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1 Einleitung 

1.1 Pathophysiologie der Atherosklerose 

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der Intima von Arterien. Im alltäglichen 

Gebrauch wird der Begriff der Atherosklerose mit dem Begriff der Arteriosklerose 

gleichgesetzt. Die Arteriosklerose ist eine Sammelbezeichnung für Arterienerkrankungen 

und schließt die folgenden drei Erkrankungen ein: 

- Atherosklerose, die Erkrankung der Arterienintima 

- Mönckeberg-Sklerose, die Kalkablagerung in der Arterienmedia und 

- Arteriosklerose mit Wandverdickung und Lumeneinengung kleiner Gefäße 

(Silbernagl & Lang, 2019). 

Bei der Atherosklerose verdickt die Intima durch entzündliche Geschehen am Endothel. 

Es lagern sich Lipoproteine in der Intima ein. Die Endothelzellen werden aktiviert. Sie 

exprimieren Adhäsionsmoleküle und Chemokine, welche die Einwanderung von 

Monozyten zur Folge haben, die sich zu Makrophagen differenzieren. Die Makrophagen 

phagozytieren Lipoproteine und wandeln sich zu sogenannten Schaumzellen um. Auch 

die Bindegewebsmatrix verändert sich hierbei. Es werden vermehrt kollagenreiche Fasern 

gebildet, die die Gefäßwand sklerosieren (Brandes et al., 2019). 

Diese Prozesse führen unter anderem auch zu Stenosen in den Gefäßen. Durch die 

Bildung instabiler Plaques kann es dazu kommen, dass die Plaques rupturieren und 

Thrombosen bilden, die zu Lungenembolien, Myokardinfarkten und Schlaganfällen 

führen können und im schlimmsten Fall tödlich enden. 

Die Wichtigkeit der atherosklerotischen Prozesse wird klar, wenn wir uns die Ursachen 

der häufigsten Todesfälle anschauen. Die Atherosklerose führt in der Folge zur 

Koronaren Herzkrankheit, die die häufigste Todesursache in den Industrienationen 

darstellt. „In Deutschland sind 14% der Todesfälle durch KHK verursacht.“ (Herold, 

2020). 

 

1.2 Entstehung der Atherosklerose 

Mit dem folgenden Schaubild wird die Aktivierung und Adhäsion von Monozyten und 

Makrophagen und der Einfluss von Cytokinen, Oberflächenmarkern und Rezeptoren auf 

die Entstehung der Atherosklerose verdeutlicht. 
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Abbildung 1: Makrophagen zu verschiedenen Zeitpunkten der Atherosklerose (Euler & Parahuleva, 2025) 

1.2.1. Aktivierung von Monozyten/Makrophagen in der Atherosklerose 

Die Atherosklerose steht im Mittelpunkt unserer Betrachtung. Es gilt vorerst zu klären, 

wie Monozyten und Makrophagen aktiviert werden und welche weiteren Immunzellen, 

Cytokine, Oberflächenmarker und Rezeptoren in diesen Prozess involviert sind.  

Am Anfang der Atherosklerose steht die Störung des laminaren Blutflusses oder die 

endotheliale Schädigung der Arterienwand und die damit einhergehende Akkumulation 

von Low-density Lipoproteinen (LDL) in das Subendothel, wobei es zu einer Verdickung 

der Intima kommt. Die Low-density Lipoproteine werden modifiziert und lösen mit den 

dort befindlichen entzündlichen Prozessen eine Immunantwort aus. Diese Immunantwort 

trägt zur Entstehung der Atherosklerose bei. Die Modifizierung der Low-density 

Lipoproteine findet im Sinne einer Oxidation statt, die durch reaktive Sauerstoffspezies 

ausgelöst wird (Fig. 1).  

Allen voran gehen diese Prozesse mit der Einwanderung von Monozyten in das 

Subendothel einher. Während der Schädigung der Endothelschicht werden bestimmte 

Adhäsionsmoleküle exprimiert, die dafür sorgen, dass Monozyten an die Endothelschicht 

binden und daran entlang rollen bis sie in das Gewebe migrieren. Zu diesen 

Adhäsionsmolekülen zählen Selektine, sowie die Moleküle VCAM-1 (vascular cell 

adhesion molecule 1) und ICAM-1 (intercelullar adhesion molecule 1). An die Selektine 

binden Monozyten und andere Leukozyten mit ihrem Oberflächenliganden PSGL-1 (P-

Selektin-Glykoprotein-Ligand-1). Anschließend binden Monozyten mit den Monozyten-

Integrinen über VCAM-1 und ICAM-1 an Endothelzellen (Mestas & Ley, 2008). Eines 
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der häufigsten Integrine ist das very-late antigen 4 (VLA-4), das auch a4b1-Integrin 

genannt wird (Huo & Ley, 2001). Der PSGL-1 bindet neben dem Selektin der 

Endothelzellen auch an die Chemokinliganden CCL-21 und CCL-19 der CD4+-T-Zellen 

und lockt sie auf diesem Weg an (Veerman et al., 2012). Die dadurch aktivierten CD4+-

T-Zellen produzieren unter anderem die Chemokine Interferon g (INFg) und 

Tumornekrosefaktor a (TNFa). Diese Zytokine wirken proinflammatorisch und sorgen 

dafür, dass die Entzündungsreaktion gefördert wird und dass wiederum weitere 

Monozyten angelockt werden. 

Im Subendothel differenzieren sich die Monozyten unter dem Einfluss von M-CSF 

(macrophage colony-stimulating factor) zu Makrophagen der Subgruppe M1 und 

dendritischen Zellen. Die akkumulierten Low-density-Lipoproteine, welche zu oxidierten 

Low-density Lipoproteinen modifiziert wurden, werden überwiegend über den 

Scavenger Rezeptor A (SR-A) in die Makrophagen aufgenommen. Weitere Rezeptoren 

auf Makrophagen, die oxidierte Low-density-Lipoproteine erkennen, sind zum Beispiel 

CD36, Lectin-like oxidized LDL Rezeptor-1 (LOX-1), Scavenger Rezeptor für 

Phosphatidylserin und oxidiertes Lipoprotein (SR-PSOX) und der Scavenger Rezeptor 

Klasse B Typ 1 (SR-B1) (Moriya, 2019). Es kommt zur Akkumulation der oxidierten 

LDLs in Makrophagen, die anschließend zu Schaumzellen werden. Wenn man den 

Scavenger Rezeptor A blockiert, reduziert sich die Aufnahme von Lipoproteinen und die 

Bildung von Schaumzellen (Robbins et al., 2013). 

Durch die Bindung von Phospholipiden an CD36 auf Makrophagen bildet sich das 

Heterodimer TLR4/TLR6 (Stewart et al., 2010). Dadurch werden verschiedene 

Signalkaskaden in den aktivierten Makrophagen und den daraus entstandenen 

Schaumzellen in Gang gesetzt, die entzündliche Auswirkungen haben und unter anderem 

folgende pro-inflammatorische Moleküle umfassen: Myeloid differentiation factor 88 

(MyD88), Interleukin-1 (IL-1), Toll-like-Rezeptor domain containing adaptor (TRIF) 

und zusätzlich NF-kB. Die Chemokine Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-3 (IL-3), 

Interleukin-4 (IL-4), TNFa und INFg stimulieren Endothelzellen, glatte Muskelzellen 

und Thrombozyten CD40 zu exprimieren. Der CD40-Ligand bindet sodann an das 

exprimierte CD40, was dazu führt, dass Läsionen weiter fortschreiten und 

Thromboembolien gefördert werden. Der CD40-Ligand befindet sich auf aktivierten T-

Lymphozyten sowie auf aktivierten B-Zellen und Thrombozyten. In einer 

inflammatorischen Umgebung können auch monozytäre Zellen, natürliche Killerzellen, 
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Mastzellen und Basophile den CD40-Liganden exprimieren (Elgueta et al., 2009). 

Zusätzlich werden proinflammatorische Cytokine und Zelladhäsions-Faktoren an 

Endothelzellen stimuliert. 

Des Weiteren wird der Makrophagen-Inflammasom-Signalweg über christallines 

Cholesterol aktiviert. Christallines Cholesterol induziert die Stimulierung des NLRP3-

Inflammasoms (Caspase-1-activated nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat 

pyrin domain containing 3 inflammasome) (Duewell et al., 2010). Das NLRP3-

Inflammasom spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung des nekrotischen Kerns in 

fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose. 

Neben Monozyten haben glatte Muskelzellen die Eigenschaft, sich in Makrophagen zu 

trans-differenzieren. Man vermutet, dass diese Trans-Differenzierung über den Krüppel-

like Faktor 4 (KLF-4) geschieht. Somit wandern glatte Muskelzellen in den Ort des 

Geschehens ein, formieren sich zu Makrophagen um und tragen zur Atherosklerose bei. 

Des Weiteren können Monozyten auch zu M2-Makrophagen differenzieren. Diese bilden 

einen Gegenpol zu den M1-Makrophagen, indem sie proinflammatorische Prozesse 

gegenbalancieren, um die Entzündungsreaktion zu modulieren. Sie reinigen apoptotische 

Zellen, beschleunigen die Angiogenese und fördern die Reparatur des Gewebes (Gordon 

& Martinez, 2010). Sie wirken damit der Bildung der Atherosklerose entgegen. 

 

 

1.2.2. Die Entstehung instabiler Plaques 

Zu Beginn sind die Plaques von einer fibrösen Abdeckung umschlossen, was sie zu 

stabilen Plaques macht. Stabile Plaques führen nur selten zu gefährlichen 

Komplikationen. Sobald die fibröse Abdeckung dünner wird und der nekrotische Kern 

aus dem Endothel herausbricht, wird der Plaque instabil. Es kann in Folge dessen zu 

thrombembolischen Ereignissen kommen, bei der die Arterien des Herzens oder des 

Gehirns in Form eines Herzinfarktes oder eines Schlaganfalls betroffen sein können.  

Verschiedene Prozesse können die Ausprägung instabiler Plaques verursachen. Dazu 

gehört unter anderem die reduzierte Ausschüttung von Transforming growth factor b 

(TGF b) aus Makrophagen, was zu einer reduzierten Kollagensynthese führt. Über 

Matrix-Metalloproteasen (vor allem MMP-2 und MMP-9) fördern die Makrophagen in 

Läsionen das Remodelling der extrazellulären Matrix. Hierbei gehen Proteine der 

extrazellulären Matrix zugrunde. Das Material, welches dort fehlt, sorgt dafür, dass die 

fibröse Abdeckung dünner wird. In der frühen Phase der Atherosklerose fördern Matrix 
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-Metalloproteasen die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen in die 

Läsionen. In fortgeschrittenen Stadien fördern sie die Zerstörung der Matrix. 

Das zweite Merkmal der Instabilität bildet der nekrotische Kern. Der nekrotische Kern 

ist ein Kennzeichen für die Vulnerabilität einer Plaque und trägt zur Entzündung, 

Thrombosierung, zum Einbruch des fibrösen Plaquedeckels und zur Plaqueruptur bei. 

Dadurch wird eine proinflammatorische Umgebungsreaktion gebildet. Signale, die zur 

Entstehung des nekrotischen Kerns führen, sind der Entzug von Wachstumsfaktoren, 

oxidativer Stress und die Aktivierung von Todesrezeptoren durch Liganden. INFb fördert 

die Migration von Makrophagen an den Ort des Geschehens und trägt zur Bildung des 

nekrotischen Kerns bei. Die Bindung der oxidierten Low-density Lipoprotein an CD36 

fördert den TLR2-Signalweg, der dazu führt, dass Makrophagen in die Apoptose gehen. 

Zusätzlich wandern glatte Muskelzellen aus dem umliegenden Gewebe ein. Die 

Makrophagen in den Läsionen fördern die Apoptose der glatten Muskelzellen über 

verschiedene Signalwege wie zum Beispiel dem Fas-L-Weg, über Stickstoffmonoxid 

(NO) und TNFa.  

Ein weiterer Faktor, der zur Bildung des nekrotischen Kerns führt, ist die defekte 

Efferocytose. Dies bezeichnet den Vorgang, apoptotische Zellen durch Phagozytose 

aufzunehmen. Sie wird vor allem in späten Stadien der Apoptose beobachtet. Ist die 

Efferocytose gestört, verbleiben mehr tote Zellen im Plaque und instabilisieren diesen 

(Schrijvers et  al., 2005). Mehrere Dinge führen dazu, dass die Efferocytose scheitert. Als 

erstes ist ein veränderter Phänotyp der Plaquezellen, zum Beispiel durch die Expression 

des Oberflächenmarkers CD47, zu nennen, der dazu führt, dass die Efferocyten in den 

Läsionen die Plaquezellen schlechter erkennen (Kojima et al., 2016). Der zweite Grund 

einer defekten Efferocytose ist das reduzierte Calreticulin. Calreticulin ist ein bekanntes 

Signal auf apoptotischen Zellen, das die Efferocytose einleitet. Bei Reduktion dieses 

Startermoleküls wird die Efferocytose ebenfalls reduziert (Kojima et al., 2014). 

Zusätzlich kommt noch hinzu, dass oxidierte Low-density Lipoproteine und apoptotische 

Zellen um die Bindung an Efferocytose-Rezeptoren konkurrieren, was die Efferocytose 

apoptotischer Zellen erschwert (Gillotte-Taylor et al., 2001). Weiterhin wird die 

Efferocytose durch oxidativen Stress induzierten Tod der Efferozyten gehemmt (Yvan-

Charvet et al., 2010). Die mangelnde Expression und Funktion von Efferocytose-

Rezeptoren, sowie deren Brückenmolekülen wie das Molekül MerTK-Gas6, behindern 

ebenfalls die Efferocytose und tragen somit zur Entstehung vom nekrotischen Kern bei 

(Cai et al., 2017). In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass durch die Blockade von 
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CD47 und durch den Schutz von MerTK auf apoptotischen Zellen die Efferocytose 

gefördert und dadurch die Atherosklerose reduziert werden konnte (Kojima et al., 2016).  

