
Sprosse pro Sphäroid. Gezeigt sind der Mittelwert und die Standardabweichung. * p < 0,05; ** 
p < 0,01; *** p < 0,001. Das Experiment wurde in drei unabhängigen Durchgängen wiederholt 
(n = 3). 
 

B 
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Abbildung 19. (A) Relative Expression von CCM3 nach Transfektion mit miR-30a-5p 
Inhibitor. Die Expression von CCM3 nach Transfektion mit dem miR-30a-5p Inhibitor ist 
relativ zur Negativkontrolle dargestellt. Nach Transfektion des Inhibitors ist kein 
Expressionsunterschied von CCM3 zu sehen. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte und die 
Standardabweichung, n.s. nicht signifikant. Das Experiment wurde in drei unabhängigen 
Ansätzen durchgeführt (n = 3). (B) Relative Proteinmenge nach Transfektion von HUVECs 
mit einem miR-30a-5p Inhibitor. Eine exemplarische Darstellung von zwei unabhängigen 
Transfektionen ist zu sehen. Gezeigt sind die jeweilige Negativkontrolle (Neg.) und der miR-
30a-5p Inhibitor. β-Aktin diente als Ladekontrolle. (C) Nach Transfektion des miR-30a-5p 
Inhibitors ist die relative CCM3 Proteinmenge erhöht. Der Mittelwert und die 
Standardabweichung sind dargestellt, * p < 0,05. Das Experiment wurde in insgesamt 6 
unabhängigen Versuchen wiederholt (n = 6). 

B C 
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5. Diskussion 
 

5.1. Stellenwert der miRNAs im Kontext einer pathologischen 
Angiogenese 

 

CCM3 ist ein ubiquitär exprimiertes Protein, das unter anderem die Angiogenese 

reguliert (Schleider et al. 2011; Uhlen et al. 2015). Eine Dysregulation der 

Angiogenese trägt zur Kavernomentstehung bei und ist so von besonderer Relevanz 

für diese Erkrankung (Fischer et al. 2013). Auch im Rahmen der Tumorbildung wird 

angenommen, dass eine pathologische Angiogenese eine wesentliche Rolle spielt 

(Rouhi et al. 2010). Obwohl die Beteiligung von CCM3 an mehreren Signalwegen 

bereits bekannt ist (s. 1.2) machen das jüngere Erkrankungsalter, die höhere 

Blutungsrate der Kavernome bei CCM3-Mutationsträgern und das Fehlen einer 

kausalen Therapie die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen dieses Gens deutlich. 

Dabei ist unter anderem die posttranskriptionale Regulation des Gens von Interesse. 

Diese kann durch miRNAs erfolgen. Die Regulation einer Vielzahl von Genen durch 

miRNAs ist aktuell Gegenstand intensiver Forschung. Wie bereits in der Einleitung 

aufgeführt (s. 1.6-1.8), beeinflussen miRNAs sowohl die Karzinogenese, 

Angiogenese als auch die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen. Seit ihrer 

Entdeckung 1993 sind bis heute 2588 miRNAs im Menschen identifiziert worden 

(Lee et al. 1993; Kozomara et al. 2014). Über die Hälfte der menschlichen 

proteinkodierenden Gene scheint dabei Zielsequenzen zur Bindung von miRNAs zu 

enthalten (Friedman et al. 2009). Für CCM3 konnte bereits eine Regulation durch 

miRNAs gezeigt werden. Die miR-425-5p beispielsweise hemmt CCM3 und führt in 

Zellen des kolorektalen Karzinoms zu einer erhöhten Resistenz gegenüber 

Chemotherapeutika (Zhang et al. 2016). Zusätzlich führt eine Regulation von CCM3 

durch miR-425-5p in HUVECs zu einer erhöhten Proliferation, Migration und zu einer 

vermehrten Bildung kapillarähnlicher Strukturen. Diese proangiogenen Effekte 

werden teilweise durch eine Hemmung des Notch Signalweges und durch eine 

Steigerung des VEGF Signalweges vermittelt (Gao et al. 2016). Welchen Stellenwert 

miRNAS für die Angiogenese im Zusammenhang mit der Kavernomentstehung 

haben, wurde bisher nicht untersucht. 
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5.2. Limitationen der bioinformatischen Vorhersagen von miRNA-
Bindungsstellen 

 
Ein einzelnes Zielgen kann durch eine Vielzahl von unterschiedlichen miRNAs 

reguliert werden (Wu et al. 2010). Um putativ an die 3'-UTR von CCM3 bindende 

miRNAs zu finden, wurden Kandidaten-miRNAs mittels in silico Vorhersage-

programmen identifiziert. Die von den beiden Algorithmen TargetScan und DIANA-

microT-CDS errechnete Bindungswahrscheinlichkeit wurde mit einem weiteren 

bioinformatischen Vorhersageprogramm, miRmap, überprüft. Der in der Literatur 

empfohlene Vergleich der Berechnungen verschiedener Algorithmen sollte zu einer 

Reduktion falsch positiver Ergebnisse führen (Zheng et al. 2013). Obwohl die 

verwendeten Vorhersageprogramme zu den zuverlässigsten Algorithmen gehören 

(Baek et al. 2008; Agarwal et al. 2015), weist die in silico Identifizierung von putativ 

bindenden miRNAs wesentliche Limitationen auf. Alexiou et al. (2009) konnten 

zeigen, dass TargetScan und DIANA-microT-CDS nur 51 % bzw. 48 % der miRNA-

Zielgen Interaktionen erfolgreich vorhersagten. Auch Jiang et al. (2009) konnten nur 

5 von 45 durch TargetScan und andere Algorithmen vorhergesagte Bindungsstellen 

verifizieren. Für miRmap wird eine höhere Aussagekraft angenommen, aber auch 

hier liegt die Sensitivität bei 74 % und die Spezifität bei 44 % (Lukasik et al. 2016; 

Vejnar et al. 2012). Diese eingeschränkte Aussagekraft der Vorhersagen beruht zum 

Teil darauf, dass auch nichtkonservierte Zielsequenzen in den 3'-UTRs gebunden 

und gewebsspezifische Bindungen nicht berechnet werden können (Peterson et al. 

2014; Farh et al. 2005). Die Limitationen der bioinformatischen 

Vorhersageprogramme unterstreichen die Notwendigkeit einer weiteren Priorisierung 

und einer experimentellen Validierung. 

