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Referat 

 

Die Differenzierung von Makrophagen zum M1- bzw. M2-Typ ist für die erfolgreiche Be-

kämpfung von Pathogenen und die Aufrechterhaltung der Gesundheit von zentraler Be-

deutung. Es ist bekannt, dass die Differenzierungskontrolle sowohl auf transkriptioneller 

als auch auf posttranskriptioneller Ebene stattfindet. Während die Vorgänge auf Ebene 

der Transkription in der Literatur bereits ausführlich beschrieben worden sind, besteht 

hinsichtlich der Kontrolle der Makrophagendifferenzierung auf posttranskriptioneller 

Ebene erheblicher Klärungsbedarf. Zentrale Vermittler der posttranskriptionellen Regu-

lation sind nicht-kodierende kleine RNA-Moleküle, die sogenannten miRNAs. miRNAs 

gewährleisten die Feinabstimmung der Genexpression, indem sie die Stabilität und die 

Translationseffizienz von proteinkodierenden mRNAs beeinflussen. Die Interaktion zwi-

schen miRNA und mRNA basiert auf partieller Komplementarität, so dass eine einzelne 

miRNA die Expression von Hunderten von verschiedenen mRNAs beeinflussen kann. 

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung verändert exprimierter miRNAs nach M1-Diffe- 

renzung durch gram-positive Stimulation. Durch Screening mittels Next Generation Se- 

quencing (NGS)-Technologie und anschließender Validierung mittels Droplet Digital™ 

PCR (ddPCR) wurden 4 miRNAs ermittelt, welche in Folge einer gram-positiven Stimu-

lation der Makrophagen signifikant aufreguliert waren: miR-7a-5p, miR-148a-3p, miR-

155-5p und miR-351-5p. Mittels in silico-Analyse wurde bestätigt, dass die Gene von 

miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-155-5p Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor 

AP-1 enthalten. Dieser Transkriptionsfaktor wird bekanntermaßen nach gram-positiver 

Stimulation über den RAC1-PI3K-Akt-Signalweg und den MYD88-abhängigen Signal-

weg aktiviert, wodurch eine direkte Verbindung zwischen Stimulationsereignis und Ex-

pressionsänderung der miRNAs gegeben ist. Zudem zeigten die Ergebnisse der in silico-

Analyse, dass die aufregulierten miRNAs auf Inhibitoren der NFB-Aktivierung (z.B. 

CHUK und NFKBIB) und Mediatoren der M2-Differenzierung (z.B. AKT1, CREB1, 

CEBPB, SOCS1 und FOSL2) abzielen. Dies ist ein klarer Hinweis auf einen miRNA-

vermittelten, selbstverstärkenden Effekt des RAC1-PI3K-Akt-Signalweges und des 

MYD88-abhängigen Signalweges. In der Summe wird in der vorliegenden Arbeit ein 

neuer posttranskriptioneller Mechanismus beschrieben, über welchem die Differenzie-

rung von Makrophagen zum M1-Typ nach gram-positiver Stimulation begünstigt wird. 

 

Riechert, Georg: Einfluss gram-positiver Stimuli auf die miRNA-Expression von Makro-

phagen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 72 Seiten, Erscheinungsjahr 2023
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1. Einleitung 

 

1.1 Makrophagen 

 

Makrophagen sind Zellen der angeborenen Immunabwehr, welchen eine entscheidende 

Rolle bei der Erkennung und Beseitigung von Krankheitserregern und Zelldebris zu-

kommt. (Martinez et al. 2008). Kennzeichnend ist eine phänotypische Plastizität. In Ab-

hängigkeit von äußeren Stimuli erfolgt eine Differenzierung in verschiedene Subtypen, 

welche sich hinsichtlich Funktion unterscheiden (Abbildung 1) (Shapouri-Moghaddam et 

al. 2018). Entsprechend hat die Regulation der Makrophagendifferenzierung grundle-

gende Bedeutung für die Kontrolle von Pathogenen sowie die Aufrechterhaltung der 

menschlichen Gesundheit. Eine Dysregulation wirkt sich sowohl auf akute als auch chro-

nische Entzündungsreaktionen aus und wird mit pathophysiologischen Prozessen bei 

der Entstehung und Aufrechterhaltung von onkologischen Erkrankungen, Autoimmun-

prozessen, Allergien, Adipositas, Atherosklerose und parasitären Erkrankungen in Ver-

bindung gebracht (Sica und Mantovani 2012; Zhou et al. 2014; Orecchioni et al. 2019). 

 

1.1.1 Terminologie 

 

Funktionell werden 2 Subtypen von Makrophagen unterschieden: der klassisch aktivierte 

M1-Phänotyp sowie der alternativ aktivierte M2-Phänotyp (Abbildung 1) (Chávez-Galán 

et al. 2015). M1-Makrophagen wirken proinflammatorisch und setzen die Zytokine Inter-

leukin-1ß (IL-1ß), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interferon-γ (IFN-γ) sowie reaktive 

Stickstoff- und Sauerstoffspezies frei (Abbildung 1). Durch die ausgeschütteten Zytokine 

wird die Entzündungsreaktion verstärkt und die erworbene Immunantwort gefördert. Die 

ausgeschütteten reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies (Abbildung 1) wirken direkt 

antimikrobiell, bedingen aber auch Zellschäden im Rahmen der akuten Pathogenab-

wehr. Zudem sind M1-Makrophagen durch eine verstärkte Antigenpräsentation sowie 

antivirale Effekte gekennzeichnet. Somit nehmen sie eine entscheidende Rolle in der 

akuten Entzündungsreaktion ein (Martinez und Gordon 2014; Atri et al. 2018; Shapouri-

Moghaddam et al. 2018) M2-Makrophagen wirken hingegen antiinflammatorisch und 

setzen antientzündliche Zytokine, wie IL-10 und transformierenden Wachstumsfaktor-β 

(engl. transforming growth factor-β, TGF-ß) frei (Abbildung 1). Makrophagen des M2-

Typs sind zudem durch eine hohe Phagozytoseaktivität gekennzeichnet (Abbildung 1) 

und nehmen eine Schlüsselrolle in der Förderung der Wundheilung ein, indem sie 
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apoptotische Zellen beseitigen und mittels der von ihnen ausgeschütteten Botenstoffe 

die Angiogenese und die Fibrose fördern. M2-Makrophagen, dämpfen die akute Immun-

antwort und verhindern somit eine pathologisch überschießende Immunreaktion (Sica 

und Mantovani 2012; Martinez und Gordon 2014; Shapouri-Moghaddam et al. 2018). 

 

1.1.2 Differenzierung von Makrophagen 

 

Die Differenzierung der naiven Monozyten zu Makrophagen des M1- bzw. M2-Phäno-

typs wird durch die Bindung äußerer Stimuli an Membranrezeptoren der Immunzellen 

induziert. Die Weiterleitung des Signals erfolgt über intrazelluläre Signalkaskaden, wel-

che regulierend auf die Genexpression der Makrophagen einwirken. Die Änderungen im 

Proteinexpressionsprofil resultieren in funktionellen Anpassungen und der Ausbildung 

eines spezialisierten Phänotyps. Die klassische Aktivierung und damit Differenzierung 

zum M1-Makrophagen wird unter anderem durch bakterielle Zellwandbestandteile 

(gram-positive Bakterien: Lipoteichonsäure (engl. lipoteichoic acid, LTA); gram-negative 

Bakterien: Lipopolysaccharid (engl. lipopolysaccharide, LPS), IFN-γ, und den Gra-

nulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (engl. granulocyte macrophage 

colony-stimulating factor, GM-CSF) bewirkt (Abbildung 1). Eine alternative Aktivierung 

und Differenzierung zum M2-Phänotyp wird hingegen durch den Kolonie-stimulierenden 

Faktor 1 (engl. colony stimulating factor 1, CSF1), TGF-ß, die Interleukine IL-4, IL-10 

und IL-13, sowie Infektionen mit Helminthen ausgelöst (Abbildung 1) (Chávez-Galán et 

al. 2015; Shapouri-Moghaddam et al. 2018).  

 

1.2 Regulation der Makrophagendifferenzierung 

 

Die Differenzierung von Makrophagen in den M1- bzw. M2-Typ wird sowohl auf der 

Ebene der Transkription als auch posttranskriptionell reguliert.  

Die Transkription beinhaltet das Umschreiben der in der DNA gespeicherten gene-

tischen Information in ein Transkript, die sogenannte Boten-RNA (engl. Messenger RNA, 

mRNA), welches Ausgangspunkt der Synthese von Genprodukten (d.h. von Proteinen) 

ist. Die nach Detektion bakterieller Stimuli induzierten Signalkaskaden münden in der 

Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren, welche Einfluss auf die Transkriptions-

rate bestimmter Gene nehmen. Durch Interaktion mit spezialisierten Abschnitten der 

Promotorregion, den Enhancern oder Silencern, regulieren spezifische Transkriptions-

faktoren direkt die Menge einer mRNA. Die Beeinflussung der Makrophagendifferenzie- 
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Abbildung 1: Differenzierung und Signaltransduktion von Makrophagen  (selbst 
erstellte Übersicht auf Grundlage von Lawrence und Natoli 2011; Juhas et al. 2015) 

 

rung mittels Modulierung der mRNA-Synthese wird als transkriptionelle Regulation be-

zeichnet. Für die Differenzierung zum M1-Phänotyp sind vor allem die Transkriptions-
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faktoren Kernfaktor kappa B (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells, NFκB) und Aktivator-Protein-1 (engl. activating protein 1, AP-1) ver-

antwortlich. Weitere bedeutsame Transkriptionsfaktoren für die Ausbildung von M1-Ma-

krophagen sind Signaltransducer und Aktivator der Transkription 1 (engl. signal 

transducer and activator of transcription, STAT) und Interferon-Regulationsfaktor 5 (engl. 

Interferon regulatory factor, IRF) (Abbildung 1) (Lawrence und Natoli 2011; Juhas et al. 

2015). Mit der Differenzierung von M2-Makrophagen werden hingegen die Transkripti-

onsfaktoren IRF4, STAT6 sowie Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma 

(engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARγ) in Verbindung ge-

bracht (Abbildung 1) (Lawrence und Natoli 2011; Juhas et al. 2015).  

Von der transkriptionellen Regulation ist die posttranskriptionelle Regulation abzugren-

zen. Hier wird die Genexpression durch Interaktion mit der bereits transkribierten mRNA 

beeinflusst, wobei sowohl die Stabilität der mRNA als auch die Effizienz der Translation 

verändert sein kann (Filipowicz et al. 2008). Die posttranskriptionelle Regulation wurde 

erstmals im Jahr 1993 in Zusammenhang mit der Beschreibung kleiner nicht-kodieren-

der RNAs, den Mikro-Ribonukleinsäuren (engl. micro RNA, miRNA), beschrieben (Lee 

et al. 1993) und ist Gegenstand aktueller Forschung. Während die Regulation der Makro-

phagendifferenzierung durch transkriptionelle Regulation bereits gut verstanden ist, ste-

hen detaillierte Kenntnisse zu den posttranskriptionellen Mechanismen bislang aus. 

  

1.2.1 Einfluss bakterieller Stimuli 

 

Makrophagen exprimieren auf ihrer Zelloberfläche verschiedene Rezeptoren zur Detek-

tion einer bakteriellen Infektion. Von besonderer Bedeutung sind die Vertreter der Toll-

artigen Rezeptorfamilie (engl. Toll-like receptors, TLR) (Abbildung 1). Die nach TLR-Ak-

tivierung induzierten Signalkaskaden und nachfolgenden Prozesse sind bereits umfas-

send beschrieben.  

Für die Erkennung von LTA, einem Zellwandbestandteil gram-positiver Bakterien, ist 

TLR2 von Bedeutung, welcher nach Bindung seines Liganden Heterodimere mit TLR1 

oder TLR6 bildet. Das Adaptermolekül ras-verwandtes C3 Botulinum Toxinsubstrat 1 

(engl. ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, Rac1) vermittelt die Weiterleitung des 

Signals über die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (engl. phosphatidylinositol-

4,5-bisphosphate 3-kinase, PI3K) sowie der AKT Serin/Threonin-Kinase (engl. AKT 

serine/threonine protein kinase), Akt) im Rahmen des RAC1-PI3K-Akt-Signalweges (Ab-

bildung 1). Ein zweiter wichtiger Signalweg, der sogenannte MYD88-abhängige Signal-

weg, beginnt mit dem Adapterprotein Myeloides Differenzierungsprotein 88 (engl. 
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myeloid differentiation primary response 88, MyD88), welches die Interleukin-1-Rezep-

tor-assoziierten Kinasen 1 und 4 (engl. interleukin-1 receptor-associated kinase, IRAK) 

aktiviert (Abbildung 1) (Ogata et al. 1999; Takeda und Akira 2004; Takeda und Akira 

2015). Beide Signalwege münden in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 

und NFκB, welche wie bereits ausgeführt, die Differenzierung der Makrophagen zum 

M1-Phänotyp vermitteln (Abbildung 1). 

Die Bindung von LPS, einem Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien, erfolgt 

durch das Membranprotein Cluster der Differenzierung CD14 (engl. cluster of 

differentiation 14, CD14), welches daraufhin mit TLR4 interagiert (Ogata et al. 1999; 

Takeda und Akira 2004; Takeda und Akira 2015). Zwei TLR4-Rezeptoren bilden an-

schließend ein Homodimer, welches mit MyD88 interagieren kann. Über MyD88 wird das 

Signal intrazellulär weitergeleitet, wodurch IRAK 1 und IRAK 4 aktiviert werden (Abbil-

dung 1). In der Folge werden die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB wirksam, 

wodurch die Ausprägung des M1-Phänotyps induziert wird (Abbildung 1) (Ogata et al. 

1999; Takeda und Akira 2004; Takeda und Akira 2015).  

 

1.2.2 Einfluss von PUFA 

 

Unter mehrfach ungesättigten Fettsäuren (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA) wer-

den Fettsäuren verstanden, die multiple Doppelbindungen enthalten. Nach Position der 

ersten Doppelbindung, gezählt vom Kohlenstoffatom, dass sich am gegenüberliegenden 

Ende der Carboxylgruppe befindet, werden verschiedene PUFA-Familien (n3, n6, n7, 

n9) unterschieden (Wiktorowska-Owczarek et al. 2015; Waehler 2021). Immunologisch 

bedeutsam sind vor allem Vertreter der n3- und n6-PUFA, wie Dokosahexaensäure 

(engl. docosahexaenoic acid, DHA) und Arachidonsäure (engl. arachidonic acid, AA) 

(Christie und Harwood 2020). DHA gehört zur n3-Familie und weist bei einer Ketten-

länge von 22 C-Atomen 6 Unsättigungen auf (Formel: C22:6n3) (Shahidi und 

Ambigaipalan 2018). Ebenfalls hochgradig ungesättigt ist die n6-PUFA AA (Formel: 

C20:4n6) (Innes und Calder 2018). Bisherige Untersuchungen zeigen, dass beide Fett-

säuren die Makrophagenfunktion beeinflussen. Supplementierung von Makrophagen mit 

DHA oder AA reduziert die Expression von proinflammatorischen Zytokinen, erhöht die 

Phagozytoserate der Immunzellen und fördert die Differenzierung zum M2-Phänotyp 

(Schoeniger et al. 2011; Adolph et al. 2012; Kawano et al. 2019). 

Den antiinflammatorischen Effekten der PUFA liegen mehrere Mechanismen zu Grunde. 

PUFA sind Ausgangspunkt für die Synthese von Eikosanoiden und Resolvinen, welche 

als Immunmodulatoren unmittelbar auf den Aktivitätszustand von Immunzellen Einfluss 
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nehmen (Calder 2008; Serhan et al. 2008). Eikosanoide wirken proinflammatorisch. In-

teressanterweise sind Eikosanoide, welche von PUFA der n3-Familie abgeleitet sind, 

weniger effektstark als die ausgehend von n6-PUFA synthetisierten Eikosanoide (Calder 

2001). Resolvine sind unabhängig von der Art der PUFA, aus denen sie synthetisiert 

wurden, stets antiinflammatorisch wirksam (Abdolmaleki et al. 2020). Darüber hinaus 

sind n3-PUFA Liganden der Rezeptoren PPARγ und G-Protein gekoppelten Rezeptor 

120 (engl. G-protein coupled receptor 120, GPR120), welche nachweislich die Differen-

zierung von Makrophagen zum M2-Phänotyp vermitteln (Calder 2008; Da Oh et al. 

2010). Diskutiert wird zudem eine Beeinflussung zellulärer Signaltransduktionsprozesse 

durch PUFA. Supplementierte PUFA werden in die Membran von Makrophagen einge-

baut, wodurch die Zusammensetzung der Membran moduliert wird. Besonders ausge-

prägte Effekte finden sich in den lipid rafts (Calder 2008; Serhan et al. 2008; Da Oh et 

al. 2010). Lipid rafts sind spezialisierte Membrandomänen, welche als Plattform für Sig-

nalkaskaden dienen. Eine Anreicherung von PUFA in den lipid rafts, welche typischer-

weise reich an gesättigten Fettsäuren sind, beeinflusst die Membranlokalisation von Re-

zeptorproteinen und wirkt sich nachweislich negativ auf die nach LPS-Stimulation in der 

Membran stattfindende Komplexbildung von TLR4 und CD14 aus (Schoeniger et al. 

2016). Im Gegensatz dazu wurde bei gram-positiver Stimulation kein Effekt einer PUFA-

Supplementierung auf die Heterodimerenbildung von TLR2 mit TLR1 bzw. TLR6 beob-

achtet (Hellwing et al. 2018). 

Nach der Entdeckung von miRNAs als posttranskriptionelle Regulatoren der Genexpres-

sion, wurden in einem Rattenmodell erste Effekte einer PUFA-Supplementierung auf das 

miRNA-Profil gezeigt (Zheng et al. 2015). Dies führte zur Formulierung der Hypothese, 

dass die nach PUFA-Supplementierung veränderte Lipidzusammensetzung der Zell-

membranen die Genexpression im Rahmen eines inflammatorischen Geschehens nicht 

nur auf transkriptioneller sondern auch auf posttranskriptioneller Ebene beeinflussen 

könnte (Schumann 2016). Diese Hypothese wurde aber bisher nicht experimentell über-

prüft. 

 

1.3. miRNAs 

 

Als miRNAs wird eine eigene Gruppe Ribonukleinsäuren (engl. ribonucleic acid, RNA) 

mit einer Länge von 19 bis 24 Nukleotiden bezeichnet, die vorrangig als posttranskriptio-

nelle Regulatoren der Genexpression fungieren (Jonas und Izaurralde 2015). miRNAs 

interagieren mit der mRNA durch Bindung an (partiell) komplementäre Zielsequenzen, 

woraus eine negative Beeinflussung der Translation resultiert. Zudem wurde gezeigt, 
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dass durch die Interaktion mit der mRNA Faktoren rekrutiert werden, die die mRNA-

Stabilität reduzieren und zum mRNA-Abbau führen. Seit der Entdeckung der ersten 

miRNA „lin-4“ in einem Nematoden durch Lee und Kollegen im Jahr 1993 (Lee et al. 

1993) wurden stetig neue miRNAs auch beim Menschen identifiziert. Die im Jahr 2002 

etablierte Datenbank miRBase listet in ihrem aktuellen Release 22.1 insgesamt 38589 

Vorläufer-miRNAs sowie 48860 reife miRNAs aus 271 verschiedenen Organismen auf 

(Kozomara et al. 2019; miRBase 10.09.2022). In der Datenbank werden außerdem In-

formationen zu den miRNA-Sequenzen, Nomenklatur sowie Zielgenen gesammelt 

(Griffiths-Jones 2004; Griffiths-Jones et al. 2008; miRBase 10.09.2022). Die Zunahme 

der Anzahl identifizierter miRNAs in den letzten Jahrzenten spiegelt das wachsende In-

teresse und die Bedeutung der miRNAs in der aktuellen Forschung wider. 