 

1.3 Synthese und Funktion von microRNAs  

Was sind microRNAs? MicroRNAs sind einzelsträngige, kurze (22-25 Nukleotide) 

Ribonukleinsäuren, die aus nichtkodierenden VorläuferRNAs stammen und mRNA-

Strukturen erkennen und deren Translation verhindern können. Somit wirken sie bei der 

Regulation von posttranskriptionaler Genexpression mit. Durch ihre vielfältigen 

Angriffspunkte stellen sie ein mögliches Ziel für die Arzneimittelforschungen dar und 

werden auch in Zusammenhang mit atherosklerotischen Ereignissen gebracht.   

Bevor wir klären, wie microRNAs genau wirken, sollten wir uns der Frage widmen, wie 

sie entstehen. Im Nukleus wird durch die Polymerase II die primäre microRNA (pri-

microRNA) durch Transkription produziert. Die Klasse 3 Ribonuklease III Drosha 

prozessiert die pri-microRNA zu kleinen Precursor-microRNAs (pre-microRNA). Diese 

wandern anschließend ins Cytoplasma. Im Cytoplasma werden die pre-microRNAs durch 

Einsatz von Klasse 4 Ribonuklease III Dicer zu microRNAs prozessiert. Die ausgereiften 

microRNAs sind in der Lage an die 3’UT-Region der mRNA zu binden und so deren 

Expression zu steuern. Dabei kann eine microRNA viele verschiedene mRNAs 

regulieren, was die Wirkungsanalyse der microRNAs sehr komplex macht (Fasolo et al., 

2019). 

Die Funktion der microRNA besteht darin, über Wasserstoffbrückenbindungen an 

komplementäre Sequenzen der Ziel-mRNA zu binden. Die Bindung führt proteinbasiert 

zur Deadenylierung und damit zur microRNA-vermittelten Inhibition der 

Proteinbiosynthese. Neben mRNAs können microRNAs auch an andere RNAs binden 

und an deren Regulierung mitwirken. Sie binden zum Beispiel an non-coding RNAs und 

andere microRNAs. Nicht alle ihre Effekte sind auf die Bindung und Unterdrückung von 

mRNAs zurückzuführen (Schober & Weber, 2016). 

 

1.4 microRNAs und Atherosklerose 

MicroRNAs sind Schlüsselregulatoren verschiedener physiologischer und 

pathophysiologischer Prozesse in kardiovaskulären Ereignissen. Sie werden bei 

verschiedenen Herzerkrankungen im Herzgewebe oder im Blutkreislauf moduliert, zum 

Beispiel beim Myokardinfarkt, akutem Herzversagen, bei der hypertrophen 
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Kardiomyopathie oder der Hypertonie (Wronska et al., 2015). Sie besitzen nicht nur 

Funktionen innerhalb von Zellen, sondern werden auch von Zellen exportiert oder 

freigesetzt. Sie sind im Blut bemerkenswert stabil (Goretti et al., 2014) und können 

zwischen verschiedenen Zelltypen übertragen werden (Das & Halushka, 2015). 

Im Vorfeld dieser Versuchsreihe wurden verschiedene Untersuchungen durchgeführt, die 

das Ziel verfolgten, microRNAs zu identifizieren, die eine Rolle in kardiovaskulären 

Erkrankungen spielen. 

2018 untersuchten Parahuleva et al. Plaques in Koronararterien von 12 Patienten mit 

fortgeschrittener Atherosklerose, die an einem akuten Koronarsyndrom litten. Als 

Kontrolle dienten 14 gesunde, nicht-atherosklerotische Proben aus den Arteriae 

thoracicae internae von Patienten, die sich einer Bypass-Operation unterzogen. Die 

monozentrische Studie von 2018 konnte microRNAs anhand von RT-PCR nachweisen, 

die signifikant unterschiedlich in Koronararterienplaques bei Patienten mit akutem 

Koronarsyndrom waren im Vergleich zu Proben aus den inneren Brustkorbarterien von 

Bypass-Patienten. Dabei waren die microRNAs miR-21, miR-92a und miR-99a 

signifikant erhöht. Eine Erniedrigung verzeichnete man für die microRNAs miR-1, miR-

22 und let-7f. Die microRNAs miR-9, miR-19b, miR-29b, miR-143 und miR-223 zeigten 

keine Veränderung zwischen den untersuchten Gruppen (Parahuleva et al., 2018).  

In einer weiteren Pilotstudie im Jahr 2017 (Parahuleva et al.) wurde Blut von Patienten 

mit akutem ST-Hebungsinfarkt abgenommen und auf potentielle microRNAs als 

Biomarker in zirkulierenden Monozyten untersucht. Myokardinfarkte sind die Folge 

einer Ruptur atherosklerotischer Plaques, wobei der Entzündungsreaktion 

möglicherweise eine Schlüsselrolle zukommt. Der Anstieg von Monozyten im Blut stellt 

einen erweiterten Pool an Entzündungszellen bereit, die in wachsende arterielle Plaques 

eindringen können. Die Monozyten lösen dort eine Entzündungsreaktion aus und liefern 

mit den klassischen M1-Makrophagen, zu denen sie werden, proteolytische Enzyme, die 

die extrazelluläre Matrix verdauen und so möglicherweise zur Instabilität der Plaques 

beitragen. In der Studie von Parahuleva et al. (2017) sollte die Hypothese getestet werden, 

ob während und kurz nach einem Myokardinfarkt die microRNA-Profile menschlicher 

Monozyten im Vollblut verändert sind. Es zeigte sich, dass die Konzentration von miR-

143 bei einem akuten Infarkt erhöht war im Vergleich zu Blutproben von gesunden 

Probanden. MiR-143 war positiv mit dem Entzündungsmarker CrP korreliert, jedoch 

nicht mit dem kardialen Zelluntergangsmarker Troponin T. Die microRNA-

Konzentrationen von miR-1, miR-92a, miR-99a und miR-223 waren im Vergleich zur 



 8 

Kontrollgruppe erniedrigt. Im Verlauf von 3 Monaten normalisierten sich die Werte von 

miR-1 und miR-223 und erreichten den Ausgangszustand. Auch miR-92a und miR-99a 

normalisierten sich im Verlauf, lagen jedoch etwas niedriger als in der Kontrollgruppe 

(Parahuleva et al., 2017). 

In einer Studie von 2010 wurden Intimaproben und Blutseren von Patienten mit 

nachgewiesener Atherosklerose auf das Vorhandensein verschiedener microRNAs 

geprüft. Die miR-21 Konzentration in atherosklerotischen Plaques war signifikant erhöht 

im Vergleich zu Kontrollproben von gesunden Patienten (Li et al., 2011). In einer anderen 

Studie konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von miR-92a im Blutplasma von 

Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit im Vergleich zu gesunden Patienten 

erniedrigt war (Economou et al., 2015). 

Diese Studien zeigten eine Korrelation veränderter miR-Expressionen mit dem Auftreten 

atherosklerotischer Ereignisse. Ob diese miRs funktionell an der 

Atheroskleroseentstehung beteiligt sind, blieb jedoch unklar. Da ein wesentlicher Schritt 

in der Atherosklerose die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ist, sollte nun 

in meiner Arbeit untersucht werden, ob die von Parahuleva et al. (2017, 2018) detektierten 

miRs (let-7f, miR-1, miR-21, miR-22, miR-92a, miR-99a, miR-143 und miR-223) 

Einfluss auf die Makrophagendifferenzierung nehmen.  

 

 

1.5 THP-1 Zellen und ihre Bedeutung für Untersuchungen von 

atherosklerotischen Prozessen 
Die THP-1 Zelllinie wird weltweit als das häufigste in vitro Model zur Erforschung von 

Entzündungsprozessen in humanen Makrophagen genutzt (Park et al., 2007). Die Zellen 

stammen aus monozytären Leukämiezellvorstufen ab und lassen sich vergleichsweise 

unkompliziert unter Kulturbedingungen differenzieren. Dabei führt eine Stimulation mit 

zum Beispiel PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) oder M-CSF (macrophage colony-

stimulating factor) zur Differenzierung dieser Monozyten zu Makrophagen, was sie zu 

guten Forschungsobjekten macht. Sie sind homogen und verfügen über eine hohe 

Plastizität (Aldo et al., 2013).  

Unter dem Einfluss von PMA differenzieren sich THP-1 Zellen zu reifen M0-

Makrophagen. Das Vorhandensein verschiedener Cytokine entscheidet dann, ob sich die 

M0 Makrophagen zu M1- oder M2-Makrophagen polarisieren lassen. Bekannt ist, dass 
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die Cytokine INFg und LPS, die von Th1-Zellen sezerniert werden, die Polarisation zu 

M1-Makrophagen begünstigen. Angelehnt an die Namensgebung von Th1- und Th2-

Zellen werden die Makrophagen M1 und M2 genannt. M1-Makrophagen, auch bekannt 

als klassisch aktivierte Makrophagen, sind in der Abwehr von Krankheitserregern und in 

der Tumorregression involviert. Sie produzieren ihrerseits proinflammatorische Cytokine 

wie TNF a, IL-1b, IL-6, IL-8 und Il-12 und exprimieren auf ihrer Oberfläche Pattern 

Recognition Rezeptoren (PRR) wie den Toll-like Rezeptor (TLR). M2-Makrophagen 

hingegen entstehen bei Exposition gegenüber der Cytokine der Th2-Zellen wie zum 

Beispiel IL-4 oder IL-13. M2-Makrophagen werden auch alternativ aktivierte 

Makrophagen genannt. Im Gegensatz zu M1-Makrophagen wirken M2-Makrophagen 

eher anti-inflammatorisch. Sie finden sich bei parasitären Infektionen, bei 

Gewebemodellierungen, bei der Immunregulation, bei allergischen Reaktionen und bei 

der Tumorprogression (Chanput et al., 2013). Sie können aber auch bei der 

Atherosklerose auftreten und hier zur Plaquerückbildung beitragen. 

Auf der Zelloberfläche von Monozyten und Makrophagen befindet sich der 

Oberflächenmarker CD14, der über einen GPI-Anker an die Zellen gebunden ist. Eine 

Zunahme des Oberflächenmarkers CD14 spricht für die Differenzierung zu 

Makrophagen. Die Abnahme der CD14-Konzentration auf von Monozyten 

abstammenden Zellen ist mit einem Phänotyp von dendritischen Zellen assoziiert. CD14 

ist ein Oberflächenmarker, der LPS (Lipopolysaccharid) auf gramnegativen Bakterien 

erkennt und die LPS-Monomere von LBP (Lipopolysaccharid bindendes Protein) auf den 

TLR4/MD-2 Komplex überträgt (Ciesielska et al., 2022). Damit trägt auch das auf den 

Makrophagen befindliche CD14 zur proinflammatorischen Umgebung bei.  

Alle diese Differenzierungsprozesse von Monozyten in Makrophagen können in THP-1 

Zellen nachvollzogen werden. Deshalb sollten THP-1 Zellen als Grundlage unserer 

Experimente zur Atherosklerose verwendet werden. Unter dem Einfluss von PMA 

differenzierten sich die THP-1 Zellen zu M0-Makrophagen. In unseren Untersuchungen 

nutzen wir den Anstieg der CD14-Expression als Nachweis, dass die Differenzierung der 

Monozyten zu Makrophagen erfolgreich war. 

 

1.6 Ziel dieser Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es zu zeigen, dass unter atherosklerotischen Bedingungen 

microRNAs bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen eine Rolle spielen. 
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Die microRNAs, die in vorangegangen Studien in atherosklerotischen Plaques oder in 

zirkulierenden Monozyten von Infarktpatienten gefunden wurden, werden in dieser 

Studie auf ihre Expression während der Monozyten-Makrophagen-Differenzierung von 

THP-1 Zellen untersucht. Damit kann gezeigt werden, welche microRNAs stärker 

exprimiert sind und welche während der Differenzierung inhibiert werden. Die 

Experimente wurden um gain-of-function und loss-of-function-Versuche der 

identifizierten miRs erweitert, um zu entscheiden, ob die differentiell exprimierten 

microRNAs Einfluss auf die Makrophagendifferenzierung haben. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Zellkultur 

2.1.1 Basale Kultur von THP-1 Zellen 

1 x PBS 10 x PBS, Eigenherstellung Physiologie Gießen 

Absauger Integra Biosciences, Biebertal 

Brutschrank Heraeus, Hanau 

Bunsenbrenner Integra Biosciences, Biebertal 

Eis Eismaschine Physiologie Gießen 

FCS Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Medium RPMI 1640 Lonza, Belgien 

Mikroskop TMS-F, Japan 

Penicillin-Streptomycin Lonza, Belgien 

Pipetten Eppendorf Reference, Wesseling-Berzdorf 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 

PMA Invivogen, Frankreich 

Sicherheitswerkbank Heraues, Hanau 

THP-1 Zellen DMSZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkultur GmbH, Braunschweig 

Vortexer MS2 Minishaker Ika, Staufen 

Wasserbad GFL, Lauda-Königshofen 

Zählkammer Neubauer Superior Marienfeld, Lauda-Königshofen 

Zellkulturflaschen TC-Flasche T75 Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturschalen Falcon Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Zellschaber Falcon Thermo Fisher, Dreieich 

Zentrifuge Allegra 25 R Centrifuge Beckman Coulter, Krefeld 

 Allegra 6 Centrifuge Beckman Coulter, Krefeld 

 Microfuge 18 Centrifuge Beckman Coulter, Krefeld 

Die Experimente wurden an THP-1-Zellen durchgeführt. THP-1-Zellen sind humane 

Monozyten, die aus dem peripheren Blut eines Patienten mit akuter monozytischer 

Leukämie vom Subtyp M5 stammen. 

Sie wurden von der DMSZ tiefgefroren geliefert und vor Gebrauch von uns in RPMI 

1640 mit 20% FCS und mit 5ml/5000ml Penicillin-Streptomycin kultiviert. Dabei wurden 
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die Zellen mit 0,5 x 106 Zellen pro ml in 30 ml angesetztem RPMI 1640-Medium 

ausplattiert. Dies geschah in T75-Kulturflaschen. 

