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I. Abkürzungsverzeichnis  

°C Grad Celsius 

µ Mikro (10-6) 

A Adenin 

a.u. arbitrary units (unskalierte Einheit) 

A260  Absorption bei λ = 260 nm  

A280 Absorption bei λ = 280 nm 

Abb. Abbildung 

ABC activated B cell-like 

abs. absolut 

as antisense 

ATP Adenosintriphosphat 

b Base 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

bp Basenpaar 

c Konzentration 

C Cytosin 

cDNA  copy bzw. complementary DNA  

CDS coding sequence/ kodierende Sequenz 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CTP Cytidintriphosphat 

Cy3 Cyanin 3 

Cy5 Cyanin 5 

cZIP complementary ZIP/ komplementärer ZIP 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

ddH2O doppelt destilliertes Wasser 

D-DNA rechtsdrehende DNA (natürlich vorkommende DNA-Form) 

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

dGTP Desoxyguanosintriphosphat 

DLBCL diffuse large b-cell lymphoma/ diffus großzelliges B-Zell-
Lymphom 

DNA desoxyribonucleic acid/ Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

ds double stranded/ doppelsträngig 
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DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

DTT Dithiothreitol 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

dUTP Desoxyuridintriphosphat 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EtOH Ethanol 

f Femto (10-15) 

Fa. Firma 

FCS Fötales Kälberserum 

FFPE Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet 

FL Follikuläres Lymphom 

FU fluorescence units/ Fluoreszenzeinheiten 

g Gramm 

G Guanin 

GCB germinal centre B cell-like 

GTP Guanosintriphosphat 

h Stunde 

H2O Wasser 

HCl Salzsäure 

HPLC High performance liquid chromatography/ Hochleistungs- 
Flüssigkeitschromatographie 

hsa homo sapiens 

IVT in vitro-Transkription 

k Kilo (103) 

KCl Kaliumchlorid 

l Liter 

L-DNA linksdrehende DNA  

LiCl Lithiumchlorid 

m Milli (10-3) 

M Molar 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

min Minute 

Mio. Million (106) 

miR, miRNA microRNA 

mRNA messenger RNA/ Boten-RNA 

MW Mittelwert (arithmetrisch) 

n Nano (10-9) 
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NaCl Natriumchlorid 

NaOH Natriumhydroxid 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NHL Non-Hodgkin-Lymphom 

NK Negativkontrolle 

NM-Nr. NCBI Reference Sequence (RefSeq) Database mRNA 
accession number 

nt Nukleotid(e) 

p Piko (10-12) 

p.a. pro analysi/ für analytische Zwecke 

PCR polymerase chain reaction/ Polymerase-Kettenreaktion 

pH   negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

PK Positionskontrolle 

PMT Photomultiplier Tube 

rc reverse complementary/ entgegengesetzt komplementär 

RefSeq Reference Sequence 

RNA ribonucleic acid/ Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 

rpm revolutions per minute/ Umdrehungen pro Minute 

rRNA 

RT 

ribosomale RNA 

Reverse Transkriptase 

Rt Raumtemperatur 

s sense 

SDS sodium dodecyl sulfate/ Natriumdodecylsulfat 

sec Sekunde 

SNP single nucleotide polymorphism/ Einzelbasen-Polymorphismus 

ss single stranded/ einzelsträngig 

SSC saline sodium citrate 

STD standard deviation/ Standardabweichung 

T Thymin 

Tab Tabelle 

TAE Tris-Acetat-EDTA 

TE Tris-EDTA 

Tm melting temperature/ Schmelztemperatur 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan 

U unit(s)/ Einheiten 

üN über Nacht 
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UTP Uridintriphosphat 

UV Ultraviolett 

V Volt 

v/v volume per volume/ Volumen pro Volumen 

vol. Volumen(anteil) 

w/v weight per volume/ Masse pro Volumen 

xg Erdbeschleunigung 

λ Wellenlänge 
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II. Zusammenfassung  

Eine exakte Diagnose von extrem heterogenen Krebsarten basiert grundlegend auf 

deren eindeutiger Klassifizierung. Zur klassischen Tumordiagnostik werden 

bevorzugt histopathologische und immunphänotypische Methoden herangezogen; 

diese sind jedoch limitiert hinsichtlich einer differenzierten Sub-Klassifizierung 

bestimmter Tumorentitäten, welche eine morphologische, genetische, klinische und 

prognostische Heterogenität aufweisen. In solchen Fällen besitzt eine 

Tumorcharakterisierung auf molekularer Ebene das Potenzial für eine genauere 

Klassifizierung von Varianten und Subtypen zur Verbesserung der diagnostischen 

Möglichkeiten.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, am Beispiel des diffus großzelligen B-Zell-

Lymphoms (DLBCL), ein auf DNA basierender ZIP-Code-Microarray zur Analyse 

mehrerer molekularer Parameter im Hinblick auf eine verbesserte 

Tumorcharakterisierung entwickelt. Hierbei standen folgende molekulare Parameter 

als potenzielle Tumormarker im Fokus: Detektion von Einzelbasen-Polymorphismen 

(SNPs) zur DNA-Genotypisierung, Analyse der Genexpression, sowie die Detektion 

von reifer und Vorläufer-microRNA. 

Auf DNA-Ebene erfolgte die Etablierung der Detektion von Einzelbasen-

Polymorphismen in DLBCL. Die Methode zur SNP-Detektion für den DNA-ZIP-Code-

Array konnte anhand klinischer DLBCL-Patientenproben durch Vergleich mit 

Ergebnissen aus der Sanger-Sequenzierung optimiert und validiert werden. Bei der 

Untersuchung einer Auswahl von achtzehn potenziell relevanten SNPs in klinischen 

FFPE-Gewebeproben wurden abweichende SNP-Muster bei histologisch identischen 

DLBCL-Proben detektiert und validiert. Dies deutet auf das Potenzial von 

Einzelbasen-Polymorphismen für eine mögliche weitere Tumorcharakterisierung bzw. 

Subklassifizierung hin; desweiteren bietet diese Methode die Möglichkeit einer 

retrospektiven SNP-Analyse aus FFPE-Geweben. 

Für die Durchführung von Genexpressionsanalysen in DLBCL konnte eine 

Optimierung der experimentellen Bedingungen für den DNA-basierten ZIP-Code-

Array erzielt werden. Die Analyse der Expression DLBCL-assoziierter Markergene 

aus der Literatur in ausgewählten humanen Zelllinien ergab eine hohe 

Vergleichbarkeit von ZIP-Code-Array- und qRT-PCR-Daten. 

Das besondere Interesse dieser Arbeit lag in der Detektion von reifer microRNA und 

Vorläufer-microRNA als essenzielle Erweiterung des Systems im Zuge einer 
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umfassenden Tumoranalyse. Es konnte eine Methode etabliert werden, bei der die 

spezifische Fluoreszenzmarkierung in Abhängigkeit von einer linearen 

Amplifizierungsmethode, kombiniert mit dem Nachweis mittels ZIP-Code-Array, eine 

zeitgleiche Detektion und Differenzierung von reifer und Vorläufer-microRNA 

ermöglicht. Auf der Basis synthetischer Template konnte die Spezifität der Methode 

bezüglich der beiden unterschiedlichen microRNA-Biogenese-Typen eindeutig 

nachgewiesen werden, sowie die Detektion von microRNAs über einen 

Detektionsbereich bis zu vier Größenordnungen. In dieser Arbeit wurde zudem die 

Anwendbarkeit der Methode zur Detektion von reifer und Vorläufer-microRNA aus 

Zellen gezeigt und validiert. 

Die Etablierung einer Methode zur Array-basierten, zeitgleichen Detektion und 

Differenzierung von reifer und Vorläufer-microRNA wurde bislang nicht beschrieben 

und stellt somit eine vollständige Neuheit dar. 
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III. Abstract  

The exact diagnosis of heterogeneous cancers is critical for an optimal therapy. 

Routine tumor diagnostics currently comprise of histopathological and 

immunophenotypical methods. However, these methods are limited with regard to the 

differentiated sub classification of tumor entities, which are characterized by 

morphological, genetic, clinical and prognostic heterogeneity. In such cases, tumor 

characterization at the molecular level is expected to be valuable and offers the 

possibility for a more detailed classification of variants and subtypes in order to 

improve diagnosis and therapy. 

This thesis is focused on the development of a DNA-based ZIP-code microarray for 

the analysis of diverse molecular parameters with regard to an improved tumor 

characterization. 

Using the example of diffuse large b-cell lymphoma (DLBCL), the following molecular 

parameters have been investigated as potential tumor markers: detection of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) for DNA genotyping, gene expression analysis, as 

well as the detection of mature and precursor microRNA. 

At the DNA level, the detection of single nucleotide polymorphisms in DLBCL was 

established. Based on clinical patient samples, the SNP detection method for the 

DNA-ZIP-code array was optimized and validated by the comparison of the results to 

Sanger sequencing data. 

Eighteen potentially relevant SNPs were analyzed in clinical FFPE tissues. 

Interestingly, different SNP patterns among histological identical DLBCL samples 

were detected. This indicates the potential of single nucleotide polymorphisms for a 

potential further tumor characterization and sub classification. Furthermore, this 

method offers the opportunity for a retrospective SNP analysis in FFPE tissue. 

For gene expression analysis in DLBCL, an optimization of experimental conditions 

was achieved for the DNA-based ZIP-code array. Expression analysis of DLCBL-

associated marker genes from literature in selected human cell lines revealed a high 

comparability of ZIP-code array and qRT-PCR data. 

A particular interest in this thesis was the detection of mature and precursor 

microRNA as essential system extension for a comprehensive tumor analysis. A 

method was established, which allows the simultaneous detection and differentiation 

of mature and precursor microRNA. This is based on the combination of a specific 

labeling, dependent on a linear amplification method and identification by ZIP-code 
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array. Based on synthetic templates, the specificity of the method for the different 

miRNA types, as well as a detection range up to four orders of magnitude was 

demonstrated. Moreover the application of the method for detection of mature and 

precursor miRNAs in cells was shown and validated. The establishment of an array-

based method for simultaneous detection and differentiation of mature and precursor 

miRNA has not been reported previously. 
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1. Einleitung  

Krebs stellt nach Herz-Kreislauferkrankungen die zweithäufigste Todesursache in 

Industrieländern dar, mit einer jährlich zunehmenden Tendenz an Neuerkrankungen. 

Während bei vielen Krebsarten die Inzidenz und Sterblichkeit in Europa rückläufig ist, 

wurde hingegen bei einzelnen, v.a. heterogenen Neoplasien, wie beispielsweise dem 

Non-Hodgkin-Lymphom, ein Anstieg der Inzidenz innerhalb der vergangenen 

Jahrzehnte verzeichnet (Coiffier 2001; Chiu et al. 2003). Zudem sind die absoluten 

Mortalitätszahlen bei dieser Krebsart jährlich zunehmend (Robert-Koch-Institut 2012). 

In dieser Tendenz und der morphologischen, molekularen und klinischen 

Heterogenität komplexer Krebsarten, wie dem Non-Hodgkin-Lymphom, liegt deren 

große klinische Relevanz. 

 

 

1.1 Lymphom-Klassifizierung  

Durch den extrem heterogenen Charakter von Lymphomen ist die Notwendigkeit der 

Definition eines allgemeingültigen und reproduzierbaren Klassifizierungs-Systems 

gegeben. 

Diverse Ansätze wurden hierzu in den letzten Jahrzehnten beschrieben. Eine der 

ältesten Klassifikationen wurde 1966 von Rappaport (Chiu and Weisenburger 2003) 

veröffentlicht, basierend auf der Kategorisierung von Lymphomen anhand 

morphologischer Gesichtspunkte. Mit der in den 1970er Jahren folgenden 

europäischen KIEL-Klassifikation (Lennert 1975; Armitage 2005; de Jong et al. 

2011), sowie der amerikanischen Lukes and Collins Classification (Lukes et al. 

1974), wurden zwei häufig herangezogene Systeme eingeführt, welche weitergehend 

auf zytologischen Merkmalen bzw. immunologischer Basis beruhen. Zur 

Vereinheitlichung dieser diversen Klassifizierungs-Systeme wurde 1982 die Working 

Formulation (The Non-Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification Project 1982) 

entwickelt, ein weitgehend auf dem klinischen Verlauf, der therapeutischen 

Beeinflussbarkeit und Prognose beruhenden System. Ein Meilenstein stellte die in 

den 1990er Jahren definierte Revised European-American Classification of Lymphoid 

Neoplasms (REAL) dar (Harris et al. 1994), welche auf morphologischen, 

immunologischen und genetischen Aspekten beruhte. 