Um eine Priorisierung geeigneter miRNAs zu erreichen, wurde eine 

Datenbankrecherche nach in der Literatur vorgeschlagenen Kriterien vorgenommen 

(Witkos et al. 2011). Da eine akute Hemmung von CCM3 zu einer Steigerung der 

Angiogenese in vitro führt (You et al. 2013), wurde ein besonderer Fokus auf 

mögliche proangiogene Eigenschaften der Kandidaten gelegt. Darüber hinaus 

wurden die miRNAs auf ihre gewebsspezifische Expression untersucht. Dafür 

wurden einzelne Studien, ebenso wie öffentlich zugängliche Daten der 

Tiefensequenzierung herangezogen. Durch die häufig vorliegende inverse 

Korrelation der Expression der miRNAs und ihrer Zielgene können diese Daten zur 
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Priorisierung beitragen, wobei sie aber nur als schwacher Hinweis auf eine 

Regulation durch miRNAs gewertet werden können (Wang und Li 2009). Darüber 

hinaus wurde die Vorhersage von zusätzlichen, möglicherweise synergistisch 

wirkenden Bindungsstellen berücksichtigt (Sætrom et al. 2007) (s. Abbildung 20). Auf 

diese Weise konnten die miRNAs miR-30a-5p und let-7f-2-3p als vielversprechende 

Kandidaten identifiziert werden.  

Die miR-30a-5p zeigte eine hohe Bindungswahrscheinlichkeit in allen genutzten 

bioinformatischen Vorhersageprogrammen. In den in silico Vorhersagen zeichnete 

sich die miR-30a-5p ebenfalls durch eine hohen Konservierungsgrad der 

Zielsequenz in der 3'-UTR von CCM3 und eine hohe Komplementarität zur 

Zielsequenz aus. Zusätzlich ist die miR-30a-5p in einigen Tumorgeweben wie dem 

kolorektalen Karzinom und dem Lungenkarzinom herunterreguliert, während CCM3 

hochreguliert ist (Tang et al. 2015; Barrier et al. 2005; Arndt et al. 2009; Chen et al. 

2007). Besonders hervorzuheben ist die bereits beobachtete Proangiogenität der 

miR-30a-5p (Jiang et al. 2013).  

 

Auch für eine weitere Kandidaten-miRNA, let-7f-2-3p, waren die 

Bindungswahrscheinlichkeit und Komplementarität zur Zielsequenz als hoch 

einzuschätzen. Die Zielsequenz der let-7f-2-3p in der 3'-UTR von CCM3 gilt als 

weniger hoch konserviert, im Gegensatz zur miR-30a-5p verfügt die let-7f-2-3p 

jedoch über eine zusätzlich vorhergesagte Bindungsstelle. Ein Vergleich des 

Abbildung 20. Kriterien zur Auswahl der Kandidaten miRNAs. Die durch mehrere 
Algorithmen vorhergesagten miRNAs wurden auf eine inverse Korrelation zwischen ihrer 
Expression und der CCM3-Expression überprüft. Zusätzlich vorhergesagte Bindungsstellen 
wurden berücksichtigt und proangiogen wirkende miRNAs priorisiert. 
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Expressionsprofils von miRNA und Zielgen war in diesem Fall erschwert, da in den 

meisten Zellen und Geweben fast ausschließlich der Leitstrang let-7f-5p exprimiert 

wird. Let-7f-2-3p gilt hier als Passagierstrang und ist deutlich niedriger exprimiert als 

der Leitstrang (Kozomara et al. 2014). Dennoch konnten Tiefensequenzierungsdaten 

eine inverse Korrelation zwischen der Expression von let-7f-2-3p und CCM3 im 

Blasenkarzinom, Kolonkarzinom und klarzelligen Nierenzellkarzinom belegen (Cho et 

al. 2013), was auf eine Regulation von CCM3 durch let-7f-2-3p hindeuten könnte. 

Nach gängiger Auffassung vermittelt nur der Leitstrang als Teil des RISC die 

Hemmung von Zielgenen, während der Passagierstrang abgebaut wird (Wang, Li, et 

al. 2009). Zunehmend wird jedoch die Funktion des Passagierstranges diskutiert. Es 

konnte bereits nachgewiesen werden, dass Passagierstränge evolutionär hoch 

konserviert sind, Zielgene herunterregulieren und an regulatorischen Netzwerken in 

der Zelle teilhaben können, wenn auch wahrscheinlich in geringerem Maße als die 

miRNA-Leitstränge (Yang, Phillips, et al. 2011). Insbesondere für Passagierstränge 

der let-7b und let-7e konnte bereits eine Dysregulation im malignen Mesotheliom 

nachgewiesen werden, die auf eine zelluläre Funktion der Passagierstränge 

hindeutet (Winter et al. 2013; Guled et al. 2009). Für den Leitstrang let-7f-5p wurden 

in der Literatur bereits proangiogene Eigenschaften beschrieben, die Rolle des 

Passagierstranges let-7f-2-3p in der Angiogenese ist jedoch nicht bekannt 

(Kuehbacher et al. 2007). 

Durch die in silico Vorhersagen und Literaturrecherchen konnten Kandidaten-

miRNAs miR-30a-5p und let-7f-2-3p identifiziert werden. Sie ermöglichten so 

Untersuchungen der Regulation von CCM3 durch eine proangiogen beschriebene 

miRNA beziehungsweise einen miRNA-Passagierstrang. 

 

5.3. Ansätze zur experimentellen Validierung von miRNA-
Bindungsstellen 

 

Aufgrund der genannten Limitationen der in silico Vorhersagen von miRNA-

Bindungsstellen kommt ihrer experimentellen Validierung eine besondere Bedeutung 

zu. Die Bindungsstellen der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten miRNAs wurden 

mittels eines Luciferase-Reportergen-Assays überprüft. Im Gegensatz zu ebenfalls in 

der Literatur angewandten Methoden wie den Microarrays oder Proteomanalysen 
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sind Luciferase-Assays weniger abhängig von zellphysiologischen Vorgängen, 

sensitiver und einfacher durchzuführen. Insgesamt stellen sie ein Viertel aller 

experimentellen Ansätze zur Validierung von miRNA-Zielgen Interaktionen (Witkos et 

al. 2011; Papadopoulos et al. 2009). In der Literatur findet sich häufig ein dualer 

Luciferase-Ansatz, in dem zwei Plasmide co-transfiziert werden. Das experimentelle 

Plasmid kodiert hier für eine Leuchtkäfer-Luciferase, das Kontrollplasmid oft für eine 

Renilla-Luciferase. Die Messung beider Luciferaseaktivitäten ermöglicht die 

Normalisierung variabler Transfektionseffizienzen (Painter et al. 2016; Sherf et al. 