 

1.3.1 Terminologie 

 

Für die Terminologie der miRNAs wurde im Sinne einer Standardisierung ein einheitli-

ches System etabliert (Ambros et al. 2003; Griffiths-Jones 2004; Griffiths-Jones et al. 

2006; Griffiths-Jones et al. 2008). Vorangestellt wird eine Kennzeichnung des Organis- 

mus, in dem die miRNA exprimiert wird. Das Präfix „hsa“ steht für Homo sapiens, kenn-

zeichnet also eine humane miRNA. Bei murinen miRNAs wurde der Terminus „mmu“ für 

Mus musculus festgelegt. Dem Präfix folgt der Begriff „miR“ bzw. „mir“, wobei „miR“ für 

eine reife mRNA verwendet wird, während „mir“ sowohl für das miRNA-Gen als auch die 

Vorläufer-miRNA steht (Desvignes et al. 2015; Jonas und Izaurralde 2015). miRNAs 

werden numerisch aufsteigend in der Reihenfolge benannt, in der sie entdeckt bzw. erst-

beschrieben wurden. Bei einigen miRNAs gibt es verschiedene Mitglieder einer Familie, 

die alphabetisch von „a“ beginnend bezeichnet werden, wobei der Buchstabe an die Zahl 

der Erstbeschreibung angehängt wird (Desvignes et al. 2015). Der letzte Teil der Be-

zeichnung kennzeichnet die zueinander komplementären miRNAs die im Prozess der 

Reifung aus der doppelsträngigen prä-miRNA hervorgehen. Der Terminus „5p“ steht da-

bei für das 5‘ Ende der Vorläufer-miRNA, während „3p“ das komplementäre 3‘ Ende 

beschreibt (Griffiths-Jones et al. 2011; Jonas und Izaurralde 2015). 

 

1.3.2 Analyse der zellulären miRNA Expression 

 

Der Nachweis und die Quantifizierung von miRNAs erfordert je nach Zielstellung ver-

schiedene, in der Umsetzung anspruchsvolle, labortechnische und bioinformatische Me-

thoden. Zum Einsatz kommen die Sequenzierung, Hybridisierungstechniken auf Basis 
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von Microarrays sowie die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Real-Time 

PCR) (Kolbert et al. 2013; Saliminejad et al. 2019). Sequenzierung und Hybridisierung 

werden vorrangig zum Screenen nach potenziell interessanten miRNA-Kandidaten ge-

nutzt. Zur Validierung identifizierter Expressionsunterschiede von miRNAs steht laut der 

microRNA quality control (miRQC)-Studie mit der Real-Time PCR eine geeignetere Me-

thode zu Verfügung (Mestdagh et al. 2014).  

Die Sequenzierung der nächsten Generation (engl. next generation sequencing, NGS) 

ermöglicht es, sowohl bekannte als auch neue miRNAs zu identifizieren. Es ist möglich, 

die genaue Sequenz zu analysieren und miRNA-Varianten zu differenzieren, die sich 

hinsichtlich einzelner Nukleotide oder in der Isomer-Länge unterscheiden (Pritchard et 

al. 2012). Aufgrund der hohen Sensitivität eignet sich die Sequenzierung insbesondere 

zum miRNA-Screening. Die gewonnenen umfangreichen Datensätze müssen bioinfor-

matisch aufgearbeitet und analysiert werden (Pop und Salzberg 2008). Ein wesentlicher 

Schritt ist das sogenannte Alignment, bei welchem die bei der Sequenzierung erhaltenen 

„reads“ einem Referenzgenom zugeordnet werden. 

Hybridisierungsverfahren mit Microarrays basieren auf der von Watson und Crick be-

schriebenen Eigenschaft der komplementären Basenpaarung von Nukleinsäuren (Kong 

et al. 2009). Für die Verwendung der Microarrays musst daher die nachzuweisende 

miRNA-Sequenz bekannt sein. Außerdem kann im Gegensatz zu Sequenzierungsver-

fahren die Auswahl der zu analysierende miRNAs in Microarrays nachträglich nicht mehr 

geändert oder erweitert werden. Genutzt werden Microarrays sowohl für das Screenen 

nach bekannten miRNAs als auch zum Nachweis von Änderungen in der miRNA-Ex-

pression (Git et al. 2010).  

Zur Validierung von Expressionsänderungen von miRNAs kommt in der Regel die Real-

Time PCR zum Einsatz. Bei klassischen Verfahren der Real-Time PCR wird zur Auswer-

tung ein Referenzgen benötigt, dessen Expression unbeeinflusst durch die Bedingungen 

des Experimentes bleiben sollte (Wong und Medrano 2005). Um dies zu gewährleisten, 

muss experimentell nachgewiesen werden, dass das gewählte Referenzgen stabil und 

unabhängig von den äußeren Bedingungen exprimiert wird (Schmittgen und Zakrajsek 

2000; Reid et al. 2011; D’haene et al. 2012; Benz et al. 2013). Für miRNAs existieren 

keine universellen Referenzgene. Zudem ist bekannt, dass die in der Literatur mehrheit-

lich beschriebenen Referenzgene unter inflammatorischen Bedingungen Änderungen im 

Expressionsprofil zeigen (Reid et al. 2011). Entsprechend werden für die Analyse ent-

zündlicher Prozesse unterschiedliche Referenzgenkandidaten diskutiert (Schlosser et al. 

2015; Hirschberger et al. 2019; Link et al. 2019). Die Prüfung der generellen Nutzbarkeit 

dieser vorgeschlagenen miRNAs als Referenzgene steht aber noch aus. Eine neue Me-

thode zur Umgehung dieser Problematik ist die digitale Tröpfchen-PCR (engl. Droplet 
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Digital™ PCR, ddPCR) (Hindson et al. 2013). Bei der ddPCR wird die Probe auf ca. 

20.000 Wasser-in-Öl-Tropfen definierter Größe verteilt, in welchen die PCR-Reaktion 

erfolgt (Pinheiro et al. 2012). Durch Fluoreszenzmarkierung kann jeder Tropfen auf 

amplifizierte DNA untersucht werden. Die Anzahl der DNA-Kopien/µl Probe wird an-

schließend unter Annahme einer Poisson-Verteilung aus den gemessenen positiven und 

negativen Tropfen errechnet. Eine Normalisierung oder Kalibrierung mittels Kalibra-

torsubstanzen bzw. Referenzgen entfällt hierdurch (Huggett et al. 2013; Campomenosi 

et al. 2016) 

 

1.3.3 In silico-Methoden zur Analyse von miRNAs 

 

In silico-Methoden nutzen künstliche Intelligenz zur Generierung von Erkenntnissen 

(Ekins et al. 2007). Daten aus molekularen und klinischen Studien werden organisiert 

und analysiert, um Vorhersagen zu treffen (Yu 2008). Es existieren zahlreiche frei zu-

gängliche Datenbanken, mit deren Hilfe Informationen aus experimentell generierten Se-

quenzierdaten abgeleitet werden können (Murray et al. 2007). Zu den Datenbanken für 

die Analyse von miRNAs zählen unter anderem miRWalk 2.0 (http://zmf.umm.uni-hei 

delberg.de/apps/zmf/mirwalk2), ClueGO (https://apps. cytoscape.org/apps/cluego) und 

GeneCards (https://www.genecards.org).  

Die Datenbank miRWalk 2.0 stellt Basisinformationen zu miRNAs bereit, welche bislang 

bei den Spezies Mensch, Maus, Ratte, Kuh, Hund und Zebrafisch identifiziert wurden. 

Dies umfasst Identifikationsnummern, Genort, regulatorische Bindungsstellen und die 

Basensequenz der Haarnadelstrukturen (Dweep et al. 2014). Ferner werden experimen-

tell validierte sowie putative Zielgene gelistet (Sticht et al. 2018). Zur Identifizierung ex-

perimentell validierter Zielgene kommt ein Programm zum Einsatz, welches automatisch 

die Titel und Kurzbeschreibungen von in PubMed gelisteten wissenschaftlichen Fachar-

tikeln nach miRNAs durchsucht (Dweep et al. 2011) und die Ergebnisse mit Informatio-

nen aus den Datenbanken miRTarBase4.0, PhenomiR2.0, miR2Disease und HMDD2.0 

abgleicht (Dweep und Gretz 2015). Zur Ermittlung putativer Zielgene dient ein spezieller 

Algorithmus („TarPmiR“) (Ding et al. 2016; Sticht et al. 2018), dessen Ergebnisse um die 

Informationen aus 12 weiteren Datenbanken (Diana-microT, Diana-microT-CDS, 

miRanda, miRBridge, miRDB, miRMap, miRNAMap, doRiNA (PICTAR2), PITA, RNA22, 

RNAhybrid und Targetscan) ergänzt werden (Dweep und Gretz 2015). 

ClueGO führt ausgehend von einem Datensatz von miRNA-Zielgenen eine Anreiche-

rungsanalyse durch, in welcher Gencluster in funktionell gruppierte Netzwerke geordnet 

werden (Bindea et al. 2009). Die Analyse basiert auf Begriffen der Gen-Ontologie sowie 
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Informationen über den Ablauf biologischer Prozesse aus Datenverzeichnissen wie 

KEGG, WikiPathways und Reactome (Mlecnik et al. 2019). Neben der Darstellung der 

Ergebnisse in Netzwerken, Diagrammen und Tabellen erfolgt auch eine statistische Aus-

wertung (Bindea et al. 2009). 

Die Datenbank Genecards enthält eine Auflistung aller annotierten und vorgesagten hu-

manen Gene (Version 5.11; Stand Juni 2022: 337221 Gene). Es werden Informationen 

aus über 150 Datenquellen zusammengefasst, wodurch eine umfassende Analyse von 

miRNA-Genen ermöglicht wird (Safran et al. 2021). Dies beinhaltet die Ermittlung sämt-

licher bekannter Transkriptionsfaktoren, welche nachweislich die Expression einer be-

stimmten miRNA beeinflussen. 

 

1.4 miRNAs und Makrophagendifferenzierung 

 

Das miRNA-Expressionsprofil funktionell differenzierter Makrophagen ist in den letzten 

Jahren in den Fokus der Forschung gerückt. Mehrere Arbeitsgruppen haben unabhängig 

voneinander gezeigt, dass Makrophagen des M1- oder M2-Typs sich hinsichtlich der 

exprimierten miRNAs unterscheiden. In vergleichenden Studien wurden M1-Makropha-

gen mit einer erhöhten Expressionsrate von miR-125b, miR-127, miR-127-3p, miR-

146a-5p, miR-147b, miR-147-3p, miR-155-3p, miR-155-5p, miR-181a, miR-204-5p, 

miR-29b-3p miR-451, miR-9 und miR-9-5p sowie einer erniedrigten Expressionsrate von 

miR-125-5p, miR-143-3p, miR-145-5p und miR-146a-3p in Verbindung gebracht. Im Ge-

gensatz dazu wurden bei M2-Makrophagen die miRNAs let-7c, miR-124, miR-125a-5p, 

miR-125b-5p, miR-132, miR-146a, miR-193b-3p, miR-23a-5p, miR-27a-5p, miR-223, 

miR-34a, miR-511 und miR-99b als herauf- und die miRNAs miR-181a-5p, miR-181b-5p 

und miR-200a-3p als herunterreguliert beschrieben (Zhang et al. 2013b; Cobos Jiménez 

et al. 2014; Essandoh et al. 2016; Lu et al. 2016). 

Einschränkend ist jedoch festzuhalten, dass die als verändert exprimiert identifizierten 

miRNAs zwischen den Studien variierten. Einzig die verstärkte Expression von miR-155-

5p bei M1-Differenzierung wurde übereinstimmend berichtet. Die Varianzen zwischen 

den Studien, trotz Analyse differenzierter Makrophagen gleichen Phänotyps, weisen auf 

die Existenz weiterer Einflussfaktoren hin. Methodische Unterschiede der Studien lassen 

die Vermutung zu, dass sowohl die Herkunft der Zellen als auch die Art des Differenzie-

rungs-auslösenden Stimulus, bei gleichem resultierendem Phänotyp, einen Einfluss auf 

das miRNA-Expressionsprofil haben könnte.  

Die Differenzierung von Makrophagen zum M1-Typ wird von Zellwandbestandteilen 

gram-positiver wie auch gram-negativer Bakterien induziert. Bisherige Vorarbeiten zum 
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miRNA-Expressionsprofil nach M1-Differenzierung fokussierten auf die Effekte von LPS 

aus der Zellwand gram-negativer Bakterien, wobei Expressionsänderungen der miRNAs 

miR-9-5p, miR-27b-3p und miR-93-5p festgestellt wurden. Bei miR-9-5p und miR-27b-

3p wurde eine Aufregulation und bei miR-93-5p eine Herunterregulation beobachtet 

(Bazzoni et al. 2009; Jennewein et al. 2010; Xu et al. 2014). Interessanterweise beein-

flussen diese miRNAs die Expression von zentralen Mediatoren des Rac1-PI3K-Akt-Si-

gnalweges und der MyD88-abhängigen Signalkaskade, wodurch eine Verbindung zur 

M1-Differenzierung von Makrophagen gezogen werden kann (Nahid et al. 2011; O'Neill 

et al. 2011; Li und Shi 2013; Arenas-Padilla und Mata-Haro 2018). Die Auswirkungen 

einer Aktivierung von Makrophagen mit gram-positiven Stimuli, wie LTA, sind hingegen 

bisher nur unzureichend untersucht. Einzelne Studien berichten eine erhöhte Expression 

der miRNA miR-155-5p nach Kontakt mit den gram-positiven Bakterien Streptococcus 

pneumoniae, Listeria monocytogenes oder Mycobacterium bovis (Schnitger et al. 2011; 

Ghorpade et al. 2012; Verschoor et al. 2014). Diese miRNA wird als kritisch für die Dif-

ferenzierung von Makrophagen zum M1-Phänotyp diskutiert (Lu et al. 2016). In der Tat 

ging ein Knockout von miR-155-5p in Makrophagen mit einer reduzierten Eliminierung 

von Streptococcus pneumoniae und Mycobacterium bovis einher (Ghorpade et al. 2012; 

Verschoor et al. 2014). Ungeachtet der eindrücklichen Befunde hinsichtlich der Bedeu-

tung einer posttranskriptionellen Beeinflussung für die Makrophagenfunktionalität ist in 

der Fachliteratur keine vergleichende Untersuchung des miRNA-Profils von Makropha-

gen nach gram-positiver bzw. gram-negativer Stimulation dokumentiert. 
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2. Zielstellung 

 

Makrophagen kommt eine zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem zu. Aufgrund 

ihrer Plastizität sind sie in der Lage, mittels Differenzierung zum M1- oder M2-Typ adä-

quat auf Stimuli zu reagieren. Eine Dysregulation der Makrophagendifferenzierung ist 

entsprechend mit pathophysiologischen Prozessen im akuten wie auch chronischen Set-

ting assoziiert. 

In der Fachliteratur finden sich umfangreiche Untersuchungen zu den Mechanismen der 

Makrophagendifferenzierung auf Ebene der Transkription. Mit der Beschreibung von 

miRNAs rückt jedoch die Bedeutung posttranskriptioneller Mechanismen in den Fokus 

des wissenschaftlichen Interesses. Detaillierte Erkenntnisse zu relevanten Mediatoren 

und den ablaufenden Mechanismen stehen bislang allerdings aus. 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegen eine Veränderung des miRNA-Profils von Makro-

phagen nach gram-negativer Stimulation. Inwiefern dies auch im gram-positiven Setting 

zutrifft, ist jedoch nicht beschrieben. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Identifi-

zierung der nach gram-positiver Stimulation von Makrophagen verändert exprimierten 

miRNAs. Mittels in silico-Analyse sollte zudem ein Modell der posttranskriptionellen Re-

gulationsmechanismen der M1-Differenzierung erstellt werden. Ein integraler Bestand-

teil dieses Modells war die Gegenüberstellung der gefunden miRNAs und ihren Ziel-

genen nach gram-positiver und gram-negativer Stimulation.  

In der Literatur finden sich erste Hinweise auf einen PUFA-Effekt auf die miRNA-Expres-

sion im Rattenmodell. Dies wirft die Frage auf, ob die immunologische Wirkung von 

PUFA ergänzend zu den bereits bekannten Mechanismen auch durch eine posttrans-

kriptionelle Beeinflussung der Genexpression vermittelt sein könnte. Ein weiteres Ziel 

der vorliegenden Arbeit war daher die Prüfung eines potentiellen Effektes von PUFA auf 

die miRNA-vermittelte posttranskriptionelle Regulation der Makrophagendifferenzierung
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3. Material und Methodik 

 

3.1 Materialien 

 

3.1.1 Geräte 

 

Tabelle 1: Geräte 

Geräte-Name Hersteller 

Bio Rad DG8 Cartridge Holder Bio Rad (München) 

Eismaschine UBE 30-35 Ziegra (Isernhagen) 

Eppendorf Reference® Pipetten  

2,5; 10, 100, 200, 1000 µl 

Eppendorf (Hamburg) 

Gefrierschrank Liebherr (Rostock) 

HeraeusTM  FrescoTM 21b Microzentrifuge Thermo Fischer Scientific (Dreieich) 

Mehrkanalpipette, Acura 855 Socorex (Ecublens, Schweiz) 

Mehrkanalpipette, Rainin L8-50XLS+ Mettler-Toledo (Gießen) 

Microplate TS100 Thermo Shaker bioSan (Riga, Lettland) 

Mikrozentrifuge 6000 U/min A. Hartenstein (Würzburg) 

NanoVueTM Plus Spectrophotometer GE Healthcare Europe (Freiburg) 

PX1 PCR Plate Sealer Bio Rad (München) 

QX200TM Droplet Generator Bio Rad (München) 

QX200TM Droplet Reader Bio Rad (München) 

T100TM Thermocycler Bio Rad (München) 

TProfessional Basic Gradient Thermocycler Biometra (Göttingen) 

Vortex GenieTM 2  Scientific Industries (Bohemia, NY; USA) 

Waldner Laborabzug  Waldner Laboreinrichtungen (Wangen) 

2100 Bioanalyzer Instrument Agilent (Santa Clara, CA; USA) 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialen 

 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialen 

Name Hersteller 

BioCeanTM  Pipette Tips in Green Pak® Mettler-Toledo (Gießen) 

Biossphere® Filter Tips 0,5-20 µl und 2-
100µml 

Sarstedt (Nümbrecht) 
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialen (Fortsetzung) 

Name Hersteller 

DG8TM Cartridges Bio-Rad (München) 

DG8TM Gaskets Bio-Rad (München) 

Falcon® Conical Tube 15ml Corning Incorporated (Corning, NY; USA) 

Handschuhe Sempercare® premium Sempermed (Gevelsberg) 

Hard Shell PCR Plates, 96 well, thin wall Bio-Rad (München) 

Kryoboxen PP, 45 - 50 mm A.Hartenstein (Würzburg 

Mµlti-Guard Barrier Tips Sorenson BioScience (Salt Lake City, UT; 
USA) 

Multimark 1513 permanent Faber-Castel (Geroldsgrün) 

PCR-8er-Kette Multiply-µStrip Sarstedt (Nümbrecht) 

PCR Plate Heat Seal, foil, pierceable Bio-Rad (München) 

SafeSeal Reagiergefäße 0,5ml; 1,5ml und 
2,5ml 

Sarstedt (Nümbrecht) 

Tesafilm Klebeband, transparent tesa SE (Norderstedt) 

8er Deckelkette, flach Sarstedt (Nümbrecht) 

 

3.1.3 Reagenzien 

 

Tabelle 3: Reagenzien 

Name  Hersteller 

Arachidonsäure  Biotrend, (Köln) 