Pro Bedingung wurden für die Versuche 4 Schalen mit je 1 x 106 Zellen benötigt. Das 

Weiterpassagieren der Zellen erfolgte mit 0,5 x 106 Zellen pro ml in Kulturflaschen mit 

30 ml Medium. 

 

2.1.2 Stimulation mit PMA zu Makrophagen – Differenzierung 

Die Differenzierung der Monozyten geschah mittels Phorbol-12-myristate-13-acetat 

(PMA). PMA ist ein Phorbolester, der bestimmte Zellen zur Zelldifferenzierung 

stimuliert. Um die genaue Dosis von PMA zu ermitteln, bei der eine Differenzierung der 

Monozyten zu M0-Makrophagen erfolgt, wurden 3 verschiedene Konzentrationen an 

PMA untersucht: 5 ng/ml, 25 ng/ml und 100 ng/ml. 

Dafür wurden Zellschalen angesetzt, welche die Bedingungen des Experiments 

widerspiegeln. Die erste Bedingung war die Inkubation der Zellen, die mit 5 ng/ml PMA 

stimuliert wurden, die weiteren Zellen wurden mit 25 ng/ml PMA oder mit 100 ng/ml 

PMA stimuliert. Diese Bedingungen wurden um die Inkubationszeiten erweitert. Somit 

gab es Zellen, die mit 5 ng/ml PMA stimuliert waren und 24 Stunden, 48 Stunden und 72 

Stunden inkubiert wurden, neben denen, die mit 25 ng/ml PMA stimuliert wurden und 

ebenfalls 24, 48 und 72 Stunden Inkubation erfuhren, sowie diejenigen Zellen, die mit 

100 ng/ml PMA stimuliert und für die oben genannten Zeiten inkubiert wurden. Die 

Inkubation erfolgte im Brutschrank mit 5%igem CO2-Gehalt bei 37° Celsius. Als 

Negativkontrollen fungierten die Zellen, die keine Stimulation mit PMA erfuhren und 

ebenfalls 24, 48 und 72 Stunden inkubiert wurden. 

Zur Beurteilung der Adhärenz wurden die Zellen einmalig nach abgelaufener 

Inkubationszeit und nach 2-maligem Waschen mit 3 ml RPMI 1640-Medium unter dem 

Mikroskop beurteilt, gezählt, abfotografiert und gespeichert. Zusätzlich wurden die 

Zellen aus dem Überstand vor der ersten Waschung gezählt. 

Für die weiteren Versuche wurden die Zellen mit 5 ng/ml für 24, 48 und 72 Stunden 

stimuliert. Als Kontrolle wurden Zellen genommen, die keine PMA-Stimulation erfahren.  

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 1 x PBS geerntet und bei -80°C bis zur 

Weiterverarbeitung aufbewahrt. 
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2.1.3 Transfektion der Zellen mit AgomiRen/AntagomiRen 

hsa-let-7f-5p Mimic UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU  

hsa-miR-1-3p Inhibitor ACATACTTCTTTACATTCCA 

hsa-miR-143-3p Inhibitor GAGCTACAGTGCTTCATCTC  

hsa-miR-22-5p Inhibitor AAGCTTGCCACTGAAGAAC  

hsa-miR-92a-3p-Mimic UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 

Inhibitor Negativkontrolle TAACACGTCTATACGCCCA 

miRMimic Negativontrolle UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG 

Lipofectamine Invitrogen Thermo Fisher, Dreieich 

Opti-MEM Life Technologies, GB 

 

Im nächsten Schritt widmen wir uns den Experimenten, die die Wirkung der Inhibierung 

und Stimulation der microRNA-Expression näher untersuchen.  

Der Versuchsaufbau ist ähnlich den Vorversuchen, nur dass hier der Schritt der 

Transfektion vor der PMA-Stimulation erfolgt. Um zu prüfen, ob die THP-1-Zellen das 

Lipofectamine und das Transfektionsmedium vertragen, wurden die Zellen für 8 und 24 

Stunden inkubiert. Dafür setzten wir 3 Schalen an. In der ersten Schale befanden sich 

THP-1-Zellen, welche mit Lipofectamine und Opti-MEM behandelt wurden. In der 

zweiten Schale wurden die Zellen ausschließlich in Opti-MEM aufgenommen. In der 

dritten Schale wurden die THP-1-Zellen in gewöhnliches RPMI 1640 Medium 

aufgenommen. Diese Schale diente als Kontrolle. Nach 8 und 24 Stunden wurden die 

Zellen unter dem Mikroskop beurteilt und gezählt. Auch nach 24 Stunden sahen die in 

Lipofectamine und Opti-MEM inkubierten Zellen lebendig aus, sodass die 24-stündige 

Inkubation der Zellen in Transfektionsmedium unbedenklich ist. 

Die Frage, in wie weit eine Transfektion die microRNA- und CD14-Expression 

beeinflusst, führt uns anhand von drei Kontrollen zur Beantwortung dieser Frage. Die 

ersten Kontrollzellen wurden weder transfiziert noch mit PMA stimuliert. Die zweiten 

Kontrollzellen wurden nicht transfiziert, jedoch mit PMA stimuliert. Die 3. 

Kontrollzellen wurden transfiziert, jedoch nicht mit PMA stimuliert, sodass ein Vergleich 

dieser drei Kontrollgruppen erfolgen konnte. 

Die Transfektion der THP-1-Zellen wird mit dem jeweiligen Anta- oder AgomiR, mit 

Lipofectamine und dem Serum-freien Medium Opti-MEM vollzogen. Die Kontrollzellen 

erhielten nur Lipofectamine und Serum-freies Medium Opti-MEM .  



 14 

Um die Zellen in 15 ml Volumen aufzunehmen, setzten wir im ersten Schritt 30 µl 

Lipofectamine mit 1,5 ml Opti-MEM an und ließen diesen Ansatz für 5 Minuten stehen. 

Zeitgleich setzten wir 10 µl AntagomiR bzw. AgomiR mit 1,5 ml Opti-MEM an und 

ließen auch diesen Ansatz nach guter Homogenisierung 5 Minuten ruhen. Anschließend 

wurden beide Ansätze mit 12 ml Opti-MEM zusammengeführt, homogenisiert und für 20 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die THP-1-Zellen wurden nach Zentrifugation in das wie oben beschrieben angesetzte 

Transfektionsmedium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche für 24 Stunden bei 

37°C im CO2-Brutschrank (5 % CO2) transfiziert. 

Nach der Transfektion erfolgte die Stimulation mit PMA nach bekanntem Schema. Die 

THP-1-Zellen wurden zentrifugiert. Das Opti-MEM wurde verworfen und die Zellen in 

RPMI 1640 aufgenommen, in 60-mm-Schalen auf 3 ml RPMI 1640 ausplattiert und mit 

5 ng/ml PMA für 24, 48 und 72 Stunden stimuliert. Die Kontrollzellen erfuhren keine 

PMA-Stimulation. Weitere Kontrollzellen erfuhren eine PMA-Stimulation ohne 

transfiziert worden zu sein. 

Nach der PMA-Stimulation wurden die THP-1-Zellen mit 1 x PBS geerntet und bis zur 

RNA-Isolation bei -80°C aufbewahrt. Anschließend erfolgte die RNA-Isolation mit 

TRIzol-Reagenz und die RNA-Quantifizierung am NanoDrop-Gerät. Die microRNA 

sowie die mRNA wurden in cDNA umgeschrieben. Die Umschreibung der mRNA in 

cDNA erfolgte zur Bestimmung der CD14-Expression in der PCR. Die microRNA-

Umschreibung wurde für die Expression der microRNA miR-92a, let-7f, miR-1, miR-22 

und miR-143 mittels PCR verwendet. 

In einem weiteren Versuch wurden alle AntagomiRe und AgomiRe in einem 

Transfektionsansatz zu den THP-1-Zellen gegeben und die microRNA-Expression unter 

dieser Bedingung geprüft. 

 

2.2 PCR 

2.2.1 RNA-Isolation 

Abzug WRT Hemling Abzug Labexchange, Burladingen 

Heizblock Techne AG, Burkhardsdorf 

peqGOLD Trifast Qiagen, Hilden 

RNA-Quantifizierung Nanodrop ND-1000 PEQLAB, Erlangen 

RNase Destroyer Spray Thermo Fisher, Dreieich 
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RNase freies Wasser Qiagen, Hilden 

 

Es erfolgte die RNA-Isolation der geernteten Zellen mit dem peqGOLD Trifast-Reagenz 

der Firma Qiagen unter dem Abzug. Es wurden 500 µl Trifast auf die Zellen gegeben, 

womit das Pellet unter Benutzung des Vortexers aufgelöst wird. Anschließend wurden 

100 µl Chloroform zugegeben und kräftig per Hand geschüttelt für 15 Sekunden. Die 

Zellen wurden für 2 -3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, ehe sie bei 4 °C und 12000 

U für 15 Minuten zentrifugiert wurden. Nach der Zentrifugation wurde die obere Phase 

in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Es wurden 280 µl Isopropanol dazu 

gegeben und für mindestens 30 Minuten bei -20 °C inkubiert. Es erfolgte eine weitere 

Zentrifugation bei 4 °C und 12000 U für 15 Minuten. Der Überstand wurde gesondert in 

einen dafür vorgesehenen Behälter unter dem Abzug gekippt. Es wurden 500 µl  70%iges 

Ethanol auf das Sediment gegeben und zur Homogenisierung gevortext. Die 3. 

Zentrifugation erfolgte nach oben genannter Vorgehensweise. Der Überstand wurde 

abgekippt, die Eppendorf-Reaktionsgefäße sorgfältig ausgeklopft und in den Heizblock 

bei 37°C zum Trocknen gestellt. Es wurden 10 µl RNase freies Wasser auf die 

getrockneten Proben gegeben und homogenisiert. Anschließend wurde die RNA-

Quantifizierung am Nanodrop-Gerät der Firma Thermo Fisher bei einer Wellenlänge von 

260 nm durchgeführt. 

Mit der Quantifizierung der RNA haben wir ein Tool, welches uns ermöglicht zu 

beweisen, dass RNA in der Probe enthalten ist und darüber hinausgehend die 

Möglichkeit, der Vergleichbarkeit von Proben durch den Einsatz gleicher Mengen RNA 

in den weiteren Untersuchungen. Bei Überschreitung der Grenze von 2000 ng/µl wurden 

die Proben mit Aqua dest. verdünnt und erneut auf die RNA-Menge überprüft. Die 

eingesetzte RNA-Menge belief sich auf 1 µg pro Probe.  

 

2.2.2 Geräte und verwendete Primer 

PCR-Gerät CFX Maestro Bio-Rad, München 

SYBR-Green Fluorescein Mix Thermo Fisher, Dreieich 

Thermocycler Techne Cyclogene Scientific Support, USA 

Umschreibe-Kits MystiCq microRNA cDNA Synthesis Mix Sigma-Aldrich, 

 Taufkirchen 

 QuantiTect Reverse Transkription Kit Qiagen, Hilden 

Universal-Primer Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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2.2.3 Verwendete Primer und ihre Sequenzen 

CD14 (F) CTGGAACAGGTGCCTAAAGGAC 

CD14 (R) GTCCAGTGTCAGGTTATCCACC 

hprt (F) CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG 

hprt (R) CTTGAGCACACAGAGGGCTACA 

Aktin (F) TCCCTGGAGAAGAGCTACG 

Aktin (R) GTAGTTTCGTGGATGCCACA 

SNORD44  CCUGGAUGAUGAUAAGCAAAUGCUGACUGAACAUGAAGGU 

 CUUAAUUAGCUCUAACUGACU 

 

has let-7f-5p UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU 

hsa-miR-1 ACAUACUUCUUUAUAUGCCCAU 

hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 

hsa-miR-22-5p AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA 

hsa-miR-92a-3p UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 

hsa-miR-99a-5p AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG 

hsa-miR-143-3p UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 

hsa-miR-223-3p UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA 

Universalprimer Betriebsgeheimnis der Firma Merck / Sigma Aldrich 

 

2.2.4 Umschreiben von mRNA in cDNA 

Für die PCR wird mRNA und microRNA in cDNA umgeschrieben. Für die reverse 

Transkription der mRNA benutzten wir das QuantiTect Reverse-Transkriptions-Kit der 

Firma Qiagen. 

Für den ersten Schritt der reversen Transkription wird 1 µg RNA-Probe eingesetzt und je 

nach quantifizierter Menge mit Aqua dest. auf 12 µl aufgefüllt. Anschließend fügt man 2 

µl gDNA Wipeout Buffer hinzu und inkubiert die Proben bei 42°C für 5 Minuten im 

Thermocycler. In dieser Zeit setzt man einen Mix aus 1 µl Reverse Transkriptase, 4 µl 

RT Buffer und 1 µl RT Primer Mix an und homogenisiert diesen Mix anschließend. Zu 

jeder Probe werden 6 µl Mix hinzugegeben und für 15 Minuten bei 42°C und für 3 

Minuten bei 95°C inkubiert. Die angesetzte cDNA von 20 µl kann mit 180 µl Wasser 

1:10 verdünnt für die PCR eingesetzt werden. 



 17 

 

2.2.5 CD14-PCR 

Anschließend erfolgt die PCR mit den forward und reverse Primern CD14, sowie den 

forward und reverse Primern der Housekeepinggene Aktin und hprt. Die 

Annealingtemperaturen von CD14, Aktin und hprt sind: 

CD14 57°C 

Aktin 60°C  

hprt 60°C 

Es wird ein Mastermix angesetzt, der pro Ansatz aus 10 µl SYBR-Green, jeweils 0,6 µl 

des forward und reverse Primers und aus 6,8 µl Aqua dest. besteht. Da die Proben in 

doppeltem Ansatz pipettiert werden, multipliziert man die Mengen mit der Probenanzahl 

und dem Faktor 2 und setzt so den Mastermix an. Aus diesem Mastermix entnimmt man 

18 µl und pipettiert sie zu 2 µl Probe. 