1996; Miranda et al. 2006). Ein Nachteil dieses Ansatzes ist, dass co-transfizierte 

Plasmide miteinander interagieren und somit die Ergebnisse verfälschen können 

(Nejepinska et al. 2012). Zusätzlich erschwert wird die Normalisierung durch diverse 

Hemmstoffe, die das Luciferase-Signal sowohl der Renilla-Luciferase als auch der 

Leuchtkäfer-Luciferase individuell beeinflussen können (Auld et al. 2008; Ghazawi et 

al. 2005). Im Gegensatz dazu kodierten die im Rahmen dieser Arbeit transfizierten 

Plasmide ausschließlich für das Enzym der Renilla-Luciferase. Die separat 

transfizierten Kontrollplasmide enthielten die 3'-UTR des Haushaltsgens GAPDH 

oder keine 3'-UTR, was eine Normalisierung unspezifischer Effekte der miRNAs 

erlaubte. Durch ähnliche Ansätze, in denen auf eine Co-Transfektion von 

experimentellen Plasmiden und Kontrollplasmiden verzichtet wurde, konnte unter 

anderem die Bindung der miR-515-5p an die 3'-UTR von NRAS, MARK4 und 

PIK3C2B gezeigt werden. Weitere durch dieses Verfahren validierte miRNA-

Bindungsstellen sind die Bindung von miR-155 an die 3'-UTR von PTPN2 oder die 

Interaktion der miR-107 mit der 3'-UTR von CCND1. Nachfolgende Analysen der 

Herunterregulation der Zielgene auf Transkript- oder Proteinebene konnten die 

miRNA-Zielgen Interaktionen bestätigen und die Robustheit der Methode belegen 

(Molina-Pinelo et al. 2014; Ji et al. 2015; Pardo et al. 2016).  

 

5.4. Herausforderungen der Transkript-Analyse von CCM3 
 

Viele Gene exprimieren diverse Transkript-Varianten, die sich zwischen Zelllinien 

und Geweben unterscheiden können (Djebali et al. 2012). Gonzàlez et al. (2013) 

konnten zeigen, dass in Zellen zu etwa 85 % ein Haupttranskript vorliegt, während 

andere Transkript-Varianten in untergeordnetem Maße exprimiert werden. Auch für 
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CCM3 sind bereits mehrere Transkript-Varianten beschrieben, die über 

unterschiedlich lange 3'-UTRs verfügen (Aken et al. 2016). Da keine einheitlichen 

Aussagen zu den vorliegenden Transkript-Varianten in HUVECs im Vorfeld der 

Arbeit möglich waren, wurden Varianten, die die Bindungsstellen der miRNAs 

enthielten mittels einer RT-PCR amplifiziert. So konnten Transkript-Varianten in 

HUVECs nachgewiesen werden, die die Bindungsstellen aller untersuchten miRNAs 

in der 3'-UTR enthielten. Eine Regulation von CCM3 durch miRNAs in HUVECs 

erschien demnach plausibel.  

Der gewählte Ansatz lässt hier allerdings keine quantitativen Aussagen zu. Die 

Quantifizierung von Transkript-Varianten stellt eine erhebliche methodische 

Herausforderung dar und ist mittels einer klassischen PCR nicht möglich. Eine 

Untersuchung der CCM3-Isoformen könnte am besten durch Ansätze wie den 

Northern Blot oder eine RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends PCR) 

erfolgen.  

Da in dieser Arbeit aber die Regulation von CCM3 durch die Kandidaten-miRNAs 

untersucht werden sollte, stand hier der Nachweis von regulierbaren Transkript-

Varianten und nicht deren Quantifizierung im Vordergrund. Allerdings könnte auch 

eine quantitative Bestimmung der CCM3 Transkript-Isoformen hinsichtlich der Länge 

ihrer 3'-UTRs in chirurgisch gewonnenem Kavernomgewebe von Interesse sein. 

Hollerer et al. (2016) konnten nachweisen, dass Zellstress tendenziell zur Expression 

längerer 3'-UTRs führt. Die längeren 3'-UTR-Varianten können hier miRNA-

Bindungsstellen beinhalten, die zu einer Herunterregulation des Zielgens führen. Da 

Zellstress eine Rolle bei der Entstehung der Kavernomatose spielt (Retta et al. 

2016), wäre im Kavernom-Zusammenhang die stressbedingte Expression einer 

längeren 3'-UTR denkbar, die einer Herunterregulation von miRNAs in besonderem 

Maße ausgesetzt ist und zu einer verringerten CCM3-Expression führt. Da 

Gewebeproben aus Kavernomen jedoch oft thrombotisch oder kalzifiziert sind, ist 

eine RNA-Isolation erschwert. Zusätzlich erschwerend kommt hinzu, dass oft nur 

wenige alterierte Endothelzellen im Gewebe vorliegen (Pagenstecher et al. 2009). Im 

Rahmen dieser Arbeit war deshalb eine Untersuchung von Kavernomgewebe nicht 

möglich. 
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5.5. miRNAs als mögliche Brücke zwischen Zellstress und 
Kavernomentstehung 

 

Da bei hereditären Fällen der Kavernomatose mit zunehmendem Alter häufig 

multiple Kavernome auftreten, wird die Knudson’sche Zweitrefferhypothese als 

Entstehungsmechanismus der Krankheit diskutiert (Gault et al. 2005; Pagenstecher 

et al. 2009). Dabei wird angenommen, dass in Endothelzellen zusätzlich zu einer 

bereits vorliegenden CCM-Keimbahnmutation noch eine somatische Mutation als 

zweiter Treffer auftritt und so die Entstehung von Kavernomen begünstigt. Jedoch 

konnte nur in wenigen Untersuchungen eine derartige biallelische Mutation in CCM3 

nachgewiesen werden (Akers et al. 2009; Pagenstecher et al. 2009). Zusätzlich 

variieren das Auftreten und die Schwere der klinischen Symptome zwischen 

Familienmitgliedern, die die gleiche pathologische Variante tragen, deutlich. Bei der 

Pathogenese der Kavernomatose werden daher auch interindividuelle lokale 

Auslöser wie Zellstress als möglicher zweiter Treffer in Betracht gezogen (Trapani et 

al. 2015). Dabei konnte schon eine Dysregulation von inflammatorischen 

Signalwegen in Kavernomgewebe und eine Funktion von CCM3 in der zellulären 

Reaktion auf oxidativen Stress belegt werden (Shenkar et al. 2007; Fidalgo et al. 