Chloroform Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Dokosahexaensäure  Biotrend, (Köln) 

Ethanol, absolut (200 Proof) Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Ethanol, Laboratory Reagent 70% Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

GlycoBlueTM Co-Fällungsmittel  Thermo Fischer Scientific (Dreieich) 

Invitrogen™ Ammoniumacetat (5M) Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Isopropanol ≥ 99.5% Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Lipopolysaccharid von E. coli Serotyp 
0111:B4 

Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

Lipoteichonsäure von Staphylococcus 
aureus 

Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

miRCURY LNA RT Kit Qiagen (Hilden) 

QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix Bio-Rad (München) 

QX200™ Droplet Generation Oil for 
EvaGreen 

Bio-Rad (München) 



 

15 

 

Tabelle 3: Reagenzien (Fortsetzung) 

Name  Hersteller 

Rhodococcus equi virulent ATCC® 6939™ LGC Standards (Wesel) 

TRIzol™ Reagent Thermo Fisher Scientific (Dreieich) 

Turbo DNA-free™ Kit Thermo Fischer Scientific (Dreieich) 

Wasser, RNase-frei Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 

 

3.1.4.Primer 

 

Tabelle 4: Primer 

Name Hersteller 

miRCURY LNA miRNA PCR Assays  

geeignet für murine Proben: 

 

let-7a-5p    miR-7a-5p 

miR-100-5p miR-101a-3p 

miR-101b-3p miR-106b-5p 

miR-1198-5p  miR-142a-3p  

miR-142a-5p miR-148a-3p  

miR-15b-5p miR-151-3p  

miR-155-5p     miR-16-5p  

miR-16-1-3p miR-183-5p  

miR-186-5p miR-21a-5p  

miR-27b-3p miR-340-5p  

miR-351-5p miR-3535  

miR-425-5p miR-615-3p  

miR-9-5p miR-93-5p 

UniSp6  

Qiagen (Hilden) 

 

 
 

3.1.5 verwendete Testgruppen der Zelllinie RAW264.7  

 

Tabelle 5: Testgruppen der murinen Monozyten/Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 

Name Behandlung 

Kontrolle 0,2 % Ethanol für 72 h 

LTA 0,2 % Ethanol für 72 h; 

Stimulation mit LTA (0,5 µg/ml) in den 
letzten 24 h der Ethanol-Behandlung 

DHA Supplementierung mit DHA (gelöst in  
0,2 % Ethanol, Endkonzentration im Zell- 



 

16 

 

 

Tabelle 5: Testgruppen der murinen Monozyten/Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 
(Fortsetzung) 

Name Behandlung 

 kulturmedium 15 µmol/l) für 72 h 

AA Supplementierung mit AA (gelöst in 0,2 % 
Ethanol, Endkonzentration im Zellkultur-
medium 15 µmol/l) für 72 h 

LTA + DHA Supplementierung mit DHA (gelöst in  
0,2 % Ethanol, Endkonzentration im Zell- 
kulturmedium 15 µmol/l) für 72 h; 

Stimulation mit LTA (0,5 µg/ml) in den 
letzten 24 h der Supplementierung 

LTA + AA Supplementierung mit AA (gelöst in 0,2 % 
Ethanol, Endkonzentration im Zellkultur-
medium 15 µmol/l) für 72 h;  

Stimulation mit LTA (0,5 µg/ml) in den 
letzten 24 h der Supplementierung 

R. equi 0,2 % Ethanol für 72 h; Stimulation mit 
lebenden, virulenten Rhodococcus equi 
ATCC® 6939TM (Verhältnis Bakterien zu 
RAW264.7 = 1:10) in den letzten 24 h der 
Ethanol-Behandlung 

R. equi + DHA Supplementierung mit DHA (gelöst in  

0,2 % Ethanol, Endkonzentration im Zell-
kulturmedium 15 µmol/l) für 72 h; 
Stimulation mit lebenden, virulenten 
Rhodococcus equi ATCC® 6939TM 
(Verhältnis Bakterien zu RAW264.7 = 
1:10) in den letzten 24 h der 
Supplementierung 

R. equi + AA 

 

Supplementierung mit AA (gelöst in  

0,2 % Ethanol, Endkonzentration im Zell- 
kulturmedium 15 µmol/l) für 72 h; 
Stimulation mit lebenden, virulenten 
Rhodococcus equi ATCC® 6939TM 
(Verhältnis Bakterien zu RAW264.7 = 
1:10) in den letzten 24 h der 
Supplementierung 

LPS 0,2 % Ethanol für 72 h;  

Stimulation mit LPS (1 µg/ml, E. coli 
Serotyp 0111:B4) in den letzten 24 h der 
Ethanol-Behandlung 
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3.1.7 Software und Datenbanken 

 

Tabelle 6: Software und Datenbanken 

Name Software Entwickler 

ClueGo Version 2.5.7 Laboratory of Integrative Cancer Im-
munology (Team 15) (Paris, Frankreich) 

Cytoscape Version 3.7.2 Cytoscape Consortium (San Diego, CA; 
USA) 

GeneCards Version 5.1.0 Build 379 Weizmann Institute of Science (Rechovot, 
Israel) 

GraphPad Prism Version 9 GraphPad Software (San Diego, CA; 
USA) 

KEGG Pathway Database Release 98.0 Kanehisa Laboratories (Kyoto, Japan) 

miRWalk 2.0 Ruprecht- 

 

Karls-Universität Heidelberg, Medizinische 
Fakultät Mannheim (Mannheim) 

Microsoft Office Standard 2019 

Version 1808 

Microsoft (München) 

QuantaSoft™ Software 1.7.4.0917 Bio-Rad (München) 

 

3.2 Methodik 

 

3.2.1 Kultivierung, Supplementierung und Stimulation der Zellkulturen RAW264.7 

 

Für das Forschungsprojekt wurden RNA-Proben der murinen Monozyten/Makrophagen 

Zelllinie RAW264.7 (ATCC® TIB-71TM) genutzt. Die Zellkultur erfolgte durch Claudia 

Rößler, wissenschaftliche Mitarbeiterin des Forschungslabors für Anästhesiologie und 

Operative Intensivmedizin des Universitätsklinikums Halle (Saale). Insgesamt wurden 

10 Testgruppen untersucht, die sich hinsichtlich Supplementierungs- und Stimulations-

status unterschieden (siehe Tabelle 5). 

Zur Supplementierung der RAW264.7 mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren wurde ent-

weder DHA oder AA in Ethanol gelöst und in einer Endkonzentration von 15 µmol/l dem 

Zellkulturmedium für 72 h zugesetzt. Die Endkonzentration von Ethanol im Zellkulturme-

dium betrug 0,2 %. Vor diesem Hintergrund wurden auch alle weiteren Untersuchungs-

gruppen einschließlich der Kontrolle für 72 h mit 0,2 % Ethanol behandelt. 

Die gram-positive Stimulation der RAW264.7 erfolgte für 24 h entweder durch Verset-

zung des Zellkulturmediums mit LTA in einer Endkonzentration von 0,5 µg/ml oder durch 
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Ko-Kultivierung der RAW264.7 mit lebenden virulenten Bakterien (Rhodococcus equi, 

ATCC 6939) in einem Verhältnis Bakterien zu RAW264.7 1:10. Die gram-negative Sti-

mulation der RAW264.7 erfolgte für 24 h durch Versetzung des Zellkulturmediums mit 

LPS in einer Endkonzentration von 1 µg/ml. Im Fall einer Kombination von Fettsäuren-

Supplementierung und Stimulation erfolgte die Stimulation in den letzten 24 h der Sup-

plementierungsphase. 

 

3.2.2 RNA-Isolierung 

 

Die Arbeiten wurden unter dem Laborabzug durchgeführt. Es wurden pro 0,25 ml Probe 

0,75 ml Trizol Reagent in das jeweilige 2 ml Reaktionsgefäß hinzugegeben, auf- und 

abpipettiert und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Anschließend wurde 0,2 ml Chlo-

roform hinzugefügt, 20 s geschüttelt und erneut 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben für 10 min bei 12000 g und 4 °C 

zentrifugiert. Von den nun erkennbaren 3 Phasen wurde die obere wässrige Phase in 

ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 0,5 µl GlycoBlueTM (Tabelle 3) und 0,5 ml 

Isopropanol versetzt, kräftig geschüttelt und bei Raumtemperatur für 10 min inkubiert. 

Nach erneutem Zentrifugieren für 10 min bei oben genannten Einstellungen bildete sich 

ein Präzipitat, welches durch Abnahme des Überstandes isoliert werden konnte. Es folg-

ten zwei Waschschritte durch Zugabe von 0,9 ml eiskaltem 70%igen Ethanol, erneutem 

Zentrifugieren für 10 min und Abpipettieren des flüssigen Überstandes. Abschließend 

wurde das Pellet für 10 min bei 50 °C und 500 rpm unter Nutzung des Microplate TS 200 

Thermo Shaker (Tabelle 1) getrocknet, mit je 20 µl Ribonuklease (RNase) -freiem Was-

ser versetzt und bei -80 °C gelagert. 

 

3.2.3 Bestimmung von RNA-Konzentration und -Reinheit am NanoVue 

 

Mittels des Spektrophotometers NanoVueTM Plus (Tabelle 1) wurde die RNA-Konzentra-

tion und -Reinheit über die Messung der Absorption der Proben bei 230 nm, 260 nm und 

280 nm bestimmt. Nach Starten des Gerätes, Auswahl des Programmes „Life Science“ 

und des Unterpunktes „RNA“, wurde das Gerät mit 1,5 µl RNase -freiem Wasser kali-

briert und anschließend für jede RNA-Probe die Messung mit 1 µl Probe durchgeführt. 

Die Grenzwertfestlegung für ausreichend reine RNA erfolgte für das Absorpti-

onsverhältnis 260 nm/280 nm bei ≥ 1,8 und für das Absorptionsverhältnis 260 nm/ 

230 nm bei ≥ 2,0.  
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3.2.4 RNA-Aufreinigung mittels Fällung 

 

RNA-Proben, welche die die in Kapitel 3.2.3 benannten Kriterien der RNA-Reinheit nicht 

erfüllten, wurden einer Aufreinigung mittels Fällung unterzogen. Hierzu wurde jede 

Probe mit 3 M Ammoniumacetat (Verhältnis Probenvolumen zu Ammoniumacetat 10:1) 

und absolutem Ethanol (Verhältnis Probenvolumen zu Ethanol 1:3) versetzt. Die Proben 

wurden mittels Vortex (Tabelle 1) gemischt und über Nacht bei -80 °C eingefroren. Am 

nächsten Tag wurden die gefrorenen Proben bei 12000 g und 4 °C für 30 min zentrifu-

giert. Nach Abpipettieren des Überstandes vom Pellet schloss sich ein Waschschritt 

durch die Zugabe von 0,9 ml 70%igen Ethanol sowie nachfolgend eine Zentrifugation 

bei 12000 g und 4 °C für 30 min an. Erneut wurde der Überstand abpipettiert und an-

schließend das Pellet im Microplate TS 200 Thermo Shaker (Tabelle 1) für 10 min bei 

50 °C und 500 rpm getrocknet. Die getrockneten Proben wurden mit jeweils 20 µl 

RNase-freiem Wasser versetzt und entsprechend Kapitel 3.2.3 hinsichtlich RNA-Kon-

zentration und Reinheit analysiert. Alle Proben, welche den Reinheitskriterien entspra-

chen, wurden bei -80 °C gelagert.  

 

3.2.5 Sequenzierung 

 

Die Durchführung der Sequenzierung erfolgte durch die Firma Novogene, Cambridge 

mithilfe des NovaSeq™ 6000-Sequenziersystem. Es wurde von identischen Proben je-

weils ein Profil des Transkriptoms und der nachweisbaren miRNAs erstellt. Analysiert 

wurden die Testgruppen a) Kontrolle, b) LTA, c) LTA + AA und d) LTA + DHA. Es wurden 

je 500 ng isolierte und aufgereinigte RNA von jeweils 3 Proben je Testgruppe eingesen-

det. Diese Proben waren zur vollständigen Beseitigung von DNA zuvor mit dem Turbo 

DNA-free™ Kit (Tabelle 3) entsprechend Herstellerangaben behandelt worden. Weiter-

hin wurde vor Probenversand die Qualität der RNA mittels Bioanalyzer (Tabelle 1) ge-

prüft. Es wurden ausschließlich Proben mit einem Absorptionsverhältnis 260 nm/280 nm 

≥ 2,0, einem Absorptionsverhältnis 260 nm/230 nm ≥ 2,0 und RNA integrity number 

(RIN) ≥ 6,9 zur Sequenzierung verschickt. 

Zur Auswertung der Sequenzierungsdaten erfolgte eine Aufbereitung der durch die 

Firma Novogene ermittelten Rohdaten durch Herrn Markus Glaß, Mitarbeiter der Core 

Facility Imaging der Martin-Luther-Universität Halle. Dazu wurden mithilfe der Software 

Cutadapt v1.14 Sequenzstücke von schlechter Qualität sowie verbliebene Teile von Se-

quenzieradaptern entfernt. Die so prozessierten Sequenzdaten wurden unter Einsatz 

des Programms HiSat v2.1.0 (PMID: 25751142) für die mRNA-Daten, bzw. Bowtie2 
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v2.3.2 (PMID: 22388286) für die miRNA-Daten an das Mausgenom (UCSC mm10) ali-

gniert. Das Entfernen von sekundären Alignments sowie das Filtern und Indizieren der 

Alignments wurde mit samtools v1.5 (PMID: 19505943) durchgeführt. Für die Zusam-

menfassung der kartierten Sequenzdaten wurde FeatureCounts v 1.53 (PMID: 

24227677) genutzt. Als Annotationsbasis wurde für das Transkriptom-Profil Ensembl 

(GRCm38.79; PMID: 27899575) bzw. für das miRNA-Profil miRBase 22 (PMID: 

21037258) verwendet. Die differentielle Expressionsanalyse wurde mit dem R-Software-

paket edgeR v3.26.8 (PMID: 19910308) unter Verwendung der TMM-Normalisierung 

(engl. trimmed mean of M-values; PMID: 20196867) realisiert. Die normalisierten Daten 

wurden in FKPM (engl. fragments per million mapped reads) für das Transkriptom, bzw. 

CPM (engl. counts per million mapped reads) für die miRNAs transformiert.  

Die so aufbereiteten Sequenzierungsdaten wurden für jede Testgruppe hinsichtlich 

mRNA-Abundanz und Behandlungs-bedingter Änderungen der mRNA-Expression ana-

lysiert. Als Kriterien wurden Abundanz ≥ 5 Reads, mittlere Expressionsänderung                

> 1,5fach oder < 0,75fach und Cohen’s d ≥ 0,8 oder ≤ -0,8 festgelegt. Für die miRNA-

Abundanz und Behandlungs-bedingter Änderungen der miRNA-Expression wurden die 

Kriterien mit Abundanz ≥ 500 Reads, mittlere Expressionsänderung > 2fach oder  

< 0,5fach und Cohen’s d ≥ 0,8 oder ≤ -0,8 festgelegt. 

 

3.2.6 miRNA-Validierung: cDNA-Synthese 

 

Die Synthese komplementärer DNA (cDNA) erfolgte unter Verwendung des Qiagen 

miRCURY LNA RT Kits (Tabelle 3) nach Vorgaben des Herstellers. Hierzu wurde zu-

nächst UniSp6 spike-in (= Positiv-Kontrolle) in Lösung gebracht. Anschließend wurde 

der Reverse-Transkriptase-MasterMix hergestellt. Hierzu wurden RNase-freies Wasser, 

5fach-Reaktionspuffer, Enzym-Mix und UniSp6-Lösung im Verhältnis 9:4:2:1 vermischt. 

Des Weiteren wurden alle RNA-Proben auf eine Konzentration von 5 ng/µl eingestellt. 

Jeweils 4 µl Probe wurden mit 16 µl Mastermix versetzt. Die so vorbereiteten Proben-

Master-Mix Gemische wurden dann im TProfessional Basic Gradient Thermocycler (Ta-

belle 1) bei 42 °C für 60 min und anschließend bei 95 °C für 5min sowie Abkühlung auf 

4 °C inkubiert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bis zur Verwendung bei -20 °C. 

 

3.2.7 miRNA-Validierung: ddPCR 

 

Die Durchführung der ddPCR fand nach den Vorgaben des Herstellers statt. Den Ana-

lysen lag ein biologisches Replikat (N) von N=5 und ein technisches Replikat (n) von n=2 
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zu Grunde. Im ersten Schritt erfolgte für jede miRNA die Herstellung des ddPCR Master-

Mix durch Zusammenführen von je 11 µl QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix (Ta-

belle 3) und 1,1 µl des jeweiligen Primers (Tabelle 4) in einem neuen Reaktionsgefäß. 

Danach wurden jeweils 12,1 µl ddPCR Master-Mix zu je 9,9 µl cDNA-Probe gegeben, 

das Gemisch anzentrifugiert und bei Raumtemperatur für 3 min inkubiert. Nach 

Einsetzen des DG8TM Cartridges (Tabelle 2) in den Bio Rad DG8 Cartridge Holder 

(Tabelle 1) wurden je 20 µl cDNA-Master-Mix-Gemisch in die Proben-Wells sowie 70 µl 

QX200™ Droplet Generation Oil for EvaGreen (Tabelle 3) in die Öl-Wells pipettiert, rasch 

mit dem DG8TM Gasket abgedeckt (Tabelle 2) und zur Tröpfchenherstellung in den 

QX200TM Droplet Generator (Tabelle 1) gegeben. Nachfolgend wurden je 40 µl Proben-

Tröpfchen-Gemisch in eine 96-Well-Platte überführt, die abschließend mit Hilfe der PCR 

Plate Heat Seal, foil, pierceable (Tabelle 2) im PX1 PCR Plate Sealer (Tabelle 1) (für 

3 s) versiegelt wurde. Die versiegelte 96-Well-Platte wurde in den T100TM Thermocycler 

(Tabelle 1) gegeben und das ddPCR-Programm gestartet. Dieses Programm umfasste 

3 Arbeitsphasen: zunächst die Polymerase-Aktivierung und die Denaturierung bei 95 °C 

für 5 min, gefolgt von 40 Zyklen Amplifizierung bei abwechselnd 95 °C für 30 s und 58 °C 

für 1 min unter Verwendung einer Temperaturanstiegs- bzw. abfallsrate von 1,6 °C pro 

Minute und zuletzt der Stabilisierung des Färbemittels bei 4 °C für 5 min, dann 90 °C für 

5 min sowie Halten der Temperatur bei 4 °C. Daraufhin wurden die Proben unter 

Verwendung des QX200TM Droplet Reader (Tabelle 1) vermessen. Für jede Probe gab 

das Gerät die Kopien/µl Reaktionsansatz aus. Dieser Wert wurde unter Verwendung der 

Formel:  

Kopien[n] µl Tröpfchen x 2,2̅ x Verdünnungsfaktor x 
20µl cDNA

20ng RNA
⁄ = Kopien [n] ng RNA⁄   

in die Anzahl Kopien pro Nanogramm RNA umgerechnet. 

Zur Erzielung einer optimalen Messgenauigkeit der ddPCR, wurde die cDNA verdünnt 

eingesetzt. Hintergrund sind Analysen der Arbeitsgruppe, welche gezeigt haben, dass 

die Validität der ddPCR bei Messwerten von ca. 100 positiven Signalen besonders hoch 

ist (Kuhlmann et al. 2021). Um die ideale Verdünnung der cDNA für jede analysierte 

miRNA zu eruieren, wurden Verdünnungsreihen mit Verdünnungen von 1:25, 1:50, 

1:100, 1:250 sowie 1:500 angesetzt und die gemessenen Reads für die jeweilige Ver-

dünnungsstufe ermittelt. Als Verdünnungsmedium wurde RNase-freies Wasser verwen-

det.  
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3.2.8 In silico-Analyse für PCR-validierte miRNAs 

 

Zur Identifizierung von Zielgenen der verändert exprimierten miRNAs wurde die Daten-

bank miRWalk 2.0 (Tabelle 6) herangezogen. Es wurden sowohl bereits validierte als 

auch auf Grund von Sequenzanalogien vermutete Zielgene dieser miRNAs ermittelt. Die 

erhaltene Zielgenliste wurde zum einen mit den durch Sequenzierung ermittelten 

messenger RNA (mRNA) -Expressionsprofilen (Transkriptom) der Zellen abgeglichen. 