Die PCR wird zu Beginn bei 95°C für 5 Minuten aktiviert. Es folgen 40 Zyklen aus 

Denaturierung bei 95°C für 5 Sekunden, dem Annealing für 15 Sekunden bei der 

jeweiligen Annealingtemperatur des Primers und der Elongation für 15 Sekunden bei 

70°C. 

 

2.2.6 Umschreiben von microRNA in cDNA 

Für das Umschreiben der microRNA in cDNA wurde das MystiCq microRNA cDNA 

Synthesis Mix-Kit der Firma Sigma-Aldrich benutzt. Das Umschreiben der miRNA 

erfolgte in zwei Schritten. Da die miRNA für die Umschreibung in cDNA einen Poly-A-

Cap besitzen muss, wurde die Polyadenylierung mit der Poly-A-Polymerase als erstes 

durchgeführt. Auch hier benutzten wir wieder 1 µg RNA-Probe, das mit Aqua dest. auf 7 

µl aufgefüllt wurde. Anschließend wurden zu jeder Probe 2 µl Poly (A) Tailing Buffer 

und 1 µl Poly (A) Polymerase hinzugegeben. Die daraus resultierenden 10 µl wurden für 

60 Minuten bei 37°C und für 5 Minuten bei 70°C inkubiert. Im zweiten Schritt folgte die 

eigentliche cDNA Synthese. Zu der 10 µl polyadenylierten Probe wurden je 9 µl MystiCq 

microRNA cDNA Reaction Mix und 1 µl ReadyScript Reverse Transcriptase zugesetzt. 

Nach vorsichtigem Vortexen erfolgte die Inkubation für 20 Minuten bei 42°C und für 5 

Minuten bei 85°C. 
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2.2.7 Primeroptimierung 

Die Stellschrauben, an denen wir drehen können, um eine Primeroptimierung zu 

erlangen, sind in erster Linie die Annealingtemperatur und die Primerkonzentration. 

Weiterhin könnte man die Amplifikatlänge und die homologen Regionen verändern, um 

die Effizienz der PCR zu verbessen. 

Die Effizienz eines Laufes sollte um die 100 % betragen, wobei ein Bereich von 90 % bis 

110 % toleriert wird. Die eingesetzten Primer wurden systematisch auf die Effizienz 

geprüft mit einer logarithmischen Verdünnung von 100 %, 10 %, 1 % und 0,1 %. Am 

Ende eines jeden Laufes, der die Effizienz von 90 – 110 % erlangte, wurden die Proben 

zur Überprüfung in den Kühlschrank gestellt und schließlich in einer Gelelektrophorese 

nach Länge aufgetrennt. 

Wir wollten folgende microRNA-Expressionen untersuchen: let-7f, miR-1, miR-21, 

miR-22, miR92a, miR-99a, miR-143 und miR-223. Als Housekeepinggen für die 

microRNA kam SNORD44 zum Einsatz. Zur Primeroptimierung verwendeten wir die 

PMA-stimulierten Proben, die 72 Stunden mit PMA inkubiert wurden, poolten sie und 

setzten eine logarithmische Verdünnungsreihe an: 

 
Abbildung 2: Proben für die Primeroptimierung 

Die Zusammensetzung des Mastermixes für die Primeroptimierung wurde getestet. Zu 

Beginn wurde folgendes Pipettierschema befolgt:  

Ansatz 1:  

10 µl SYBR Green 

0,4 µl Assay Primer  

0,4 µl Universal Primer  

7,2 µl Nuklease-freies Aqua dest. und 

10 µl 10 µl 10 µl

9 + 81 10 + 90 10 + 90 10 + 90
1 : 10 1 : 100 1 : 1000 1 : 10000
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2 µl cDNA-Probe. 

Wir verwendeten zusätzlich statt 0,4 µl die Menge 0,3 µl an Assay- und 

Universalprimern, welches Ansatz 2 darstellt: 

Ansatz 2:  

10 µl SYBR-Green 

0,3 µl Assay Primer 

0,3 µl Universal Primer 

7,4 µl Nuklease-freies A. dest. und 

2 µl Probe.  

Wir starteten die Läufe bei 60°C. Die Effizienz dieses Ansatzes für den jeweiligen Primer 

wurde bestimmt und bei Optimierungsbedarf wurde die Menge des Primers und die 

Annealing-Temperatur des PCR-Laufes variiert. Nach mehreren PCR-Läufen konnte für 

jeden Primer eine optimale Annealing-Temperatur mit individueller Mastermix-

Zusammensetzung identifiziert werden. 

Für die Primer SNORD44, let-7f, miR-1, miR-21 und miR-143 wählten wir Ansatz 1 des 

Mastermixes, wobei 60°C für miR-1 und miR-21 gewählt wurden, 56°C für SNORD44 

und let-7f optimal sind und 58°C das Temperaturoptimun für miR-143 darstellt. 

Ansatz 2 wurde für die Primer miR22, miR-92a, miR99a und miR-223 angewendet mit 

den Optimaltemperaturen von 58°C für miR-22 und miR-92a, sowie 61°C für miR-99a 

und 60,5°C für miR-223. 

Zusammenfassend arbeiteten wir unter folgenden Bedingungen: 

Ansatz 1: für 

SNORD44 56 ° C 

let-7f  56 ° C 

miR-1  60 ° C 

miR-21 60 ° C 

miR-143 58 ° C  

Ansatz 2: für 

miR-22 58 ° C 

miR-92a 58 ° C 

miR-99a 61 ° C 

miR-223 60,5 ° C. 

Um das Vorhandensein der PCR-Produkte zu prüfen, wurden nach jedem Testlauf 

diejenigen Proben aufbewahrt, die die Effizienz von ca. 100% erreichten, und eine Gel-
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Elektrophorese mit diesen Proben durchgeführt. Dafür nimmt man 20 ml des fertigen 50 

x TAE und füllt es mit Aqua dest. auf 1000 ml auf. Zunächst gibt man 2 g Agarose-Pulver 

in einen Erlenmeyerkolben und füllt es auf 100 ml mit 1 x TAE auf. Dieses Gemisch wird 

in der Mikrowelle erwärmt bis es durchsichtig ist. Anschließend gibt man 5 ml DNA-

Bindemedium („Gel-Red“) hinzu und gießt die entstandene Masse auf eine mit einem 

Kamm besetzte Kammer. Es folgt die Inkubation für 30 Minuten im Dunkeln. Das Gel 

wird anschließend in die vorgesehene Halterung eingesetzt. Die Proben werden mit 

jeweils 2 µl Dye, einer Färbelösung angefärbt. In die erste Kammer wird 5 µl DNA-Leiter 

als Marker gegeben. Die restlichen Kammern werden jeweils mit 20 µl Probe befüllt. Der 

Gelelektrophoreselauf findet bei 90 mA für ca. 45 Minuten statt. Bei Bedarf kann diese 

Zeit um ca. 15 Minuten erweitert werden. Die Auswertung findet im Gelanalysegerät 

statt, welches ein Foto des Gels schießt, das im Folgenden zu sehen ist. Die Agarosegel-

Elektrophorese zeigt das Vorhandensein von gleich langen Amplifikationsprodukten an. 

 
Abbildung 3: Gelelektrophorese der optimierten PCR-Amplifikate 

1) DNA-Leiter (Marker), 2) miR-21, 3) miR-143, 4) let-7f, 5) SNORD44, 6) miR-99a, 7) miR-22, 8) miR-92a, 9) 
miR-223, 10) miR-1, 11) andere Probe 
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2.2.8 PCR der MicroRNAs 

Nach der Optimierung der Standardkurven wurden die von microRNA auf cDNA 

umgeschriebenen Proben anhand der PCR auf die Expression der oben erwähnten 

microRNAs geprüft. 

Der Mastermix der microRNAs richtet sich nach der zu untersuchenden microRNA. Man 

pipettiert pro Ansatz 10 µl SYBR-Green und 0,3 µl oder 0,4 µl Universal- und 

Assayprimer sowie Aqua dest. von 7,4 µl oder 7,2 µl Menge. Dieser Ansatz wird mit der 

Probenanzahl und dem Faktor 2 multipliziert und kann dann nach Homogenisierung 

direkt für die PCR genutzt werden. Es werden zu 2 µl Probe 18 µl Mastermix 

hinzugegeben. 

 

2.3 Statistik 

Die Ergebnisse der PCR wurden mit Excel-Tabellen erfasst und zusammengefasst. Die 

verwendeten Programme für die statistische Analyse sind Microsoft Excel und SPSS. 

Messwerte, die im Boxplot nicht in die homogene Gruppe fielen, wurden von der 

anschließenden Statistik ausgeschlossen. Es wurden die Mittelwerte und 

Standardabweichungen zweier Gruppen bestimmt. Zum Vergleich zwischen Test- und 

Kontrollzellen wurde der T-Test angewandt. Als Signifikanzschwelle wird wie üblich p 

< 0,05 festgelegt. 
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3 Ergebnisse 
Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche microRNAs in der Differenzierung 

von Monozyten zu Makrophagen eine Rolle spielen. Eingesetzt wurde eine menschliche 

Monozyten-Zelllinie, die unter Verwendung von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) 

zu Makrophagen differenziert wurde. Im Anschluss daran wurden Experimente 

durchgeführt, die die Expression der in vorangehenden Studien gefundenen microRNAs 

näher beleuchteten. 

 

3.1 Differenzierung von THP-1 Monozyten zu M0-Makrophagen 

Zur Stimulation der Zellen wird PMA verwendet. Wir untersuchten die Zellzahl und 

Morphologie unter den Bedingungen, dass wir 5 ng/ml, 25 ng/ml und 100 ng/ml PMA 

verwendeten. Da die Ergebnisse bei Benutzung von 5 ng/ml sowie 25 ng/ml und 100 

ng/ml ähnlich sind, erfolgten die weiteren Stimulationen mit der Konzentration von 5 

ng/ml für die Zeiten 24, 48 und 72 Stunden. 

Um anfangs festzustellen, ob die THP-1 Zellen nach Stimulation mit 5 ng/ml PMA ihre 

morphologische Erscheinungsform veränderten, wurden sie unter dem Mikroskop 

begutachtet. Die noch nativen Monozyten sehen rundlich und in der Gesamtschau 

homogen aus (Abb. 4). Sie verteilen sich diffus im Medium und besitzen einen großen 

prominenten Zellkern. Im Gegensatz dazu adhärieren Makrophagen an der 

Zellkulturschale und man erkennt sie an ihren Ausläufern und der polymorphen 

Erscheinungsform (Abb. 5). 

 

 
Abbildung 4: THP-1 Zellen vor PMA-Stimulation  
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Abbildung 5: THP-1 Zellen nach 3-tägiger PMA-Stimulation (5 ng/ml PMA) 

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, führten wir anschließend PCR-Tests durch, anhand 

derer wir die Differenzierung von Monozyten zu M0-Makrophagen mittels der 

Expression des Oberflächenantigens CD14 bestätigen konnten. 

Die mit PMA stimulierten Zellen wurden mit Zellen verglichen, die keine PMA-

Stimulation erfuhren. 

Das folgende Diagramm zeigt, dass die CD14-Expression drei Tage nach PMA-

Stimulation signifikant erhöht ist (n=4, p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle). 

 
Abbildung 6: CD14 mRNA-Expression in THP-1-Zellen nach PMA- Stimulation (n=4, *p<0,05 vs. unstimulierter 
Kontrolle) 

Die CD14-mRNA-Expressionen wurden auf die Housekeepinggene Aktin oder Hprt 

bezogen und beide zeigen einen signifikanten Anstieg der CD14-mRNA Expression drei 

Tage nach PMA-Gabe. 
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3.2 PCR der microRNAs 

Eine Aussage darüber, ob das Umschreiben der microRNA und der mRNA in cDNA 

funktioniert hat, liefern uns indirekt die Ergebnisse der Cq-Werte der jeweiligen PCR-

Läufe. 

 

3.2.1 PCR von microRNAs der mit PMA-stimulierten Zellen 

Eingangs überprüften wir welche microRNAs exprimiert werden, wenn wir die THP-1 

Zellen mit PMA (5 ng/ml) zu Makrophagen stimulieren. 

Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Runterregulation der let-7f-microRNA nach 24 

und 48 Stunden Inkubation mit PMA. 

Runterreguliert wird auch miR-92a, welches nach 24-stündiger Inkubation mit PMA 

erniedrigt ist. 

Neben der Runterregulation fanden wir heraus, dass bestimmte microRNAs auch 

hochreguliert werden.  

Zu diesen hochregulierten microRNAs zählt miR-1, welches nach 48 und 72 Stunden 

PMA-Inkubation auf ein fünf- bis sechsfaches ansteigt. 

Die miR-22-microRNA erfährt nach 48- und 72-stündiger PMA-Inkubation ebenfalls 

einen Anstieg um ungefähr das dreifache. 

Ähnlich verhält es sich mit miR-143, welches ebenfalls nach 72 Stunden Inkubation mit 

PMA auf ein dreifaches ansteigt. 

Die Expression der übrigen von uns geprüften microRNA blieb unverändert. Die 

microRNAs miR-21, miR-99a und miR-223 zeigen weder eine Hoch- noch eine 

Runterregulation bei der Dedifferenzierung von Monozyten zu Makrophagen, sie zeigen 

keine veränderte Expression nach 24-, 48- und 72-stündiger Inkubation mit PMA. 
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Abbildung 7: PCR Ergebnisse  der microRNA Expression unter PMA-Stimulation, SNORD wurde als Housekeeping-Gen 
verwendet, (n=10, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle) 

 

3.3 Wirkung von AgomiRen/AntagomiRen auf die Makrophagen-

Differenzierung 

Der Gedanke hier ist, ob eine Inhibition oder Stimulation der microRNA durch 

AntagomiRe oder AgomiRe Auswirkungen auf die Monozyten-Makrophagen-

Differenzierung haben. Dafür nutzen wir AgomiRe, um eine gain-of-function-Situation 

herzustellen bei denjenigen microRNAs, die während der Differenzierung runterreguliert 

werden. Die Runterregulation von let-7f und miR-92a wird also mit den jeweiligen 

AgomiRen untersucht. 