Auf dieser Basis wurde anschließend im Jahre 2001 die WHO Classification of 

Tumors of the Hematopoietic and Lymphoid Tissues entwickelt (Cartwright et al. 
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1999). Diese 2008 aktualisierte Klassifikation zieht morphologische, 

immunhistochemische, genetische, molekulare und klinische Kriterien zur 

Beschreibung der vielen neuen Lymphom-Subtypen und Entitäten heran (Ekstrom-

Smedby 2006). In den letzten Jahren wurden somit signifikante Fortschritte in der 

Lymphom-Klassifizierung gemacht. Die WHO-Klassifizierung von 2008 ist das derzeit 

allgemein verwendete System, welches jedoch bei Weitem noch keine finale 

Definition sämtlicher Lymphom-Entitäten darstellt. 

 

 

1.2 Non Hodgkin-Lymphome und DLBCL  

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) sind eine Gruppe lymphoproliferativer Erkrankungen, 

welche mit 90% den Hauptteil aller malignen Lymphome darstellen (Ekstrom-Smedby 

2006). 85% der NHL sind B-Zell-Lymphome, wobei indolente und aggressive Formen 

existieren (Balague Ponz et al. 2009; Ott et al. 2009; Dotan et al. 2010). B-Zell-NHL 

umfassen diverse Entitäten, wie beispielsweise das Burkitt-Lymphom, chronische 

lymphatische Leukämie (CLL), follikuläres Lymphom (FL), Haarzell-Leukämie, 

Mantelzell-Lymphom (MCL), Marginalzonen-Lymphom (MZL), splenic marginal zone 

lymphoma (SMZL) oder das diffus großzellige B-Zell Lymphom (diffuse large b-cell 

lymphoma, DLBCL) (Jaffe 2009; Di Lisio et al. 2012). 

 

Das DLBCL stellt die häufigste Unterart des NHL dar und tritt in 35 - 40% aller NHL-

Fälle auf (The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project 1997; Alizadeh et al. 

2000; Gaman et al. 2011).  

Dieses maligne, aggressive, schnell wachsende Lymphom kann sich in Lymphknoten 

oder außerhalb des lymphatischen Systems (z.B. im Gastrointestinaltrakt, Hoden, 

Schilddrüse, Haut) manifestieren (Cai et al. 2010). DLBCL kann de novo oder als 

sekundäres DLBCL aus der Transformation eines vorbestehenden indolenten B-Zell-

Lymphoms, beispielsweise aus einem follikulären Lymphom oder Marginalzonen-

Lymphom, entstehen (Stacy et al. 2012). Der klinische Verlauf bei DLBCL ist sehr 

divers, mit 5-Jahres-Überlebensraten zwischen 30 - 80% (de Jong and Balague Ponz 

2011). 

DLBCL umfasst eine biologisch heterogene Gruppe von Erkrankungen, welche 

analog der WHO-Klassifizierung von 2008 in morphologische, immunhistochemische 
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und molekulare Untergruppen, sowie individuelle Entitäten unterteilt wird (Balague 

Ponz et al. 2009; Jaffe 2009): 

a) morphologische Subgruppen (basierend auf KIEL-Klassifikation): Unterteilung in 

zentroblastisches Lymphom, B-immunoblastisches Lymphom und B-großzellig-

anaplastisches Lymphom (und seltene morphologische Varianten) 

b) immunhistochemische Subgruppen: CD5-positives DLBCL, germinal centre B cell-

like (GCB), non-germinal centre B cell-like (non-GCB) 

c) molekulare Subgruppen: GCB und activated B cell-like (ABC). 

Letztere stellen hierbei, neben anderen, neu definierte Entitäten dar, welche auf der 

Basis von Genexpressionsstudien identifiziert wurden. Diese beiden molekularen 

Haupt-Subgruppen von DLBCL, GCB und ABC (Alizadeh et al. 2000; Rosenwald et 

al. 2002), leiten sich aus verschiedenen B-Zell-Differenzierungsstadien ab 

(Keimzentrums- bzw. aktivierte B-Zellen) (Wright et al. 2003; Shaffer et al. 2004; 

Gaman et al. 2011). Bezüglich der Prognose wurden signifikante Unterschiede 

zwischen den beiden Typen festgestellt. Retrospektive Studien haben gezeigt, dass 

Patienten mit GCB-DLBCL eine signifikant bessere Überlebensrate im Vergleich zu 

ABC-DLBCL (60% vs. 35%) aufweisen (Alizadeh et al. 2000; Rosenwald et al. 2002; 

Lenz et al. 2008). 

Auf der Basis der prognostischen Relevanz der beiden molekularen Subtypen 

wurden weitergehend Algorithmen zur Differenzierung auf immunhistochemischer 

Grundlage als Basis für die Standardroutine entwickelt, wie der “Hans”- (Hans et al. 

2004) bzw. “Choi”-Klassifikator (Choi et al. 2009). Diese immunhistochemischen 

Klassifizierungsverfahren korrelieren jedoch, beim Vergleich des Hans-Algorithmus 

mit der genexpressions-basierten Sub-Klassifizierung, nur in 80% aller Fälle (de Jong 

and Balague Ponz 2011); deswegen ist die prognostische Bedeutung der 

immunphänotypischen Sub-Klassifizierung von ABC- bzw. GCB-DLBCL umstritten 

(Balague Ponz et al. 2009). 

 

 

1.3 Möglichkeiten zur molekularen Tumorcharakterisi erung  

Die Entstehung von Tumoren kann viele Ursachen haben. Neben zahlreichen 

umweltbedingten Faktoren spielen hierbei genetische Faktoren eine wesentliche 

Rolle (Fearon et al. 1990; Liu et al. 1996; Fearon 1997; Perera 1997). 
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Die Charakterisierung bzw. Klassifizierung von Tumoren basiert routinemäßig auf 

klassischen morphologischen, immunhistologischen bzw. immunphänotypischen 

Methoden. Diese Methoden sind allerdings für eine Differenzierung von heterogenen 

Subtypen in der Diagnostik nicht ausreichend (Berglund et al. 2005; Veelken et al. 

2007). Aufgrund der oftmals unterschiedlichen Ätiologie der Tumoren können diese, 

trotz eines identischen morphologischen Erscheinungsbildes, stark unterschiedliche 

klinische Verläufe und eine unterschiedliche Therapieantwort aufweisen (Golub et al. 

1999; Cuperlovic-Culf et al. 2005). 

Alternativ hierzu können molekulare Marker für die Tumorcharakterisierung 

herangezogen werden. Solche Marker sind beispielsweise Mutationen auf 

genomischer Ebene, wie z.B. abnorme DNA-Methylierung bzw. epigenetische 

Modifikationen (Gal-Yam et al. 2008; Martin-Subero et al. 2009), copy number 

alterations bzw. chromosomale Aberrationen (Albertson et al. 2003; Engle et al. 

2006) oder Einzelbasen-Polymorphismen (Engle et al. 2006). 

Auf transkriptioneller Ebene sind Tumoren beispielsweise mit der Fehlregulation der 

Expression bestimmter Gene (Tumorsuppressorgene, Onkogene, Apoptosegene) 

oder microRNAs assoziiert (Bishop 1991; Da Costa et al. 1996; Venitt 1996; Calin et 

al. 2002; Michael et al. 2003; van den Berg et al. 2003; Calin et al. 2004; Calin et al. 

2005; Cimmino et al. 2005; Eis et al. 2005; He et al. 2005; He et al. 2005; Iorio et al. 

2005; Kluiver et al. 2005; Lu et al. 2005; Bandres et al. 2006; Engle et al. 2006; 

Volinia et al. 2006). 

Die Betrachtung von Krebs auf molekularer Ebene führt zu einer verbesserten 

Tumorcharakterisierung und kann damit zu einer besseren Diagnose und Therapie 

führen (Engle et al. 2006). Im Folgenden werden einige molekulare Ursachen für die 

Tumorentstehung näher erläutert. 

 

1.3.1 Einzelbasen-Polymorphismen  

Einzelbasen-Polymorphismen, sog. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), stellen 

die häufigste Art von DNA-Sequenz-Varianten im humanen Genom dar, welche mit 

einer Häufigkeit von mindestens 1% in der Population und durchschnittlich einem 

SNP pro 1 bis 1,9 kb (Lai et al. 1998; Sachidanandam et al. 2001) auftreten. 

Diese Variationen einzelner Basen können beispielsweise die Genexpression 

beeinflussen oder, bei einem resultierenden Aminosäure-Austausch durch sog. nicht-

synonyme SNPs, eine Veränderung der Protein-Funktion hervorrufen (Erichsen et al. 
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2004; Nan et al. 2008) und so die Ursache für die Tumorentstehung auf genomischer 

Ebene darstellen. 

Eine Korrelation zwischen Einzelbasen-Polymorphismen und dem Risiko der 

Tumorentwicklung wurde für verschiedene Krebsarten beschrieben, beispielsweise 

für metastasierenden Lungenkrebs, kolorektales Karzinom oder NHL (Hu et al. 2005; 

Broderick et al. 2007; Novik et al. 2007). In Zusammenhang mit Lymphomen spielen 

SNPs beispielsweise bezüglich des Risikos der Transformation von FL zu DLBCL 

(Jardin et al. 2005) oder als prognostische Marker, z.B. bei DLBCL, FL oder CLL 

(Cerhan et al. 2007; Hu et al. 2007; Enjuanes et al. 2008; Wang et al. 2009) eine 

Rolle. 

 

1.3.2 Genexpression  

Eine abnorme Expression bestimmter Gene (z.B. Tumorsuppressorgene, Onkogene, 

Apoptosegene) wurde in Zusammenhang mit Krebs beschrieben. 

Zur Tumorcharakterisierung kann somit die Analyse der Expression spezifischer 

Markergene herangezogen werden. Die Kombination verschiedener koordiniert 

exprimierter Markergene ermöglicht die Erstellung sog. Genexpressions-Signaturen 

(Johnson et al. 2008), welche in Verbindung mit bestimmten biologischen oder 

zellulären Merkmalen stehen (Rosenwald et al. 2002). Bei der vergleichenden 

quantitativen Ermittlung der Genexpression, beispielsweise zwischen Tumorzellen 

und normalen Zellen bzw. verschiedenen Tumorsubtypen, kann somit die 

differentielle Expression bestimmter Markergene zur Tumorcharakterisierung 

herangezogen werden.  

Anhand von Genexpressionsstudien wurde für unterschiedliche Krebsarten wie z.B. 

dem Mammakarzinom, Lungenkarzinom, Prostatakarzinom, kolorektalen Karzinom 

oder Lymphom gezeigt, dass die Identifizierung von klinisch relevanten Tumor-

Subtypen und eine erfolgreiche Sub-Klassifizierung bzw. Prognose-Aussagen 

möglich sind (Alizadeh et al. 2000; Perou et al. 2000; Sorlie et al. 2001; Beer et al. 

2002; van 't Veer et al. 2002; Lapointe et al. 2004; Lossos et al. 2004; Monti et al. 

2005; Lenz et al. 2008; Perez-Villamil et al. 2012). 

 

1.3.3 Expression von microRNA   

Reife microRNAs (miRNA) sind ca. 22 nt lange, einzelsträngige, nicht-kodierende 

RNAs (Nilsen 2007; Vorwerk et al. 2008), welche allgemein eine bedeutende Rolle 
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bei der negativen Regulation der Genexpression durch Abbau von mRNA oder 

Inhibition der Translation spielen (Ambros 2004; Bartel 2004; Murchison et al. 2004; 

Zamore et al. 2005; Nelson et al. 2006; Sandhu et al. 2011). 

MiRNAs sind an der Regulation einer Vielzahl essenzieller biologischer Prozesse in 

Eukaryoten beteiligt (z.B. Zell-Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Entwicklung) 

(Cheng et al. 2005; Karp et al. 2005; Garzon et al. 2006) und spielen daher auch 

eine Rolle bei der Entstehung von Krebs. Viele reife miRNAs sind in Tumoren 

fehlreguliert (Lu et al. 2005), wodurch sie als Onkogene und Tumorsuppressoren 

agieren können (Esquela-Kerscher et al. 2006; Voorhoeve et al. 2007; Zhang et al. 

2007). 

In vielen Studien wurde anhand von miRNA-Markerprofilen die Assoziation von reifen 

miRNAs mit der Klassifizierung bzw. Prognose unterschiedlicher Krebsarten 

beschrieben, wie beispielsweise beim Mammakarzinom, Prostatakarzinom 

Ösophaguskarzinom, kolorektalen Karzinom, Melanom, Ovarialkarzinom (Iorio et al. 

2005; Cummins et al. 2006; Mattie et al. 2006; Iorio et al. 2007; Porkka et al. 2007; 

Leidinger et al. 2010; Zhang et al. 2010) oder für die NHL-Entitäten CLL, FL, DLBCL 

bzw. MCL (Calin et al. 2002; Calin et al. 2004; Roehle et al. 2008; Lawrie et al. 2009; 

Di Lisio et al. 2010). 