Zum anderen waren die identifizierten validierten und putativen Zielgene Ausgangspunkt 

für weiterführende in silico-Analysen. 

Unter Verwendung der Datenbank ClueGO, Version 2.5.7 (Tabelle 6) wurde eine Clus-

teranalyse der Zielgene verändert exprimierter miRNAs durchgeführt. Vorgegeben wur-

den folgende Einstellungen: Analysemodus „Funktional Analysis“, Spezies „Mus 

Musculus“, Ontologie „Biological Process“. Zudem wurden die Statistik-Optionen  

p ≤ 0,05 bei Verwendung eines zweiseitigen hypergeometrischen Tests und einer  

p-Wert-Korrektur nach Benjamini-Hochberg ausgewählt. Die ermittelten Gen-Ontologie 

(engl. gene ontology, GO) -Begriffe wurden hinsichtlich des Vorkommens Makrophagen-

spezifischer Prozesse, wie Zytokinsynthese, oxidativer Burst, Phagozytose, Antigen-

Abtötung, Antigen-Präsentation, Apoptose, TLR1/2/6-Signalkaskade und Immunmodu-

lation geprüft. 

Mit Hilfe der Datenbank GeneCards Version 5.1.0 Build 379 (Tabelle 6) wurden alle 

Transkriptionsfaktoren identifiziert, die die Expression der experimentell validierten 

miRNAs beeinflussen. Diese wurden dann mit den durch TLR-Stimulation aktivierten 

Transkriptionsfaktoren abgeglichen. 

 

3.2.9 In silico-Analyse des Transkriptoms 

 

Die per Sequenzierung erhaltenen mRNA-Expressionsdaten wurden für eine Gen-Set-

Anreicherungsanalyse (engl. gene set enrichment analysis, GSEA)  herangezogen. Die 

Durchführung der GSEA erfolgte durch Herrn Markus Glaß, Mitarbeiter der Core Facility 

Imaging der Martin-Luther-Universität Halle. Die Gen-Set-Anreicherungsanalyse wurde 

mit Hilfe der Software GSEA v3.0 (PMID: 16199517) und dem Gen-Set MSigDB v7.0 

(PMID: 26771021) durchgeführt. Angewendet wurden dabei die Methoden „pre-ranked 

test“, „1000 permutations“ sowie „classical scoring scheme“. Als Ausgangsdaten wurden 

die zur Basis 2 logarithmierte Änderungen der Expression proteinkodierender Gene ver-

wendet, die zuvor durch die differenziellen Expressionsanalysen bestimmt wurden. Auf 

diese Weise wurde ermittelt, ob bestimmte a priori definierte Gruppen von Genen, wel-
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che mit spezifischen biologischen Prozessen assoziiert sind, statistisch signifikante und 

übereinstimmende Unterschiede zwischen zwei Behandlungsgruppen aufweisen. Der 

Fokus lag auf Makrophagen-typischen Prozessen, wie Zytokinsynthese, oxidativer 

Burst, Phagozytose, Antigen-Abtötung Antigen-Präsentation, Apoptose, TLR1/2/6-Si-

gnalkaskade und Immunmodulation.  

Unter Verwendung der KEGG Pathway Database Release 98.0 (Tabelle 6) wurden zu-

nächst alle durch TLR-Stimulation aktivierten Transkriptionsfaktoren identifiziert. Die 

mRNA-Expressionsdaten wurden dann auf eine veränderte Expression dieser Transkrip-

tionsfaktoren geprüft. 

 

3.2.10 Statistische Auswertung 

 

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism, Version 9 

(Tabelle 6) durchgeführt. Für die Prüfung auf Stimulationseffekt wurde ein ungepaarter 

t-Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 genutzt. Für die Prüfung auf Supple-

mentierungseffekte wurde eine Einweg-Varianzanalyse (engl. one-way analysis of 

variance, one-way ANOVA) mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 herangezogen. 

Die graphische Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Whisker-Plot, welcher den 

Median, das untere und obere Quartil sowie das Minimum und Maximum der Messwerte 

angibt.
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4. Ergebnisse 

 

 

4.1 Sequenzierung 

  

Es wurden 4 Testgruppen untersucht: unstimulierte und unsupplementierte Makropha-

gen („Kontrolle“), LTA-stimulierte Makrophagen („LTA“), AA-supplementierte und LTA-

stimulierte Makrophagen („LTA + AA“) sowie DHA-supplementierte und LTA-stimulierte 

Makrophagen („LTA + DHA“) (Tabelle 5). Die Sequenzierungsanalyse umfasste sowohl 

das Transkriptom als auch das miRNA-Profil der jeweiligen Testgruppe. 

 

4.1.1 Transkriptom 

  

Mittels NGS wurden in den untersuchten Testgruppen zwischen 14221 und 15207 ver-

schiedene mRNAs identifiziert (Tabelle 7). Entsprechend stand für die nachfolgende 

GSEA (siehe Kapitel 4.3.1) eine solide Datenbasis zur Verfügung.  

 

Tabelle 7: Anzahl identifizierter mRNAs nach Testgruppe 

Testgruppe Anzahl identifizierter mRNAs 

Kontrolle 15063 

LTA 14882 

LTA + AA 14221 

LTA + DHA 15207 

 

Ferner wurde nach verändert exprimierten mRNAs gescreent unter Anwendung folgen-

der Kriterien: Abundanz ≥ 5 Reads, mittlere Expressionsänderung > 1,5fach oder  

< 0,75fach und Cohen`s d ≥ 0,8 oder ≤ -0,8. Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der 

Gruppe LTA-stimulierter Zellen erfüllten 3810 mRNAs die genannten Kriterien. Der Ver-

gleich LTA-stimulierter Zellen mit Zellen, welche zusätzlich zur LTA-Stimulation mit 

PUFA supplementiert worden waren, ergab 2752 mRNAs (LTA vs. LTA + AA) bzw. 3095 

mRNAs (LTA vs. LTA + DHA), welche die Kriterien für Abundanz, mittlere Expressions-

änderung und Cohen`s d erfüllten. 

Die nach gram-positiver Stimulation verändert exprimierten mRNAs wurden auf immu-

nologisch relevante Genprodukte durchsucht. Dies ergab 34 Treffer (Tabelle 8). So 

wurde eine Aufregulation von Genen proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6 und      
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TNF-α nachgewiesen (Tabelle 8). SOD1, ein Enzym welches die Makrophagen vor den 

schädlichen Einfluss von ROS im Rahmen der Immunabwehr schützt, war ebenfalls in 

seiner Expression gesteigert (Tabelle 8). Hingegen zeigte sich das Gen LYZ, welches 

für Lysozym, ein hydrolytisches Enzym das bakterielle Zellwände abbaut, kodiert, ver-

mindert exprimiert (Tabelle 8). Ein weiterer Teil der verändert exprimierten Gene sind 

dem Prozess der Apoptose zuzuordnen (Tabelle 8). Zu den aufregulierten Genen zähl-

ten BAD, BAK1 und BAX, welchen eine proapoptotische Wirkung in Makrophagen zu-

gesprochen wird, während die Gene der Caspasen 3 und 7 vermindert exprimiert waren. 

Darüber hinaus wurden Mediatoren der TLR-Signalkaskade als verändert exprimiert auf-

gedeckt (Tabelle 8). Unter anderem war die Expression der Gene TLR2, MYD88, LY96 

sowie der NFκB-Inhibitoren alpha und beta gesteigert. Auffällig war außerdem eine ver-

änderte Expression von Genen, die für Transkriptionsfaktoren kodieren. Hierbei war die 

Expression von ATF4, CEBPB, JUNB und NFKB2 gesteigert, während sich die Expres-

sion von CREB1, BCL6, FOSL2, NFATC1 und NFATC3 vermindert zeigte (Tabelle 8). 

 

Tabelle 8: Übersicht verändert exprimierter Gene nach gram-positiver Stimulation 

Gen Abundanz Kontrolle 

(Mittelwert) 

Abundanz LTA 

(Mittelwert) 

mittlere Expressions- 

änderung 

Cohen`s d 

AKT3 20,6 8,7 0,4 4,4 

APAF1 7,0 3,8 0,5 1,9 

ATF4 398,1 702,7 1,8 -2,1 

BAD 9,3 14,9 1,6 -1,2 

BAK1 60,6 124,5 2,1 -2,9 

BAX 189,3 542,2 2,9 -1,7 

BCL2 8,6 3,6 0,4 3,9 

BCL6 6,4 2,2 0,3 10,0 

CASP3 32,1 18,9 0,6 1,2 

CASP7 17,4 12,9 0,7 2,1 

CEBPB 105,6 178,1 1,7 -2,7 

CREB1 8,4 4,9 0,6 2,7 

FOSL2 13,7 6,4 0,5 2,6 

IL6 1,3 56,4 43,2 -3,6 

IRAK1 22,2 16,4 0,7 2,2 

JUNB 81,3 227,8 2,8 -5,1 

LY96 4,4 12,5 2,9 -3,3 

LYZ 509,9 309,3 0,6 2,8 

MAPK14 43,7 24,7 0,6 5,8 
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Tabelle 8: Übersicht verändert exprimierter Gene nach gram-positiver Stimulation 
(Fortsetzung) 

Gen Abundanz 
Kontrolle 

(Mittelwert) 

Abundanz 
LTA 

(Mittelwert) 

mittlere 
Expressions- 

änderung 

Cohen`s d 

MYD88 16,2 31,2 1,9 -2,8 

NFATC1 5,4 1,9 0,4 5,8 

NFATC3 13,7 8,6 0,6 1,8 

NFKB2 69,4 106,4 1,5 -3,9 

NFKBIA 61,4 126,7 2,1 -5,1 

NFKBIB 19,7 88,1 4,5 -2,8 

RIPK1 6,0 3,5 0,6 2,4 

ROCK1 15,1 9,3 0,6 1,3 

ROCK2 17,9 9,6 0,5 1,9 

SOD1 163,8 479,4 2,9 -1,4 

TBK1 31,0 20,9 0,7 1,7 

TICAM1 5,7 9,5 1,7 -5,9 

TIRAP 7,4 5,3 0,7 0,9 

TLR2 81,7 146,3 1,8 -6,8 

TNF 53,3 146,8 2,8 -19,3 

AKT3 = AKT Serin/Threonin-Kinase 3, APAF1 = Apoptotischer Peptidase-Aktivierungs-
faktor 1, ATF4 = aktivierender Transkriptionsfaktor 4, BAD = BCL2-assoziierter Agonist 
des Zelltodes, BAK1 = BCL2-Antagonist/Killer 1, BAX = BCL2-assoziiertes X-Protein, 
BCL = B-Zell Lymphom, CASP = Caspase, CEBPB = CCAAT-Enhancer-Bindungspro-
tein β, CREB1 = cAMP-responsive Element-Bindungsprotein 1, FOSL = Fos-ähnlich, IL6 
= Interleukin 6, IRAK = Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase, JUN = Jun Proto-
onkogen, LYZ = Lysozym, LY96 = Lymphozyten Antigen-96, MAPK = Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase, MYD88 = Myeloides Differenzierungsprotein 88, NFATC = Kernfaktor der 
aktivierten T-Zellen, NFKB2 = NFκB-Untereinheit 2, NFKBIA = NFκB-Inhibitor alpha, 
NFKBIB = NFκB-Inhibitor beta, RIPK1 = Rezeptor-interagierende Serin/Threonin-Kinase 
1, ROCK = Rho-assoziierte, Coiled-Coil-haltige Proteinkinase, SOD1 = Superoxid-
Dismutase 1, TBK1 = TANK-bindende Kinase 1, TICAM1 = TIR-Domäne enthaltendes 
Adapter-Molekül 1, TIRAP = TIR-Domäne-enthaltendes Adapterprotein, TLR = Toll-ar-
tiger Rezeptor, TNF = Tumornekrosefaktor-alpha 
 

4.1.2 miRNA-Profil 

 

Mittels NGS wurden in den untersuchten Testgruppen zwischen 1200 und 1241 ver-
schiedene miRNAs identifiziert (Tabelle 9). 
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Tabelle 9: Anzahl identifizierter miRNAs nach Testgruppe 

Testgruppe Anzahl identifizierter miRNAs 

Kontrolle 1241 

LTA 1200 

LTA + AA 1235 

LTA + DHA 1207 

 

Das Screening nach verändert exprimierten miRNAs unter Anwendung der Kriterien 

Abundanz ≥ 100 Reads, mittlere Expressionsänderung > 1,5fach oder < 0,75fach und 

Cohen`s d ≥ 0,8 oder ≤ -0,8 erbrachte beim Vergleich LTA-stimulierter Zellen mit der 

Kontrollgruppe 79 miRNAs. Vor dem Hintergrund dieser großen Anzahl an Validierungs-

kandidaten wurden folgende, verschärfte Kriterien festgelegt: Abundanz ≥ 500 Reads, 

mittlere Expressionsänderung > 2fach oder < 0,5fach und Cohens`d ≥ 0,8 oder ≤ -0,8. 

Diese Kriterien wurden beim Vergleich LTA-stimulierter versus unstimulierter Zellen von 

19 miRNAs erfüllt (Tabelle 10). Jede dieser miRNAs zeigte in Folge der LTA-Stimulation 

entweder eine Verdopplung der Abundanz auf einen Wert ≥ 500 Reads oder wies unter 

Kontrollbedingungen eine Abundanz ≥ 500 Reads auf, welche nach Stimulation mindes-

tens halbiert wurde. Alle in Tabelle 10 gelisteten miRNAs wurden als Kandidaten für die 

experimentelle Validierung eines Stimulationseffektes festgelegt.  

Beim Vergleich LTA-stimulierter Zellen mit Zellen, welche zusätzlich zur LTA-Stimulation 

mit PUFA supplementiert worden waren, ergaben sich beim Anlegen der verschärften 

Kriterien 26 miRNAs (LTA vs. LTA + AA) bzw. 30 miRNAs (LTA vs. LTA + DHA). Der 

Abgleich dieser miRNAs mit den 19 Validierungskandidaten für einen Stimulationseffekt 

zeigte in mehreren Fällen Übereinstimmungen. Die NGS-Daten indizierten einen poten-

tiellen Effekt bei 6 der 19 miRNAs in Folge einer Supplementierung mit AA und bei 11 

der 19 miRNAs in Folge der Supplementierung mit DHA (Tabelle 10). Die experimentelle 

Überprüfung dieser Daten erfolgte mit Hilfe der ddPCR. 

 
Tabelle 10: miRNA Validierungskandidaten 

miRNA Stimulationseffekt  

durch LTA 

Fettsäureeffekt  

durch AA 

Fettsäureeffekt 
durch DHA 

let-7a-5p X X X 

miR-7a-5p X - X  

miR-15b-5p X - X 

miR-16-1-3p X X - 

miR-16-5p X -  - 

miR-21a-5p X -  X  
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Tabelle 10: miRNA Validierungskandidaten (Fortsetzung) 

miRNA Stimulationseffekt  

durch LTA 

Fettsäureeffekt  

durch AA 

Fettsäureeffekt 
durch DHA 

miR-100-5p X   - 

miR-101a-3p X X  X  

miR-101b-3p X X  X  

miR-148a-3p X - X  

miR-151-3p X - X  

miR-155-5p X X  - 

miR-186-5p X - -  

miR-340-5p X - X  

miR-351-5p X - -  

miR-425-5p X - X  

miR-615-3p X X  - 

miR-1198-5p X - X  

miR-3535 X - -  

„X“ = Kriterien für veränderte Expression erfüllt (Abundanz ≥ 500 Reads, mittlere Expres-
sionsänderung > 2fach oder < 0,5fach und Cohens`d ≥ 0,8 oder ≤ -0,8)  
„-„ = Kriterien für veränderte Expression nicht erfüllt 
 

4.2 ddPCR 

 

4.2.1 Experimentelle Validierung Stimulations-induzierter Expressionsverände-

rungen von miRNAs  

 

Auf der Grundlage der Daten aus dem miRNA-Screening erfolgte für die 19 in Tabelle 

10 benannten miRNA-Validierungskandidaten eine vergleichende Analyse der Kopien-

zahl mittels ddPCR. Insgesamt wurde für 5 dieser miRNAs eine Stimulations-induzierte 

Expressionsveränderung bestätigt. Die validierten miRNAs waren miR-7a-5p, miR-148a-

3p, miR-155-5p, miR-351-5p und miR-1198-5p. Bei den miRNAs miR-7a-5p, miR-148a-

3p, miR-155-5p und miR-351-5p war in Folge einer gram-positiven Stimulation eine Auf-

regulation zu beobachten, wohingegen es bei der miRNA miR-1198-5p zu einer Herun-

terregulation kam (Abbildung 2). Für die miRNAs miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-351-

5p zeigte sich zudem eine stärker ausgeprägte Wirkung der Ko-Kultur der Makrophagen 

mit dem lebenden gram-positiven Erreger R. equi im Vergleich zur Stimulation mit LTA 

(Abbildung 2). Die stärkste Aufregulation bei Ko-Kultivierung mit R. equi wurde für miR-

7a-5p gemessen, deren Kopienzahl um das 4,0fache anstieg. Für miR-148a-3p wurde 
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eine Steigerung der Kopienzahl um das 2,7fache, für miR-155-5 um das 2,4fache und 

für miR-351-5p um das 1,8fache ermittelt. Die Kopienzahl von miR-1198-5p sank in Ge-

genwart von R. equi um den Faktor 0,9. 

Die miRNAs miR-21a-5p, miR-100-5p, miR-151-3p, miR-16-1-3p, miR-186-5p, miR-340-

5p und miR-3535 waren in der ddPCR experimentell nicht nachweisbar. Die miRNAs let-

7a-5p, miR-101a-3p, miR-101b-3p, miR-15b-5p, miR-16-5p, miR-425-5p und miR-615-

3p waren experimentell nachweisbar, jedoch wurde kein signifikanter Unterschied zwi-

schen der Kontrollgruppe und den Testgruppen beobachtet. 

 

 

Abbildung 2: miRNA-Expression in RAW264.7 nach gram-positiver Stimulation  
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4.2.2 Experimentelle Validierung PUFA-induzierter Expressionsveränderungen 

von miRNAs 

 

Die Anreicherung der Makrophagen mit der Fettsäure AA bewirkte bei den miRNAs miR-

7a-5p und miR-155-5p eine signifikante Steigerung des Stimulationseffektes (Abbildung 

3). So war bei der miRNA miR-7a-7p die Expression um 2,2fache und bei der miRNA 

miR-155-5p um das 2,0fache nach Anreicherung mit AA gesteigert.  

 

 

Abbildung 3: miRNA-Expression nach PUFA-Supplementierung und Stimulation 
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Im Gegensatz dazu wirkte sich eine Supplementierung mit der Fettsäure DHA nicht auf 

das Expressionsniveau von miR-7a-5p und miR-155-5p aus (Abbildung 3). Für die 

miRNAs miR-148a-3p, miR-351-5p und miR-1198-5p wurde unabhängig von der getes-

teten Fettsäure kein Supplementierungseffekt beobachtet (Abbildung 3). 