2012). Des weiteren scheint Stress in Form einer Hypoxie bei der 

Kavernomentstehung eine Rolle zu spielen, da der Hypoxie-induzierte-Faktor 1α 

(HIF-1α) in etwa der Hälfte der Fälle im Kavernomgewebe erhöht ist (Sure et al. 

2005). Zusätzlich weisen aus Kavernomgewebe gewonnene Endothelzellen in vitro 

eine gesteigerte Wachstumsrate unter hypoxischen Bedingungen auf (Zhu et al. 

2011).  

MiRNAs haben eine besondere Bedeutung bei der Modulation von verschiedenen 

Stresssignalwegen in der Zelle. So konnten van Rooij et al. (2006) nachweisen, dass 

Stress-induzierte miRNAs zu einem pathologischen myokardialen Remodeling führen 

können. Ferner wiesen Studien an Tieren auf eine besondere Bedeutung von 

miRNAs in der Stressregulation hin. Während miR-143/145 Knockout-Mäuse unter 

normalen Bedingungen keine abnormale Vaskulogenese zeigten, war die Bildung 

einer Neointima stressbedingt nach Gefäßverletzungen stark verringert (Xin et al. 

2009). Auch für CCM3 ist ebenfalls eine stressabhängige Regulation durch miRNAs 

bekannt. Hier wird die miR-181b unter hypoxischen Bedingungen heraufreguliert und 

hemmt nachfolgend das Zielgen CCM3. Dies induziert die gesteigerte Bildung 
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kapillarähnlicher Strukturen von HUVECs (Xu et al. 2015). Chen et al. (2013) 

konnten zeigen, dass die in dieser Arbeit untersuchten miRNAs miR-103a-3p und der 

Leitstrang von let-7f-2-3p bei Hypoxie in HUVECs heraufreguliert werden. Da der 

miRNA Leit- und Passagierstrang als gemeinsame Vorläufer-miRNA exprimiert 

werden, ist bei Heraufregulation des Leitstranges ebenso eine vermehrte Expression 

des Passagierstranges let-7f-2-3p zu erwarten. Für die miR-30a-5p ist eine ähnliche 

HIF-1α abhängige Heraufregulation bei Hypoxie in Karzinomgewebe bekannt (Shen 

et al. 2013). Da die Heraufregulation der Kandidaten-miRNAs unter Zellstress bereits 

nachgewiesen werden konnte, war es möglich, diese Erkenntnis in dieser Arbeit 

aufzugreifen und nachfolgend die Auswirkung der gewählten miRNAs zu 

untersuchen. 

 

Wie in der Einleitung erwähnt (s. 1.6-1.8), sind sowohl für den Leitstrang der  

let-7f-2-3-p als auch für die miR-103a-3p und miR-30a-5p bereits proangiogene 

Eigenschaften nachgewiesen worden. Da in der Literatur aber teilweise andere 

Methoden bzw. Auswertungsstrategien zur Beurteilung der Effekte der Kandidaten-

miRNAs auf die Angiogenese genutzt wurden, ist kein direkter Vergleich zwischen 

den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen und den Ergebnissen in dieser Arbeit 

möglich. Es ist zudem nicht ausgeschlossen, dass miRNAs nur bestimmte Parameter 

der Angiogenese beeinflussen. So konnte für die antiangiogene miR-146a gezeigt 

werden, dass sie zwar die Proliferation in HUVECs hemmt und die Apoptose 

begünstigt, aber keinen Einfluss auf die Zellmigration oder die Bildung 

Kapillarähnlicher Strukturen hat (Halkein et al. 2013). Für die in dieser Arbeit als 

Positivkontrolle verwendete miR-103a-3p war im Vorfeld bereits bekannt, dass in 

einem Tube-Formation-Assay in vitro und in vivo im Mausmodell proangiogene 

Effekte nachgewiesen werden konnten (Chen et al. 2013). Ergebnisse der eigenen 

Arbeit weisen ebenfalls auf eine proangiogene Wirkung dieser miRNA hin, wobei der 

untersuchte Einfluss auf die Migration und das Sprossverhalten von HUVECs als 

eher gering einzuschätzen ist. 

Für die miRNA let-7f-2-3p lagen im Vorfeld der Arbeit keine Daten über mögliche 

Zielgene vor. Die proangiogene Wirkung des Leitstranges let-7f-5p war jedoch schon 

bekannt (Kuehbacher et al. 2007). Da auch niedrig exprimierte miRNAs 

Auswirkungen auf das Verhalten von Zellen haben können (Johnston et al. 2003), 

erschien eine Regulation der Angiogenese durch den Passagierstrang let-7f-2-3p 
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möglich. Die Auswirkungen auf das Verhalten von HUVECs nach Transfektion der 

miRNA wurde untersucht, es konnte jedoch keine signifikante Auswirkung der  

let-7f-2-3p auf angiogenetische Parameter festgestellt werden. Die Repression von 

Zielgenen durch Passagierstränge ist häufig, wenn auch nicht immer, schwächer als 

die Herunterregulation von Zielgenen des Leitstranges (Yang, Phillips, et al. 2011). 

Daher ist für den Passagierstrang let-7f-2-3p eine untergeordnete Rolle in der 

Angiogenese anzunehmen, während der Leitstrang let-7f-5p möglicherweise die 

wesentlichen biologischen Funktionen übernimmt. 