Die Mehrzahl aller miRNA-Markerprofile basiert ausschließlich auf den regulatorisch 

aktiven reifen miRNAs als Tumormarker. Interessanterweise wurden jedoch bei 

verschiedenen Krebsarten auch veränderte Expressionslevel bei anderen miRNA-

Biogenese-Typen beobachtet. So weisen nicht nur die regulatorisch aktiven reifen 

miRNAs, sondern auch die Vorläufer-miRNAs tumorbasierte Expressions-

unterschiede auf (Barbarotto et al. 2008), woraus veränderte relative Expressions-

verhältnisse zwischen den verschiedenen miRNA-Formen resultieren. Beispielsweise 

wurde beim kolorektalen Karzinom eine Reduktion bei bestimmten reifen miRNAs 

beschrieben, im Gegensatz zu deren entsprechenden Vorläufer-miRNAs (Michael et 

al. 2003). In Zusammenhang mit DLBCL wurden beispielsweise beim Primary 

Effusion Lymphoma reife miRNAs detektiert, jedoch deren Vorläufer-miRNAs nicht, 

und vice versa (O'Hara et al. 2008).  

 

Die Biogenese von miRNA verläuft in einem mehrstufigen Prozess; hierbei erfolgt im 

Zellkern zunächst die vorwiegend RNA-Polymerase II-vermittelte Transkription eines, 

meist über tausend Nukleotide langen, primären Transkripts (pri-miRNA) (Lee et al. 
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2004; Zeng 2006). Dieses wird durch den Microprocessor complex, bestehend aus 

der Ribonuklease Drosha und dem RNA binding domain protein DGCR8/ Pasha, zur 

ca. 60 bis 100 nt langen stem-loop Vorläufer-miRNA (pre-miRNA) prozessiert (Lee et 

al. 2003; Davis-Dusenbery et al. 2010). Nach dem Exportin 5-vermittelten Transport 

der pre-miRNA ins Zytoplasma (Lund et al. 2004) erfolgt die Prozessierung der pre-

miRNA zu einem ca. 22 nt großen miRNA-Doppelstrang durch die RNase III Dicer 

(Bernstein et al. 2001). Ein Strang des miRNA-Duplexes wird anschließend 

abgebaut, während die andere einzelsträngige reife miRNA in dem RNA-induced 

silencing complex (RISC) gebunden wird und somit die Bindung des RISC-

Komplexes zu teilweise komplementären Bereichen in der Ziel-mRNA dirigiert.  

Die aktive reife miRNA kann somit regulatorisch agieren; entweder durch 

translationale Repression oder durch die, auf der Argonaute Endonuclease (meist 

Ago2) als Schlüsselkomponente des RISC-Komplexes basierenden, Degradation von 

mRNA (Roehle et al. 2008; Beezhold et al. 2010; Newman et al. 2010). 

Generell kann eine Regulation der miRNA-Expression auf genomischer, 

transkriptioneller oder post-transkriptioneller Ebene erfolgen (O'Hara et al. 2008; 

Newman and Hammond 2010; Pawlicki et al. 2010). Veränderungen auf diesen 

Ebenen können die Basis für aberrante Expressionslevel von reifer und Vorläufer-

miRNA in Tumoren darstellen.  

Somit liegt in der zusätzlichen Betrachtung der Expression der bisher im Hintergrund 

stehenden Vorläufer-miRNAs ein neues Potenzial für die molekulare 

Tumordiagnostik. 

 

Generell weist die Etablierung von miRNAs als Tumormarker gegenüber den 

klassischen Genexpressionsanalysen Vorteile auf; zum einen ist, bedingt durch die 

geringere Größe der miRNAs und ihrer vergleichsweise hohen Stabilität bzw. 

Resistenz gegenüber RNase-Degradation, deren Nachweis auch aus Probenmaterial 

wie Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebetteten (FFPE)-Gewebe ohne signifikanten 

Qualitätsverlust möglich (Lawrie et al. 2007; Li et al. 2007; Xi et al. 2007; Hoefig et al. 

2008; Liu et al. 2009); desweiteren werden miRNA-Expressionsmustern ein höheres 

Potenzial an pathognostischer Information (Paranjape et al. 2009) und eine 

quantitative Reduktion der Anzahl an Markern für eine Tumorzuordnung im Vergleich 

zur mRNA-Expression zugesprochen (Malumbres et al. 2009). 
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1.4 DNA-Microarrays  

DNA-Microarrays stellen eine geeignete Technologie für Analysen im Hochdurchsatz 

für die molekulare Diagnostik dar.  

Die ersten DNA-Microarrays in ihrer heute gebräuchlichen Form wurden von Schena 

et al. im Jahre 1995 entwickelt (Schena et al. 1995). Der DNA-Microarray-

Technologie liegt das Prinzip der komplementären Basenpaarung bzw. 

Hybridisierung von Nukleinsäuren zugrunde (Li et al. 2009). Das häufigste 

Anwendungsgebiet der DNA-Microarray-Technologie liegt in der Durchführung von 

quantitativen Genexpressionsanalysen zur simultanen Erstellung von 

Transkriptionsprofilen für tausende Gene (Mello-Coelho et al. 2005; Stoughton 

2005). Weiterhin werden DNA-Microarrays u.a. zur Detektion von Einzelbasen-

Polymorphismen (Fan et al. 2000; Lindroos et al. 2001), der Analyse von microRNAs 

(Shingara et al. 2005; Saba et al. 2006; Castoldi et al. 2007) oder zur Detektion und 

Charakterisierung von pathogenen Mikroorganismen (Stoughton 2005) eingesetzt. 

DNA-Microarrays bestehen aus einer großen Anzahl an DNA-Sonden (synthetische 

Oligonukleotide oder cDNA-PCR-Produkte), welche auf einem festen Träger 

angeordnet sind (Bacher et al. 2010). Zur Herstellung werden mittels eines 

Druckroboters die DNA-Sonden systematisch an genau definierten Positionen 

(Spots) auf einem beschichteten Glasobjektträger (Slide) aufgebracht und 

immobilisiert.  

Basierend auf dem oben genannten Prinzip der Zusammenlagerung zweier 

Nukleinsäure-Einzelstränge anhand komplementärer Nukleotidsequenzen wird bei 

der Durchführung eines Microarray-Experiments, bei der eigentlichen Hybridisierung 

als zentralem Schritt, die zu untersuchende Nukleinsäure (z.B. zuvor 

fluoreszenzmarkierte cDNA) an die immobilisierte DNA-Sonde angelagert. Nach 

diesem Hybridisierungsschritt erfolgt die Visualisierung bzw. Detektion der  

Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit vom Bindungsereignis der hybridisierten 

fluoreszenzmarkierten Nukleinsäuren pro Spot mittels eines Microarray-Scanners 

sowie die finale qualitative und quantitative Datenanalyse. 

 

1.4.1 Durchführung von Genexpressionsanalysen mitte ls DNA-Microarrays  

Zur Durchführung von Transkriptionsanalysen mittels DNA-Microarrays wird zunächst 

isolierte Gesamt-RNA der zu untersuchenden biologischen Probe enzymatisch in 

fluoreszenzmarkierte cDNA umgeschrieben. Die Herstellung dieser cDNA erfolgt 
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mittels Reverser Transkription durch den direkten Einbau von fluoreszenzmarkierten 

Desoxynukeotiden (beispielsweise mit Cyanin 3 oder Cyanin 5) (Nguyen et al. 2002). 

Anschließend erfolgt die Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten cDNA auf den 

DNA-Microarray.  

Genexpressionsanalysen zur Tumorcharakterisierung basieren meist auf dem 

parallelen Vergleich der Probe mit einer Referenz. Hierbei findet die cDNA-Synthese 

unter Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe für Probe und Referenz 

statt, anschließend erfolgt eine kompetitive Hybridisierung äquimolarer Mengen der 

beiden cDNAs auf dem DNA-Microarray und der Vergleich der relativen 

Genexpressionslevel für spezifische Transkripte (Schema s. Abb. 1). Die relativen 

Expressionsunterschiede in den zwei Proben werden durch Messung des 

Verhältnisses der Fluoreszenzintensitäten der beiden Farbstoffe für jeden Spot 

dargestellt (Eisen et al. 1999; Nguyen et al. 2002). 

 

 

 

Abb. 1 Genexpressionsanalyse mittels DNA-Microarray . 
Schematischer Ablauf der Durchführung eines DNA-Microarray-Experiments zur Analyse zweier 
unterschiedlicher Proben (verändert nach (Wu et al. 2001)). 
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1.4.2 Detektion von SNPs mittels DNA-Microarrays  

Eine Möglichkeit zur Array-basierten Detektion von DNA-Einzelbasen-

Polymorphismen an einer bekannten SNP-Position stellt die sog. Minisequenzierung, 

eine Primerverlängerungs-Reaktion, dar (Pastinen et al. 1997; Syvanen 1999; Kwok 

2001; Sobrino et al. 2005). Der hierzu verwendete spezifische Primer, d.h. die auf 

dem Array immobilisierte DNA-Sonde, weist eine Komplementarität zu einem Teil der 

zu untersuchenden einzelsträngigen DNA auf, so dass nach Anlagerung ein 

Nukleinsäure-Hybrid entsteht, bei dem das 3´-Ende der DNA-Sonde unmittelbar vor 

der zu untersuchenden potenziellen SNP-Position lokalisiert ist (Wang et al. 2005) (s. 

Schema Abb. 3). 

In einer enzymatischen Reaktion wird eine Primerverlängerung durchgeführt, bei der 

am 3´-Ende der DNA-Sonde ein jeweils fluoreszenzmarkiertes Didesoxynukleotid 

komplementär zum vorliegenden Nukleotid an der SNP-Position eingebaut wird 

(Pastinen et al. 1997; Lindroos et al. 2001). Hierdurch findet zeitgleich, bedingt durch 

die Verwendung von ddNTPs, ein Strangabbruch statt. 

Die Didesoxynukleotide sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Cy3-

ddUTP, Cy5-ddCTP) gekoppelt, so dass über den Fluoreszenzfarbstoff die 

Identifizierung des eingebauten Didesoxynukleotids und die Art des vorliegenden 

SNPs (homo-/ heterozygot) an der untersuchten Position erfolgen kann.  

 

 

1.5 ZIP-Code-Array  

Der ZIP-Code-Array stellt eine spezielle Art des DNA-Microarrays dar. Die zu 

detektierende fluoreszenzmarkierte Nukleinsäure hybridisiert hier nicht direkt an die 

auf dem Slide immobilisierten Sonden über komplementäre Basenpaarung, sondern 

indirekt vermittelt über sogenannte ZIP-Codes bzw. ZIP-Sonden. Diese ZIP-Sonden 

sind individuelle Oligonukleotidsequenzen, welche keinerlei Kreuzhybridisierungen 

zu humanen Nukleotidsequenzen bzw. zu anderen ZIP-Sonden aufweisen (Hauser 

et al. 2006; Hoheisel 2006). 

Die ZIP-Sonden weisen eine Länge von 20 nt auf und sind an definierten Positionen 

auf dem Slide immobilisiert. Deren komplementäre Nukleotidsequenzen, sog. cZIPs 

(complementary ZIP), sind jeweils mit einem sequenzspezifischen Oligonukleotid am 

3´-Ende verbunden, welches komplementär zu der zu detektierenden Probe ist. 
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Zur Array-basierten Detektion von Nukleinsäuren werden diese über den 

spezifischen Oligonukleotid-Teil komplementär an die entsprechende Nukleinsäure 

angelagert, anschließend erfolgt eine enzymatische Reaktion in Lösung zur 

spezifischen Fluoreszenzmarkierung der Nukleinsäure (s. folgende Kapitel), bei der 

das cZIP-Oligonukleotid unter Verwendung von fluoreszenzmarkierten Nukleotiden 

komplementär zur Sequenz der Nukleinsäure verlängert wird (Abb. 2a). Das 

fluoreszenzmarkierte, strangverlängerte Produkt wird anschließend durch Hybridi-

sierung auf den DNA-Microarray einer an einer definierten Position immobilisierten 

ZIP-Sonde zugeordnet („Adressierung“) und die einzelnen Nukleinsäuren somit 

detektiert und identifiziert (Abb. 2b). 

 

 

                                              

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2 Prinzip des ZIP-Code-Arrays. 
a) Durchführung einer enzymatischen Reaktion in Lösung zur Fluoreszenzmarkierung von 
Nukleinsäuren unter Verwendung eines spezifischen Oligonukleotides mit cZIP; b) Auftrennung und 
Identifizierung der Moleküle durch Hybridisierung der cZIPs an deren komplementären ZIP-Sonden an 
einer definierten Position auf dem ZIP-Code-Array; nach (Hauser et al. 2006). 
 