 

4.3 In silico-Analyse 

 

4.3.1 GSEA des Transkriptoms 

 

Die GSEA zeigt unter Verwendung vordefinierter Gruppen von Genen, die mit 

spezifischen biologischen Prozessen assoziiert sind, statistisch signifikante Unter-

schiede zwischen zwei Behandlungsgruppen auf. Mit Hilfe dieser Analyse wurden die 

Transkriptome von unstimulierten und gram-positiv stimulierten Makrophagen vergli-

chen. Hierbei wurden 29 signifikant (FDR < 0,05) veränderte Gen-Datensätze in 6 Kate-

gorien mit Assoziation zur M1-Differenzierung und Makrophagenfunktion identifiziert 

(Tabelle 11). Hervorzuheben ist eine positive Anreicherung der Gen-Datensätze 

GO:0002237 (Reaktion auf Moleküle bakteriellen Ursprungs), GO:0002220 (angeborene 

Immunantwort, die einen Zelloberflächenrezeptor-Signalweg aktiviert), GO:0038061 

(NIK/NF-κB-Signalisierung), GO:0045087 (angeborene Immunantwort) und GO: 

0002263 (Zellaktivierung, die an der Immunantwort beteiligt ist) (Abbildung 4). Eine 

Anreicherung identischer Gen-Datensätze konnte bereits in Vorarbeiten der Arbeits-

gruppe im gram-negativen Milieu nachgewiesen werden (Riechert et al. 2022). Dies be-

stätigt, dass es nach der Erkennung von gram-positiven und gram-negativen Bakterien 

zu einer Reihe gleichgerichteter Veränderungen auf mRNA-Ebene kommt, welche letzt-

lich die Differenzierung zum M1-Phänotyp begünstigen. 

 

Tabelle 11: Übersicht signifikant veränderter Gen-Datensätze laut GSEA 

Kategorie Anreiche -
rung 

Name FDR  

Curated positiv Reactome_infektiöse Krankheit 0,000000 
  

Reactome_angeborenes Immunsystem 0,000000 
  

Reactome_ROS und RNS-Produktion in Pha-
gozyten 

0,000752 

  

KEGG_Antigen Prozessierung und Präsentation 0,001568 
  

Dutta_Apoptose durch NFκB  0,008207 

GO positiv GO_Antigenverarbeitung und Präsentation von 
Peptidantigenen 

0,000000 
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Tabelle 11: Übersicht signifikant veränderter Gen-Datensätze laut GSEA 
(Fortsetzung) 

Kategorie Anreiche -
rung 

Name FDR  

  

GO_Antigen Prozessierung und Präsentation 0,000000 
  

GO_angeborene Immunantwort 0,000004 
  

GO_Zellaktivierung, die an der Immunantwort 
beteiligt ist 

0,000467 

  

GO_NIK/ NFκB-Signalisierung 0,000008 
  

GO_angeborene Immunantwort, die einen Zell-
oberflächenrezeptor-Signalweg aktiviert 

0,000023 

  

GO_positive Regulation der Abwehrreaktion 0,000996 
  

GO_Aktivierung der angeborenen Immunant-
wort 

0,001178 

  

GO_Regulation der angeborenen Immunant-
wort 

0,001272 

  

GO_Reaktion auf Moleküle bakteriellen Ur-
sprungs 

0,001628 

  

GO_Abwehrreaktion 0,004388 
  

GO_Chemokinaktivität 0,005155 
  

GO_Tumornekrosefaktor-Superfamilie Zytokin-
produktion   

0,006030 

  

GO_Monozyten Chemotaxis 0,006164 
  

GO_Regulation der Abwehrreaktion 0,009239 
  

GO_Antigenrezeptor-vermittelter Signalweg 0,022062 
  

GO_positive Regulation der Zytokinproduktion 0,024217 

Hallmarks positiv Hallmark_Entzündungsantwort 0,000102 
  

Hallmark_Apoptose 0,037625 

Immuno 

-logic 

positiv GSE5099_Monozyt vs. klassischer M1-Makro-
phage herunterreguliert  

0,000063 

  

GSE8921_unstimuliert vs. TLR 1/2 für 24 h sti-
mulierter Monozyt herunterreguliert  

0,010831 

Immuno 

-logic 

negativ GSE8921_0 h unstimuliert vs. TLR 1/2 für 24 h 
stimulierter Monozyt herunterreguliert 

0,000004 

  

GSE8921_unstimuliert vs. TLR 1/2 für 24 h sti-
mulierter Monozyt aufreguliert 

0,047367 

KEGG positiv KEGG_Antigen Prozessierung und Präsentation 0,002842 

FDR = Falscherkennungsrate 
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Abbildung 4: Anreicherungsplots angereicherter Gen-Datensätze 
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4.3.2 TLR-assoziierte Transkriptionsfaktoren mit Einfluss auf die Expression der 

experimentell validierten miRNAs  

 

Die Expression von miRNAs unterliegt der Regulation durch spezifische Transkriptions-

faktoren. Daher wurden mittels Screening der Datenbank GeneCards, Version 5.1.0 

Build 379 sämtliche Transkriptionsfaktoren identifiziert, welche die Expression der 

miRNAs miR-7a-5p, miR-148a-3p, miR-155-5p, miR-351-5p und miR-1198-5p beeinflus-

sen. Im Anschluss wurde ein Abgleich mit den laut Datenbank KEGG Pathway 

Database, Release 98.0 TLR-assoziierten Transkriptionsfaktoren durchgeführt. Im Er-

gebnis wurden für 3 der 5 validierten miRNAs Transkriptionsfaktoren registriert, welche 

beide Kriterien erfüllten (Tabelle 12). Für miR-7a-5p wurden 10 Transkriptionsfaktoren, 

für miR-148a-3p ebenfalls 10 Transkriptionsfaktoren und für miR-155-5p 4 Transkripti-

onsfaktoren identifiziert, welche mit dem TLR-Signalweg verknüpft sind und zugleich auf 

die betreffenden miRNA-Gene einwirken können (Tabelle 12). Bemerkenswerterweise 

stellen diese Transkriptionsfaktoren entweder Untereinheiten des Transkriptionsfaktors 

AP-1 dar, wie FOS, FOSL2, JUN, JUNB und JUND, oder interagieren mit diesem Tran-

skriptionsfaktor. Zu diesen mit AP-1 in Wechselwirkung stehenden Transkriptionsfak-

toren gehören ATF4, NFATC1 und NFATC3, welche mit AP-1 zusammenarbeiten, die 

Transkriptionsfaktoren BCL6 und BCL6B, die eine Unterdrückung der AP-1-Aktivität ver-

mitteln sowie die Transkriptionsfaktoren MAX und MYC, deren Expression von AP-1 be-

einflusst wird.  

Die Ergebnisse der in silico-Analyse liefern einen klaren Hinweis darauf, dass die Aufre-

gulation von miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-155-5p nach gram-positiver TLR-Stimu-

lation durch AP-1 vermittelt wird. Untermauert wird dieser Befund durch die Ergebnisse 

der NGS-Analyse des Transkriptoms. Wie in Kapitel 4.1.1 ausgeführt, indizieren die 

NGS-Daten eine veränderte Expression von Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie in 

Folge gram-positiver Stimulation. So war die AP-1 Untereinheit JUNB um das 2,8fache 

aufreguliert (Tabelle 8). Ferner zeigte ATF4 eine Steigerung der Expression um das 

1,8fache, während sich die Expression von BCL6 als Inhibitor der AP-1 Aktivität deutlich 

reduzierte (Tabelle 8). Weitere laut NGS in der Expression verminderte Transkriptions-

faktoren der AP-1-Familien waren FOSL2, NFATC1 und NFATC3 (Tabelle 8).  

 

Tabelle 12: TLR-assoziierte Transkriptionsfaktoren mit Einfluss auf validierte miRNAs 

Transkriptions-
faktor 

miR-7a-5p  miR-148a-3p miR-155-5p 

ATF4 - X - 
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Tabelle 12: TLR-assoziierte Transkriptionsfaktoren mit Einfluss auf validierte miRNAs 
(Fortsetzung) 

Transkriptions
-faktor 

miR-7a-5p  miR-148a-3p miR-155-5p 

BCL6 X X - 

BCL6B X - - 

ELK1  - - - 

FOS X X - 

FOSL2 X X - 

JUN - X - 

JUNB X X X 

JUND X X X 

MAX X X X 

MYC X X - 

NFATC1 X X X 

NFATC3 X - - 

„X“ = Transkriptionsfaktor bindet an Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle der miRNA 
„-„ = Transkriptionsfaktor bindet nicht Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle der miRNA 
ATF4 = aktivierender Transkriptionsfaktor 4, BCL = B-Zell Lymphom, ELK1 = ETS-ähn-
liches Protein-1, Fos = FOS Protoonkogen, FOSL = Fos-ähnlich, JUN = Jun Protoonko-
gen, MAX = Myc-assoziierter Faktor X, MYC = Myc Protoonkogen, NFATC = Kernfaktor 
der aktivierten T-Zellen 
 

4.3.3 Untersuchung der potenziell durch die verändert exprimierten miRNAs be-

einflussten Prozesse 

 

Unter Verwendung der Datenbank ClueGO, Version 2.5.7 wurde eine Clusteranalyse 

der mittels miRWalk identifizierten putativen und experimentell validierten Zielgene der 

verändert exprimierten miRNAs durchgeführt. Diese erbrachte für 4 der 5 validierten 

miRNAs eine Assoziation mit M1-Differenzierung und Immunabwehr (Tabelle 13). Ins-

gesamt wurden 51 signifikant gebündelte GO-Begriffe (p > 0,05) ermittelt, wobei 35 der 

51 identifizierten GO-Begriffe auf die miRNA miR-155-5p zurückzuführen waren. Die de-

tektierten biologischen Prozesse ließen sich 5 Oberkategorien zuordnen: GO:0048583 

(Regulation der Reaktion auf Stimuli), GO:0023051 (Regulation der Signalisierung), 

GO:0009966 (Regulation der Signaltransduktion), GO:0010468 (Regulation der Genex-

pression) und GO:0045595 (Regulation der Zelldifferenzierung). Dies ist ein manifester 

Hinweis darauf, dass die nach der Stimulation mit gram-positiven Bakterien beobach-
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teten Veränderungen des Transkriptoms im Sinne einer M1-Differenzierung im Zusam-

menhang mit der beobachteten Aufregulation der miRNAs miR-7a-5p, miR-148a-3p, 

miR-155-5p und miR-351-5p stehen.  

 

Tabelle 13: Clusteranalyse auf Basis der Zielgene verändert exprimierter miRNAs 

miRNA GO-Begriffe 

miR-7a-5p GO:0002478 – Antigenverarbeitung und Präsentation von exogenem 
 Peptidantigen 

GO:0002495 – Antigenverarbeitung und Präsentation von  
 Peptidantigenen über MHC-Klasse II 

GO:0002504 – Antigenverarbeitung und Präsentation von Peptid- 
 oder Polysaccharid-Antigenen über MHC-Klasse II 

GO:0019884 – Antigenverarbeitung und Präsentation von exogenem 
 Antigen 

GO:0019886 – Antigenverarbeitung und -präsentation von exogenen 
 Peptidantigenen über MHC-Klasse II 

GO:0048002 – Antigenverarbeitung und -präsentation von Peptidanti-
 genen  

GO:0072593 – Stoffwechselprozess der reaktiven Sauerstoffspezies 

GO:0090195 – Chemokinsekretion 

GO:0090196 – Regulation der Chemokinsekretion 

GO:2000377 – Regulation des Stoffwechselprozesses der reaktiven 
 Sauerstoffspezies 

miR-148a-3p GO:0002688 – Regulation der Leukozyten Chemotaxis  

GO:0030595 – Leukozyten Chemotaxis 

miR-155-5p GO:0002237 – Reaktion auf Moleküle bakteriellen Ursprungs 

GO:0002573 – Differenzierung der myeloischen Leukozyten 
GO:0002683 – negative Regulation von Prozessen des 

 Immunsystems 

GO:0002691 – Regulation der zellulären Extravasation 

GO:0002761 – Regulation der Differenzierung myeloischer Leuko-
 zyten 

GO:0002762 – negative Regulation der myeloischen Leukozytendiffe-
 renzierung 

GO:0002763 – positive Regulation der myeloischen Leukozytendiffe-
 renzierung 

GO:0004517 –  Stickstoffmonoxid-Synthase-Aktivität 

GO:0007249 – IκB Kinase/ NFκB Signalisierung    

GO:0030099 – Differenzierung der myeloischen Zellen  

GO:0030225 –  Makrophagendifferenzierung 

GO:0031347 – Regulation der Abwehrreaktion 

GO:0031349 – positive Regulation der Abwehrreaktion 

GO:0043030 – Regulation der Makrophagenaktivierung  

GO:0043065 – positive Regulation des Apoptoseprozesses 
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Tabelle 13: Clusteranalyse auf Basis der Zielgene verändert exprimierter miRNAs 
(Fortsetzung) 

miRNA GO-Begriffe 

 GO:0043122 –  Regulation der IκB Kinase/ NFκB Signalisierung 

GO:0043123 – positive Regulation der IκB/ NFκB- Signalübertragung 

GO:0043124 –  negative Regulation der IκB/ NFκB-Signalübertragung  

GO:0045637 – Regulation der myeloischen Zelldifferenzierung 

GO:0045638 – negative Regulation der myeloischen Zelldifferenzie-
 rung  

GO:0045639 – positive Regulation der myeloischen Zelldifferenzie-
 rung 

GO:0045649 – Regulation der Makrophagendifferenzierung 

GO:0045651 – positive Regulation der Makrophagendifferenzierung 

GO:0050729 –  Regulation der Entzündungsreaktion 

GO:0050857 – positive Regulation des Antigenrezeptor-vermittelten 
 Signalweges 

GO:0050999 – Regulation der Stickstoffoxid-Synthase-Aktivität 

GO:0051092 – positive Regulation der Aktivität des Transkriptions-
 faktors NF-kappaB  

GO:0061756 –  Leukozytenadhäsion an vaskulären Endothelzellen 

GO:0071219 – zelluläre Reaktion auf Moleküle bakteriellen Ursprungs 

GO:0071887 – Prozess der Leukozyten-Apoptose 

GO:1902106 – negative Regulation der Leukozytendifferenzierung 

GO:1902107 – positive Regulation der Leukozytendifferenzierung 

GO:1903236 – Regulation der Bindung oder des Rollens von Leuko-
 zyten 

GO:1904994 – Regulation der Adhäsion von Leukozyten an vaskuläre 
 Endothelzellen 

GO:1904996 – positive Regulation der Leukozytenadhäsion an vas-
 kuläre Endothelzellen  

miR-351-5p GO:0002224 – Toll-like-Rezeptor-Signalweg 

GO:0030099 – Differenzierung der myeloischen Zellen 

GO:0034121 – Regulation des Toll-like-Rezeptor-Signalweges 

GO:0034122 – negative Regulation des Toll-like-Rezeptor-Signal-
 weges  

 

4.3.4 Ermittlung der Zielgene der verändert exprimierten miRNAs 

 

Um zu verstehen, ob und wie die stimulationsinduzierten Veränderungen im miRNA-

Profil zur M1-Polarisierung der Makrophagen beitragen können, wurde mit Hilfe der Da-

tenbank miRWalk 2.0 eine detaillierte Auflistung der putativen und experimentell vali-

dierten Zielgene der verändert exprimierten miRNAs erstellt (Tabelle 14). Diese wurden 
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auf immunologisch relevante Mediatoren von Makrophagenaktivierung und Makropha-

genfunktion gescreent.  

 

Tabelle 14: Anzahl der mittels miRWalk 2.0 ermittelten Zielgene 

 putative Zielgene validierte Zielgene 

miR-7a-5p 1156 39 

miR-148a-3p 902 40 

miR-155-5p 654 87 

miR-351-5p 1077 22 

miR-1198-5p 742 13 

 

Wie in Tabelle 15 aufgeführt, wurden IL1B, TNF und LYZ als Zielgene ermittelt. IL1B und 

TNF kodieren für die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF-α, welche charakte-

ristische Botenstoffe M1-differenzierter Makrophagen repräsentieren. LYZ kodiert für 

das Protein Lysozym, welches im Rahmen der Abwehrfunktion von M1-Makrophagen 

am Abbau bakterieller Zellwände beteiligt ist. Weiterhin wurden zahlreiche Mediatoren 

der TLR-Signalübertragung als Zielgene identifiziert (Tabelle 15). Hierzu zählen CHUK 

und NFKBIB, deren Genprodukte eine wichtige Funktion bei der Regulation des Tran-

skriptionsfaktors NFκB einnehmen. Ebenfalls mit NFκB assoziiert ist RELA, welches als 

putatives Zielgen von miR-148a-3p und miR-155-5p identifiziert wurde (Tabelle 15). 

RELA kodiert für die Untereinheit p65 des Transkriptionsfaktors NFκB. Weiterhin mit der 

TLR-Signalkaskade in Verbindung stehen die Zielgene FOS und LY96. FOS kodiert für 

eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors AP-1. Lymphozyten Antigen-96 (LY96), wel-

ches auch MD-2 genannt wird, interagiert mit Toll-like-Rezeptoren im Rahmen der Li-

gandenbindung. Ferner wurden AKT1, CEBPB, CREB1, FOSL2 und SOCS1, welche als 

Teil des PI3K-Akt-Signalweges mit der Differenzierung zum M2-Phänotyp assoziiert 

sind, als Zielgene aufgedeckt (Tabelle 15). Ein weiterer Mediator der Makrohagendiffe-

renzierung ist NFATC1, ein putatives Zielgen von miR-7a-5p (Tabelle 15). NFAT wird 

ein hemmender Einfluss auf die Makrophagendifferenzierung zugesprochen.  

Zusammenfassend gehören zu den Zielgenen der nach gram-positiver Stimulation auf-

regulierten miRNAs Inhibitoren der NFκB-Aktivierung (z. B. CHUK und NFKBIB) sowie 

Mediatoren der M2-Differenzierung (z. B. AKT1, CEBPB, CREB1, SOCS1 und FOSL2). 

Hiermit im Einklang stehen die Befunde der NGS-Analyse des Transkriptoms (siehe Ka-

pitel 4.1.1), welche nach gram-positiver Stimulation der Makrophagen eine verminderte 

Expression von CREB1 (Faktor 0,6fach), FOSL2 (Faktor 0,5fach) und NFATC1 (Faktor 
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0,4fach) indizieren (Tabelle 8). Dies kann als Hinweis auf eine posttranskriptionelle Hem-

mung der Expression dieser Gene durch Hochregulation von miR-7a-5p, miR-148a-3p, 

miR-155-5p und miR-351-5p angesehen werden, wodurch in Ergänzung zur transkripti-

onellen Regulation nach TLR-Stimulation die Polarisierung zum M1-Phänotyp gefördert 

wird. 