Für die miR-30a-5p sind bereits proangiogene Wirkungen gezeigt worden. Nach 

Transfektion von miR-30a-5p konnten Jiang et al. (2013) eine vermehrte 

Aussprossung von HUVECs beobachten. Zu beachten ist hier jedoch, dass die 

Arbeitsgruppe eine andere Methode zur Quantifizierung des Sprossverhaltens nutzt, 

die von der in dieser Arbeit verwendeten abweicht. Bei Jiang et al. (2013) wurde die 

Anzahl der HUVECs, die sich in den Sprossen befanden, gezählt und die 

Aussprossung auf diese Weise gemessen. Ferner wurde die Sprossung 

ausschließlich unter Stimulationsbedingungen mit VEGF-A untersucht. In der 

vorliegenden Arbeit wurden die mittlere Sprosslänge und die Sprossanzahl pro 

HUVEC-Sphäroid unter Basal-, VEGFA- und FGF-2 Stimulation quantifiziert. Dies 

war bei der Interpretation der Daten zu berücksichtigen. 

Die miR-30a-5p zeigte unter allen Stimulationsbedingungen eine gesteigerte mittlere 

Sprosslänge und Sprossanzahl pro Sphäroid. Des Weiteren war auch die Migration 

von HUVECs nach Transfektion der miR-30a-5p geringfügig gesteigert. Die 

Ergebnisse der Inhibition von miR-30a-5p können als weiterer Hinweis auf 

proangiogene Eigenschaften dieser miRNA gewertet werden.  

Dabei ist zu beachten, dass die proangiogenen Eigenschaften der miR-30a-5p am 

ehesten unter hohen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren VEGF-A und FGF-2 

zu beobachten waren. Unter geringeren, physiologisch realistischeren 

Konzentrationen konnten nur noch signifikante Effekte der Transfektion auf die 

mittlere Sprosslänge pro Sphäroid, nicht jedoch auf die Anzahl der Sprosse pro 

Sphäroid gezeigt werden. Die Transfektion des Inhibitors der miR-30a-5p zeigte eine 

tendenzielle, aber nicht signifikante Verringerung beider Parameter. Der Effekt der 

prinzipiell proangiogenen miR-30a-5p unter physiologischen Bedingungen ist somit 

als eingeschränkt zu betrachten. 
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Während Jiang et al. (2013) keinen eindeutig antiangiogenen Einfluss eines miR-

30a-5p Inhibitors nachweisen konnten, konnte in dieser Arbeit eine Hemmung des 

Sprossverhaltens nach Transfektion des miR-30a-5p Inhibitors gezeigt werden. 

Die miR-30a-5p zeigte somit unter den ausgewählten Kandidaten-miRNAs den 

stärksten Effekt auf die Angiogenese. 

 

Es ist jedoch zu beachten, dass die durch die Transfektion induzierte Überexpression 

der miRNAs in der Zelle wahrscheinlich weit über dem endogenen Niveau der 

miRNA-Expression liegt. Die mittels der qPCR gemessenen Werte sagen dabei 

nichts über die zelluläre Lokalisation der miRNAs aus. Da jedoch miRNA-Analoga in 

der Zelle häufig nicht an Proteine der Argonaut-Familie gebunden sind, sondern in 

lysosomalen Vesikeln vorliegen, wird angenommen, dass der Großteil der miRNA-

Analoga keine aktive Funktion in der Zelle einnimmt. So konnten Thomson et al. 

(2013) zeigen, dass nach Transfektion der miR-200a die durch die qPCR ermittelte 

Expression etwa 1000-Fach gesteigert war, während der an Ago-Proteine 

gebundene und damit biologisch aktive Anteil der miRNA im Rahmen einer 

physiologischen Expression lag. Des Weiteren ist zu berücksichtigen, dass sich die 

endogene miRNA-Expression von HUVECs in Kultur von der in vivo unterscheiden 

kann, möglicherweise durch eine niedrigere Differenzierung der Endothelzellen in 

einer zweidimensionalen Zellkultur (Shi et al. 2013). Die Übertragbarkeit der 

Ergebnisse aus in vitro Versuchen mit Endothelzellen auf eine Situation in vivo ist 

daher prinzipiell eingeschränkt. Hier ergibt sich durch Anwendung des Sphäroid-

basierten Sprossungs-Assays ein methodischer Vorteil, da HUVECs in Form 

dreidimensionaler Sphäroide eine höhere Differenzierung aufweisen als in einer 

adhärenten Zellschicht (Korff et al. 1998).  

Darüber hinaus stellt sich die Frage, inwiefern die Regulation von CCM3 durch die 

Kandidaten-miRNAs im Tumorkontext von Bedeutung ist. In der Literatur gibt es 

bereits Hinweise auf eine Interaktion der miRNAs miR-425-5p, miR-181b und miR-

200c mit CCM3, die unter anderem Aspekte wie die Chemoresistenz, 

Tumorangiogenese und Tumorentstehung regulieren können (Zhang et al. 2016; 

Feng et al. 2015; Xu et al. 2015). Die Wirkungen der miRNAs sind jedoch 

zellspezifisch und können zwischen normalem Endothel und dem Tumorendothel 

variieren (Anand et al. 2010). In diesem Kontext kann also keine sichere Aussage 

über die Funktion der untersuchten miRNAs im Tumorendothel getroffen werden, da 
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die Arbeit vorrangig die Regulation von CCM3 durch miRNAs in Hinblick auf die 

Pathogenese der Kavernomatose untersuchte. Versuche im Tumorendothel waren 

deshalb nicht Teil der Arbeit.  

 

5.6. miRNAs als Teil eines regulatorischen Netzwerkes 
 

Nach Berechnungen der in silico Suchalgorithmen miRmap und DIANA-microT-CDS 

stellt CCM3 das putative Zielgen von etwa 400 miRNAs dar. Für CCM3 ist die 

Regulation durch verschiedenste miRNAs bereits nachgewiesen, zusätzlich zu den 

bereits genannten ist ebenfalls eine Herunterregulation dieses Gens durch die miR-

107 und miR-613 bekannt (Wu et al. 2016; Kim et al. 2012). Es ist daher 

anzunehmen, dass CCM3 durch eine Vielzahl von miRNAs reguliert wird. Zusätzlich 

können einzelne miRNAs hunderte von Zielgenen regulieren. Die miR-182-5p 

beispielsweise interagiert mit über 1000 Zielgenen und greift über die Regulation 

multipler Gene in Vorgänge der DNA-Reparatur ein (Krishnan et al. 2013). Die 

Kandidaten-miRNAs miR-103a-3p, let-7f-2-3p und miR-30a-5p können nach 

Berechnung des Vorhersageprogramms TargetScan möglicherweise ebenfalls über 

1000 Zielgene regulieren. Hervorzuheben ist hier, dass miRNA-Passagierstränge 

über weniger ausgedehnte Zielgen-Netzwerke als miRNA-Leitstränge verfügen 

(Okamura et al. 2008).  