Der Vorteil des ZIP-Code-Arrays liegt darin, dass die cZIPs mit jeder beliebigen 

Nukleinsäuresequenz verbunden werden können. Die meisten DNA-Microarrays 

werden für eine bestimmte Fragestellung in einem bestimmten Organismus 

entworfen, d.h. für jede Anwendung muss ein spezifischer DNA-Microarray 
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hergestellt und etabliert werden. Stattdessen dient beim ZIP-Code-Array ein 

einzelnes Design verschiedenster Untersuchungen (Gerry et al. 1999; Hoheisel 

2006), so dass dieser zur Detektion unterschiedlicher Nukleinsäurearten (z.B. DNA, 

mRNA) befähigt ist. Dies wurde u.a. auch anhand eines ZIP-Code-Arrays auf L-DNA-

Basis gezeigt (Hauser et al. 2006; Hoheisel 2006). Weiterhin begünstigt beim ZIP-

Code-Array beispielsweise die Durchführung der enzymatischen Reaktion in Lösung 

eine höhere Sensitivität des Systems (Gerry et al. 1999; Hauser et al. 2006). 

 

1.5.1 SNP-Detektion mittels ZIP-Code-Array  

Zur ZIP-Code-basierten SNP-Detektion mittels Minisequenzierung wird, in Analogie 

zur Methode mittels DNA-Microarrays (siehe Kap. 1.4.2), ein spezifischer Primer 

verwendet, welcher ebenfalls eine Base vor der polymorphen Stelle endet. Dieser ist 

jedoch nicht auf dem Array immobilisiert, sondern besitzt einen zusätzlichen ZIP-

Code-Teil, welcher am 5´-Ende des Primers anhängt (s. Abb. 3). Die Durchführung 

der enzymatischen Primerverlängerungsreaktion (Abb. 2a) wird hierbei mit 

komplexen Primer-cZIP-Mischungen in Lösung durchgeführt. 

Nach dem Einbau der basenabhängig unterschiedlich markierten Didesoxynukleotide 

erfolgt die Hybridisierung der individuellen Moleküle über den ZIP-Code an bekannte 

Positionen auf dem Array (Abb. 2b). Damit kann über den Fluoreszenzfarbstoff das 

vorliegende Nukleotid individuell für jeden Primer detektiert werden (Hoheisel 2006). 
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Abb. 3 Prinzip der Minisequenzierung zur SNP-Detekt ion.  
Vergleichende Darstellung von klassischem DNA-Microarray und ZIP-Code-Array. a) Detektion durch 
direkte Hybridisierung der einzelsträngigen DNA an spezifische Sonde auf dem DNA-Microarray und 
anschließender Primerverlängerungsreaktion; b) Hybridisierung der einzelsträngigen DNA an SNP-
spezifisches Oligonukleotid mit cZIP in Lösung, Primerverlängerungsreaktion, anschließend 
Hybridisierung an ZIP-Sonde auf dem ZIP-Code-Array. 
 

 

1.5.2 Expressionsanalysen mittels ZIP-Code-Array  

Bei der Expressionsanalyse mittels ZIP-Code-Array findet, in Analogie zur Methode 

mittels DNA-Microarray (siehe Kap. 1.4.1), zunächst eine Reverse Transkription zur 

cDNA-Synthese und der Einbau fluoreszenzmarkierter Desoxynukleotide statt. Beim 

ZIP-Code-Array geschieht dies in Lösung, unter Verwendung eines genspezifischen 

Oligonukleotids mit cZIP. Zu vergleichende RNA-Proben werden in getrennten 

Ansätzen mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert (z.B. mRNA 1: Cy3, 

mRNA 2: Cy5; s. Abb. 4a) und anschließend über den individuellen cZIP kompetitiv 

auf dem ZIP-Code-Array hybridisiert (Abb. 4b). 
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Abb. 4 Prinzip der Genexpressionsanalyse mittels ZI P-Code-Array.  
(a) Genspezifische Anlagerung eines Oligonukleotids mit cZIP an die mRNA, anschließend 
enzymatische Strangverlängerung und Fluoreszenzmarkierung; (b) ZIP-vermittelte kompetitive 
Hybridisierung auf dem ZIP-Code-Array; nach (Hauser et al. 2006). 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit  

Zur differenzierten und exakten Klassifizierung bzw. Diagnose besonders 

heterogener Krebsarten sind klassische Untersuchungsmethoden auf immunhisto-

chemischer Basis nicht ausreichend. In solchen Fällen ist eine molekulare Tumor-

charakterisierung vielversprechend, da auf molekularer Ebene ein großes Potenzial 

für eine genauere Subklassifizierung existiert. 

In dieser Arbeit sollte ein ZIP-Code-basierter DNA-Microarray zur molekularen 

Analyse von heterogenen Tumorentitäten, primär am Beispiel des diffus großzelligen 

B-Zell-Lymphoms (DLBCL), entwickelt werden. 

Der ZIP-Code-Array sollte, auf den Grundlagen eines bestehenden L-DNA-basierten 

Systems aufbauend (Hauser et al. 2006), auf D-DNA-Basis zur Detektion von 

Einzelbasen-Polymorphismen und für Genexpressionsanalysen etabliert und 

optimiert werden. 

Von besonderem Interesse war die Methodenetablierung der Detektion von 

microRNAs für den ZIP-Code-Array. Mit der Möglichkeit einer Detektion und 

Differenzierung von reifen und Vorläufer-microRNAs sollte eine bisher nicht 

beschriebene Erweiterung des Systems vorgenommen werden. 

Anhand der Erhebung mehrerer molekularer Parameter sollte damit die Grundlage 

für die Möglichkeit einer differenzierteren Klassifizierung von Varianten und Subtypen 

heterogener Krebsarten gelegt werden, mit dem Ziel einer verbesserten Diagnose, 

Prognose und Therapie. 
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2. Material und Methoden  

 

2.1 Material  

2.1.1 Geräte 

Folgende in Tab. 1 aufgeführten Geräte wurden in der Arbeit verwendet. 

Tab. 1 Geräte 

Gerätebezeichnung Typbezeichnung Hersteller bzw. 
Bezugsquelle 

CO2-Inkubator  HERAcell 150 Thermo Scientific, 
Waltham, USA 

Elektrophorese-Netzteil  EPS 301 Amersham/ GE 
Healthcare, Freiburg, 
Deutschland 

Geldokumentations-System Camilla Raytest, Straubenhardt, 
Deutschland 

Gelelektrophorese-
Kammer, horizontal 

EasyPhor Biozym, Hessisch 
Oldendorf, Deutschland 

Heizblock neoBlock-Heizer Mono I Neolab, Heidelberg, 
Deutschland 

Hybridisierungskammer IGB-kundenspezifische 
Herstellung 

Hauser Präzisionstechnik 

Kapillargelelektrophorese Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA 

Magnetrührer - IKAMAG RCT IKA, Staufen, Deutschland 

 - MR 2002 Heidolph, Schwabach, 
Deutschland 

Microarray-Pins SMP3 Telechem, Sunnyvale, 
USA 

Microarray-Scanner - arrayWoRx 
 

- Axon GenePix 4300A 

Applied Precision, 
Weiterstadt, Deutschland 

Molecular Devices, 
Sunnyvale, USA 

Microarray-Spotter MicroGrid II Biorobotics, Cambridge, 
UK 

Mikroskop HBO50 Carl Zeiss, Göttingen, 
Deutschland 

qRT-PCR Cycler Light Cycler 480 Roche, Mannheim, 
Deutschland 
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Tab. 1 Geräte (Fortsetzung)    

Gerätebezeichnung Typbezeichnung Hersteller bzw. 
Bezugsquelle 

Schüttler Wippschüttler ST5 Zipperer, Staufen,  
Deutschland 

Spektrophotometer - NanoDrop 2000c 
 

- V-630 

Thermo Scientific, 
Waltham, USA 

Jasco, Gross-Umstadt, 
Deutschland 

Sterilbank HERAsafe KS Thermo Scientific, 
Waltham, USA 

Thermocycler Multi Cycler PTC-200 MJ Research, Ramsey, 
USA 

Ultraschall-Wasserbad SONOREX Super RK 31 Bandelin electronics, 
Berlin, Deutschland 

Vakuumzentrifuge Savant SPD1010 Thermo Scientific, 
Waltham, USA 

Vortexmischer - Analog Vortex Mixer VWR, Darmstadt, 
Deutschland 

 - IKA vortex mixer MS2-   
  S8 

IKA, Staufen, Deutschland 

 - Vortex Genie 2 Scientific Industries Inc., 
Bohemia, USA 

Waage/ Feinwaage - BP410 

- Excellence 

Sartorius, Göttingen, 
Deutschland 

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Millipore, Billerica, USA 

Wasserbäder - W22 Medingen, Dresden, 
Deutschland 

 - WNB 7 Memmert, Schwabach, 
Deutschland 

Zentrifugen - Fresco 17 Centrifuge Heraeus, Hanau, 
Deutschland 

 - Galaxy MiniStar VWR, Darmstadt, 
Deutschland 

 - Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau, 
Deutschland 

 - Pico 17 Heraeus, Hanau, 
Deutschland 
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2.1.2 Chemikalien  

In dieser Arbeit verwendete Chemikalien sind in Tab. 2 aufgeführt. Falls nicht 

gesondert aufgeführt, wurden die verwendeten Chemikalien in p.a. Qualität bezogen. 

Tab. 2 Chemikalien  

Chemikalie  Hersteller bzw. Bezugsquelle  

Agarose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Betain Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

ß-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Cyanin 3-dATP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 3-dCTP GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

Cyanin 3-ddATP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 3-ddCTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 3-ddGTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 3-ddUTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 3-dGTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 3-dUTP GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

Cyanin 5-dCTP GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

Cyanin 5-ddCTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 5-ddGTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 5-ddUTP Perkin Elmer, Waltham, USA 

Cyanin 5-dUTP GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

DEPC Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

DMEM (high glucose) GIBCO/ Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Qiagen, Hilden, Deutschland 

DTT (100 mM) Promega, Mannheim, Deutschland 

EDTA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol abs.  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

FCS GIBCO/ Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

GeneRuler 100bp DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

HCl (37%) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

  



32                                                                                               Material und Methoden 

 

Tab. 2 Chemikalien (Fortsetzung)   

Chemikalie  Hersteller bzw. Bezugsquelle  

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  

KCl Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

LightCycler 480 Probes Master Roche, Mannheim, Deutschland  

Lithiumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

MgCl2 Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

miScript Precursor Assays  
[Hs_mir-99a_1_PR, Hs_mir-199b_1_PR]  

Qiagen, Hilden, Deutschland 

miScript Primer Assays  
[Hs_miR-9_1, Hs_miR-16_2,  
 Hs_miR-99a_2, Hs_miR-199b_1] 

Qiagen, Hilden, Deutschland 

NaCl Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Nexterion Block E Schott, Jena, Deutschland 

Nexterion SPOT I (2x) Schott, Jena, Deutschland 

Nexterion SPOT III (2x) Schott, Jena, Deutschland 

NTPs GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

Penicillin-Streptomycin GIBCO/ Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

RPMI 1640 GIBCO/ Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland 

SYBR-Gold  Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tris  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Universal ProbeLibrary Set, human Roche, Mannheim, Deutschland 

6X DNA Loading Dye  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

50 bp DNA Ladder New England Biolabs, Ipswich, USA 

 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien  

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden verwendet (Tab. 3). 

Tab. 3 Verbrauchsmaterialien  

Verbrauchsmaterialien  Hersteller  

Einmalspritzen und -kanülen Braun, Melsungen, Deutschland 
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Tab. 3 Verbrauchsmaterialien  (Fortsetzung)  

Verbrauchsmaterialien  Hersteller  

Lifterslips (25 x 25 mm) Erie Scientific, Anaheim, USA 

Nexterion Slide E Schott, Jena, Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter, RNasefrei 
[Barrier Tips] 

Neptune Scientific, San Diego, USA 

PP-Mehrzweckgefäße  
(15 und 50 ml) 

Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Reaktionsgefäße [Mµlti] 
(1,7 ml, RNasefrei) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Reaktionsgefäße [Mµlti-Ultra tubes]    
(0,2 ml, RNasefrei) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  

Zellkulturflaschen (75 cm2) Greiner, Frickenhausen, Deutschland  

96-well-Platten für qRT-PCR [Light 
Cycler 480 Multiwell Plate 96, white] 

Roche, Mannheim, Deutschland 

384-well-Mikrotiterplatten Genetix/ Molecular Devices, Sunnyvale, 
USA 

 

 

2.1.4 Lösungen, Medien und Puffer  

Zur Herstellung von Lösungen und Puffern (Tab. 4) wurde, sofern nicht anders 

angegeben, ddH2O (deionisiert mittels Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q, Fa. 

Millipore) verwendet. 