 

Tabelle 15: Ausgewählte Zielgene der verändert exprimierten miRNAs 
 

Zielgene der TLR-Signalkas-
kade 

M1-Makrophagen assoziierte 
Mediatoren 

miR-7a-5p putativ: CREB1, FOS, NFATC1 
validiert: - 

putativ: - 

validiert: - 

miR-148a-3p putativ: CHUK, RELA  
validiert: - 

putativ: IL1B 

validiert: - 

miR-155-5p putativ : FOSL2, RELA 

validiert: AKT1, CEBPB, FOS, 
SOCS1 

putativ: - 

validiert: - 

miR-351-5p putativ: - 

validiert: NFKBIB 

putativ: LYZ 

validiert: TNF 

miR-1198-5p putativ: - 

validiert: LY96 

putativ: - 

validiert: - 

AKT1 = AKT Serin/Threonin-Kinase 1, CEBPB = CCAAT-Enhancer-Bindungsprotein 
beta, CHUK = Bestandteil des Inhibitors des Nuklearfaktor-Kappa-B-Kinase-Komplexes, 
CREB1 = cAMP-responsive Element-Bindungsprotein 1, FOS = FOS Protoonkogen, 
FOSL = Fos-ähnlich, IL1B = Interleukin-1 Beta, LY96 = Lymphozyten Antigen-96, LYZ = 
Lysozym, NFATC1 = Kernfaktor der aktivierten T-Zellen 1, NFKBIB = NFκB-Inhibitor 
beta, RELA = RELA Protoonkogen/ NFκB-Untereinheit, SOCS1 = Suppressor der Zyto-
kin-Signalübertragung 1, TNF = Tumornekrosefaktor-alpha 
 

4.4 Vergleich von gram-positiver mit gram-negativer Stimulation 

 

Gram-positive wie auch gram-negative Stimulation induziert die Differenzierung der 

Makrophagen zum M1-Typ. Stellt man die Auswirkungen einer gram-positiven und einer 

gram-negativen Stimulation von Makrophagen auf das Transkriptom der Zellen gegen-

über, findet sich ein hohes Maß an Kongruenz. Dies zeigt sich sowohl in übereinstim-

menden Ergebnissen der GESA (siehe Kapitel 4.3.1) als auch in den der Tatsache, dass 

die NGS-Analyse in beiden Fällen eine veränderte Expression von Genen wie IL6, 

JUNB, LY96, MYD88 und TNF demonstrierte (Tabellen 8 und 16).  
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Tabelle 16: Übersicht verändert exprimierten Gene nach gram-negativer Stimulation 

Gen Abundanz Kontrolle 

(Mittelwert) 

Abundanz LPS 

(Mittelwert) 

mittlere Expressi-
onsänderung 

Cohen`s d 

AKT3 22,3 13,3 0,6 5,3 

BCL2 9,1 3,3 0,4 5,4 

BCL6 6,8 3,3 0,5 4,9 

Creb1 9,4 6,7 0,7 7,4 

FOS 14,6 3,8 0,3 2,3 

FOSL1 0,9 5,2 5,6 -1,1 

FOSL2 14,2 6,9 0,5 2,2 

IL1B 0,4 24,5 55,7 -2,0 

IL6 1,9 227,0 117,8 -2,5 

JUNB 80,7 198,3 2,5 -3,4 

LY96 5,3 10,0 1,9 -1,6 

LYZ2 543,0 218,9 0,4 5,8 

MAPK14 45,5 30,3 0,7 2,5 

MYD88 17,1 27,6 1,6 -5,8 

NFATC1 5,6 2,6 0,5 5,0 

NFKB1 82,6 154,1 1,9 -3,0 

NFKB2 67,4 105,7 1,6 -1,7 

NFKBIA 64,3 197,2 3,1 -17,9 

NFKBIB 20,8 61,2 2,9 -2,8 

RIPK2 8,8 21,0 2,4 -8,4 

TICAM1 5,3 9,5 1,8 -21,8 

TLR4 14,6 10,6 0,7 2,2 

TNF 53,0 277,7 5,2 -15,7 

AKT3 = AKT Serin/Threonin-Kinase 3, BCL = B-Zell Lymphom, CREB1 = cAMP-
responsive Element-Bindungsprotein 1, FOS = FOS Protoonkogen, FOSL = Fos-ähnlich, 
IL = Interleukin, JUN = Jun Protoonkogen, LYZ = Lysozym, LY96 = Lymphozyten Anti-
gen-96, MAPK = Mitogen-aktivierte Proteinkinase, MYD88 = Myeloides Differenzie-
rungsprotein 88, NFATC = Kernfaktor der aktivierten T-Zellen, NFKB1 = NFκB-Unterein-
heit 1, NFKB2 = NFκB-Untereinheit 2, NFKBIA = NFκB-Inhibitor alpha, NFKBIB = NFκB-
Inhibitor beta, RIPK2 = Rezeptor-interagierende Serin/Threonin-Kinase 2, TICAM1 = 
TIR-Domäne enthaltendes Adapter-Molekül 1, TLR = Toll-artiger Rezeptor, TNF = Tu-
mornekrosefaktor-alpha 
 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass eine gram-negative Stimulation der Makro-

phagen mittels LPS oder Ko-Kultur mit P. aeruginosa mit einer signifikanten Änderung 

der Expression der miRNAs miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p, und miR-106b-5p ein-

hergeht, wobei durchweg eine Herunterregulation der miRNAs zu beobachten ist 
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(Riechert et al. 2022). Um ein vollständiges Bild zu gewinnen, wurde die Expression 

dieser miRNAs auch in Proben gram-positiv stimulierter Makrophagen geprüft. Hierbei 

wurde für keine der genannten miRNAs eine signifikante Änderung der Expression im 

gram-positiven Milieu nachgewiesen. Auch die Testung, ob die nach gram-positiver Sti-

mulation validierten miRNAs ebenso bei gram-negativer Stimulation Änderungen der Ex-

pression zeigen, verlief negativ. Es lässt sich demnach feststellen, dass die nach Stimu-

lation erfolgenden Änderungen des miRNA-Expressionsprofils sich je nach Art des Sti-

mulus (gram-positiv versus gram-negativ) unterscheiden, wobei sowohl die miRNAs 

selbst als auch die Richtung der Expressionsänderung variieren (Tabelle 17). Die Fein-

regulation der M1-Differenzierung auf posttranskriptioneller Ebene wird offenbar durch 

verschiedene miRNAs vermittelt. 

 

Tabelle 17: Gegenüberstellung verändert exprimierter miRNAs nach Stimulation 

 gram-positive Stimulation gram-negative Stimula-
tion 

aufregulierte miRNAs miR-7a-5p, miR148a-3p, 
miR-155-5p, miR-351-5p 

- 

herunterregulierte miRNAs miR-1198-5p miR-9-5p, miR-27b-3p, 
miR-93-5p, miR-106b-5p 

 

Die Ermittlung TLR-assoziierter Transkriptionsfaktoren mit Einfluss auf die Expression 

der nach gram-negativer Stimulation verändert exprimierten miRNAs ergab für miR-9-5p 

13 Transkriptionsfaktoren, für miR-27b-3p 9 Transkriptionsfaktoren sowie für miR-93-5p 

und miR-106b-5p jeweils 2 Transkriptionsfaktoren (Tabelle 18). Die Liste der identifizier-

ten Transkriptionsfaktoren war hierbei identisch zu den in Tabelle 12 aufgelisteten Be-

funden bei gram-positiver Stimulation. Dies ist ein Beleg dafür, dass die Änderung des 

miRNA-Expressionsprofils sowohl nach gram-positiver wie auch nach gram-negativer 

Stimulation durch AP-1 vermittelt wird.  

  

Tabelle 18: TLR assoziierte Transkriptionsfaktoren im gram-negativen Milieu 

Transkriptions-
faktor 

miR-9-5p miR-27b-3p miR-93-5p miR-106b-5p 

ATF4 X X - - 

BCL6 X X - - 

BCL6B X X - - 

ELK1  X - - - 

FOS X X X X 
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Tabelle 18: TLR assoziierte Transkriptionsfaktoren im gram-negativen Milieu 
(Fortsetzung) 

Transkriptions-
faktor 

miR-9-5p miR-27b-3p miR-93-5p miR-106b-5p 

FOSL2 X X - - 

JUN X X - - 

JUNB X - - - 

JUND X X - - 

MAX X X X X 

MYC X X - - 

NFATC1 X - - - 

NFATC3 X - - - 

„X“ = Transkriptionsfaktor bindet an Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle der miRNA 
„-„ = Transkriptionsfaktor bindet nicht Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle der miRNA 
ATF4 = aktivierender Transkriptionsfaktor 4, BCL = B-Zell Lymphom , ELK1 = ETS-ähn-
liches Protein-1, Fos = FOS Protoonkogen, FOSL = Fos-ähnlich, JUN = Jun Protoonko-
gen, MAX = Myc-assoziierter Faktor X, MYC = Myc Protoonkogen, NFATC = Kernfaktor 
der aktivierten T-Zellen 
 

Die ClueGO-basierte Clusteranalyse der Zielgene der nach gram-negativer Stimulation 

verändert exprimierten miRNAs deutete auf eine Beeinflussung der TLR-induzierten Si-

gnaltransduktion hin. In Übereinstimmung zur Situation nach gram-positiver Stimulation 

war eine signifikante Anreicherung der GO-Begriffe GO:0048583 (Regulation der Reak-

tion auf Stimuli), GO:0023051 (Regulation der Signalisierung), GO:0009966 (Regulation 

der Signaltransduktion), GO:0010468 (Regulation der Genexpression) und GO:0045595 

(Regulation der Zelldifferenzierung) zu beobachten. In der Tat ergab die miRWalk-ba-

sierte Ermittlung von Zielgenen der miRNAs miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p und miR-

106b-5p zahlreiche Mediatoren der TLR4-Signalkaskade. Zu nennen sind IRAK 4, 

MAP3K7, MAP3K14, NFKB1, RELA, TAB1, TAB2, TAB3, TLR4 und TRAF6 (Tabelle 

19). In Anbetracht der Beobachtung, dass es nach gram-negativer Stimulation zu einer 

Herunterregulation der miRNAs kommt, ist von einer verminderten Hemmung der Ex-

pression der in Tabelle 19 benannten Mediatoren des TLR4-Signalweges auszugehen. 

Es ergibt sich das Bild einer negativen Rückkopplung. Demnach erfolgt die Förderung 

der M1-Differenzierung nach gram-negativer TLR-Stimulation posttranskriptionell durch 

Schwächung der miRNA-vermittelten Inhibition der TLR4-Signalkaskade.  

 

 

  



 

43 

 

Tabelle 19: Zielgene der im gram-negativen Milieu verändert exprimierten miRNAs  

beeinflussende miRNA Zielgen 

miR-9-5p NFKB1, RELA, TAB2, TAB3 

miR-27b-3p  MAP3K14, TAB2, TAB3, TRAF6 

miR-93-5p IRAK4, MAP3K7, MAP3K14, TAB1, TAB3, TLR4 

miR-106b-5p MAP3K14, TAB2, TRAF6 

IRAK = Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase, MAP3K7 = Mitogen-aktivierte Protein-
kinase Kinase Kinase 7, MAP3K14 = Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase 14, 
NFKB1 = NFκB Untereinheit 1, RELA = RELA Protoonkogen, TAB = TGF-beta 
aktivierte Kinase 1 (MAP3K7) bindendes Protein, TLR4 = Toll-artiger Rezeptor 4, TRAF6 
= TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 
 
Zusammenfassend zeigt der Vergleich von gram-positiver mit gram-negativer Stimula-

tion, dass in beiden Situationen die TLR-induzierte Makrophagenaktivierung mit Verän-

derungen im miRNA-Profil einhergeht, wodurch sich eine Feinregulation der M1-Diffe-

renzierung auf posttranskriptioneller Ebene ergibt. Allerdings wird diese Feinabstim-

mung durch unterschiedliche miRNAs und divergierende posttranskriptionell ablaufende 

Prozessen erreicht. 
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5. Diskussion 

 

 

Makrophagen wird im angeboren Immunsystem eine tragende Rolle in der Abwehr von 

Pathogen zugesprochen. Maßgeblich hierfür ist die Plastizität der Immunzellen, d.h. die 

Fähigkeit in verschiedene Phänotypen zu differenzieren (Shapouri-Moghaddam et al. 

2018). Eine Dysregulation der Differenzierung zum proinflammatorischen M1-Typ bzw. 

zum antiinflammatorischen M2-Typ wird mit akuten wie auch chronischen Krankheitszu-

ständen in Zusammenhang gebracht (Sica und Mantovani 2012; Zhou et al. 2014; 

Orecchioni et al. 2019). Der Kontrolle der Makrophagendifferenzierung kommt daher 

grundsätzliche Bedeutung zu. 

Makrophagen exprimieren auf der Zelloberfläche Rezeptoren der TLR-Familie. Aus der 

Literatur ist bekannt, dass durch Interaktion dieser Rezeptoren mit bakteriellen Zellwand-

bestandteilen (gram-positive Bakterien: LTA, gram-negative Bakterien: LPS) der RAC1-

PI3K-Akt-Signalweg und der MYD88-abhängige Signalweg induziert werden, wodurch 

über die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB Einfluss auf die Tran-

skription spezifischer Gene genommen wird (Ogata et al. 1999; Takeda und Akira 2004; 

Takeda und Akira 2015). Es resultiert die Differenzierung zum M1-Phänotyp (Ogata et 

al. 1999; Takeda und Akira 2004; Takeda und Akira 2015), welcher durch oxidativen 

Burst und vermehrte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und TNF-

α, gekennzeichnet ist (Walloschke et al. 2010; Schoeniger et al. 2011; Adolph et al. 

2012). Die Mechanismen dieser transkriptionellen Regulation der Makrophagendifferen-

zierung sind in der Literatur ausführlich dokumentiert.  

Transkriptionsfaktoren nehmen nicht nur Einfluss auf die Expression proteinkodierender 

Gene, sondern auch auf die Expression regulatorischer RNA-Moleküle, zu denen die 

miRNAs gehören (Cai et al. 2009; Essandoh et al. 2016). miRNAs wirken sich posttran-

skriptionell auf die mRNA-Stabilität sowie die Effizienz der Transkription aus (Filipowicz 

et al. 2008). Diese als posttranskriptionelle Regulation bezeichnete Kontrolle der Makro-

phagendifferenzierung rückt zunehmend in den Fokus der Forschung. Im Gegensatz zu 

den gut untersuchten und dokumentierten Mechanismen auf transkriptioneller Ebene 

sind jedoch die Erkenntnisse zur posttranskriptionellen Regulation der Makrophagendif-

ferenzierung nur lückenhaft. So ist in der Literatur bisher keine vergleichende Untersu-

chung der durch gram-positive oder gram-negative Stimulation induzierten Verände-

rungen des miRNA-Profils von Makrophagen dokumentiert. Vorarbeiten der Arbeits-

gruppe zeigen Hinweise auf eine Veränderung des miRNA-Profils von Makrophagen 
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nach gram-negativer Stimulation. Aufgrund dieser Vorarbeiten wurde die Hypothese auf-

gestellt, dass es nach gram-positiver Stimulation ebenfalls zu Veränderungen im 

miRNA-Profil von Makrophagen kommt und dass diese Änderungen posttranskriptionell 

zur Differenzierung zum M1-Phänotyp beitragen. Ziele dieser Arbeit waren daher die 

Identifizierung der nach gram-positiver Stimulation verändert exprimierten miRNAs, das 

Erstellen eines Modells der posttranskriptionellen Regulationsmechanismen der M1-Dif-

ferenzierung sowie die Gegenüberstellung der identifizierten miRNAs und ihrer Zielgene 

mit den Vorbefunden nach gram-negativer Stimulation. 

 

In der vorliegenden Studie kam ein bewährtes, in der Arbeitsgruppe etabliertes Zellkul-

turmodell sowie ein standardisiertes Protokoll zum Einsatz, welches bereits erfolgreich 

zur Untersuchung von Fragestellungen zu Inflammation und Makrophagenfunktion im 

Zusammenhang mit TLR-Stimulation genutzt wurde (Schoeniger et al. 2016; Hellwing et 

al. 2018). Die M1-Differenzierung der Zellen nach gram-positiver bzw. gram-negativer 

Stimulation wurde mittels Sequenzierung des Transkriptoms geprüft. Die auf Basis der 

NGS-Daten durchgeführte GSEA belegte sowohl für LTA- als auch LPS-stimulierte Ma-

krophagen eine signifikante Anreicherung von Gen-Datensätzen mit Assoziation zur M1-

Differenzierung. In Folge einer gram-positiven Stimulation mit LTA wurde eine Aufregu-

lation von zentralen Mediatoren der TLR-Signalkaskade, wie TLR2, LY96 und MDY88, 

sowie eine veränderte Expression von Untereinheiten der Transkriptionsfaktoren AP-1 

und NFκB, wie JUNB, FOSL2 und NFκB2, beobachtet. Dies kann als verstärkte Aktivie-

rung des TLR-Signalweges nach LTA-Stimulation gewertet werden. Des Weiteren war 

eine vermehrte Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und TNF-α, 

sowie eine Aufregulation proapoptotisch wirksamer Gene, wie BAD, BAK1 und BAX, 

festzustellen, was mit Literaturvorbefunden von Shapouri-Moghaddam et al. (2018) und 

Behar et al. (2011) übereinstimmt. In Analogie zu diesen Befunden wurden auch nach 

gram-negativer Stimulation mittels LPS Expressionsänderungen von Genen, welche für 

Mediatoren der TLR-Signalkaskade und proinflammatorische Zytokine kodieren, regis-

triert (u.a. LY96, MYD88, JUNB, IL6, TNF). Diese Befunde sind ein Beleg für die Verän-

derungen auf mRNA-Ebene nach gram-positiver bzw. gram-negativer Stimulation, wel-

che letztlich die Differenzierung zum M1-Phänotyp begünstigen. 

Im nächsten Schritt wurden die Auswirkungen eine Makrophagenstimulation auf das 

miRNA-Profil der Immunzellen analysiert. Aufgrund ihrer kleinen Größe sowie den spe-

zifischen Eigenschaften ist der quantitative Nachweis von miRNAs technisch aufwendig 

umzusetzen, weshalb der Auswahl des geeigneten Verfahrens für die jeweilige Frage-

stellung sowie das gewählte Normalisierungsverfahren entscheidend für ein akkurates 

Ergebnis ist (Mestdagh et al. 2014). Mittels NGS können alle in einer Probe vorhandenen 
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miRNAs identifiziert werden. Durch die Option, auch neue und unbekannte miRNAs zu 

entdecken (Siddika und Heinemann 2020), hebt sich das NGS-Verfahren deutlich von 

anderen Methoden wie Microarray-Verfahren oder PCR-basierten Verfahren ab 

(Willenbrock et al. 2009; Liu et al. 2011; Pritchard et al. 2012). Nach aktuellem Stand der 

Forschung bietet eine NGS-Analyse daher eine gute Grundlage zur Identifizierung aller 

nach Stimulation von Makrophagen verändert exprimierten miRNAs. 

Um die Ergebnisse der NGS-Analyse zu bestätigen, wurde eine Validierung mittels 

ddPCR angestrebt. Zur Auswahl der Validierungskandidaten wurden mehrere Kriterien 

herangezogen: die mittlere Expressionsänderung, der Cohen`s d sowie die Abundanz. 

Die mittlere Expressionsänderung wird häufig als Hilfsmittel zur Identifizierung verändert 

exprimierter miRNAs genutzt. Als Grenzwerte werden dabei, wie auch in der vorlie-

genden Arbeit, Expressionsänderungen >2fach oder <0,5fach angesetzt (Graff et al. 

2012; Cobos Jiménez et al. 2014; Li et al. 2018). Ferner findet häufig der Cohen`s d 

Berücksichtigung. Der Cohen`s d ist ein Maß für die Effektstärke und beschreibt, wie 

stark sich die Mittelwerte zweier Testgruppen voneinander unterscheiden. Dabei ist laut 

Cohen (1988) ein Wert ≥ 0,8 bzw. ≤-0,8 mit einem großen Effekt vergesellschaftet. Wei-

terhin wurde in der vorliegenden Arbeit in Übereinstimmung mit der Literatur die Abun-

danz als Kriterium genutzt, da bei Expressionsänderungen abundanter miRNAs im Ver-

gleich zu geringgradig exprimierten miRNAs von einer höheren physiologischen Bedeu-

tung auszugehen ist. Allgemeingültige Grenzwerte für die miRNA-Abundanz lassen sich 

in der Literatur nicht finden. Aufgrund der Vielzahl an potentiellen Validierungskandida-

ten wurde in der vorliegenden Arbeit die Grenze für Abundanz auf ≥ 500 Reads festge-

legt. Vergleichbare Studien setzen den Grenzwert deutlich niedriger an (Cobos Jiménez 

et al. 2014; Lewandowska-Sabat et al. 2018). Lewandowska-Sabat et al. (2018) legten 

den Grenzwert bei einer Abundanz ≥ 5 Reads fest, während Cobos Jiménez et al. (2014) 

eine Abundanz > 10 Reads in mindestens einer Testgruppe als Grenze verwendeten. 