Im Gegensatz dazu werden diejenigen microRNAs, die während der Differenzierung 

hochregulatiert werden, mit den jeweiligen AntagomiRen inhibiert. Dazu zählen die 

folgenden microRNAs: miR-1, miR-22 und miR-143. 

 

3.3.1 Runterregulierte microRNAs 
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Runterregulation genau dieser microRNAs verhindert wird. Verhindern die AgomiRe die 

Runterregulation der microRNAs merklich und wie verhalten sich die CD14-

Expressionen der Zellen dabei? 

Es werden 30 µl Lipofectamine mit 1,5 ml Opti-MEM angesetzt und dieser Ansatz wird 

für 5 Minuten stehen gelassen. Zeitgleich werden 10 µl AgomiR-let-7f oder AgomiR-92a 

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

let-7f miR-92a miR-1 miR-22 miR-143 miR-21 miR-99a miR-223m
iR

 E
xp

re
ss

io
n 

(x
-fa

ch
 d

er
 K

on
tr

ol
le

)

Tage nach PMA Stimulation

PCR der microRNA

Tag 1 Tag 2 Tag 3

** *

*
*

*
*

*



 26 

mit 1,5 ml Opti-MEM angesetzt und ebenfalls 5 Minuten ruhen gelassen. Anschließend 

werden beide Ansätze mit 12 ml Opti-MEM zusammengeführt, homogenisiert und für 20 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgt die 24-stündige Inkubation der Zellen. 

Dem schließt sich die Stimulation mit 5 ng/ml PMA für 24, 48 und 72 Stunden an. 

Die PCR der mit AgomiR-let-7f transfizierten Zellen zeigt, dass die Konzentration von 

let-7f im Vergleich zu den Zellen, die nicht transfiziert sind, um das 30-fache erhöht ist 

(Abb. 8). Der Einsatz von AgomiR hat somit die durch PMA-induzierbare 

Runterregulation von let-7f unterdrückt. Im Anschluss daran wurde die Expression von 

CD14 ermittelt. Bei Verwendung von AgomiR-let-7f zur Verhinderung der 

Runterregulation von let-7f steigt die CD14-Expression um ein Vielfaches an (Abb. 9). 

Die CD14-Expression als Marker für die Monozyten-Makrophagen-Differenzierung 

erfährt also eine Steigerung, wenn viel let-7f vorhanden ist. 

 
Abbildung 8: let-7f-Expression unter AgomiRlet-7f-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA 
Stimulation) 

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

40,00

45,00

PMA PMA+AgomiRletf7le
t-

7f
 E

xp
re

ss
io

n 
(x

-fa
ch

 d
er

 K
on

tr
ol

le
)

let-7f

Tag 1 Tag 2 Tag 3

#

** *

*



 27 

 
Abbildung 9: CD14-mRNA Expression unter AgomiRlet-7f-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 
vs. PMA Stimulation) 

 

Bei den AgomiR-92a-Versuchen galt es auch erst zu klären, ob der Einsatz von AgomiR-

92a die Runterregulation von miR-92a verhindert. Auch hier konnte gezeigt werden, dass 

die Konzentration an miR-92a bei Einsatz von AgomiR-92a steigt (Abb. 10). Die CD14-

Expression hingegen wird bei einem Anstieg an miR-92a reduziert (Abb. 11). 

 
Abbildung 10: miR-92a Expression unter AgomiR-92a-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. 
PMA Stimulation) 
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Abbildung 11: CD14-mRNA Expression unter AgomiR-92a-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 
vs. PMA Stimulation) 
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Expression an (Abb.13). Niedrige Werte an miR-1 führen somit zu einer verstärkten 
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Abbildung 12: miR-1 Expression unter AntagomiR-1-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. 
PMA Stimulation) 

 
Abbildung 13:CD14-mRNA Expression unter AntagomiR-1-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 
vs. PMA Stimulation) 
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Nach Transfektion der THP-1 Zellen mit AntagomiR-22 ist keine signifikante Änderung 

an der Konzentration von miR-22 zu verzeichnen (Abb. 14). Die Expression an CD14 

nimmt im Vergleich zur Kontrolle jedoch deutlich zu (Abb. 15). 

 
Abbildung 14: miR-22 Expression unter AntagomiR-22-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. 
PMA Stimulation) 

 
Abbildung 15: CD14-mRNA Expression unter AntagomiR-22-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 
vs. PMA Stimulation) 
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Erhöhung dieses Markers (Abb. 17) und damit eine starke Monozyten-Makrophagen-

Differenzierung.  

 

 
Abbildung 16: miR-143 Expression unter AntagomiR-143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 
vs. PMA Stimulation) 

 
Abbildung 17: CD14-mRNA Expression unter AntagomiR-143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, 
#p<0,05 vs. PMA Stimulation) 
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Die Ergebnisse sind ähnlich wie die Ergebnisse der Einzelzugabe von AgomiR oder 

AntagomiR.  

Es zeigt sich, dass let-7f, welches normalerweise nach PMA-Stimulation runterreguliert 

ist, unter diesen Bedingungen einen Anstieg der Konzentration verzeichnet (Abb. 18). 

 
Abbildung 18: let-7f Expression unter AgomiRlet-7f-, AgomiR-92a-, AntagomiR-1-, AntagomiR-22- und AntagomiR-
143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA Stimulation) 

Die Konzentration der microRNA miR-92a steigt ebenfalls in diesem Ansatz an (Abb. 

19). 

 
Abbildung 19: miR-92a Expression unter AgomiRlet-7f-, AgomiR-92a-, AntagomiR-1-, AntagomiR-22- und AntagomiR-
143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA Stimulation) 
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Abbildung 20: miR-1 Expression unter AgomiRlet-7f-, AgomiR-92a-, AntagomiR-1-, AntagomiR-22- und AntagomiR-
143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA Stimulation) 

Bei miR-22 ist keine Veränderung zu sehen (Abb. 21). 

 
Abbildung 21: miR-22 Expression unter AgomiRlet-7f-, AgomiR-92a-, AntagomiR-1-, AntagomiR-22- und AntagomiR-
143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA Stimulation) 

Die Konzentration an miR-143 ist nach Transfektion mit allen Anta- und AgomiRen 

erhöht (Abb. 22). 
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Abbildung 22: miR-143 Expression unter AgomiRlet-7f-, AgomiR-92a-, AntagomiR-1-, AntagomiR-22- und AntagomiR-
143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA Stimulation) 

Die CD14-Expression erfährt eine starke Zunahme, wenn wir die THP-1 Zellen vor der 

PMA-Stimulation mit allen vorhandenen Anta- und AgomiRen behandeln (Abb. 23). 

 
Abbildung 23: CD14-mRNA Expression unter AgomiRlet-7f-, AgomiR-92a-, AntagomiR-1-, AntagomiR-22- und 
AntagomiR-143-Einfluss (n=5, *p<0,05 vs. unstimulierter Kontrolle, #p<0,05 vs. PMA Stimulation) 
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4 Diskussion 
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von THP-1 Zellen mit PMA 

zur Differenzierung zu Makrophagen, einer erhöhten Expression von miR-1, miR-22 und 

miR-143 und einer erniedrigten Expression von let-7f und miR-92a führt. Dabei nehmen 

let-7f, miR-92a und miR-1 Einfluss auf die CD14-Expression und damit beeinflussen sie 

die Differenzierung von Monozyten zu M0-Makrophagen. In vivo könnte es bedeuten, 

dass die drei zuletzt genannten microRNAs einen Einfluss auf die Atherosklerose haben 

könnten, da die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen einen entscheidenden 

Schritt in der Atheroskleroseentwicklung darstellen. 

 

4.1 Die Bedeutung von let-7f 
Die Bedeutung von let-7f wird deutlich, wenn wir uns die Experimente von Parahuleva 

et al. zur microRNA Expression anschauen. In einer Analyse der microRNA Expression 

in atherosklerotischen Plaques der Koronararterien konnten Parahuleva et al. (2018) eine 

Reduktion von let-7f zeigen. Dies korreliert gut mit meinen Daten, einer Reduktion von 

let-7f während der Makrophagendifferenzierung in THP-1-Zellen nach PMA-

Stimulation. Im Gegensatz dazu wurde let-7f in zirkulierenden Monozyten von Patienten 

mit ST-Hebungsinfarkten jedoch als nicht differentiell exprimiert gefunden (Parahuleva 

et al., 2017). Das Ergebnis der Analyse von atherosklerotischen Plaques von Parahuleva 

et al. im Jahr 2018 zeigt eine Reduktion von let-7f (Parahuleva et al., 2018). Diese 

Ergebnisse könnten folgenden Hintergrund haben: Wie unsere Studie zeigt, kommt es 

erst während der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen zu der Reduktion von 

let-7f. In der Phase der Zirkulation von Monozyten sind diese noch nicht zu Makrophagen 

differenziert und zeigen damit noch keine Expressionsveränderung von let-7f bei den 

STEMI-Patienten. Der Bildung von atherosklerotischen Plaques geht jedoch die 

Einwanderung von Monozyten und die Differenzierung zu M0-Makrophagen voraus, 

weshalb es hier zu einer Reduktion von let-7f kommt wie in den PMA-stimulierten THP-

1 Zellen. 

Zusätzlich konnte ich zeigen, dass die Erhöhung von let-7f durch Transformation der 

Zellen mit let-7f zu einer verstärkten CD14-Expression, also zu einer stärkeren 

Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen, führt. Die Reduktion von let-7f könnte 

ein interner Schutzmechanismus der Zelle sein, einer M0-Differenzierung entgegen zu 

wirken und so die Entstehung der Atherosklerose zu verhindern bzw. zu reduzieren.  
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Bei der Recherche von let-7f fällt auf, dass es mehrere Studien im Zusammenhang mit 

Atherosklerose gibt. In einer Studie von Li et al. wurden Blut-und Gewebeproben von 

105 Patienten mit atherosklerotischen Plaques auf das Vorhandensein von microRNAs 

getestet. Die Ergebnisse zeigen keine Änderung der let-7f Konzentration im Serum der 

Patienten, jedoch eine Erhöhung von let-7f im atherosklerotischen Gewebe (T. Li et al., 

2011). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Parahuleva et al. 

(2018), welche eine Reduktion von let-7f in atherosklerotischen Plaques gezeigt haben. 

Eine mögliche Erklärung dieser Diskrepanz wäre der Zeitpunkt, zu dem man die 

Gewebeproben während der Entstehung des atherosklerotischen Plaques entnommen 

hatte. Zu Beginn könnte eine Reduktion von let-7f als Schutz der Zelle im Vordergrund 

stehen, die mit der Zeit nicht mehr gewährleistet werden kann und im Verlauf einer 

Erhöhung von let-7f weicht, die den Zeitpunkt der unwiderruflichen Bildung der 

Atherosklerose markiert. 

In einer Studie von Egea et al. (2023) wurde nachgewiesen, dass let-7f die Invasion von 

mesenchymalen Stammzellen in atherosklerotische Plaques durch Einfluss von 

Zytokinen und Chemokinen kontrolliert. Es wurden humane mesenchymale Stammzellen 

mit einem antimikrobiellen Peptid, dem LL-37 behandelt. Dieses Peptid wird in Plaques 

angereichert. Es bindet an N-formylpeptidrezeptor-2 (FPR-2) und fördert die Biosynthese 

von let-7f, was die chemotaktische Invasion der Zellen in Richtung LL-37 ermöglicht. 

let-7f fördert somit die Invasion von humanen mesenchymalen Stammzellen durch 

Einfluss von Zytokinen und Chemokinen in die Plaqueregion und trägt dadurch zur 

Plaquestabilsierung bei (Egea et al., 2023). Hier kommt let-7f also eine atheroprotektive 

Schutzwirkung zu. Während nach meinen Ergebnissen die Reduktion von let-7f die 

Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen hemmt und somit atheroprotektiv 

wirken könnte, wäre in mesenchymalen Stammzellen eine Erhöhung von let-7f 

atheroprotektiv. 

In einer weiteren Studie von Bogucka-Kocka et al. wurden im Serum von Patienten mit 

Verschlusskrankheit der unteren Extremität erhöhte Konzentrationen für let-7f gefunden 

im Vergleich zur Kontrollgruppe, die aus Patienten besteht, welche keine vaskulären 

Erkrankungen haben (Bogucka-Kocka et al., 2019). Der Verschlusskrankheit liegt die 

Arteriosklerose zugrunde, die durch die Bildung von Plaques in Arterienwänden 

gekennzeichnet ist. Durch die Bildung der Plaques kommt es zur Verengung und im 

Verlauf zur Verhärtung und zum Elastizitätsverlust der Arterien. Dies hat zur Folge, dass 

die peripheren Abschnitte der verengten Region mit weniger Sauerstoff und Nährstoffen 
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versorgt werden. Wenn man davon ausgeht, dass let-7f im Plasma atheroprotektiv wirkt, 

bildet die erhöhte Konzentration von let-7f einen Vorteil für Patienten mit 

Verschlusskrankheiten. 

Das metabolische Syndrom stellt einen Risikofaktor für die Entstehung der 

Atherosklerose dar. Die WHO definiert das metabolische Syndrom als einen 

pathologischen Zustand, der durch abdominale Adipositas, Insulinresistenz, 

Bluthochdruck und Hyperlipidämie gekennzeichnet ist (Saklayen, 2018). Die 

Hyperlipidämie wird durch den Einsatz von Statinen behandelt. Ein bestimmter 

Prozentsatz der Patienten zeigt jedoch eine Statin-Intoleranz und ist somit für die 

Statintherapie nicht geeignet. Die Studie von Mangas et al. verfolgt das Ziel, microRNAs 

als Biomarker für eine Statin-Intoleranz zu identifizieren, um im Vorfeld Patienten 

auszusortieren, die für eine Statin-Therapie ungeeignet sind. Auch in diesem Fall spielt 

let-7f eine wichtige Rolle. Mangas et al. zeigten, dass let-7f im Plasma von Patienten mit 

Statin-Intoleranz erhöht ist. Gemeinsam mit den beiden weiteren microRNAs miR-376a 

und miR-376c, sowie einigen klinischen Faktoren (zum Beispiel Jahre der Dyslipidämie 

und Nicht-HDL-Cholesterin) entsteht ein prädiktiver Vorhersagewert für die 

Wahrscheinlichkeit einer Statin-Intoleranz (Mangas et al., 2022). Das Wissen über diese 

Wahrscheinlichkeit hätte klinische Bedeutung für die Therapie der Patienten. 