Tab. 4 Lösungen, Medien und Puffer  

Lösungen, Medien, 
Puffer 

Zusammensetzung 

DEPC-ddH2O 1 ml DEPC; ddH2O ad 1000 ml; üN bei Rt rühren 

EDTA (0,5 M; pH 8,0) 146,12 g EDTA; ddH2O ad 1000 ml; pH-Wert mit 10 M 
NaOH justieren 

EtOH-DEPC (70%) 70 ml EtOH abs.; DEPC-ddH2O ad 100 ml  

HCl (1 mM) 100 µl HCl (37%); ddH2O ad 1000 ml 

KCl (1 M) 74,56 g KCl; ddH2O ad 1000 ml 

NaCl (0,3 M)  1,75 g NaCl; ddH2O ad 100 ml 

NaOH (10 M)  80,02 g NaOH; ddH2O ad 200 ml  

NaOH (0,5 M)/ EDTA 
(50 mM) 

500 µl NaOH (10 M), 1 ml EDTA (0,5 M); ddH2O ad 10 ml 
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Tab. 4 Lösungen, Medien und Puffer (Fortsetzung)  

Lösungen, Medien, 
Puffer 

Zusammensetzung 

Nexterion Blocking 
Solution 

250 ml Nexterion Block E (4x), 200 µl HCl (37%); ddH2O ad 
1000 ml 

SDS (10%) 10 g SDS; ddH2O ad 1000 ml 

Spottingpuffer (2x) 1 vol. Nexterion Spot I (2x), 3 vol. Nexterion Spot III (2x) 

Spottingpuffer (2x), 
Betain-haltig 

SSC (6x), Betain (3 M) 

SSC (20x) 175,32 g NaCl, 88,23 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat; DEPC-
ddH2O ad 1000 ml; pH 7,0 (mit HCl) 

SSC (2x)/ SDS (0,2%) 100 ml SSC (20x), 20 ml SDS (10%); ddH2O ad 1000 ml 

TAE (1x) Tris-Acetat (40 mM), EDTA (1 mM) pH 8,0 

TE (1x) Tris-HCl (10 mM) pH 8,0, EDTA (1 mM) 

Tris-HCl (1 M) 121,13 g Tris; ddH2O ad 1000 ml; pH-Wert mit HCl (37%) 
justieren 

Triton X-100 (0,1%) 1 ml Triton X-100; ddH2O ad 1000 ml 

Waschpuffer 1 50 ml SSC (20x), 3 ml SDS (10%); ddH2O ad 1000 ml 

Waschpuffer 2 10 ml SSC (20x); ddH2O ad 1000 ml 

Waschpuffer 3 2,5 ml SSC (20x); ddH2O ad 1000 ml 

 

 

2.1.5 Enzyme  

Verwendete Enzyme sind in Tab. 5 aufgelistet. 

Tab. 5 Enzyme  

Enzym Hersteller 

M-MLV Reverse Transcriptase, 
(RNase H Minus, Point Mutant)  

Promega, Mannheim, Deutschland 

M-MuLV Reverse Transcriptase Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

RNase H Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

RNaseOUT Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

Superscript III RT Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

T7-RNA Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

ThermoSequenase DNA Polymerase GE Healthcare, Little Chalfont, UK 

TURBO DNase Ambion, Austin, USA 
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2.1.6 Kommerzielle Kits  

Verwendete kommerzielle Kits sind in Tab. 6 aufgeführt. 

Tab. 6 Kommerzielle Kits  

Kitbezeichnung Hersteller bzw. Bezugsquelle 

AllPrep DNA/RNA Mini Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

AxyPrep Multisource Total RNA Axygen, Union City, USA 

High Pure miRNA Isolation Kit Roche, Mannheim, Deutschland 

LabelStar Array Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

mirPremier microRNA Isolation Kit Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

miScript II RT Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

NCode miRNA Amplification System Invitrogen, Darmstadt, Deutschland 

QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

QuantiTect SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNA6000 Nano Kit Agilent, Böblingen, Deutschland 

RNA6000 Pico Kit Agilent, Böblingen, Deutschland 

RNA Clean & Concentrator-5 Zymo Research, Irvine, USA 

RNeasy MinElute Cleanup Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Small RNA Kit Agilent, Böblingen, Deutschland 

TaqMan MicroRNA Reverse 
Transcription Kit 

Applied Biosystems/ Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 

TaqMan MicroRNA Assays Applied Biosystems/ Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 

TaqMan Universal PCR MasterMix, no 
UNG 

Applied Biosystems/ Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 

Transcriptor High Fidelity cDNA 
Synthesis Kit 

Roche, Mannheim, Deutschland 

 

2.1.7 Humane Zelllinien  

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Lymphom-Zelllinien DoHH-2 (ACC 47), 

RI-1 (ACC 585) und SU-DHL-6 (ACC 572) wurden von der Deutschen Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) 

bezogen. Die humane Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa, sowie die Keratinozyten-

Zelllinie HaCaT wurden als Pellets mit je 107 Zellen freundlicherweise von Frau Dr. 

Anke Burger-Kentischer (Fraunhofer IGB, Stuttgart) zur Verfügung gestellt. 

 



36                                                                                               Material und Methoden 

 

2.1.8 Klinisches Probenmaterial  

Die in dieser Arbeit verwendeten einzelsträngigen DNA-Proben aus klinischem 

FFPE-Biopsiematerial von DLBCL-Patienten mit den Bezeichnungen L1651-06, 

L2673-06, L142-06, L3777-06 und L1320-06 wurden freundlicherweise von Herrn 

Prof. Dr. med. H. Merz (Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Schleswig-

Holstein, Campus Lübeck, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.9 Oligonukleotide  

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang aufgeführt und 

wurden, sofern nicht gesondert angegeben, in salzfreier Aufreinigung von der Firma 

Metabion (Planegg, Deutschland) bezogen. 

 

2.1.10 Software, Webseiten und Datenbanken  

Die in dieser Arbeit verwendete Software, Webseiten und Datenbanken sind in Tab. 7 

aufgeführt. 

Tab. 7 Software, Webseiten und Datenbanken 

Bezeichnung Hersteller/ Autor/ Quelle  

AIDA, Version 3.45  Raytest, Straubenhardt, Deutschland 

ApE V1.13 M. Wayne Davis, 
http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/ 

BLAST: Basic Local 
Alignment Search Tool 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

GenePixPro 7 Molecular Devices, Sunnyvale, USA 

miRBase V.17 http://www.mirbase.org;  
(Griffiths-Jones et al. 2006; Griffiths-Jones et al. 2008; 
Kozomara et al. 2011) 

NCBI dbSNP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; (Sherry et al. 2001) 

NCBI RefSeq Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq 

Nucleotide BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROG RAM=blastn 
&BLAST_PROGRAMS= megaBlast&PAGE_TYPE=Blast 
Search &SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC 
=blasthome 

Oligo Analyzer 3.1 http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer 

Oligonucleotide 
Properties Calculator 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html, 
(Kibbe 2007) 
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Tab. 7 Software, Webseiten und Datenbanken (Fortset zung)  

Bezeichnung  Hersteller/ Autor/ Quelle  

OligoWiz 2.1.3 CBS, Technical University of Denmark; (Wernersson et 
al. 2005; Wernersson et al. 2007; Wernersson 2009) 

Praktische 
Molekularbiologie 

http://www.molbiol.ru/ger/scripts/01_07.html 

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3 

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed 

Roche LightCycler 480 
Software 

Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland 

Universal ProbeLibrary 
Assay Design Center 

https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000 

 

 

2.2 Methoden  

Nachfolgend sind die für die Erstellung der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Methoden aufgeführt. Sämtliche in dieser Arbeit angegebenen microRNA-Sequenzen 

beziehen sich ausschließlich auf den Organismus Homo sapiens (hsa). 

 

2.2.1 Probenvorbereitung  

Beim Umgang mit RNA wurde generell auf absolute RNase-Freiheit geachtet, um 

eine Degradierung der Ribonukleinsäure durch RNasen zu verhindern. Dies 

beinhaltete u.a. die Verwendung RNase-freier Chemikalien und Verbrauchs-

materialien, wie Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße, sowie RNase-freies H2O bzw. 

mit DEPC behandeltes ddH2O als Ersatz für herkömmliches H2O. Desweiteren wurde 

die RNA während des Versuches auf Eis gelagert. 

 

2.2.1.1 Kultivierung von humanen Zelllinien  

Die humanen Suspensionszelllinien DoHH-2, RI-1 und SU-DHL-6 wurden von der 

DSMZ bezogen. 

Die Zelllinien RI-1 und DoHH-2 wurden in 90% RPMI 1640 mit 10% FCS, 1% 

Penicillin-Streptomycin und 1% L-Glutamin kultiviert. Für SU-DHL-6 wurde als 

Kulturmedium 80% RPMI 1640 mit 20% FCS, 1% Penicillin-Streptomycin und 1% L-

Glutamin verwendet. Die Inkubation erfolgte bei allen Zelllinien identisch in 75 cm2 

Zellkulturflaschen unter Standardbedingungen bei jeweils bei 37°C und 5% CO2. Das 

Aussähen, die Subkultivierung und Lagerung der Zellen erfolgte analog den 
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Kultivierungs-Protokollen der DSMZ. Zur Gewinnung von Zellpellets wurden jeweils 

Aliquots von Medium mit 107 Zellen durch Zentrifugation für 3 min bei 1200 rpm 

pelletiert, anschließend die Medienreste entfernt und die Zellpellets bis zur Isolierung 

von Nukleinsäuren bei -80°C tiefgefroren. 

 

2.2.1.2 Herstellung synthetischer microRNA- Template 

Die Herstellung synthetischer microRNA (miRNA)-Template mit 5´-polyadenylierten 

Enden erfolgte basierend auf einer linearen Amplifikationsmethode für miRNA aus 

Zellen (Goff et al. 2004; Mattie et al. 2006). Hierbei wurde der letzte enzymatische 

Reaktionsschritt der Amplifikationsmethode imitiert (s. Abb. 10 Ergebnisse). T7-

Promotor-gekoppelte komplementäre DNA wird hierbei mittels in vitro-Transkription 

in sense-orientierte, 5´-/ 3´-polyadenylierte miRNA umgeschrieben und amplifiziert. 

Zum Design synthetischer miRNA-Template für ausgewählte miRNAs wurden 

zunächst die entsprechenden reifen und Vorläufer-miRNA-Nukleotidsequenzen aus 

der miRBase-Datenbank V.18 extrahiert. 

Die revers komplementäre DNA-Sequenz der ausgewählten miRNAs wurde jeweils 

am 3´-Ende mit einer poly-dT14-Sequenz und der revers komplementären T7-RNA- 

Polymerase-Promotorsequenz verbunden (Sequenzen s. Tab. 23 Anhang). Beim 

Design dieser T7-Promotor-gekoppelten synthetischen cDNA (T7-cDNA) wurde 

darauf geachtet, dass gemäß des Herstellers Metabion aus Qualitätsgründen eine 

maximale Basenlänge von 80 nt nicht überschritten wurde. Um im Falle einer 

längeren Vorläufer-miRNA-Sequenz (d.h. bei hsa-mir-92a-1, hsa-mir-19b-1, hsa-mir-

206, hsa-mir-29a, hsa-mir-199b) die T7-cDNA auf eine maximale Länge von 80 

Basen anzupassen, wurde deren revers komplementäre DNA-Sequenz unter 

Berücksichtigung der Position der darin enthaltenen reifen miRNA-Sequenz gekürzt. 

Die Kürzung des Moleküls erfolgte am 5´-Ende der reifen miRNA-Sequenz in der 

Weise, dass ein 3 nt-Überhang entstand und ausgehend vom 3´-Ende der reifen 

miRNA-Sequenz so, dass das Endmolekül eine maximale Länge von 80 nt aufwies.  

Nach der Synthese dieser T7-cDNAs durch die Fa. Metabion wurde zunächst der T7-

Promotor vervollständigt. Hierzu wurde 10 µM T7-Promoter-Oligonukleotid (5´-

TAATACGACTCACTATAGGG-3´, HPLC-aufgereinigt) zu jeweils 10 µM T7-cDNA 

gegeben, 3 min bei 95°C denaturiert und anschließend die Anlagerung der beiden 

Stränge über Nacht bei Rt ermöglicht. 
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Diese T7-Promotor-gekoppelten cDNAs wurden als Templat für die in vitro-

Transkription (IVT) eingesetzt. Für jede T7-cDNA wurden individuelle IVT-Reaktionen 

durchgeführt, jeweils mit 5x T7-RNA-Polymerase-Transkriptionspuffer, 2 mM NTPs, 

50 U RNaseOut, 30 U T7-RNA-Polymerase und 1 µg der entsprechenden T7-

Promotor-gekoppelten cDNA. Die IVT-Reaktionen erfolgten über 14 h bei 37°C, 

anschließend wurde die amplifizierte miRNA mit dem RNeasy Min Elute Cleanup Kit 

gemäß des Protokolls des Herstellers Qiagen aufgereinigt und photometrisch 

analysiert. 

Die amplifizierten synthetischen miRNA-Template wurden anschließend in 

getrennten Ansätzen von reifen und Vorläufer-miRNA-Templaten mit jeweils 3,5 pmol 

(bzw. 50 ng für reife miRNA und 80 ng für Vorläufer-miRNA) vereinigt und bis zur 

Verwendung bei -80°C gelagert. 