Der in dieser Arbeit angelegte Grenzwert ist daher als sehr streng anzusehen.  

Mit der Real-Time PCR steht laut der microRNA quality control (miRQC)-Studie eine 

geeignete Methode zur Quantifizierung von Expressionsunterschieden von miRNAs zur 

Verfügung (Mestdagh et al. 2014). Allerdings kann mit der klassischen Variante lediglich 

eine relative Bestimmung erfolgen unter Bezugnahme auf ein Referenzgen, dessen Ex-

pression unbeeinflusst durch die Bedingungen des Experimentes sein muss (Wong und 

Medrano 2005). Für miRNAs sind keine universellen Referenzgene bekannt. Vielmehr 

zeigen die in der Literatur mehrheitlich beschriebenen Referenzgene unter inflammato-

rischen Bedingungen Änderungen im Expressionsprofil (Reid et al. 2011). Infolgedessen 

werden unterschiedliche Referenzgenkandidaten im entzündlichen Setting diskutiert. So 

empfahlen Schlosser et al. (2015) eine Kombination der beiden miRNAs miR-142-3p 
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und miR-320a. Einschränkend ist festzuhalten, dass die Testung dieser miRNAs nur in 

zwei verschiedenen Krankheitszuständen erfolgte und die Empfehlung für die Verwen-

dung in unfraktioniertem Vollblut limitiert ist (Schlosser et al. 2015). Hirschberger et al. 

(2019) untersuchten Referenzgene für T-Zellen und Vollblut im Rahmen von Sepsis und 

empfahlen eine Kombination aus miRNAs und kleinen nukleolaren RNA-Molekülen, 

doch steht hier eine Testung für andere Zelllinien und in abweichenden inflammatori-

schen Verhältnissen aus (Hirschberger et al. 2019). Vorarbeiten der Arbeitsgruppe be-

legen die Nutzbarkeit von miR-27b-3p und miR-103a-3p im Kontext einer LPS-Stimula-

tion der Monozyten/Makrophagen-Zelllinie RAW264.7, doch ist die Bestätigung dieser 

miRNAs als geeignete Referenzgene im gram-positiven Milieu noch anhängig (Link et 

al. 2019). Alternative Methoden zur Normalisierung beinhalten als Referenz kleine, nu-

kleäre und nukleolare RNA-Moleküle, exogene Kontrollen in Form von Spike-in-Oligo-

nukleotiden oder die Verwendung eines errechneten mittleren Expressionswerts aller 

miRNAs (Mestdagh et al. 2009; Link et al. 2019). Auch für diese Methoden gilt, dass sie 

sich nicht universell einsetzen lassen und durch ihre jeweiligen Limitationen die Ergeb-

nisgenauigkeit der quantitativen Real-Time PCR negativ beeinflussen können. Ein alter-

nativer Ansatz ist die Verwendung der ddPCR. Dabei erfolgt die Verteilung der Probe 

auf ca. 20.000 Wasser-in-Öl-Tropfen definierter Größe, in denen die PCR-Reaktion 

durchgeführt wird. Unter Annahme einer Poisson-Verteilung wird anschließend die An-

zahl der miRNA-Kopien/µl Probe bestimmt (Pinheiro et al. 2012; Kiseleva et al. 2016). 

Hervorzuheben ist die absolute Quantifizierung ohne Kalibratorsubstanz oder Referenz-

gen mit im Vergleich zur Real-Time PCR erhöhter Präzision und Reproduzierbarkeit bei 

ähnlicher bzw. erhöhter Sensitivität (Campomenosi et al. 2016; Wang et al. 2019). Auch 

wird der ddPCR eine erhöhte Widerstandsfähigkeit gegen PCR-Inhibitoren zugespro-

chen (Hindson et al. 2013; Huggett et al. 2013). Voraussetzung für eine maximale Mess-

genauigkeit ist die optimale Verdünnung der cDNA, welche vorab mittels Verdünnungs-

reihen für jede zu untersuchende miRNA ermittelt werden muss. In Übereinstimmung 

mit Empfehlungen des Herstellers des genutzten ddPCR-Systems zeigen Vorarbeiten 

der Arbeitsgruppe, dass bei Messwerten von ca. 100 positiven Signalen eine höchst-

mögliche Validität der Messergebnisse gewährleistet ist (Kuhlmann et al. 2021). Weitere 

in der vorliegenden Arbeit angewandte Maßnahmen zur Sicherung von Verlässlichkeit 

und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der ddPCR umfassten die Nutzung von validier-

ten miRNA PCR Primer Sets des miRCURY LNA miRNA PCR Assays der Firma Qiagen 

nach Vorgaben des Herstellers sowie die Mitführung von Positiv- und Negativkontrollen. 

Es ist somit von einer hohen Qualität und Verlässlichkeit der ddPCR-Daten auszugehen.  

Mit Hilfe der ddPCR wurde die veränderte Expression von 5 miRNAs nach gram-positiver 

Stimulation experimentell validiert. Für die miRNAs miR-7a-5p, miR148a-3p, miR-155-
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5p und miR-351-5p wurde eine Aufregulation und für die miRNA miR-1198-5p eine He-

runterregulation nachgewiesen. Bisher existieren nur wenige Vorarbeiten, die sich mit 

dem miRNA-Expressionsprofil nach gram-positiver Stimulation befasst haben. Überein-

stimmungen mit Vorbefunden aus der Literatur finden sich für miR-155-5p. So ist eine 

Aufregulation von miR-155-5p nach Kontakt mit den gram-positiven Bakterien Listeria 

monocytogenes, Mycobacterium bovis und Streptococcus pneumoniae beschrieben 

(Schnitger et al. 2011; Ghorpade et al. 2012; Verschoor et al. 2014). Die in dieser Arbeit 

gezeigte Expressionssteigerung von miR-155-5p nach Stimulation mit LTA oder 

Rhodococcus equi legt daher in Zusammenschau mit den beschriebenen Vorbefunden 

nahe, dass gram-positive Stimuli unabhängig von der Bakterienart in Makrophagen die 

vermehrte Synthese von miR-155-5p induzieren. Hervorzuheben ist, dass in der Literatur 

ein Zusammenhang zwischen der Expression von miR-155-5p und der Pathogenabwehr 

durch Makrophagen dokumentiert ist. Belegt ist eine reduzierte Eliminierung von 

Streptococcus pneumoniae und Mycobacterium bovis nach Knockout von miR-155-5p 

in Makrophagen (Ghorpade et al. 2012; Verschoor et al. 2014). 

Für die in dieser Arbeit validierte miRNA miR-1198-5p liegen in der Literatur bisher keine 

Vorarbeiten im inflammatorischen Setting vor. Hingegen finden sich in der Literatur für 

die miRNAs mir-7a-5p, miR-148a-3p und miR-351-5p Hinweise auf eine veränderte Ex-

pression nach gram-negativer Stimulation. Einschränkend ist festzuhalten, dass diese 

Befunde auf Basis der quantitativen Real-Time PCR unter Verwendung von kontrovers 

diskutierten Normalisierungsmethoden ermittelt und zudem die Befunde mehrheitlich 

nicht an isolierten Makrophagen erhoben wurden. In einer aktuellen Studie wurde eine 

signifikante Aufregulation von miR-7a-5p im Serum LPS-stimulierter Ratten aufzeigt 

(Azizoğlu et al. 2020). Die veränderte Expression wurde dabei mit einer quantitativem 

Real-Time PCR unter Verwendung einer Normalisierung auf Basis der Berechnung ei-

nes mittleren Expressionswertes aller miRNAs ermittelt. Die Aussagekraft dieser Studie 

ist aufgrund dieser Normalisierungsmethode kritisch zu beleuchten, da von vielen Auto-

ren die Anwendung der Methode nur für große Datenmengen und der parallelen Unter-

suchung vieler miRNAs empfohlen wird (D’haene et al. 2012; Tania Nolan et al. 2013). 

Da in dieser Studie nur 9 miRNAs untersucht wurden, ist von einer eingeschränkten An-

wendbarkeit dieser Normalisierungsmethode auszugehen. Außerdem wurden in dieser 

Studie Makrophagen nicht isoliert betrachtet. Es ist daher unklar, auf welche Zellen die 

gesteigerten Level von miR-7a-5p im Serum zurückzuführen sind. Von Zhao et al. (2016) 

wurde eine signifikante Aufregulation von miR-7 in murinen Lungengeweben nach LPS-

Stimulation dokumentiert. Diese Daten wurden mit quantitativer Real-Time PCR unter 

Normalisierung mittels des kleinen, nukleären RNA-Molekül U6 erhoben. Allerdings lie-

gen in der Literatur Hinweise vor, dass die Expression von U6 im inflammatorischen 
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Milieu nicht stabil ist (Benz et al. 2013). Deshalb ist die Eignung dieses nukleären RNA-

Moleküls als Referenz zur Normalisierung von miRNA-Daten in diesem Milieu zu hinter-

fragen. Kritisch zu betrachten ist zudem, dass keine Unterscheidung der miRNA-Expres-

sion nach den im murinen Lungengewebe vorhanden Zellen erfolgte. Somit kann anhand 

der vorliegenden Daten nicht abgeschätzt werden, ob die festgestellte Expressionsver-

änderung von miR-7 auf Makrophagen zurückzuführen ist. Interessanterweise war in 

dieser Studie ein Knockout von mir-7 mit einer verminderten Anzahl von Immunzellen, 

inklusive Makrophagen, sowie einer reduzierten Konzentration der proinflammatorischen 

Zytokine TNF-α, IL-1β und IFN-γ in der bronchoalveolären Lavage LPS-stimulierter 

Mäuse assoziiert (Zhao et al. 2016). Dies kann als Hinweis einer immunologischen Re-

levanz von miR-7 für die Makrophagenfunktion gewertet werden. Huang et al. (2017) 

verwendeten ebenfalls eine quantitative Real Time PCR mit U6 als Referenzgen um eine 

signifikante Aufregulation von miR-148a-3p in murinem aus dem Knochenmark stam-

mende Makrophagen nachzuweisen. Die gram-negative Stimulation erfolgte dabei durch 

LPS und IFN-γ. Auch bei dieser Studie ist der Hauptkritikpunkt die Verwendung von U6 

zur Normalisierung. Die generierten Daten liefern jedoch Hinweise auf eine immunolo-

gische Relevanz von miR-148a-3p im gram-negativen Setting. Einhergehend mit einer 

Aufregulation von miR-148a-3p konnten Huang et al. (2017) eine vermehrte Expression 

M1-Makrophagen assoziierter Mediatoren, wie iNOS, IL-6 und TNF-α, eine erhöhte bak-

terizide Wirkung und eine gesteigerte ROS-Produktion feststellen. Da gleichzeitig eine 

Reduktion eines Markers der M2-Differenzierung erkennbar war, schlussfolgerten 

Huang et al. (2017) dass miR-148a-3p die Differenzierung zum M1-Phänotyp fördert. 

Ebenfalls in Vorarbeiten im Zusammenhang mit Inflammation untersucht wurde miR-

351-5p. Dabei zeigte sich eine signifikante Aufregulation von miR-351-5p im Lungenge-

webe intratracheal mit LPS stimulierter Mäuse (Hu et al. 2021). Zur Detektion der verän-

derten Expression wurde in dieser Studie eine quantitative Real-Time PCR unter Ver-

wendung einer Normalisierung mit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) genutzt. Eine Normalisierung mittels GAPDH im inflammatorischen Setting 

wird ähnlich kontrovers diskutiert, wie eine Normalisierung mittels U6. Grund hierfür sind 

Studien, die nachweisen, dass die Expression von GADPH im inflammatorischen Setting 

verändert ist, wodurch GAPDH sich nicht für die Normalisierung im inflammatorischen 

Milieu eignet (Cummings et al. 2014; Tanaka et al. 2017). Wie auch bei der Studie von 

Zhao et al. (2016) ist in dieser Studie keine Unterscheidung der miRNA-Expression nach 

den im murinen Lungengewebe nachweisbaren Zellen erfolgt, so dass unklar ist, durch 

welche Zellen die Expressionsänderung vermittelt wird. Somit ist die Übertragbarkeit der 

Daten auf das Expressionsniveau von miR-351-5p in Makrophagen kritisch zu hinterfra-

gen. Nichtsdestotrotz zeigt die Studie, dass der LPS-Effekt auf das Lungengewebe durch 
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Gabe eines miR-351-5p-Agomirs verstärkt wird (Hu et al. 2021). Somit liegt auch für 

miR-351-5p ein experimenteller Beleg für die Involvierung dieser miRNA in inflammato-

rischen Prozessen vor. 

Die vorliegende Arbeit liefert erstmalig Belege für eine Expressionsänderung der 

miRNAs mir-7a-5p, miR-148a-3p, miR-351-5p und miR-1198-5p durch Makrophagen 

nach gram-positiver Stimulation. Die ddPCR-Befunde bestätigen die Hypothese, dass 

eine gram-positive Stimulation von Makrophagen Auswirkungen auf das miRNA-Profil 

der Immunzellen hat. Eine Expressionssteigerung der miRNAs mir-7a-5p, miR-148a-3p 

und miR-351-5p im gram-negativen Setting bestätigte sich entgegen Hinweisen aus der 

Literatur hingegen nicht. Aufgelöst wird dieser scheinbare Widerspruch durch metho-

dische Limitationen jener Vorarbeiten sowie durch Unterschiede im untersuchten Pro-

benmaterial. Hervorzuheben ist, dass publizierte experimentelle Befunde auf eine immu-

nologische Relevanz der validierten miRNAs hinweisen. Der Nachweis der veränderten 

Expression dieser miRNAs legt daher eine detaillierte Untersuchung potentieller Mecha-

nismen und Effekte dieser miRNAs auf die Makrophagendifferenzierung nahe. 

Die Mechanismen, die der veränderten miRNA-Expression nach gram-positiver Stimu-

lation zu Grunde liegen, wurden im Rahmen einer in silico-Analyse näher beleuchtet. Im 

Ergebnis wurde ein Zusammenhang zwischen der TLR2-induzierten Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors AP-1 und der Aufregulation von miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-

155-5p aufgezeigt. Bereits im Jahr 2007 wurde von O'Connell et al. (2007) spekuliert, 

dass die veränderte Expression von miR-155-5p nach TLR2-Stimulation durch AP-1 ver-

mittelt wird, da im Promotor des miRNA-Gens Bindungsstellen für diesen Transkriptions-

faktor zu finden sind. Diese Befunde wurden durch die Ergebnisse der vorliegenden Ar-

beit bestätigt. Darüber hinaus gelang erstmalig der Nachweis der Beeinflussung der Ex-

pression von miR-7a-5p und miR-148a-3p durch TLR2, welcher bisher in der Literatur 

nicht beschrieben ist. Die Daten der in silico-Analyse belegen, dass die Gene der 

miRNAs miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-155-5p Bindungsstellen für Transkriptions-

faktoren der AP-1-Familie aufweisen. Zu den identifizierten Interaktionspartner gehörten 

Untereinheiten von AP-1, wie FOS, FOSL2, JUN, JUNB und JUND (Ogata et al. 1999; 

Vesely et al. 2009), mit AP-1 kooperierende Transkriptionsfaktoren, wie ATF4, NFATC1 

und NFATC3 (Rao et al. 1997; Macián et al. 2001; Zhang et al. 2013a) sowie die Tran-

skriptionsfaktoren BCL6 und BCL6B, welche eine Repression der AP-1 Aktivität vermit-

teln (Hatzi et al. 2015) und die Transkriptionsfaktoren MAX und MYC, deren Expression 

unter dem Einfluss von AP-1 steht (Vartanian et al. 2011; Ding et al. 2020). In Ergänzung 

zu den in silico-Befunden zeigten die NGS-Daten des Transkriptoms eine deutliche Ex-

pressionssteigerung von JUNB und ATF4 nach gram-positiver Stimulation, während der 
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AP-1-Inhibitor BCL6 herunterreguliert war. Aus diesen Resultaten lässt sich schlussfol-

gern, dass die durch TLR2-Stimulation induzierte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 

der AP-1-Familie unmittelbar die Aufregulation von miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-

155-5p vermittelt. Die Expressionsänderung der miRNAs miR-351-5p und miR-1198-5p 

scheint hingegen auf einem anderen Weg herbeigeführt zu werden. Einen möglichen 

Erklärungsansatz liefert eine Studie aus dem Jahr 2014, in welcher der Einfluss von miR-

155-5p auf die Expression anderer miRNAs untersucht und eine Hierarchie der miRNA-

Expression postuliert wurde, in deren Mittelpunkt miR-155-5p steht (Dueck et al. 2014). 

In dieser Studie wurde in LPS-stimulierten, aus murinen Knochenmark stammenden, 

Makrophagen mittels NGS ein Einfluss von miR-155-5p auf die Expression weiterer 

miRNAs festgestellt und mittels Northern Blot bestätigt. Eine Prüfung der Rolle von miR-

155-5p als Regulator der Expression von miRNAs im gram-positiven Setting steht bis-

lang aus, sollte aber speziell mit Blick auf die miRNAs mir-351-5p und miR-1198-5p in 

Folgeuntersuchungen umgesetzt werden. 

Die in silico-Analyse lieferte nicht nur Belege für die TLR-vermittelte Aufregulation der 

miRNAs. Durch die Untersuchungen konnte auch eine Beteiligung von miR-7a-5p, miR-

148a-3p, miR-155-5p und miR-351-5p an der Regulation der Makrophagendifferenzie-

rung nachgewiesen werden. Der Zusammenhang zwischen den verändert exprimierten 

miRNAs und der M1-Differenzierung sowie Prozessen der Immunabwehr wurde mittels 

ClueGO-Analyse ersichtlich. Die Clusteranalyse der mittels miRWalk identifizierten pu-

tativen und experimentell validierten Zielgene der verändert exprimierten miRNAs ergab 

eine signifikante Anreicherung von Prozessen, die mit M1-Differenzierung und Immun-

abwehr assoziiert sind. Dies ist als klarer Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen 

der Aufregulation von miR-7a-5p, miR-148a-3p, miR-155-5p und miR-351-5p nach 

gram-positiver Stimulation und den ebenso feststellbaren Veränderungen der Makropha-

gen im Sinne einer M1-Differenzierung zu werten. 

Die detaillierte Betrachtung der Zielgene der verändert exprimierten miRNAs offenbarte 

unter anderem den Einfluss auf Inhibitoren des RAC1-PI3K-Akt-Signalwegs und des 

MYD88-abhängigen Signalwegs. Zu den Zielgenen von miR-148a-3p und miR-351-5p 

zählen die Inhibitoren der NFκB-Aktivierung CHUK und NFKBIB (Ogata et al. 1999), 

weshalb eine Aufregulation dieser miRNAs mit einer verminderten Inhibition der NFκB-

Aktivierung einhergehen dürfte. Ein identifiziertes Zielgen von miR-7a-5p und miR-155-

5p ist FOS. Eine verminderte Expression von FOS ist laut einer Studie von Hop et al. 