Insulinresistenz bildet die pathogene Hauptkomponente für die Entstehung des Diabetes 

mellitus Typ 2 (Lee et al., 2022). Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 haben ein erhöhtes 

Risiko für die Entstehung von Atherosklerose. Santovito et al. untersuchten unbehandelte 

Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 auf zirkulierende microRNA-Expressionen, um auf 

die Auswirkungen dieser microRNAs in der Pathophysiologie dieser Erkrankung 

schließen zu können. Dazu wurde das Plasma der unbehandelten Patienten mit Diabetes 

mellitus Typ 2 und das Plasma der Kontrollpatienten ohne Diabetes mellitus auf die 

Expression von microRNAs hin untersucht. Aus den Untersuchungen von Santovito et 

al. geht hervor, dass eine erhöhte Expression von miR-326 und eine erniedrigte 

Expression von let-7a und let-7f zu sehen ist. Mit dem HbA1c-Wert, dem sogenannten 

Langzeitwert der Blutzuckereinstellung, korrelieren miR-326 und let-7a. Mit der 

Plasmaglukosekonzentration korrelieren alle drei oben genannten microRNAs. 

Anschließend erfuhr die Versuchsgruppe eine adäquate Diabetes-Therapie für 12 

Monate. Patienten mit gebesserten HbA1c- und Plasmaglukosewerten zeigen einen 

signifikanten Anstieg von let-7f und let-7a (Santovito et al., 2014). Auch hier scheint die 

erniedrigte Expression von let-7f eventuell einen Schutzmechanismus darzustellen, der 
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sich bei gebesserter Glukosekonzentration wieder dem Normwert der Kontrollgruppe 

nähert. 

Es gibt eine weitere Studie, die sich mit der Erforschung von microRNAs und Diabetes 

mellitus beschäftigt. In der groß angelegten Studie von Collares et al. wurden spezifische 

microRNAs als Biomarker für die Unterscheidung von Diabetes mellitus Typ 1, Diabetes 

mellitus Typ 2 und Gestationsdiabetes untersucht. Die Untersuchungen weisen darauf 

hin, dass es spezifische microRNAs für die spezifischen Diabetes Typen gibt, und dass 

einige andere microRNAs bei allen drei Typen vorkommen. Hier spielt auch let-7f eine 

Rolle als spezifischer Biomarker für den Diabetes mellitus Typ 1 (Collares et al., 2013). 

Man kann also davon ausgehen, dass let-7f eine Relevanz für Stoffwechselerkrankungen 

hat. 

Die Atherosklerose führt in Gefäßen in fortgeschrittenen Stadien zur Bildung von 

Plaques. Diese Plaques können in einigen Fällen rupturieren und den nekrotischen Kern 

freisetzen, der Thrombozyten aktiviert. Dies führt zur Bildung von Thromben, welche 

das Gefäßlumen verengen. Durch diesen Prozess entstehen akute ischämische Ereignisse, 

die zu Herzinfarkt und Apoplex führen (Badimon & Vilahur, 2014). Eine Studie von 

Pienimaeki-Roemer et al. untersuchte microRNAs aus Exosomen von alternden 

Thrombozyten. Laut dieser Studie wurden mircoRNAs, die an vaskulären und 

metabolischen Erkrankungen beteiligt sind, während der in-vitro-Alterung von 

Thrombozyten aus deren Exosomen sezerniert (Pienimaeki-Roemer et al., 2017). Zu 

diesen microRNAs zählt auch let-7f, welches aus alternden Thrombozyten stammend 

vermehrt im Plasma zu sein scheint und auf diesem Wege in die Blutbahn gelangt sein 

könnte.  

Eine weitere Studie beschäftigte sich mit der Erforschung von microRNAs in 

verschiedenen Zellen von Patienten mit Aortenaneurysmen. Die Studie von Spear et al. 

zeigt, dass let-7f in glatten Muskelzellen, sowie M1- und M2-Makrophagen in Patienten 

mit abdominellem Aortenanurysma im Vergleich zur Kontrollgruppe runterreguliert ist. 

Es konnte auch gezeigt werden, dass let-7f im Plasma von Patienten mit abdominellem 

Aortenaneurysma erhöht ist (Spear et al., 2019). Auch diese Studie bestätigt die von uns 

erzielten Ergebnisse, dass let-7f in Makrophagen runterreguliert ist. Die Erhöhung von 

let-7f im Plasma der Patienten könnte auch in diesem Prozess mit der Stabilisierung der 

Aortenwand in Zusammenhang stehen. 

Doch nicht nur die lokale Aussackung von Gefäßen scheint in Zusammenhang mit let-7f 

zu stehen, sondern auch die Neubildung von Gefäßen. Schon im Jahre 2007 entdeckten 
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Kuehbacher et al., dass die let-7-Familie eine Schlüsselrolle bei der Entstehung von 

Angiogenese spielt. Sie geben an, dass das Ausschalten von Dicer, einem Enzym, das die 

microRNA-Bildung ermöglicht, in Endothelzellen dazu führt, dass let-7a, let-7b, let-7c, 

let-7f und let-7g runterreguliert werden und dass die Runterregulation von let-7f die 

Sprossbildung reduziert, was darauf schließen lässt, dass let-7f die Angiogenese fördert 

(Kuehbacher et al., 2007). Das bedeutet, dass die Runterregulation von let-7f nicht nur 

protektiv auf die Atherosklerose wirkt, sondern auch an der Neubildung von Gefäßen 

beteiligt ist. 

Dass let-7f proangiogene Wirksamkeit hat, wird auch deutlich, wenn man die Studie von 

Gong et al. betrachtet. In der Studie von Gong et al. wurden mesenchymale Stammzellen 

einer Zelllinie auf die microRNA-Expression ihrer Exosomen untersucht. Die 

Konzentrationen von miR-30b, miR-30c, miR-242 und let-7f waren erhöht. Durch den 

Transfer der exosomalen microRNAs aus mesenchymalen Stammzellen in humane 

Nabelvenenendothelzellen wird die HUVEC-vermittelte Sprossbildung, sowie die 

Migration und Proliferation von Endothelzellen gefördert (Gong et al., 2017). Diese 

Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass let-7f proangiogene Wirkung zeigt. 

Nicht nur die Erforschung von Stoffwechselkerkrankungen wie Diabetes mellitus und die 

Gefäßneubildung profitieren von den pathophysiologischen Erkenntnissen von let-7f 

sondern auch die Neurologie und Tumorerforschung. In einigen Studien wurde gezeigt, 

dass Mitglieder der let-7-Familie bei globaler Ischämie runterreguliert werden und dass 

let-7f-Antagonisten neuroprotektiv wirken (Koutsis et al., 2013). Die microRNAs let-7f 

und miR-1 werden als potenzielle IGF-1-Antagonisten gesehen. IGF-1 reduziert 

ischämische Prozesse in bestimmten Spezies und wirkt auf diese Weise neuroprotektiv. 

Selvamani et al. fanden heraus, dass let-7f-AntagomiRe in weiblichen Ratten die 

kortikale und striatale Infarktgröße reduzieren, wohingegen man bei männlichen Ratten 

keinen Effekt auf Ischämiedefekte finden konnte (Selvamani et al., 2012). Hier steht die 

Reduktion von let-7f in Zusammenhang mit der Abmilderung infarktspezifischer Folgen. 

Auch in der Tumorforschung scheint let-7f eine Rolle zu spielen. In einer Studie von 

Johnson et al. wurde die Expression der let-7-Familie in humanen Proben aus 

Lungengewebe untersucht. Das Ergebnis zeigt eine negative Korrelation zwischen den 

let-7-microRNAs zu dem Proto-Onkogen RAS. Es wird davon ausgegangen, dass let-7-

microRNAs die Bildung des Proto-Onkogens RAS beeinflussen und die Entstehung von 

Lungenkrebs bestimmen (Johnson et al., 2005). Das Wissen über die detaillierte Wirkung 
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von let-7f auf die Entstehung von Lungenkrebs würde uns weitere Türen in der Therapie 

dieser Erkrankung eröffnen. 

In einer weiteren Studie zur Erforschung von immunmodulatorischen Signalwegen 

wurden microRNA Expressionen von Schweinemonozyten analysiert, die Bb12, einem 

Probiotikum mit immunregulierender Funktion, ausgesetzt waren. Die Studie zeigt unter 

anderem, dass eine Hochregulation von let-7f in Monozyten von Schweinen in 

Anwesenheit von Bb12 stattfindet, jedoch nur wenn der Toll-like-Rezeptor-2 blockiert 

wurde (Arenas-Padilla et al., 2022). Wir sehen also, dass let-7f auch in der Erforschung 

des Immunsystems von Interesse sein könnte. 

Die Freisetzung und Wirkung von let-7f müsste in weiteren Experimenten genauer 

analysiert werden, um Aussagen zum diagnostischen und therapeutischen Nutzen treffen 

zu können. Aktuell stehen wir vor einer Vielzahl von Ergebnissen diverser Experimente, 

die eine Rolle für let-7f in vaskulären, metabolischen und immunmodulatorischen 

Prozessen aufzeigt. Ob als Biomarker zu diagnostischen, oder als AntagomiR zu 

therapeutischen Zwecken, könnte let-7f in der Medizin genutzt werden, um Krankheiten 

zu erkennen und zu heilen. Aufgrund des ubiquitären Vorkommens von let7f in 

verschiedenen Zellen wäre ein systemischer Einsatz für einige Zellen protektiv und für 

andere schädigend, sodass ein therapeutischer Nutzen erst gegeben wäre, wenn let-7f 

gezielt in bestimmten Zellen und an bestimmten Organen eingesetzt werden könnte. 

 

4.2 Die Bedeutung von miR-92a 

In dieser Studie wurde eine Runterregulation von miR-92a in THP-1 Zellen nach PMA-

Stimulation festgestellt. Passend zu diesem Ergebnis zeigte die Studie von Parahuleva et 

al. ebenfalls eine erniedrigte Expression von miR-92a in zirkulierenden Monozyten von 

STEMI-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Parahuleva et al., 2017). 

Im Gegensatz dazu wurde eine erhöhte Expression von miR-92a in atherosklerotischen 

Plaques von Koronararterien gefunden (Parahuleva et al., 2018). Weiterhin wurde in 

dieser Studie gezeigt, dass ein Anstieg an miR-92a die CD14-Expression und damit die 

Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen reduziert. Der Grund für die Erhöhung 

von miR-92a in atherosklerotischen Koronararterien könnte darin liegen, dass eine 

weitere Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen in atherosklerotischer 

Umgebung verhindert werden soll. 
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Es gibt viele Studien zu miR-92a, die in Zusammenhang mit der Atherosklerose stehen. 

Fang et al. berichteten in einem Modell an Schweinen, dass die Expression von miR-92a 

in Atherosklerose anfälligen Gebieten wie zum Beispiel im Endothel des Aortenbogens 

erhöht ist und dass die atheroprotektiven Transkriptionsfaktoren KLF2 und KLF4 direkte 

Zielgene von miR-92a sind (Fang & Davies, 2012). Somit reguliert miR-92a die 

Expression von KLF2 und KLF4 in arteriellen Endothelzellen.  

Ähnliche Ergebnisse erzielten Wu et al. im Jahre 2011, wo sie zeigten, dass eine 

Überexpression von miR-92a KLF2 reduziert und eine Inhibition von miR-92a KLF2 

erhöht (Wu et al., 2011).  

Loyer et al. führten in-vivo Studien an Mäusen durch, um die Auswirkung auf die 

Atherosklerose zu untersuchen. Sie demonstrieren, dass eine in-vivo Hemmung von miR-

92a in Ldlr-/-- Mäusen die endotheliale Entzündung reduziert, die Plaquegröße verringert 

und einen stabileren Läsionsphänotyp fördert. Eine Hochregulierung von miR-92a durch 

oxidiertes LDL in atheroanfälligen Gebieten fördert die endotheliale Aktivierung und die 

Entwicklung atherosklerotischer Läsionen (Loyer et al., 2014). Die in dieser Arbeit 

gezeigte Runterregulation von miR-92a in THP-1 Zellen könnte also ein 

Schutzmechanismus der Zelle vor einer Entzündungsreaktion und Plaquebildung sein. 

Die Hochregulation von miR-92a stellt den Zustand der Atherosklerosebildung dar und 

kommt dem pathologischen Prozess gleich, der unter anderem zur Atherosklerose führt.  

Zu dieser Erkenntnis kommen auch Chen et al. in der Studie von 2015, in der sie 

beobachten, dass oxidativer Stress SREBP2 (Sterol-regulatorisches Element-bindendes 

Protein 2) und miR-92a induzieren, die die angeborene Immunantwort des Endothels 

aktivieren und zu einer Funktionsstörung des Endothels führen und somit die 

Atherosklerose fördern (Chen et al., 2015).  

Wenn die Hochregulation von miR-92a die Atherosklerose begünstigt, könnte man davon 

ausgehen, dass die Hemmung von miR-92a vor Atherosklerose schützen kann. Hinkel et 

al. führten 2013 Experimente an Schweinen durch, die diese Theorie stützen. Die 

Schweine wurden in der Studie einer perkutanen Ischämie oder Reperfusion des Ramus 

interventricularis anterior, dem vorderen absteigenden Ast der linken Koronararterie 

unterzogen und AntagomiR-92a wurde entweder regional über einen Katheter oder 

systemisch über einen intravenösen Zugang verabreicht. In beiden Fällen konnte eine 

Reduktion der Expression von miR-92a im Infarktgebiet beobachtet werden, jedoch 

führte nur die lokale Verabreichung über den Katheter zu einer Reduktion der 
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Infarktgröße, was mit einer verbesserten Ejektionsfraktion und mit einem verbesserten 

linksventrikulären enddiastolischen Druck assoziiert war (Hinkel et al., 2013).  