 

2.2.1.3  Isolierung von microRNA aus Zellen 

Die Isolierung von miRNA aus Zelllinien erfolgte mittels des mirPremier microRNA 

Isolation Kits (Sigma-Aldrich), sowie des High Pure miRNA Isolation Kits (Roche). 

Zur Isolierung wurden tiefgefrorene Pellets der Zelllinien mit je 10 Mio. Zellen nach 

Protokoll des Herstellers zur Isolation kleiner RNA aus Säugetierzellkulturen 

aufgearbeitet. Diese säulenbasierte Methode ermöglicht gemäß des Herstellers die 

Isolation von kleiner RNA < 200 nt und somit eine Anreicherung von miRNA. 

 

2.2.1.4 Amplifizierung von microRNA  

Die Amplifizierung der miRNA erfolgte mittels des NCode miRNA Amplification 

Systems gemäß den Angaben des Herstellers Invitrogen ausgehend von 30 ng 

angereichter miRNA mit einer IVT-Reaktionsdauer von 16 h. Diese Methode 

ermöglicht die Vervielfältigung sehr kleiner Mengen an miRNA unter Herstellung von 

5´- und 3´-polyadenylierten miRNAs in sense-Orientierung als Endprodukt. 

Die amplifizierte miRNA wurde anschließend mittels RNeasy MinElute Cleanup Kit 

(Qiagen) gemäß des RNA Cleanup and Concentration-Protokolls des Herstellers 

aufgereinigt. Alternativ wurde RNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) zur 

Aufreinigung von > 17 nt RNA-Fragmenten verwendet. Hierbei wurde ebenfalls nach 

dem Protokoll des Herstellers verfahren. 
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2.2.1.5 Isolierung genomischer DNA aus humanen Zell en 

Die Erstellung von Standardkurven zur Ermittlung der Amplifikations-Effizienz der 

qRT-PCR erfolgte für ausgewählte miRNAs basierend auf genomischer DNA aus der 

humanen Zelllinie HaCaT. Hierzu wurde genomische DNA aus Zellpellets mit je 107 

Zellen mittels des AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) gemäß des Genomic DNA 

purification protocol from animal cells extrahiert. 

 

2.2.1.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zelle n 

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllinien wurden tiefgefrorene Zellpellets mit je 

10 Mio. Zellen als Ausgangsmaterial herangezogen. Die Isolierung der Gesamt-RNA 

erfolgte mittels säulenbasierter Methoden in Kombination mit einer vorhergehenden 

mechanischen Lyse der Zellen durch Scherung mittels Kanüle und Spritze. Zur 

Isolierung wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet und analog des Animal 

Cells Spin-Protokolls des Herstellers verfahren. 

 

2.2.1.7 Lithiumchlorid-Fällung 

Zur Entfernung unerwünschter genomischer DNA aus isolierten Gesamt-RNA-

Proben bzw. zu deren Aufkonzentrierung erfolgte im Anschluss an die Isolierung der 

Gesamt-RNA die Durchführung einer sog. Lithiumchlorid-Fällung. Hierzu wurde die 

isolierte Gesamt-RNA mit LiCl-DEPC in einer 2 M Endkonzentration versetzt und bei 

-20°C üN gefällt. Anschließend wurde die gefällte RNA für 30 min bei 4°C und 16000 

xg (Heraeus Biofuge fresco) abzentrifugiert. Nach Entfernen des Überstands erfolgte 

das Waschen des RNA-Pellets mit eiskaltem 70%-igem EtOH-DEPC und eine 

Zentrifugation für 10 min bei 16200 xg und 4°C. Dieser Waschschritt wurde 

wiederholt, das Pellet kurz getrocknet und anschließend in RNase-freiem Wasser 

aufgenommen. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C. 

 

2.2.2 Quantifizierungsmethoden für Nukleinsäuren  

2.2.2.1 Spektrophotometer 

Zur quantitativen und qualitativen Analyse von Nukleinsäuren (RNA bzw. DNA) auf 

photometrischer Basis (V-630, Jasco oder Nano Drop 2000c, Thermo Scientific) 

wurde die Probe gegen die entsprechende Elutionslösung als Referenz gemessen. 
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Hierbei wurde das Absorptionsspektrum im Bereich von 200 - 350 nm aufgezeichnet 

und aus der ermittelten Absorption bei der Wellenlänge 260 nm die Nukleinsäure-

Konzentration folgendermaßen berechnet:  

cRNA [µg/µl] = 40 (Faktor für RNA) � A260 � (Verdünnungsfaktor/ 1000) 

cdsDNA [µg/µl] = 50 (Faktor für DNA) � A260 � (Verdünnungsfaktor/ 1000) 

cssDNA [µg/µl] = 35 (Faktor für DNA) � A260 � (Verdünnungsfaktor/ 1000) 

Da das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren bei λ = 260 nm und von Proteinen 

bei λ = 280 nm liegt, wurde zur qualitativen Analyse der Quotient der beiden Werte 

(A260/A280) gebildet, wobei das Optimum bei 1,9 bis 2,0 lag. 

 

2.2.2.2 Kapillargelelektrophorese 

Eine Alternative zur parallelen quantitativen und qualitativen Analyse von 

Nukleinsäuren bietet die Kapillargelelektrophorese (Agilent 2100 Bioanalyzer).  

In dieser Arbeit wurden ausschließlich RNA bzw. miRNA mit dieser Methode 

analysiert. Zur Detektion von Gesamt-RNA wurde das RNA6000 Nano Kit bzw. RNA 

6000 Pico Kit und zur Detektion von miRNA das Small RNA Kit verwendet und 

jeweils analog des Protokolls des Herstellers verfahren. 

 

2.2.3 Herstellung spezifischer cZIP-gekoppelter Oli gonukleotide  

2.2.3.1 Reife microRNA-spezifische Oligonukleotide mit cZIP 

Für ausgewählte reife miRNAs wurden die entsprechenden Nukleotidsequenzen aus 

der miRBase-Datenbank V.18 extrahiert und jeweils die revers komplementäre 

Sequenz am 5´-Ende mit komplementären D-DNA-ZIP-Sequenzen (Hauser et al. 

2006) (cZIP) verbunden (s. Tab. 24 Anhang). 

Als Basis zur Differenzierung zwischen reifer und Vorläufer-miRNA wurde für jede 

ausgewählte miRNA jeweils die reife miRNA-spezifische Sequenz mit zwei 

unterschiedlichen cZIP-Sequenzen kombiniert, so dass die identische miRNA-

spezifische Sequenz über zwei cZIPs zu jeweils zwei ZIP-Positionen auf dem Array 

adressiert werden kann (s. Tab. 20 Ergebnisse). Die miRNA-spezifischen cZIP-

gekoppelten Oligonukleotide wurden anschließend mittels BLASTN auf ihre Spezifität 

überprüft. 
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2.2.3.2 Vorläufer -microRNA-spezifische Oligonukleotide mit cZIP 

Zum ausschließlichen Nachweis von Vorläufer-miRNA wurden miRNA-spezifische 

Oligonukleotide generiert, welche spezifisch im stem-loop-Bereich der Vorläufer-

miRNA binden. Hierzu wurden Oligonukleotide revers komplementär zur 

betreffenden Vorläufer-miRNA-Sequenz unmittelbar in 5´-Richtung der reifen miRNA-

Sequenz mit einer durchschnittlichen Länge von 20 nt und einer durchschnittlichen 

Schmelztemperatur von 55°C entworfen, anschließend am 5´-Ende mit einer cZIP-

Sequenz verbunden und mittels BLASTN überprüft (Sequenzen s. Tab. 25 Anhang). 

 

2.2.3.3 Genspezifische Oligonukleotide mit cZIP 

Das Design genspezifischer Oligonukleotide mit cZIP erfolgte mittels der OligoWIZ 

2.1.3-Software (Lemoine et al. 2009; Wernersson 2009). Hierzu wurden zunächst für 

die ausgewählten Markergene die entsprechenden Nukleotidsequenzen im FASTA-

Format aus der NCBI RefSeq Datenbank extrahiert und als Eingabeformat für die 

OligoWIZ 2.1.3-Software verwendet. Es erfolgte das Design von genspezifischen 

Oligonukleotiden mit einer Länge von ca. 20 nt und einer Schmelztemperatur von 

50°C unter Angabe der in Tab. 8 angegebenen Parameter.  

 

Tab. 8 Genspezifisches Oligonukleoid-Design mittels  OligoWIZ-Software.  
Auflistung der verwendeten Parameter bzw. Einstellungen. 

Species database H. sapiens 

Pre-defined parameter sets Short-mers (24-26) Eucaryotic 

Oligo Length aim: 20 nt / min: 17 nt / max: 25 nt 

Preferred Tm 50 °C 

Tm model DNA:RNA 

Position 3´ preference 

 

Die Platzierung von antisense-orientierten Oligonukleotiden zur Detektion von sense-

orientierter Gesamt-RNA erfolgte möglichst in Richtung des 3’-Endes. Als Parameter 

zur finalen Auswahl der von der Software vorgeschlagenen genspezifischen 

Oligonukleotide wurde primär deren fehlende Tendenz zur Ausbildung 

unerwünschter Kreuzhybridisierungen, weiterhin möglichst geringe Abweichungen 

der Schmelztemperaturen zwischen verschiedenen genspezifischen 

Oligonukleotiden und die Lokalisation des Oligonukleotids auf der mRNA 

herangezogen (Wernersson et al. 2007). 
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Die ausgewählten genspezifischen Oligonukleotide wurden anschließend am 5´-

Ende mit individuellen cZIP-Sequenzen verbunden und die resultierenden 

genspezifischen Oligonukleotid-cZIP-Sequenzen (GSO-cZIP) mittels BLASTN 

überprüft. Eine Auflistung aller genspezifischen Oligonukleotide befindet sich im 

Anhang (Tab. 26). 

 

2.2.3.4 SNP-spezifische Oligonukleotide mit cZIP 

Für die SNP-Detektion wurden SNP-spezifische sense- und antisense-

Oligonukleotide mit cZIP herangezogen. Hierzu wurden zunächst mittels der 

spezifischen reference SNP ID number (rs) die entsprechenden Nukleotidsequenzen 

im FASTA-Format aus der dbSNP-Datenbank identifiziert. 

In Bezug auf die SNP-Position wurde der SNP-spezifische Oligonukleotid-Teil, 

beginnend mit der Position SNP(+1) für antisense-Sonden in 3´-Richtung bzw. SNP 

(-1) in 5´-Richtung für sense-Sonden positioniert. Die SNP-spezifischen 

Oligonukleotide wurden mittels ApE Software V1.17 auf eine durchschnittliche 

Schmelztemperatur von 65°C angepasst und mittels Oligo Analyzer 3.1 auf 

eventuelle unerwünschte Sekundärstrukturen überprüft. Zur Anwendung für den ZIP-

Code-Array wurden die SNP-spezifischen Oligonukleotide jeweils mit einer 

individuellen cZIP-Sequenz am 5´-Ende verbunden (Sequenzen s. Tab. 27 Anhang). 

Sämtliche SNP-spezifischen Oligonukleotide wurden in silico mittels BLASTN auf ihre 

Spezifität hin überprüft. 

 

2.2.4 Enzymatische Reaktionen zur spezifischen Fluo reszenzmarkierung  

2.2.4.1 cDNA-Synthese  und Fluoreszenzmarkierung der microRNA 

Die cDNA-Synthese und Fluoreszenzmarkierung der miRNA erfolgte ausgehend von 

jeweils 3,5 pmol jeder individuellen synthetischen miRNA oder 1,5 µg amplifizierter 

miRNA aus Zelllinien. Die synthetischen miRNA-Template wurden getrennt nach 

reifer und Vorläufer-miRNA vereinigt; die Fluoreszenzmarkierung von reifer und 

Vorläufer-miRNA erfolgte individuell in zwei getrennten Reaktionsbehältnissen. 

Der miRNA wurden in einem Volumen von 10 µl miRNA-spezifische ZIP-gekoppelte 

Oligonukleotide (MSO-cZIP) zugegeben, dieser Ansatz für 5 min bei 70°C denaturiert 

und die Lösung zur Anlagerung der MSO-cZIPs an die miRNA bei 50°C (entspricht 

der durchschnittlichen Schmelztemperatur des miRNA-spezifischen Oligonukleotid-

Teils) für 30 min inkubiert. Die cDNA-Synthese und Fluoreszenzmarkierung erfolgte 
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in einer Reversen Transkriptionsreaktion durch Einbau verschiedener 

fluoreszenzmarkierter Desoxynukleotide (Cy3-dATP bzw. Cy3-dUTP). 

Der Einbau von Cy3-dUTP erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 µl durch 

Zugabe von 5x M-MuLV Reverse Transcriptase-Reaktionspuffer, 0,5 mM dTTP, 20 U 

RNaseOut, 18,75 mM MgCl2, 40 U M-MuLV Reverse Transcriptase und 0,05 mM 

Cy3-dUTP zu dem angelagerten miRNA-Ansatz. 