Als möglicher Erklärungsansatz für die mangelnde Auswirkung der miRNA let-7f-2-3p 

auf die Angiogenese trotz nachgewiesener Bindung an CCM3 könnte daher ein 

unzureichend ausgedehntes Zielgen-Netzwerk in Betracht gezogen werden. Im 

Umkehrschluss erscheint es daher wahrscheinlich, dass die Auswirkungen der miR-

103a-3p und miR-30a-5p auf die Angiogenese über mehrere Zielgene vermittelt 

werden können. Bereits in diesem Zusammenhang bekannte Zielgene der beiden 

miRNAs umfassen hier Ago1 und DLL4 (Chen et al. 2013; Jiang et al. 2013). Beide 

miRNAs greifen laut in silico Vorhersagen zusätzlich in den PI3K-Akt Signalweg ein 

und können so die Angiogenese beinflussen. Darüber hinaus können die miR-103a-

3p und let-7f-2-3p vermutlich den TGFβ Signalweg regulieren, und die Angiogenese 

auch auf diese Weise modulieren (Vlachos et al. 2012).  

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob CCM3 in HUVECs durch die 

Kandidaten-miRNAs herunterreguliert wird und so ursächlich für einen Teil der 
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Auswirkungen dieser miRNAs auf die Angiogenese sein kann. Dafür wurde die 

relative Expression von CCM3 nach miRNA-Analoga bzw. miR-30a-3p Inhibitor 

Transfektion durch eine digitale PCR beurteilt und zusätzlich die relative 

Proteinmenge von CCM3 ermittelt. Auf Ebene der mRNA-Expression konnte keine 

einheitliche Herunterregulation von CCM3 durch die Kandidaten-miRNAs festgestellt 

werden. So zeigten nur mit miR-103a-3p oder let-7f-2-3p transfizierte HUVECs eine 

verminderte Transkriptmenge, während eine signifikante Regulation weder für das 

miR-30a-5p Analogon, noch für den zugehörigen Inhibitor nachgewiesen werden 

konnte. Insgesamt ist die Herunterregulation der CCM3-Transkripte als gering 

einzustufen. Ähnliche Ergebnisse, die keine deutliche Regulation der mRNA des 

Zielgens zeigten, lassen sich in der Literatur wiederfinden. So reduziert die miR-

103a-3p ihr Zielgen TFDP2 ausschließlich auf Proteinebene, während die mRNA-

Expression durch die miRNA nicht verändert wurde (Han et al. 2016). Auch die miR-

30a-5p verringert nur die Proteinexpression der Zielgene HP1γ, Snai1, und SEPT7, 

ohne signifikante Auswirkungen auf die mRNA-Expression (Liu et al. 2015; Zhou et 

al. 2013; Jia et al. 2013). Für die let-7f-2-3p selbst liegen keine Daten vor, für andere 

miRNAs der let-7 Familie konnte jedoch eine entsprechende Regulation bereits 

festgestellt werden (Jakymiw et al. 2010). In der Literatur wird diskutiert, ob der 

Hauptmechanismus der miRNA-Regulation die Translationshemmung oder mRNA-

Degradation ist. Erste Studien zeigten, dass miRNAs hauptsächlich zu einer 

Translationshemmung führen (Olsen et al. 1999). Nachfolgend konnte bestätigt 

werden, dass eine miRNA eine Vielzahl von Zielgenen auf Proteinebene 

herunterregulieren kann, ohne einen Einfluss auf die mRNA-Expression zu nehmen 

(Selbach et al. 2008). Die Proteine sind jedoch häufig nur geringfügig 

herunterreguliert und es wird angenommen, dass der Großteil der miRNA-Regulation 

über eine mRNA-Degradation erfolgt (Baek et al. 2008). Ergebnisse aus Microarray 

und RNASeq-Studien konnten diese Annahme weiter stützen (Hendrickson et al. 

2009; Guo et al. 2010). Die miRNAs miR-103a-3p und let-7f-2-3p zeigten auf 

Proteinebene erwartungsgemäß einen signifikanten Abfall. Für die miRNA miR-30a-

5p war nur nach Transfektion des miRNA Inhibitors ein Effekt zu verzeichnen, 

während die Transfektion des miRNA-Analogons zu einer tendenziellen, aber 

statistisch nicht signifikanten Reduktion der relativen Proteinmenge führte. Da diese 

miRNA in HUVECs hoch exprimiert ist, ist fraglich, inwiefern eine Überexpression 

von miR-30a-5p das CCM3-Transkript bzw. Protein noch weiter verringern kann. Der 



Diskussion | 66 

 
 

Anstieg des CCM3-Proteins nach Transfektion des Inhibitors deutet jedoch auf eine 

Regulation auf Proteinebene hin. 
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6. Zusammenfassung 
 

Zerebrale kavernöse Malformationen (CCM) sind Gefäßfehlbildungen des zentralen 

Nervensystems. Diese können durch Blutungen zu rezidivierenden Kopfschmerzen, 

epileptischen Anfällen oder hämorrhagischen Schlaganfällen führen. CCMs treten 

sowohl sporadisch als auch familiär mit autosomal-dominantem Erbgang auf. Die 

Prävalenz für symptomatisch erbliche Kavernome liegt bei 1:5400 bis 1:6200. Es 

wurden pathogene Sequenzveränderungen in den Genen CCM1, CCM2 und CCM3 

mit der familiären Kavernomatose assoziiert. MicroRNAs (miRNA) sind kurze, 

nichtkodierende RNAs, die die Expression von vielen Zielgenen regulieren können. 

Bisher ist wenig über die posttranskriptionale Regulation der CCM3-Expression 

durch miRNAs bekannt.  

Durch in silico Analysen wurde die Regulation von CCM3 durch die miRNAs miR-

103a-3p, miR-30a-5p und let-7f-2-3p vorhergesagt. Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit konnte die Bindung dieser miRNAs an die 3'-UTR von CCM3 bestätigt werden. 