5 Jahre später kamen Gou et al. ebenfalls zu dem Schluss, dass die Hemmung von miR-

92a die endotheliale Entzündungsreaktion unterdrückt und die Atherosklerose verzögert. 

Die Studie wurde an diabetischen Mäusen durchgeführt. Gou et al. konnten zeigen, dass 

die Expression von miR-92a im Endothel der Aorta diabetischer Mäuse erhöht war und 

dass die Inhibition von miR-92a zu einer vasoprotektiven Wirkung beisteuert, indem die 

Häm-Oxygenase-1 hochreguliert und oxidativer Stress dadurch gemindert wird (Gou et 

al., 2018).  

Kin et al. untersuchten microRNAs aus atherosklerotischen abdominellen 

Aortenaneurysmen und fanden heraus, dass miR-92a signifikant erhöht war in den 

untersuchten atherosklerotischen Geweben im Vergleich zu gesundem Aortengewebe 

(Kin et al., 2012).  

Die Studie von Karere et al. im Jahre 2023 beschäftigte sich mit der Expression von 

microRNAs im Frühstadium der atherosklerotischen Läsionen. Dafür wurde 16 Pavianen 

2 Jahre lang eine cholesterin- und fettreiche Diät angeboten und anschließend wurden 

Fettstreifen und fibröse Plaques der Arteria iliaca communis untersucht. Im Vergleich zu 

den läsionsfreien Stellen der Arterien zeigte sich in den fibrösen Plaques eine erhöhte 

Expression von miR-92a (Karere et al., 2023). Also zeigt sich auch hier, dass die erhöhte 

Expression von miR-92a mit atherosklerotischen Prozessen in Verbindung steht.  

Im Jahre 2016 extrahierten Wang et al. Exosomen aus dem Plasma von Patienten mit 

koronarer Atherosklerose. Sie fanden heraus, dass die Expression von miR-92a in den 

Exosomen erhöht ist (Wang et al., 2019). Dies deutet darauf hin, dass miR-92a nicht nur 

in atherosklerotischem Gewebe vorkommt, sondern auch in den von Zellen separierten 

Exosomen zu finden ist.  

Um der Frage nachzugehen, welche Funktion miR-92a in extrazellulären Vesikeln erfüllt, 

untersuchten Chang et al. die Expression von miR-92a in einem Zellkulturmodell aus 

Endothelzellen und im Serum von Mäusen. Ihre Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass 

miR-92a aus Endothelzellen stammt und durch extravesikuläre Partikel zu Makrophagen 

transportiert wird. Man geht davon aus, dass miR-92a KLF4 reguliert und dadurch zur 

Aufnahme von LDL in M0-Makrophagen und schließlich zur Bildung von 

atherosklerotischen Läsionen führt (Chang et al., 2019). Diese Erkenntnisse decken sich 

mit unseren Ideen über die pro-atherogeneWirkung von miR-92a.  
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Ein weiteres Beispiel dafür, dass eine verminderte Expression von miR-92a mit einem 

anti-atherosklerotischen Effekt einhergeht, zeigt die Studie von Jia et al. aus dem Jahre 

2014. Jia et al. behandelten ApoE-defiziente Mäuse mit Notoginsenosid R1, einer 

natürlich vorkommenden Verbindung. Nach der Behandlung mit Notoginsenosid R1 

konnte eine deutliche Minderung der atherosklerotischen Läsionen beobachtet werden, 

die durch eine Reduzierung der Lipidablagerung, der Fibrose, des oxidativen Stresses und 

durch eine Reduktion der entzündlichen Zytokine gekennzeichnet war, sowie mit einer 

verminderten Expression von miR-92a einherging (Jia et al., 2014). Ähnliche Ergebnisse 

erzielten Lin et al. mit ihrer Studie an humanen Koronararterien-Endothelzellen. Nach 

einer Ballonverletzung zeigten die humanen Koronararterien-Endothelzellen eine erhöhte 

Expression von miR-92a. Durch die Behandlung mit Chrysin, einem pflanzlichen 

Flavonoid, wurde die Hochregulierung von miR-92a wieder rückgängig gemacht und es 

zeigten sich reduzierte miR-92a Expressionen, was einen atheroprotektiven Effekt 

vermuten lässt (Lin et al., 2021).  

Im Gegensatz zu der atheroprotektiven Wirkung einer Runterregulation von miR-92a 

stehen die Erkenntnisse von Yang und Li aus dem Jahre 2020. In ihrer Studie an Mäusen, 

die einer hochfettreichen Diät unterzogen wurden, zeigten sie, dass erhöhte TUG1-Werte 

die Expression von miR-92a inhibieren, welches zu einer Erhöhung von FXR1 und einer 

Runterregulation von ApoM führt. Umgekehrt führt die Ausschaltung von TUG1 zu einer 

erhöhten Expression von miR-92a und über den FXR1-Weg zu einer erhöhten ApoM-

Expression. ApoM wirkt der Atherosklerose entgegen, sodass die Runterregulation von 

TUG1 über die miR-92a/FXR1 Achse ein Fortschreiten der Atherosklerose verhindern 

kann (Yang & Li, 2020). Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der oben genannten 

Studien, die die Hochregulation von miR-92a mit der Entstehung der Atherosklerose in 

Verbindung setzen.  

Somit muss in weiteren Studien geklärt werden, unter welchen Bedingungen miR-92a 

pro- bzw. anti-atherogen wirkt. Bisher zeigt die Mehrzahl der Studien, ebenso wie meine 

eigenen Daten, eine pro-atherogene Wirkung von miR-92a, so dass der Einsatz von 

AntagomiR-92a zu therapeutischen Zwecken in der Zukunft am aussichtsreichsten 

erscheint. 
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4.3 Die Bedeutung von miR-1 

Die Stimulation von THP-1 Zellen mit PMA zeigt in dieser Studie eine Hochregulation 

von miR-1. Dieses Ergebnis steht in Kontrast zu den Ergebnissen von Parahuleva et al., 

die eine erniedrigte Expression von miR-1 in Monozyten von STEMI-Patienten 

(Parahuleva et al., 2017) und in atherosklerotischen Plaques (Parahuleva et al., 2018) 

zeigen. Es stellt sich die Frage, warum dies so ist und wie diese Diskrepanz zustande 

kommt. In diesem Kapitel wird es darum gehen, die Rolle von miR-1 in der Entstehung 

und Progression der Atherosklerose näher zu beleuchten. 

Im Jahre 2010 untersuchen D’Alessandra et al. das Plasma von 33 Patienten mit akutem 

ST-Hebungsmyokardinfarkt auf die Expression von microRNAs im Vergleich zur 

Expression von microRNAs im Plasma von gesunden Probanden. Unter anderem wurde 

gezeigt, dass miR-1 im Plasma von STEMI-Patienten zu Beginn des Auftretens von 

Infarktsymptomen erhöht exprimiert ist und dass sich fünf Tage nach dem akuten 

Ereignis die miR-1 Expression normalisiert (D'Alessandra et al., 2010). Ähnliche 

Ergebnisse liefern Versuche an Mäusen nach Ligation der Koronararterien, deren Plasma 

auf die Expression von microRNA hin untersucht werden (D'Alessandra et al., 2010). 

D’Alessandra et al. kommen zu dem Schluss, dass der akute Myokardinfarkt die miR-1 

Expression in Mensch und Maus erhöht und dass miR-1 einen eventuellen Biomarker für 

akuten Myokardinfarkt bzw. für kardiale Schädigung darstellt (D'Alessandra et al., 2010). 

Diese Schlussfolgerungen decken sich mit den von uns erzielten Ergebnissen einer 

erhöhten miR-1 Expression im Rahmen eines atherosklerotischen Geschehens. 

Cheng et al. führten im Jahre 2010 ebenfalls Studien zur Expression von miR-1 bei 

akutem Myokardinfarkt durch. In einer mit Triton-100 durchgeführten in-vitro Studie 

wurde gezeigt, dass miR-1 aus kardialen Zellen nach Nekrose in das Kulturmedium 

freigesetzt wird und mindestens 24 Stunden stabil ist (Cheng et al., 2010). In einer Studie 

an Ratten mit akutem Myokardinfarkt nach Koronarligatur steigt miR-1 schnell an, 

erreicht nach sechs Stunden den Höchstwert und nach drei Tagen wieder den Basalwert 

(Cheng et al., 2010). Die Serum-miR-1-Konzentration von Ratten mit akutem 

Myokardinfarkt zeigt eine positive Korrelation mit der Myokardinfarktgröße (Cheng et 

al., 2010). Zusätzlich ist miR-1 im Serum von Patienten mit akutem Myokardinfarkt 

signifikant erhöht und zeigt eine positive Korrelation mit den CK-MB-Werten im Serum, 

die auf eine Zellschädigung des Herzens hindeuten (Cheng et al., 2010). Die 

Forschungsergebnisse von Cheng et al. bestätigen erneut die Theorie, dass 

Atheroskleroseereignisse mit einer erhöhten Expression von miR-1 einhergehen.  
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Passend dazu konnten Long et al. zwei Jahre später zeigen, dass miR-1 im Plasma von 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt erhöht ist und zeitlich mit den Troponin-Werten 

korreliert (Long et al., 2012). 

Die im Jahre 2018 veröffentlichte Studie von Katano et al. untersucht die Expression von 

microRNAs aus kalzifizierten Plaques von Karotisendarteriektomie Operationen. Dazu 

werden die Plaques in höhergradig kalzifizierte und niedrig kalzifizierte Plaques 

eingeteilt und miteinander verglichen (Katano et al., 2018). Die Expression von miR-1 

ist in höhergradig kalzifizierten Plaques signifikant runterreguliert im Vergleich zu 

niedrig kalzifizierten Plaques (Katano et al., 2018). Das bedeutet, dass die Kalzifizierung 

der vorhandenen Plaques dazu führt, dass die Expression von miR-1 runterreguliert wird. 

Dies könnte eine mögliche Erklärung für die oben genannte Diskrepanz der Hoch- und 

Runterregulation von miR-1 sein. Die Verkalkung der Koronararterien von STEMI 

Patienten und die Verkalkung der atherosklerotischen Plaques in den Studien von 

Parahuleva et al. könnte zu einer runterregulierten Expression von miR-1 geführt haben. 

Dass die Plaquemorphologie eine Rolle bei der Expression verschiedener microRNAs 

spielt, zeigt uns die Studie von Badacz aus dem Jahre 2018. In der prospektiven Studie 

werden Zusammenhänge zwischen zirkulierenden microRNAs und symptomatischen 

und asymptomatischen Karotisstenosen untersucht, mit besonderem Augenmerk auf die 

Morphologie der Plaques und auf zukünftige kardiovaskuläre Ereignisse (Badacz et al., 

2018). Es werden die zirkulierenden microRNAs von 92 Patienten mit signifikanten 

Karotisstenosen analysiert. Die Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass 

ulzerierte Plaques eine Hochregulation von miR-1 hervorrufen, wohingegen 

thrombotische Plaques zu einer Runterregulation von miR-1 führen (Badacz et al., 2018). 

Die morphologischen Unterschiede sind demnach entscheidend für die Expression von 

miR-1. 

Im Jahre 2020 werden 17 Patienten mit akutem Myokardinfarkt, die sich einer perkutanen 

transluminalen koronaren Angioplastie unterziehen, in eine Studie von Kazimierczyk et 

al. aufgenommen. Die miR-1 Expression im Plasma dieser Patienten wird bei Aufnahme 

und nach 19 Wochen bestimmt und mit der Expression von miR-1 aus dem Plasma von 

freiwilligen gesunden Probanden, die den Patienten in Alter und Geschlecht gleich sind, 

verglichen. Es stellt sich heraus, dass die Expression von miR-1 in der Gruppe der 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt signifikant höher ist als in der Gruppe der gesunden 

Freiwilligen (Kazimierczyk et al., 2020). Es wird beobachtet, dass die Expression im 

Follow Up Zeitraum signifikant abnimmt (Kazimierczyk et al., 2020). Die Expression 
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von miR-1 zeigt eine positive Korrelation zu der maximalen Troponin I Konzentration 

und eine negative Korrelation zu der linksventrikulären Ejektionsfraktion (Kazimierczyk 

et al., 2020). In Übereinstimmung mit den Forschungsergebnissen von D’Alessandra et 

al., Cheng et al. und Long et al. kann also festgehalten werden, dass ein akutes 

Infarktgeschehen am Herzen zu einer Erhöhung von miR-1 führt. 

Eine weitere prospektive Studie von Badacz et al. aus dem Jahre 2021 beschäftigte sich 

mit der Frage nach sekundären kardiovaskulären Ereignissen bei Patienten mit akutem 

Ischämieereignis in Karotisstenosen oder Koronararterienstenosen. In einem 6-jährigen 

Follow Up werden 142 Patienten mit akuter Ischämie in Karotis oder in den 

Herzkranzgefäßen auf die Expression verschiedener zirkulierender microRNAs hin 

untersucht. Es wird herausgefunden, dass miR-1 und die periphere arterielle 

Verschlusskrankheit mit kardiovaskulärem Tod assoziiert sind (Badacz et al., 2021). 

Daraus resultiert, dass miR-1 als prognostischer Faktor für kardiovaskuläre 

Erkrankungen in Frage kommen könnte. 

Zu diesem Schluss kommen auch Šatrauskiené et al., die 182 Patienten mit 

metabolischem Syndrom und hohem kardiovaskulären Risiko aber ohne kardiovaskuläre 

Erkrankung untersuchen. Es werden folgende Parameter dafür bewertet: der Kardio-

Knöchel-Gefäß-Index, der Augmentationsindex, der auf eine Herzfrequenz von 75 / min 

modifiziert wird, die Aortenpulswellengeschwindigkeit und die Steifigkeit der 

Karotisarterien. Die verschiedenen microRNAs werden im Serum analysiert. MiR-1 zeigt 

eine negative Korrelation mit dem Kardio-Knöchel-Gefäß-Index und dem 

Augmentationsindex, der auf eine Herzfrequenz von 75 / min modifiziert ist. Zusätzlich 

hat man herausgefunden, dass miR-1 die Steifigkeit der linken Karotisarterie vorhersagen 

könne. In Kombination mit den anderen microRNAs, die getestet werden, kann miR-1 

ein möglicher Biomarker für die Progression von kardiovaskulären Erkrankungen sein. 