Die Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-dATP verlief analog, allerdings wurden anstatt 

0,5 mM dTTP je 0,5 mM dCTP, dGTP, dTTP und 0,08 mM dATP verwendet, 

weiterhin 0,05 mM Cy3-dATP anstatt 0,05 mM Cy3-dUTP.  

Die Reverse Transkription wurde für 1,5 h bei 37°C durchgeführt und anschließend 

das Enzym bei 70°C für 10 min hitzeinaktiviert. Nach Zugabe von 2 U RNase H zu 

jeder Probe zum Abbau der RNA für 20 min bei 37°C, wurden die Proben vereinigt 

und die cDNA mittels QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) nach dem 

Nucleotide Removal Protocol aufgereinigt. 

 

2.2.4.2 cDNA-Synthese und Fluoreszenzmarkierung für  Genexpressions- 
Analysen 

Die cDNA-Synthese von RNA und deren Fluoreszenzmarkierung für 

Genexpressionsanalysen erfolgte ausgehend von 1 - 20 µg Gesamt-RNA unter 

Verwendung von 0,1 - 30 pmol genspezifischer cZIP-gekoppelter Oligonukleotide. 

Dieser Ansatz wurde für 5 - 8 min bei 70°C denaturiert, zur Anlagerung der Stränge 

für 10 min bei 45°C inkubiert und anschließend 5 min auf Eis gehalten.  

Zur Reversen Transkription der RNA in cDNA unter Einbau fluoreszenzmarkierter 

Nukleotide wurde das LabelStar Kit (Qiagen) verwendet. In Anlehnung an das 

Protokoll des Herstellers wurden pro 20 µl-Ansatz je 5 µl Buffer RT (10 x), 5 µl dNTP-

Mix U (bei der Verwendung von fluoreszenzmarkiertem dUTP) bzw. 5 µl dNTP-Mix C 

(bei der Verwendung von fluoreszenzmarkiertem dCTP), 0,5 µl RNase Inhibitor, 2,5 

µl LabelStar Reverse Transkriptase, sowie 1 µl Cy3-dUTP bzw. Cy3-dCTP oder Cy5- 

dUTP bzw. Cy5-dCTP im Eppendorf-Reaktionsgefäß vereinigt. Die einzelnen 

Reaktionsansätze wurden zur Reversen Transkription für 2 h bei 37°C im Heizblock 

inkubiert, die Enzymreaktion durch Zugabe von 2 µl Stop Solution beendet, 

anschließend die Proben nach Bedarf vereinigt und mittels LabelStar-Säule 

aufgereinigt. 
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2.2.4.3 Minisequenzierung mittels ZIP-Code-Array 

Zur SNP-Detektion mittels ZIP-Code-Array wurden je 1 pmol synthetische Kontroll-

Template und 1 pmol der einzelsträngigen DNA vereinigt und mittels einer 

Vakuumzentrifuge eingeengt.  

Dieser Ansatz wurde in 1x Thermo Sequenase-Puffer mit 1 µl DTT (0,1 M), je 50 

pmol Cy3- bzw. Cy5-fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden, 3,2 U Thermo 

Sequenase DNA Polymerase, sowie mit je 0,1 pmol Kontrollsonden-cZIPs bzw. 1 

pmol spezifischen SNP-Sonden mit cZIP (bzw. je nach Angabe) versetzt und mit 

RNase-freiem H2O auf ein Gesamtvolumen von 30 µl eingestellt. 

Die Durchführung der Minisequenzierungsreaktion erfolgte im Thermocycler nach 

folgendem zyklischen Schema: 30 sec. Denaturierung bei 90°C, 2 min 

Strangverlängerung bei 50°C, insgesamt in 50 Wiederholungen. 

 

2.2.5 Primerdesign für die Sanger-Sequenzierung  

Als externe Validierungsmethode für die SNP-Detektion wurde die Sanger-

Sequenzierung der einzelsträngigen DNA durch die Firma GATC (Konstanz, 

Deutschland) herangezogen. Hierzu wurden spezifische Sequenzierungsprimer 

mittels der Software Primer3 generiert, so dass pro einzelsträngiger DNA jeweils 

zwei Primer (reverse und forward) mit einer Länge von 18 - 25 nt sowie einer 

Schmelztemperatur von 52 - 58°C für die Sanger-Sequenzierung zur Verfügung 

standen (Sequenzierungsprimer-Sequenzen siehe Anhang Tab. 28). 

 

2.2.6 DNA-Microarrays  

2.2.6.1 Herstellung der ZIP-Code-Arrays 

Eine Auswahl von 96 ZIP-Code-Sequenzen (Hauser et al. 2006) (Sequenzen s. 

Anhang Tab. 29) wurden als Oligonukleotide mit 3´-Amino-C7-Modifikation von der 

Fa. Metabion (Planegg, Deutschland) bezogen und in 1x Spottingpuffer auf eine 

Konzentration von 50 µM eingestellt. Weiterhin wurden Cy3- und Cy5-

fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide, sog. Positionskontrollen welche als 

Orientierungspunkte auf den Array gedruckt wurden, ebenfalls in 1x Spottingpuffer in 

einer Konzentration von 10 µM vorgelegt.  

Das Bedrucken (Spotten) der Epoxy-beschichteten Glasobjektträger (Slides) 

(Nexterion Slide E) mit den Oligonukleotiden erfolgte gemäß des Protokolls des 

Herstellers mit dem Microarray-Spotter MicroGrid II nach einem zuvor definierten 
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Muster. Hierbei wurden die Oligonukleotide in jeweils sechzehn Replikaten bzw. 

Arrays pro Slide mittels Metallpins mit einer Kapillare (SMP3) in einem Volumen von 

ca. 0,6 nl pro Spot auf das Slide gedruckt, so dass jeder Spot einen ungefähren 

Durchmesser von 100 µm aufwies. Um definierte Bedingungen für einen konstanten 

Spot-Durchmesser zu gewährleisten, wurde eine konstante Luftfeuchtigkeit im 

Spotter mittels einer externen Humidity control aufrechterhalten. 

Nach dem Spottingprozess wurden die gedruckten Oligonukleotide entsprechend 

den Angaben des Herstellers auf den Slides immobilisiert. Hierzu wurden die Slides 

zunächst 30 min in einer Feuchtekammer inkubiert und anschließend für 2 h im 

Trockenschrank bei 80°C getrocknet. Bis zur Verwendung wurden die Slides im 

Exsikkator unter Argon-Atmosphäre und Lichtausschluss gelagert. 

 

2.2.6.2 Prähybridisierung der Slides 

Die Slides wurden unmittelbar vor ihrer Verwendung entsprechend den Angaben des 

Herstellers für 5 min in 0,1% Triton X-100, zweimal 2 min in 1 mM HCl, 10 min in 100 

mM KCl und 1 min in ddH2O inkubiert. Das sogenannte Blocken der Slides, eine 

Absättigung unbedruckter Bereiche auf dem Slide zur Unterbindung unspezifischer 

Bindungen während der Hybridisierung, erfolgte bei 50°C für 15 min in Nexterion 

Blocking Solution. Anschließend wurden die Slides für 1 min in ddH2O gewaschen 

und 5 min bei 500 rpm durch Zentrifugation getrocknet. 

 

2.2.6.3 Hybridisierung 

Zur Hybridisierung wurde die Probenlösung in einem Endvolumen von 45 µl mit 4x 

SSC und 0,1% SDS versetzt und im Heizblock bei 100°C für 3 min für die miRNA-

Detektion und mRNA-Expressionsanalysen bzw. 1 min für die SNP-Detektion 

denaturiert. 

Parallel hierzu wurde ein prähybridisiertes Slide in eine Hybridisierungskammer 

platziert, auf dessen bedruckten Bereich ein LifterSlip positioniert und die 

Hybridisierungskammer auf einem Heizblock bei 65°C für 3 min temperiert. Die 

denaturierte Probenlösung wurde anschließend blasenfrei unter das LifterSlip 

pipettiert, weiterhin die Vertiefungen der Hybridisierungskammer mit je 20 µl ddH2O 

befüllt und dicht verschlossen. Die Hybridisierung erfolgte unter Lichtausschluss für 

16 - 20 h bei 65°C. 
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2.2.6.4 Waschen der Slides 

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die Slides entsprechend den Angaben 

des Herstellers gewaschen, um unspezifische oder nicht-gebundene cDNA von der 

Slideoberfläche zu entfernen. Das Waschen erfolgte nach Entfernung des Lifterslips 

in Waschpuffern mit zunehmender Stringenz. Hierbei wurden die Waschschritte bei 

Raumtemperatur unter Lichtausschluss auf einem bewegten Wipptisch durchgeführt: 

für 10 min wurde in 2x SSC/ 0,2% SDS gewaschen, für 10 min wurde in 2x SSC und 

für 10 min in 0,2x SSC gewaschen, gefolgt von anschließendem Trocknen der Slides 

durch Zentrifugation für 5 min bei 500 rpm. 

 

2.2.6.5 Scannen der DNA-Microarrays 

Zur Detektion der Hybridisierungsereignisse auf dem DNA-Microarray wurde dieser 

mit dem Axon GenePix 4300A Laserscanner mit einer Auflösung von 10 µm, 100% 

Laser-Power und individuellen PMT-Werten im Bereich zwischen 500 und 800 

eingescannt. Hierbei wurde im Falle von two-colour-Arrays eine Angleichung der 

Fluoreszenzsignal-Intensitäten der beiden Fluorophore (Cy3 und Cy5) über die  

PMT-Werte vorgenommen. Die Anregung der Lichtemission des Fluoreszenz-

farbstoffs Cy3 erfolgte bei einer Wellenlänge von 532 nm, für Cy5 bei 685 nm. 

Zur Spot-Quantifizierung bzw. Ermittlung der vom DNA-Microarray emittierten 

Fluoreszenz wurde die GenePixPro 7-Software herangezogen, mit welcher Rohdaten 

generiert und in einem Tabellenformat (GPR-Format, *.gpr-Datei) gespeichert 

wurden. 

 

2.2.6.6 Datenanalyse  und Auswertung 

Nach dem Scanvorgang wurden mit der GenePixPro 7-Software *.gpr-Dateien mit 

Rohdaten aus den Tif-Files erstellt. Die darin enthaltenen Cy3- bzw. Cy5-Median- 

Intensitätswerte wurden Hintergrund-subtrahiert und über alle Replikate des Arrays 

gemittelt. 

Zur weiteren Datenanalyse für die microRNA-Expressionsanalysen wurden diese 

gemittelten Intensitäten als Absolut-Werte mit Standardabweichung betrachtet. 

Für Genexpressionsanalysen wurde zur Normalisierung u.a. das Verhältnis der 

Signalintensitäten der beiden Kanäle herangezogen (Cy5/Cy3-ratio). Hierzu wurde 

der Mittelwert über alle Sonden des Slides oder die Cy5/Cy3-ratios bestimmter 

Housekeeping-Gene gebildet und als Faktor zur Angleichung der Kanäle verwendet. 
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Die Definition differentiell exprimierter Gene erfolgte über die normalisierten 

Cy5/Cy3-ratios (> 2; < 0,5). 

Die Vorgehensweise bei der Datenanalyse und Normalisierung in der SNP-Detektion 

ist im Kap. 3.2.4 dargestellt. 

 

2.2.7 Quantitative  Real Time-PCR  

Zur Validierung der DNA-Microarray-Ergebnisse wurde die quantitative Real-Time-

PCR (qRT-PCR) herangezogen. In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche 

Systeme jeweils mit dem Light Cycler 480 (Roche) verwendet. Der qRT-PCR-

basierte Nachweis von mRNA beruhte auf der Verwendung von TaqMan-Sonden, 

während zur Detektion von miRNA ein SybrGreen-basiertes System herangezogen 

wurde.  

 

2.2.7.1 Genexpression 

Zur mRNA-Quantifizierung mittels qRT-PCR wurde zunächst eine cDNA-Synthese 

mittels Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) durchgeführt. Pro 

Ansatz für die Reverse Transkription wurden 1 µg Gesamt-RNA mit 1 µl anchored-

oligo (dT)18 primer versetzt und in einem Volumen von 11,4 µl für 15 min bei 65°C 

inkubiert. Die Reverse Transkription wurde anschließend durch Zugabe von 4 µl 

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 0,5 µl Protector 

RNase Inhibitor, 2 µl dNTP-Mix, 1 µl DTT und 1,1 µl Transcriptor High Fidelity 

Reverse Transkriptase für 30 min bei 50°C durchgeführt und bei 85°C für 5 min 

inaktiviert. 