Die Transfektion von miR-103a-3p, miR-30a-5p- und let-7f-2-3p-Analoga in humane 

Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs) führte zudem zu einer signifikanten 

oder tendenziellen Herunterregulation der CCM3-Expression auf mRNA-Ebene. Auf 

Protein-Ebene wurden ähnliche Ergebnisse erzielt. In vitro-Untersuchungen zur 

Wirkung der miRNA-Analoga auf die angiogenetischen Eigenschaften von 

Endothelzellen zeigten besonders nach miR-30a-5p-Transfektion einen 

proangiogenen Effekt auf HUVECs. Daher wurde die Wirkung dieser miRNA 

nachfolgend durch Transfektion eines miR-30a-5p-Inhibitors weiter untersucht. Diese 

führte zu einer Erhöhung der CCM3-Proteinmenge, nicht jedoch zu einer 

gesteigerten Expression auf mRNA-Ebene. In Übereinstimmung mit der Annahme 

einer proangiogenen Wirkung dieser miRNA zeigten sich negative Auswirkungen auf 

die angiogenetischen Eigenschaften von HUVECs nach Transfektion des miR-30a-

5p-Inhibitors. Zusammenfassend ergeben sich Hinweise, dass CCM3 von miR-103a-

3p, miR-30a-5p und let-7f-2-3p reguliert wird und dass besonders miR-30a-5p 

proangiogene Eigenschaften aufweist. Die Rolle der ausgewählten miRNAs bei der 

Pathogenese der CCMs ist jedoch nicht abschließend geklärt, wobei die Regulation 

von CCM3 durch ein großes, größtenteils noch unbekanntes Netzwerk von miRNAs 

anzunehmen ist. 
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8. Anhang 
 

8.1. Vektorkarten der pLightSwitch Plasmide 
 

Die von der Firma SwitchGear bezogenen Plasmide, die im Luciferase-Reportergen-

Assay eingesetzt wurden, sind als Vektorkarten in Abbildung 21 dargestellt. 

Abbildung 21. Vektorkarten der im Luciferase-Assay eingesetzten Plasmide 
pLightSwitch_Empty_3UTR, pLightSwitch_GAPDH_3UTR und 
pLightSwitch_PDCD10_3UTR. Der RPL10 (Ribosomal protein L10) Promotor, ein 
Replikationsursprung und eine Polyadenylierungsstelle (Poly A) sind in grau gekennzeichnet. 
Das Reportergen RenSP (Renilla) ist in orange hervorgehoben. Das Kontrollplasmid Empty 
beinhaltet keine 3’-UTR, die Multiple cloning site des Plasmids (Restriktionsschnittstellen: 
Xba I, Nhe I, Avr II, Xho I und Fse I) ist als Kasten dargestellt. 
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8.2. Optimierung der Transfektion in HEK293T-Zellen und HUVECs 
 
Da HUVECs schwierig zu transfizieren sind (Hunt et al. 2010), wurden die 

Transfektionsbedingungen im Vorfeld der experimentellen Arbeiten optimiert. Zur 

Transfektion wurde das Transfektionsreagenz Lipofectamine® RNAiMAX eingesetzt. 

Zur Überprüfung wurde eine mit Fluorescein markierte miRNA verwendet. Die 

Reaktionsbedingungen wurden im Rahmen des vom Hersteller für HUVECs 

optimierten Protokolls variiert, mit miRNA Konzentrationen zwischen 10-50 nM und 

Konfluenzen der Zellen zwischen 60-80 %. Optimale Konditionen konnten bei 

100 nM miRNA Konzentration und 80 % Konfluenz erreicht werden. Nach 4 Stunden 

wurde die Transfektionseffizienz fluoreszenzmikroskopisch überprüft und Bilder 

aufgenommen (s. Abbildung 22 A). 

Für das Luciferase-Reportergen-Assay wurden HEK293T-Zellen eingesetzt. Auch für 

diese Zellen wurden die Transfektionsbedingungen optimiert. Da in diesem Ansatz 

neben den miRNA-Analoga auch Plasmide transfiziert werden sollten, wurde das 

Transfektionsreagenz Lipofectamine® 2000 ausgewählt. Es wurden Transfektionen 

mit unterschiedlichen Lipofectamine® 2000 Konzentrationen im Rahmen der 

Herstellerempfehlungen durchgeführt. Um die Transfektionseffizienz von Plasmiden 

beurteilen zu können, wurde ein für ein fluoreszierendes Protein kodierendes 

Plasmid (pmCherry-C1) in die HEK293T-Zellen eingebracht. Zur Optimierung der 

miRNA-Transfektion wurde eine fluoreszenzmarkierte siRNA (small interfering RNA) 

in die HEK293T-Zellen eingeschleust. Da siRNAs den miRNAs in ihrer chemischen 

Struktur gleichen (Bartel 2004), konnte die fluoreszenzmarkierte siRNA zur 

Optimierung der miRNA-Transfektion eingesetzt werden. Nach 4 Stunden wurde die 

Transfektion fluoreszenzmikroskopisch überprüft und Aufnahmen gemacht 

(s Abbildung 22 B). 
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Abbildung 22. (A) Optimierung der Transfektionsbedingungen von miRNAs in HUVECs. 
Links ist die Fluoreszenzaufnahme, rechts das korrespondierende Hellfeldbild dargestellt. 
Die Transfektionsbedingungen entsprechen denen, die bei der Transfektion von miRNA-
Analoga in HUVECs beschrieben sind. Der Maßstabsbalken entspricht 500 µm bei einer 
10 x Vergrößerung. (B) Optimierung der Transfektionsbedingungen von Plasmiden und 
miRNAs in HEK293T-Zellen. HEK293T-Zellen wurden auf einem zuvor gelatinierten 
Deckgläschen ausgesät und bei 80 % Konfluenz entweder mit Plasmid oder siRNA 
transfiziert. Links ist die Plasmidtransfektion, rechts die Transfektion der siRNA zu sehen. 
Zur besseren Beurteilung der Transfektionseffizienz wurden das fluoreszenzmikroskopische 
Bild und das korrespondierende Hellfeldbild (links) digital übereinander gelegt. Erfolgreich 
mit Plasmid transfizierte Zellen sind in rot dargestellt. Zur Darstellung der siRNA-
Transfektionseffizienz wurden die Kerne (blau) mit DAPI eingefärbt, die fluoreszenzmarkierte 
siRNA ist in orange dargestellt. Die beiden fluoreszenzmikroskopischen Bilder (rechts) sind 
digital übereinander gelegt. Die Darstellung entspricht einer Transfektion bei optimalen 
Bedingungen, die auch bei der Co-Transfektion von miRNA-Analoga und Plasmiden in 
HEK293T-Zellen beschrieben ist. Das Bild wurde bei einer 20 x Vergößerung aufgenommen, 
der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. 
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8.3. Sphäroid-basierter Sprossungs-Assay 
 