Auch hier wird miR-1 eine prognostische Fähigkeit zur Erkennung der Atherosklerose 

zugesprochen. 

Li und Cai beschreiben in einer Studie im Jahre 2024 die Bedeutung von miR-1 und 

anderen microRNAs in der Entstehung der diabetischen Retinopathie sowie der 

Atherosklerose und es werden die Gene NOX4 und PARP14 als potentielle Biomarker 

für die beiden Erkrankungen identifiziert (C. Li & Cai, 2024). Es zeigt sich also, dass 

miR-1 eine wichtige Bedeutung hat im physiologischen Prozess der Atherosklerose. 
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4.4 Die Rolle von miR-22 und miR-143 

Über die Rolle von miR-22 und -143 lässt sich nach meinen Untersuchungen keine 

genaue Aussage treffen, da das jeweilige AntagomiR nicht die Expression von miR22 

oder -143 reduzieren konnte. Die AntagomiRe nehmen also keinen Einfluss auf die 

Expression dieser beiden microRNAs.  Gründe hierfür könnten in einer erhöhten 

Stabilität der miRs liegen oder in einer schlechten Passgenauigkeit der AntagomiRe. 

Interessanterweise kommt es trotzdem zu einer erhöhten Expression von CD14 unter 

beiden AntagomiRen. Dieser Effekt muss jedoch unspezifisch sein, da die Expression 

von miR-22 und -143 unter diesen Bedingungen unverändert ist. Aufgrund dieser 

unspezifischen Effekte wird in der Diskussion nicht weiter auf die Funktion dieser beiden 

miRs in der Atherosklerose eingegangen.  

 

4.5 Reduktion der Makrophagen-Differenzierung als führende Rolle aller 

untersuchten miRs 

Führt man eine gleichzeitige Gegenregulation der miR-Expression unter PMA mit allen 

AntagomiRen und AgomiRen in einem Ansatz durch, so kommt es zu einer Induktion der 

CD14-mRNA Expression und somit einer verstärkten Makrophagendifferenzierung. Die 

Induktion ist jedoch nicht so stark ausgeprägt wie in den einzelnen Ansätzen. Dies könnte 

daran liegen, dass der Einsatz von AntagomiR-92a die CD14-mRNA Expression 

reduziert, und somit der Erhöhung der CD14-mRNA Expression durch die anderen 

AntagomiRe und AgomiRe entgegenwirkt und somit schwächt. Trotzdem kommt es 

insgesamt zu einer erhöhten CD14-mRNA Expression unter allen Anta-/AgomiRen. 

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die differenziellen miR-Expressionen unter PMA 

eher als Schutzmechanismus gegen eine Makrophagendifferenzierung wirken; denn unter 

Antagonisierung ihrer Expression verstärkt sich die CD14 Expression und 

Makrophagendifferenzierung. 

 

4.6 Limitationen der Arbeit 

Ein limitierender Faktor dieser Arbeit liegt im Versuchsdesign und den 

Laborbedingungen. Die Versuche werden an immortalisierten THP-1 Zellen 

durchgeführt. THP-1 Zellen sind Monozyten, welche ursprünglich aus dem Blut eines 

Patienten mit monozytärer Leukämie stammen. Sie haben die Fähigkeit sich in 

Makrophagen zu differenzieren. In dieser Studie werden THP-1 Zellen mit PMA zu 
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Makrophagen stimuliert. Die Interaktionen mit anderen Zellen und Geweben hat in 

diesem Studiendesign demnach keinen Einfluss auf die Expression der untersuchten 

microRNAs.  

Eine Gesamtdarstellung der in-vivo stattfindenden physiologischen und 

pathophysiologischen Prozesse ist somit nicht gegeben. In weiteren Studien könnte man 

die Expression der microRNAs zu verschiedenen Zeitpunkten der Atherosklerose in 

lebenden Tieren oder Menschen aus peripherem Blut und aus entnommenen Gefäßen mit 

Atherosklerose untersuchen und die Veränderungen antagonisieren. Dies könnte 

Aufschlüsse darüber geben, welche microRNAs in den verschiedenen Phasen hoch- und 

runterreguliert sind und könnte die verschiedenen Ergebnisse der oben genannten Studien 

näher beleuchten und erklären. 

 

4.7 Ausblick 

Im Jahre 2024 erhielten die Molekularbiologen Victor Ambros und Gary Ruvkun den 

Nobelpreis für Physiologie für die Entdeckung der microRNA. Ihre ersten Ergebnisse 

wurden im Jahre 1993 veröffentlicht. Seit Beginn des 21. Jahrhunderts weiß man, dass 

microRNAs auch im menschlichen Organismus eine nicht unerhebliche Rolle spielen. 

Aktuell werden viele Studien an mircoRNAs durchgeführt. Anhand der großen Menge 

der vorhandenen Review-Artikel, die es zu den verschiedenen microRNAs gibt, kann 

man die zunehmende Relevanz erkennen. Neben der physiologischen Relevanz 

beispielsweise in der Modulation der Immunfunktion durch die Beeinflussung von 

Lymphozyten- und Monozytenproliferation spielen microRNAs vor allem in der 

Pathophysiologie eine wichtige Rolle. Neben der Atherosklerose sind hier vor allem die 

Entstehung von Tumoren und andere Herzkreislauferkrankungen zu nennen. 

Das zentrale Thema dieser Arbeit ist die Atherosklerose. Meine Ergebnisse in 

Monozytenzellkultur deuten auf eine Bedeutung von let-7f, miR-92a und miR-1 in der 

Makrophagendifferenzierung und somit bei atherosklerotischen Prozesse hin. Dies muss 

jedoch in weiteren in-vivo-Studien bestätigt werden. Aufgrund der vielfältigen 

Wirkungsweise dieser miRs, müssen Wege einer zellspezifischen Modulation im 

Organismus gefunden werden, um deren therapeutische Einsatzmöglichkeit gegen 

atherosklerotische Prozesse verwirklichen zu können.   
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5 Zusammenfassung 
Die Erforschung von microRNAs verspricht in Zukunft bahnbrechende Ergebnisse in der 

Diagnose und Therapie von Erkrankungen zu liefern. Sie beteiligen sich auch an der 

Entstehung der Atherosklerose, welche den Grundpfeiler für kardiovaskuläre 

Erkrankungen bildet. Ein wesentlicher Schritt bei der Entstehung der Atherosklerose ist 

die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen. Die hier vorgelegte Studie 

untersucht die Expression ausgewählter microRNAs während der Monozyten-

Makrophagen-Differenzierung. 

Die Untersuchung erfolgte an THP-1 Zellen, einer monozytären Zelllinie. Unter 

Stimulation der Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (5ng /ml PMA) differenzierten 

diese zu Makrophagen, was schon mikroskopisch an einem veränderten Phänotyp mit 

Pseudopodien und polymorpher Erscheinungsform zu erkennen war. Auch die CD14-

mRNA Expression, als Marker für die Makrophagendifferenzierung, zeigte eine 

signifikante Erhöhung nach 72-stündiger PMA-Stimulation. Unter dieser PMA-

Stimulation wurden Expressionen verschiedener microRNAs analysiert. let-7f und miR-

92a wurden unter PMA-Gabe runterreguliert. Eine Hochregulation erfuhren miR-1, miR-

22 und miR-143. Die Expression von miR-21, miR-99a und miR-223 blieb unverändert. 

Die unter PMA-Gabe runterregulierten microRNAs, let-7f und miR-92a, zeigten nach 

Transfektion mit ihren jeweiligen AgomiRen einen Anstieg der Expression in den 

behandelten Zellen. AgomiR-let-7f steigerte die CD14-mRNA Expression, wohingegen 

der Einsatz von AgomiR-92a dazu führte, dass die CD14-mRNA Expression unter PMA 

reduziert wurde. Unter den AntagomiRen bewirkte lediglich AntagomiR-1 eine 

signifikante Erniedrigung der miR-1 Expression unter PMA. Unter diesen Bedingungen 

stieg die CD14-mRNA Expression. Die Makrophagendifferenzierung ist demnach bei 

niedriger miR-1 Expression verstärkt. 

Schlussfolgernd kann man sagen, dass von den untersuchten microRNAs let-7f, miR-92a 

und miR-1 die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen unter PMA-Gabe 

beeinflussen. Verhindert man den Abfall von miR-92a, so wird die CD14-mRNA 

Expression und somit die Makrophagendifferenzierung reduziert. Dagegen bewirkt eine 

Reduktion von let-7f oder miR-1 eine erhöhte CD14-mRNA Expression, was auf eine 

verstärkte Differenzierung zu Makrophagen hinweist. Somit könnte eine Modulation der 

miR-1, miR-92a oder let-7f Expression therapeutisch genutzt werden, um 

atherosklerotische Vorgänge zu reduzieren.  



 50 

6 Summary 
The research about microRNAs promises to deliver groundbreaking results in the 

diagnosis and therapy of diseases in the future. micrRNAs also participate in the 

development of atherosclerosis, which is the cornerstone of cardiovascular disease. An 

important step in the development of atherosclerosis is the differentiation of monocytes 

to macrophages. The study presented here examines the expression of selected 

microRNAs during monocyte-macrophage differentiation. 

The experiments were performed on THP-1 cells which are human monocytes derived 

from the blood of a patient with monocytic leukemia. The cells were cultured and treated 

with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA). PMA stimulates monocytes to M0 

macrophages. In comparison to the native round and homologous monocytes the PMA 

stimulated cells show a microscopically altered phenotype with pseudopodia and 

polymorphic appearance. The CD14 PCR shows a significant increase of CD14 mRNA 

after 72 hours of PMA stimulation. These results indicate the successful differentiation 

into M0 macrophages. 

Next, PCR was used to determine which of the microRNAs analyzed were downregulated 

and which were upregulated after PMA stimulation. The results show that let-7f and miR-

92a were downregulated, and miR-1, miR-22 and miR-143 were upregulated. The 

expression of miR-21, miR-99a, and miR223 remained unchanged. The downregulated 

microRNAs let-7f and miR-92a show an increase in expression in the treated cells after 

transfection with their respective agomiRs. On the other hand, the CD14 mRNA 

expression behaves differently with let-7f and miR-92a agomiRs. The use of agomiR-let-

7f leads to a significant increase in CD14 mRNA expression, whereas the use of agomiR-

miR-92a leads to a decrease in CD14 mRNA expression. The use of antagomiRs only 

shows a significant decrease in miR-1. The CD14 mRNA expression increases when the 

miR-1 concentration is reduced by transfection with antagomiR-1. So the macrophage 

differentiation is increased at low miR-1 levels.  

In conclusion, let-7f, miR-92a and miR-1 influence the differentiation of monocytes into 

macrophages. When the decrease of miR-92a is prevented under PMA stimulation, CD14 

mRNA expression is reduced. In contrast, a reduction of let-7f or miR-1 results in 

increased CD14 mRNA expression, which indicates increased differentiation into 

macrophages. Thus, modulation of miR-1, miR-92a or let-7f expression could be used 

therapeutically to reduce atherosclerotic processes. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
3’UT-Region 3‘ untranslatierter Bereich 

Aqua dest. Aqua destillata, destillierstes Wasser 

CCL-19 Chemokine ligand 19 

CCL-21 Chemokine ligand 21 

CD Cluster of differentiation 

CD40L CD40-Ligand 

cDNA complementary DNA, komplementäre DNA 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

Cq-Wert Quantifizierungszyklus 

CrP C-reaktives Protein 

DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganisemn und Zellkulturen 

Fas-L Fas-Ligand 

FCS fetal bovine serum, fetales Kälberserum 

Gas6 Growth arrest-specific 6 (Gen) 

GPI-Anker Glykosylphosphatidylinositol-Anker 

hprt Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 

IL Interleukin 

INFg Interferon g 

INFb Interferonb 

KHK Koronare Herzkrankheit 

KLF-4 Kruppel-like Faktor-4 

LBP Lipopolysaccharid bindendes Protein 

LDL Low-density Lipoprotein 

LOX-1 Lectin-like oxidized LDL-Rezeptor-1 

LPS Lipopolysaccharid 

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor 

MerTK Mer Proto-Onkogen, Tyrosin Kinase (Gen) 

miR microRNA 

miRNA microRNA, microRibonukleinsäure 

MMP-2 Matrix-Metalloprotease-2 

MMP-9 Matrix-Metalloprotease-9 
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mRNA messenger-RNA, Boten-Ribonukleinsäure 

MyD88 Myeloid differentiation factor 88 

NFkB Nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells 

NLRP3  Caspase-1-activated nucleotide-binding domain and leucin-rich 

repeat pyrin domain containing 3 

NO Stickstoffmonoxid 

Opti-MEM Kulturmedium, Minimum Essential Medium 

PBS phosphate-buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 

pre-microRNA Precursor-microRNA 

pri-microRNA primäre microRNA 

PRR Pattern Recognition Rezeptoren 

PSGL-1 P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 

RNase Ribonuklease 

RPMI Zellkulturmedium, entwickelt am Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR Real-time PCR 

SNORD44 small nucleolar RNA, C/D Box 44, RNA Gen 

SR-A Scavenger Rezeptor A 

SR-B1 Scavenger Rezeptor B Typ 1 

SR-PSOX  Scavenger Rezeptor für Phosphatidylserin und oxidiertes 

Lipoprotein 

TAE Tris-Acetat-EDTA Puffer 

TGFb Transforming growth factor b 

TLR Toll-like-Rezeptor 

TNFa Tumornekrosefaktor a 

TRIF Toll-like-Rezeptor domain containing adaptor 

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1 

VLA-4 Very-late antigen 4 
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