(2018) mit einer vermehrten TLR-Expression verbunden. Eine Expressionshemmung 

von FOS durch Aufregulation von miR-7a-5p und miR-155-5p kann somit in einer Erhö-

hung der TLR-Rezeptordichte resultieren. Weiterhin wiesen die Ergebnisse dieser Arbeit 

auf eine Regulation der Makrophagendifferenzierung durch Hemmung der Expression 
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von Mediatoren der M2-Differenzierung hin. Zu diesen mit M2-Differenzierung assoziier-

ten Zielgenen zählen AKT1, CEBPB, CREB1, FOSL2 und SOCS1 (Ruffell et al. 2009; 

Wen et al. 2010; Wilson 2014; Luan et al. 2015; McCormick und Heller 2015; Vergadi et 

al. 2017; Sarode et al. 2020). Auch eine generelle Enthemmung der Makrophagendiffe-

renzierung wurde durch die in silico-Daten indiziert. So konnte das Gen NFAT, welches 

für einen bedeutenden Inhibitor der Makrophagendifferenzierung kodiert (Fric et al. 

2012), als Zielgen der miRNA miR-7a-5p identifiziert werden. Eine posttranskriptionelle 

Hemmung der Expression von NFAT durch miR-7a-5p wirkt sich demzufolge förderlich 

auf Makrophagendifferenzierung aus.  

Ausgehend von den Befunden der vorliegenden Arbeit kann nachfolgendes Modell der 

posttranskriptionellen Regulation der M1-Differenzierung nach gram-positiver Stimula-

tion abgeleitet werden: TLR-Stimulation induziert über die Aktivierung des RAC1-PI3K-

Akt-Signalwegs und des MYD88-abhängigen Signalwegs und der hieraus folgenden In-

duktion des Transkriptionsfaktors AP-1 die Expressionssteigerung der miRNAs miR-7a-

5p, miR148a-3p, miR-155-5p und miR-351-5p. Diese miRNAs wirken inhibierend auf die 

Expression von Mediatoren der M2-Differenzierung und hemmen zugleich die Expres-

sion von Schlüsselinhibitoren des RAC1-PI3K-Akt-Signalwegs und des MYD88-abhän-

gigen Signalwegs. Es ergibt sich das Bild eines selbstverstärkenden Effektes des RAC1-

PI3K-Akt-Signalwegs und des MYD88-abhängigen Signalwegs auf posttranskriptioneller 

Ebene, wodurch die Differenzierung von Makrophagen zum proinflammatorischen M1-

Phänotyp begünstigt wird. Die vorliegende Studie bestätigt die Hypothese, dass miRNAs 

an der posttranskriptionellen Regulation der Makrophagendifferenzierung beteiligt sind. 

Ferner wurden Schlüssel-miRNAs identifiziert und eine schlüssige Erklärung des Wirk-

mechanismus abgeleitet. Die vorliegende Arbeit schafft somit eine Grundlage für das 

Verständnis der posttranskriptionellen Regulation der M1-Differenzierung. Die experi-

mentelle Validierung des propagierten Wirkmechanismus sollte in Folgeuntersuchungen 

erfolgen. 

Wie bereits ausgeführt, zeigen die Befunde der NGS-Analyse und der GSEA des 

Transkriptoms gram-positiv und gram-negativ stimulierter Makrophagen ein hohes Maß 

an Übereinstimmung. In beiden Fällen löst die TLR-Stimulation eine M1-Differenzierung 

aus, wobei auf transkriptioneller Ebene kongruente Anpassungen zu beobachten sind. 

Von daher war es von Interesse zu prüfen, ob sich diese Übereinstimmungen auch im 

miRNA-Profil gram-positiv bzw. gram-negativ stimulierter Makrophagen fortsetzen und 

inwiefern sich Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede in der Vermittlung der posttranskrip-

tionellen Regulation der Makrophagendifferenzierung aufzeigen lassen. Die in der vor-

liegenden Arbeit durchgeführten ddPCR-Untersuchungen belegten, dass es nach gram-

positiver wie auch gram-negativer Stimulation zu Veränderungen im miRNA-Profil der 
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Makrophagen kommt, wobei allerdings erhebliche Unterschiede in der Art und der Rich-

tung der Expressionsänderung festzustellen waren. Während nach gram-positiver Sti-

mulation eine Aufregulation von miR-7a-5p, miR148a-3p, miR-155-5p und miR-351-5p 

beobachtet wurde, trat nach gram-negativer Stimulation eine Herunterregulation von 

miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p und miR-106b-5p zutage. In Übereinstimmung mit 

diesen Befunden finden sich in der Literatur Hinweise auf eine veränderte Expression 

dieser miRNAs in Makrophagen im gram-negativen Milieu. So beschreiben Arenas-

Padilla und Mata-Haro (2018) eine Herunterregulation von miR-93-5p nach LPS Stimu-

lation von RAW264.7 und für miR-106b-5p konnte in einer Studie von Shi et al. (2020) 

eine verminderte Expression nach LPS-Stimulation von murinen Peritonealmakropha-

gen gezeigt werden. Obgleich damit belegt ist, dass erhebliche Unterschiede im miRNA-

Profil gram-positiv und gram-negativ simulierter Makrophagen bestehen, weisen die Be-

funde der in dieser Arbeit durchgeführten in silico-Analyse darauf hin, dass in beiden 

Fällen die Expressionsänderung der miRNAs durch den Transkriptionsfaktor AP-1 sowie 

mit AP-1 assoziierte Transkriptionsfaktoren vermittelt wird. Sowohl die Gene der nach 

gram-positiver als auch die Gene der nach gram-negativer Stimulation verändert expri-

mierten miRNAs verfügen über Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren der AP-1-Fa-

milie. Des Weiteren zeigten die Befunde der in silico-Analyse, dass die nach gram-ne-

gativer Stimulation verändert exprimierten miRNAs, analog zur gram-positiven Situation, 

posttranskriptionell an der Regulation der M1-Differenzierung beteiligt sind. ClueGO-

Analyse, Befunde der miRWalk-Datenbank sowie Daten aus der Literatur weisen über-

einstimmend auf eine Beeinflussung von Schlüsselmediatoren des RAC1-PI3K-Akt-Si-

gnalwegs und des MYD88-abhängigen Signalwegs durch die miRNAs miR-9-5p, miR-

27b-3p, miR-93-5p und miR-106b-5p hin (Nahid et al. 2011; O'Neill et al. 2011; Li und 

Shi 2013; Arenas-Padilla und Mata-Haro 2018). Aufgrund der beobachteten Herunterre-

gulation der Expression der genannten miRNAs nach gram-negativer Stimulation ist von 

einer Herabsetzung der posttranskriptionellen Expressionsinhibition auszugehen, wel-

che schlussendlich in einer Förderung der M1-Differenzierung mündet. Induktion des 

RAC1-PI3K-Akt-Signalwegs und des MYD88-abhängigen Signalwegs nach gram-nega-

tiver Stimulation bewirkt demzufolge, vermittelt durch Transkriptionsfaktoren der AP-1-

Familie, die Herunterregulation der miRNAs miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p und miR-

106b-5p, wodurch die Expression von Schlüsselmediatoren des RAC1-PI3K-Akt-Signal-

wegs und des MYD88-abhängigen Signalwegs enthemmt und folglich gesteigert wird. 

Insgesamt zeigt der Vergleich von gram-positiver mit gram-negativer Stimulation, dass 

in beiden Situationen die TLR-induzierte Makrophagenaktivierung mit Veränderungen im 

miRNA-Profil einhergeht, woraus eine Feinregulation der M1-Differenzierung auf post-
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transkriptioneller Ebene resultiert. Diese Feinabstimmung wird dabei durch unterschied-

liche miRNAs und sich unterscheidende posttranskriptionell ablaufende Prozessen er-

reicht. 

 

Die Differenzierung von Makrophagen unterliegt dem Einfluss von mehrfach ungesättig-

ten Fettsäuren. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegen, dass eine Supplementierung 

von Makrophagen mit PUFA, wie DHA oder AA, die M2-Differenzierung begünstigt, wo-

raus eine Expressionsminderung proinflammatorischer Zytokine sowie eine gesteigerte 

Phagozytoserate resultiert (Schoeniger et al. 2011; Adolph et al. 2012; Kawano et al. 

2019). Als Ursache für die antiinflammatorische Wirkung werden diverse Mechanismen 

diskutiert, so auch ein Einfluss auf die transkriptionelle Regulation der Makrophagendif-

ferenzierung. Es ist bekannt, dass eine Supplementierung von Makrophagen mit PUFA 

zu einem Einbau in die Zellmembran führt und eine veränderte Membranzusammenset-

zung insbesondere der lipid rafts bewirkt (Schumann et al. 2011). Lipid rafts sind spezi-

alisierte Membrandomänen, welche als Signalplattformen der Auslösung von Signal-

kaskaden dienen (Calder 2008; Serhan et al. 2008; Da Oh et al. 2010). Vorarbeiten der 

Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass der Einbau von PUFA in die lipid rafts die Membran-

lokalisation von Rezeptorproteinen verändert und einen negativen Effekt auf die in der 

Membran stattfindende Interaktion von TLR4 und CD14 nach gram-negativer Stimulation 

hat (Schoeniger et al. 2016). Hingegen war im gram-positiven Milieu kein Einfluss einer 

PUFA-Supplementierung auf die Heterodimerisierung von TLR2 mit TLR1 bzw. TLR6 

nachweisbar (Hellwing et al. 2018). Offenbar wird die Wirkung der PUFA unter gram-

positiven und gram-negativen Bedingungen über verschiedene Mechanismen vermittelt. 

In einem Rattenmodell wurden erste Effekte einer PUFA-Supplementierung auf das 

miRNA-Profil gezeigt (Zheng et al. 2015). Dies warf die Frage auf, ob die nach PUFA-

Supplementierung veränderte Lipidzusammensetzung der Zellmembranen die Genex-

pression im Rahmen eines inflammatorischen Geschehens nicht nur auf transkriptionel-

ler sondern auch auf posttranskriptioneller Ebene beeinflussen könnte. 

Die Hypothese, dass miRNAs an der PUFA-induzierten Beeinflussung der Makropha-

gendifferenzierung zum M2-Phänotyp beteiligt sind, wurde durch die in der vorliegenden 

Arbeit durchgeführten ddPCR-Untersuchungen widerlegt. Supplementierung der Makro-

phagen mit der ungesättigten Fettsäure DHA resultierte bei keinem der mittels NGS-

Screenings identifizierten miRNA-Kandidaten in einen signifikanten Effekt. Bei Supple-

mentierung der Makrophagen mit AA zeigte sich für miR-7a-5p und miR-155-5p eine 

signifikante Steigerung des Stimulationseffektes bei Ko-Kultur mit Rhodococcus equi 

nicht aber des Stimulationseffektes von LTA. Die nach PUFA-Supplementierung verän-
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derte Lipidzusammensetzung der Zellmembranen hat demnach nur einen geringen post-

transkriptionellen Einfluss auf die Genexpression im Rahmen eines inflammatorischen 

Geschehens im gram-positiven Milieu. Für die Untersuchung der Mechanismen der an-

tiinflammatorische Wirkung von PUFA insbesondere nach gram-positiver Stimulation 

sollte der Fokus der Forschung daher auf andere potentiell relevantere Mechanismen 

gelegt werden. 
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6. Zusammenfassung 

 

Im angeborenen Immunsystem nehmen Makrophagen eine zentrale Position in der Be-

kämpfung von Pathogenen sowie in der Aufrechterhaltung der Gesundheit des Organis-

mus ein. Entscheidend für die Funktionalität der Immunzellen ist ihre Plastizität, d.h. die 

Fähigkeit zur Differenzierung in den proinflammatorischen M1- oder den anti-inflamma-

torischen M2-Typ. Die Makrophagendifferenzierung muss engmaschig kontrolliert und 

reguliert werden, da eine Dysregulation mit akuten und chronischen pathophysiolo-

gischen Prozessen assoziiert ist. Diese Kontrolle findet sowohl auf transkriptioneller als 

auch auf posttranskriptioneller Ebene statt. Insbesondere die Mechanismen auf tran-

skriptioneller Ebene sind in der Literatur bereits ausführlich beschrieben. Die verfügba-

ren Kenntnisse zur Regulation der Makrophagendifferenzierung auf posttranskriptio-

neller Ebene lassen aber bisher viele Fragen offen. 

Im Mittelpunkt der posttranskriptionellen Regulation stehen nicht-kodierende kleine 

RNA-Moleküle, die sogenannten miRNAs. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beschreiben 

eine Änderung im miRNA-Profil von Makrophagen nach gram-negativer Stimulation. Of-

fen war hingegen, inwiefern auch nach gram-positiver Stimulation eine Modifikation im 

miRNA-Profil resultiert. Ziel dieser Arbeit war daher die Identifizierung der nach gram-

positiver Stimulation von Makrophagen verändert exprimierten miRNAs sowie die Ge-

genüberstellung von gram-negativer und gram-positiver Situation. Vor dem Hintergrund 

von Berichten eines potentiellen Einflusses von mehrfach ungesättigten Fettsäuren 

wurde zudem der PUFA-Effekt auf die miRNA-Expression von Makrophagen geprüft. 

Ein Screening mittels NGS-Analyse und anschließende experimentelle ddPCR-basierte 

Validierung führten zur Identifizierung von 4 miRNAs (miR-7a-5p, miR-148a-3p, miR-

155-5p und miR-351-5p), welche in Folge einer gram-positiven Stimulation der Makro-

phagen signifikant verstärkt exprimiert waren. Ein Einfluss einer Fettsäuren-Anreiche-

rung der Makrophagen auf das miRNA-Profil der Immunzellen bestätigte sich hingegen 

nicht. Demzufolge widerlegen die vorliegenden Daten die Hypothese, dass die immun-

modulierenden PUFA-Effekte posttranskriptionell vermittelt seien. 

Die in silico-basierte Charakterisierung der identifizierten miRNAs ergab eine direkte 

Verbindung zwischen dem Stimulationsereignis und der beobachteten Aufregulation von 

miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-155-5p. Gram-positive Stimulation von Makrophagen 

induziert den RAC1-PI3K-Akt-Signalweg und den MYD88-abhängigen Signalweg, wo-

durch der Transkriptionsfaktor AP-1 sowie mit AP-1 assoziierte Transkriptionsfaktoren 
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aktiviert werden. Die Gene der benannten miRNAs wiederum verfügen über Bindungs-

stellen für Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie, so dass diese unmittelbar Einfluss 

auf deren Expressionsrate nehmen können. 

Interessanterweise sind die identifizierten miRNAs ihrerseits in der Lage, die Expression 

zentraler Mediatoren des RAC1-PI3K-Akt-Signalweges und des MYD88-abhängigen 

Signalweges zu beeinflussen. Zu den Zielgenen von miR-7a-5p, miR-148a-3p, miR-155-

5p und miR-351-5p zählen Inhibitoren der NFB-Aktivierung (z.B. CHUK und NFKBIB) 

und Mediatoren der M2-Differenzierung (z.B. AKT1, CEBPB, CREB1, SOCS1 und 

FOSL2). Die posttranskriptionelle Repression dieser Zielgene durch die nach gram-po-

sitiver Stimulation vermehrt exprimierten miRNAs wirkt sich demzufolge begünstigend 

auf die M1-Differenzierung aus. Hieraus lässt sich ein miRNA-vermittelter, selbstverstär-

kender Effekt des RAC1-PI3K-Akt-Signalweges und des MYD88-abhängigen Signalwe-

ges ableiten.  

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegen, dass eine gram-negative Aktivierung von Makro-

phagen mit der Herunterregulation der miRNAs miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p, und 

miR-106b-5p einhergeht. Eine Testung der Expression der nach gram-positiver Stimula-

tion validierten miRNAs in Proben gram-negativ stimulierter Makrophagen zeigte keine 

signifikanten Effekte. Gleiches galt für die Expressionsrate der nach gram-negativer Sti-

mulation validierten miRNAs in Proben gram-positiv stimulierter Makrophagen. Die vor-

liegenden Daten lassen den Schluss zu, dass eine Aktivierung von Makrophagen mit 

Änderungen im miRNA-Expressionsprofil einhergeht, wobei die betroffenen miRNAs 

selbst als auch die Richtung der Expressionsänderung in Abhängigkeit von der Art des 

Stimulus (gram-positiv versus gram-negativ) variiert. 

Gram-negative Stimulation von Makrophagen induziert in Analogie zur gram-positiven 

Stimulation den RAC1-PI3K-Akt-Signalweg und den MYD88-abhängigen Signalweg und 

mündet in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie. Und in der Tat 

weisen die Gene der miRNAs miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p, und miR-106b-5p Bin-

dungsstellen für AP-1 und assoziierte Transkriptionsfaktoren auf. Somit kann die Ände-

rung des miRNA-Expressionsprofils sowohl nach gram-positiver wie auch nach gram-

negativer Stimulation als AP-1-vermittelt angesehen werden. 

Die Prüfung der Zielgene der nach gram-negativer Stimulation herunterregulierten 

miRNAs zeigte, dass diese auf zentrale Mitglieder des RAC1-PI3K-Akt-Signalwegs und 

des MYD88-abhängigen Signalwegs (z.B. TLR4, IRAK4, MAP3K7, MAP3K14, TRAF6, 

NFKB1 und RELA) abzielen. Dies deutet auf eine negative Rückkopplung hin. Herunter-

regulation von miR-9-5p, miR-27b-3p, miR-93-5p und miR-106b-5p geht demzufolge mit 
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einer Abschwächung der posttranskriptionellen Hemmung von TLR4-induzierten Signal-

kaskaden einher. 

In der Summe wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die TLR-induzierte Makro-

phagenaktivierung mit Veränderungen im miRNA-Profil einhergeht, woraus eine Feinre-

gulation der M1-Differenzierung auf posttranskriptioneller Ebene resultiert. Die posttran-

skriptionell ablaufenden Prozesse unterscheiden sich hierbei im gram-positiven und 

gram-negativen Milieu und basieren auf verschiedenen miRNAs. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit wurden im Januar 2022 im Journal „Genes“ veröffentlich (Riechert et al. 2022). 
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8. Thesen  

 

1. Gram-positive Stimulation von Makrophagen resultiert erwiesenermaßen in M1-Dif-

ferenzierung. Die wichtigsten beteiligten Signalkaskaden sind der RAC1-PI3K-Akt-

Signalweg und der MYD88-abhängige Signalweg, durch welche die Transkriptions-

faktoren AP-1 und NFκB aktiviert werden. 

 

2. Die Gene der miRNAs miR-7a-5p, miR-148a-3p und miR-155-5p enthalten Bin-

dungsstellen für den Transkriptionsfaktor AP-1. Eine gram-positive Stimulation von 

Makrophagen geht folglich mit einer verstärkten Expression dieser miRNAs einher. 

 

3. Die hochregulierten miRNAs zielen auf die Expression von Schlüsselinhibitoren des 

RAC1-PI3K-Akt-Signalwegs und des MYD88-abhängigen Signalwegs. Dies ist der 

erste Hinweis auf einen selbstverstärkenden Effekt dieser Signalkaskaden durch ei-

nen miRNA-vermittelten Mechanismus. 

 

4. Eine miRNA-vermittelte Interaktion mit diesen Signalkaskaden wird auch bei gram-

negativer Stimulation von Makrophagen beobachtet. In diesem Fall kommt es jedoch 

zu einer Herabregulation einer Gruppe von miRNAs, die auf Schlüsselmediatoren 

der Signalkaskaden abzielen. Der Mechanismus der miRNA-vermittelten Aktivierung 

der M1-Differenzierung unterscheidet sich also im gram-positiven und gram-negati-

ven Milieu und beruht auf unterschiedlichen miRNAs. 

 

5. PUFA-angereicherte Makrophagen differenzieren sich bei gram-positiver Stimulation 

zum M2-Phänotyp. Allerdings hat die PUFA-Supplementierung nur geringe Konse-

quenzen auf das zelluläre miRNA-Profil. Es gibt also keine Hinweise darauf, dass 

miRNAs an der PUFA-induzierten Verschiebung der Makrophagendifferenzierung 

von M1 zu M2 beteiligt sind. Ähnliche Ergebnisse wurden in den Studien der Arbeits-

gruppe im gram-negativen Milieu beobachtet.
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