Das bereits im Ergebnisteil dargestellte Sprossverhalten von HUVECs nach miRNA-

Analoga, bzw. miRNA Inhibitoren Behandlung (s. 4.5 bzw. 4.9) wurde auch bei 

geringeren Konzentrationen der Wachstumsfaktoren VEGF-A und FGF-2 untersucht. 

Die Transfektion der miRNA-Analoga und miRNA Inhibitoren erfolgte hier analog zu 

vorangegangenen Versuchen (s. 3.1.2), das Sphäroid-basierte Sprossungs-Assay 

(s. 3.1.3) wurde dahingehend abgeändert, dass die genannten Wachstumsfaktoren 

in einer Konzentration von 25 ng/ml zur Stimulation des Wachstums verwendet 

wurden. Es wurde der Effekt der Transfektion von miR-30a-5p Analoga bzw. 

Inhibitoren auf die Sphäroide überprüft, da diese miRNA aufgrund der Ergebnisse 

hinsichtlich ihrer Proangiogenität von besonderem Interesse erschien. Entsprechend 

dem im Ergebnisteil beschriebenen Versuch wurden auch hier Sprossanzahl pro 

Sphäroid und mittlere Sprosslänge pro Sphäroid ausgewertet. 

Bei der Sprossanzahl pro Sphäroid konnten insgesamt keine signifikanten 

Unterschiede zur Negativkontrolle nach Transfektion des miR-30a-5p Analogons 

bzw. Inhibitors gezeigt werden (s. Abbildung 23). Unter Basalstimulation konnten 

keine signifikanten Unterschiede zwischen der jeweiligen Negativkontrolle und den 

mit miRNA-Analoga (Negativkontrolle: 12,88 vs. miR-30a-5p: 14,81; p = 0,38): bzw. 

mit miRNA Inhibitoren transfizierten Sphäroiden (Negativkontrolle: 12,6 vs. miR-30a-

5p: 12,1; p = 0,7) festgestellt werden. 

Auch unter Stimulation mit VEGF-A konnte kein Unterschied zwischen der 

Sprossanzahl pro Sphäroid bei sowohl miRNA-Analoga (Negativkontrolle: 18,1 vs. 

miR-30a-5p: 21,05; p = 0,18) als auch bei miRNA Inhibitoren gemessen werden 

(Negativkontrolle: 19,5 vs. miR-30a-5p Inhibitor: 19,03; p = 0,71). 

Unter Stimulationsbedingungen mit FGF-2 konnten ähnliche Ergebnisse gezeigt 

werden, auch hier führte die Transfektion mit miRNA-Analogon nicht zu einer 

Vermehrung der Sprossanzahl pro Sphäroid (Negativkontrolle: 20,23 vs. miR-30a-5p: 

22,88; p = 0,23). Die Transfektion des miRNA Inhibitors führte nicht zu einer 

Verringerung der Sprossanzahl (Negativkontrolle: 20,55 vs. miR-30a-5p Inhibitor: 

19,15; p = 0,29). 

Die mittlere Sprosslänge pro Sphäroid hingegen war nach Transfektion des miRNA 

Analogons signifikant länger im Vergleich zur Negativkontrolle. 
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Unter Basalstimulation war die mittlere Sprosslänge pro Sphäroid um 24,9 % 

gesteigert (Negativkontrolle: 87,74 µm vs. miR-30a-5p: 109,6 µm; p = 0,0042), unter 

Stimulation mit VEGF-A um 19,5 % (Negativkontrolle: 105,9 µm vs. miR-30a-5p 

126,6 µm; p = 0,0061) und unter Stimulation mit FGF-2 um 27,4 % (Negativkontrolle: 

120,1 µm vs. miR-30a-5p 153 µm; p = 0,0001).  

Abbildung 23. (A) Sprossanzahl pro Sphäroid und (B) mittlere Sprosslänge pro Sphäroid 
nach Transfektion mit einem miR-30a-5p Analogon bzw. miR-30a-5p Inhibitor und der 
jeweiligen Negativkontrolle. Weder die Transfektion des Analogons, noch des Inhibitors 
führte zu einer signifikanten Veränderung der Sprossanzahl pro Sphäroid. Dargestellt sind 
jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung,** p < 0,01; *** p < 0,001, n. s. nicht 
signifikant. Das Experiment wurde in 3 unabhängigen Versuchen wiederholt (n = 3). 
 

A 

B 
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Nach Transfektion des miRNA Inhibitors zeigte sich jedoch keine signifikante 

Veränderung des Sprossverhaltens, die mittlere Sprosslänge pro Sphäroid wurde 

durch die Transfektion nicht verringert. 

Unter basalen Stimulationsbedingungen konnte kein signifikanter Unterschied nach 

Transfektion des Inhibitors gemessen werden (Negativkontrolle: 103,7 µm vs. miR-

30a-5p Inhibitor: 95,61 µm; p = 0,427), ebenso wie unter Stimulation mit VEGF-A 

(Negativkontrolle: 136,5 µm vs. miR-30a-5p Inhibitor: 119,3 µm, p= 0,098) und 

Stimulation mit FGF-2 (Negativkontrolle: 141,6 µm vs. miR-30a-5p Inhibitor: 130,6; 

p = 0,28). 

Zusammenfassend konnte nur bei der Transfektion mit miR-30a-5p Analogon eine 

signifikant erhöhte mittlere Sprosslänge pro Sphäroid gemessen werden, 

Veränderungen bei der Sprossanzahl pro Sphäroid bzw. nach Transfektion des 

miRNA Inhibitors ließen sich nicht zeigen. 
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