Zur anschließenden qPCR wurden spezifische UPL-Sonden (Roche) in Kombination 

mit genspezifischen Primern, welche zuvor mittels des Universal ProbeLibrary Assay 

Design Centers generiert wurden, eingesetzt (s. Tab. 30 Anhang). Der spezifische 18 

µl-Reaktionsansatz für jede nachzuweisende mRNA bzw. jedes nachzuweisende 

Gen wurde auf Eis vorbereitet und enthielt jeweils 10 µl LightCycler 480 Probes 

Master, je 0,2 µl der beiden genspezifischen Primer (20 µM) sowie die jeweilige 

spezifische 0,4 µl UPL-Sonde. Jeder spezifische Reaktionsansatz wurde in einer LC 

480 96 well-Platte mit je 2 µl cDNA versetzt, die Platte mit einer Folie verschlossen 

und 2 min bei 700 rpm abzentrifugiert. 
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Die qPCR erfolgte im LightCycler 480 nach folgendem Programm (Mono Colour 

Hydrolysis Probe/ UPL Probe): 5 min bei 95°C, dann 45 Zyklen à 10 sec bei 95°C, 15 

sec bei 60°C, 1 sec bei 72°C, anschließend 30 sec bei 40°C. 

 

2.2.7.2 MicroRNA 

Zur Quantifizierung von reifer und Vorläufer-miRNA in Zelllinien wurde die 

SybrGreen-basierte qRT-PCR (Qiagen) herangezogen. Hierzu wurde die miRNA 

entweder unbehandelt verwendet oder vor dem cDNA-Synthese-Schritt ein DNase-

Verdau mit TURBO DNase vorgeschaltet, um eventuell vorhandene genomische 

DNA zu eliminieren.  

 

2.2.7.2.1 DNase-Behandlung von microRNA  

Zur Entfernung unerwünschter DNA wurden in einem Gesamtvolumen von 50 µl 10x 

Turbo Buffer und 0,6 U Turbo DNase I zu bis zu 500 ng isolierter angereicherter 

miRNA-Probe zugegeben. Nach Inkubation bei 37°C für 30 min wurde die RNA 

mittels RNA Clean & Concentrator-5-Kit, gemäß des Protokolls für Gesamt-RNA > 17 

nt, aufgereinigt. 

 

2.2.7.2.2 Design von qPCR-Primern für Vorläufer-mic roRNA 

Zur Detektion von Vorläufer-miRNAs kamen sowohl kommerzielle als auch selbst 

designte Primer zum Einsatz (s. Tab. 31 Anhang). 

Für das Design von Primern wurde die entsprechende stem-loop-miRNA-Sequenz 

der miRBase-Datenbank entnommen und passende forward und reverse Primer mit 

einer Länge von 20 bis 25 nt und einer durchschnittlichen Schmelztemperatur von 

60°C generiert. Die Schmelztemperatur wurde mittels ApE Software V1.17 

festgelegt. Die ausgewählten Primer wurden mittels Oligo Analyzer 3.1 auf eventuelle 

Sekundärstrukturen bzw. unerwünschte Kreuzhybridisierungen und mittels Primer-

BLAST auf ihre Spezifität überprüft. 

 

2.2.7.2.3 qRT-PCR 

100 - 500 ng angereicherte miRNA wurden mittels miScript II RT Kit gemäß den 

Angaben des Herstellers unter Verwendung von 5x miScript HiFlex Buffer (sowohl für 

reife als auch für Vorläufer-miRNA) revers in cDNA transkribiert. Die einzelnen 

qPCR-Ansätze enthielten miRNA-spezifische Primer. Dies waren entweder 



50                                                                                               Material und Methoden 

 

kommerzielle miScript Primer bzw. Precursor Assays (Qiagen) für den Nachweis von 

reifer miRNA bzw. einem Teil der Vorläufer-miRNAs oder selbst designte Primer für 

die übrigen Vorläufer-miRNAs (s. Kap. 2.2.7.2.2). Diese wurden in einer 

Endkonzentration von 0,1 µM verwendet.  

Für die qPCR wurde das QuantiTect SYBR Green PCR Kit verwendet, analog der 

Anweisungen des Herstellers. Zur Detektion von reifer miRNA wurde nach dem 

Protokoll Real-Time PCR for Detection of Mature miRNA or Noncoding RNA 

verfahren, für Vorläufer-miRNA nach dem Protokoll Real-Time PCR for Detection of 

Precursor miRNA.  

Die Durchführung der qPCR-Reaktionen erfolgte im 96-well-Plattenformat, jeweils in 

einem Reaktionsvolumen von 25 µl. Zur Detektion von reifer miRNA wurden, wenn 

nicht anders angegeben, jeweils 3 ng cDNA aus der Reversen Transkription 

eingesetzt, zur Detektion von Vorläufer-miRNA 10 ng. Alle qPCR-Reaktionen wurden 

mindestens in Duplikaten durchgeführt und als Kontrollen wurden sowohl 

sogenannte No Template-Negativkontrollen mitgeführt, bei denen H2O anstelle von 

cDNA vorgelegt wird, um eine eventuelle Primer-Dimer-Bildung zu detektieren; des 

Weiteren wurden sogenannte No RT-Negativkontrollen mitgeführt, bei denen die 

cDNA-Synthese ohne Reverse Transkriptase durchgeführt wird. Diese dienen somit 

zur Detektion eventuell vorhandener genomischer DNA in der RNA-Probe. 

Die qPCR-Reaktionen wurden in einem LightCycler 480 nach folgendem PCR-

Protokoll durchgeführt (SYBR Green I): 95°C für 15 min, 45 Zyklen à 94°C für 15 sec, 

55°C für 30 sec und 70°C für 30 sec, anschließend eine Schmelzkurven-Analyse von 

65°C bis 97°C zur Bestimmung der Amplifikationsspezifität.  

Die Bestimmung der qPCR-Effizienz (s. Tab. 21 Ergebnisse) der individuellen 

miRNA-spezifischen Primer basierte auf der Auswertung der Standardkurven. Zur 

Generierung der Standardkurven wurde cDNA der Zelllinie HeLa in jeweils fünf 

Verdünnungsstufen (im Bereich von 100 - 10-4) jeweils in Duplikaten eingesetzt und 

anschließend mittels Roche Software die Effizienz der PCR, sowie die Fehlerrate 

ermittelt. In individuellen Fällen, in denen keine Effizienz aufgrund einer zu geringen 

Menge der entsprechenden HeLa-cDNA berechnet werden konnte, wurden die 

Standardkurven für Vorläufer-miRNAs durch Verwendung von genomischer DNA aus 

HaCaT-Zellen (2,4x 105 - 2,4x 101 Kopien/µl) generiert.  
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2.2.7.2.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Herstellung eines nicht-denaturierenden Agarose-Gels wurde Agarose (3% w/v) 

in 1x TAE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Nach Abkühlung der Agaroselösung auf 

ca. 50 - 60°C erfolgte deren Gelierung in einem Gelschlitten mit Probentaschen-

kamm. Anschließend wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingebracht und 

mit 1x TAE überschichtet. Die Proben wurden mit je 1x DNA loading dye versetzt und 

diese, sowie 6 µl eines entsprechenden Längenstandards (GeneRuler 100 bp DNA 

Ladder bzw. 50 bp DNA Ladder), in die Probentaschen eingebracht. Die 

Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 120 V durchgeführt, bis die sichtbare 

Farbstoffbande (Bromphenolblau, 0,25% (w/v)) etwa Dreiviertel der Gellänge 

durchlaufen hatte. 

Anschließend erfolgte, nach Inkubation des Gels unter Lichtausschluss für 30 min in 

Ethidiumbromid, die Visualisierung der Nukleinsäuren mit UV-Licht bzw. Gel-

Dokumentation (Camilla Geldokumentations-System). 
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3. Ergebnisse  

Ein DNA-basierter ZIP-Code-Microarray zur molekularen Analyse von heterogenen 

Tumorentitäten wurde am Beispiel des diffus großzelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL) 

in der vorliegenden Arbeit entwickelt.  

Der Ergebnisteil ist in vier Themenbereiche aufgegliedert: 

Im ersten Teil der Ergebnisse ist die Herstellung des ZIP-Code-Microarrays 

beschrieben (siehe Kap. 3.1 Aufbau von ZIP-Code-Microarrays). 

Der zweite Teil umfasst die Etablierung und Validierung der Detektion von 

Einzelbasen-Polymorphismen (SNPs) in DLBCL mittels ZIP-Code-Array sowie die 

Untersuchung klinischer DLBCL-Proben (siehe Kap. 3.2 Etablierung der SNP-

Detektion in DLBCL mittels ZIP-Code-Array). 

Die Entwicklung und Optimierung von Genexpressionsanalysen mit dem ZIP-Code-

Array anhand von DLBCL-Zelllinien wird im dritten Teil beschrieben (siehe Kap. 3.3 

Etablierung der Genexpressionsanalyse in DLBCL mittels ZIP-Code-Array). 

Im vierten Teil der Ergebnisse wird die Methodenetablierung zur Detektion von 

microRNA (miRNA) sowie die Differenzierung von reifer und Vorläufer-miRNA mittels 

ZIP-Code-Array auf der Basis von Zelllinien und synthetischer miRNA beschrieben 

(siehe Kap. 3.4 Etablierung der microRNA-Detektion mittels ZIP-Code-Array).  

Letztendlich sollen alle drei Detektionstypen, SNPs, mRNA und miRNA, parallel auf 

einem ZIP-Code-Array detektiert werden können. 

 

 

3.1 Aufbau von  ZIP-Code-Microarrays  

Zur Herstellung von ZIP-Code-basierten DNA-Microarrays wurden 96 DNA ZIP-

Oligonukleotid-Sonden (Sequenzen s. Tab. 29 Anhang gemäß (Hauser et al. 2006)), 

sowie entsprechende Cy3- bzw. Cy5-fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide als 

Positionskontrollen, verwendet. Die Herstellung umfasste das Design des Array-

Layouts (Abb. 5a) und den eigentlichen Herstellungsprozess, das Drucken der ZIP-

Oligonukleotide und Positionskontrollen auf das Slide. 

Um Kreuzhybridisierungen mit Humansequenzen möglichst auszuschließen, wurden 

die ZIP-Sequenzen im Vorfeld in silico mittels Nucleotide BLAST überprüft. 

Die ZIP-Code-Arrays wurden, wie in Kap. 2.2.6 beschrieben, auf Epoxy-beschichtete 

Slides gedruckt. 
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Abb. 5b zeigt die vergrößerte Darstellung eines von insgesamt 16 Replikaten des 

ZIP-Code-Arrays nach Anfärben mit SYBR-Gold und anschließendem Einscannen 

bei λ = 488 nm. Alle Spots auf dem ZIP-Code-Array wiesen einen durchschnittlichen 

Durchmesser von 100 µm auf und konnten qualitativ bestätigt werden. 

 

PK PK    1      2     

  3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

            PK   PK 

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 

65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94   

95      96        PK PK 

 

 
 

Abb. 5 Layout des ZIP-Code-Arrays. 
(a) Schema des ZIP-Code-Array-Layouts: Anordnung von 96 ZIP-Code-Oligonukleotiden (grau: ZIP 1 
- 96) und Cy3- (PK grün) bzw. Cy5-Positionskontrollen (PK rot); Darstellung eines von insgesamt 16 
identischen Replikaten auf dem Slide; (b) Falschfarbenbild eines Slides nach SYBR-Gold Färbung. 
Visualisierung gespotteter ZIP-Oligonukleotide auf dem Slide in blau (nach Scan mit λ = 488 nm). 

 

 

3.2 Etablierung der SNP-Detektion in DLBCL mittels ZIP-Code-

Array  

Die Etablierung der ZIP-Code-basierten Detektion von Einzelbasen-Polymorphismen 

(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) in DLBCL erfolgte auf der Grundlage 

eines auf L-DNA-basierenden ZIP-Code-Microarrays (Hauser et al. 2006). Dieses am 

Beispiel der Detektion Heuschnupfen-assoziierter SNPs beschriebene System, 

wurde in der vorliegenden Arbeit auf D-DNA-Basis übertragen und zur SNP-

Detektion in DLBCL optimiert.  

a 

b 
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Im Folgenden ist dessen Etablierung und Validierung beschrieben (siehe Kap. 3.2.1 -

3.2.5). 

 

3.2.1 SNP-Auswahl und Design von DNA-Sonden  

Im Hinblick auf eine parallele Detektion der drei unterschiedlichen molekularen 

Parameter auf dem ZIP-Code-Array (SNPs, mRNA und miRNA) wurde ein Drittel der 

vorliegenden ZIPs für die SNP-Detektion herangezogen. Es wurden 18 potenziell 

relevante SNPs (in Kooperation mit dem klinischen Partner Prof. H. Merz, Universität 

Lübeck) in insgesamt 12 DLBCL- bzw. Lymphom-assoziierten Genen ausgewählt 

(Tab. 9). Die Bedeutung dieser SNPs war gegenwärtig nicht bekannt und sollte 

nachfolgend mit Hilfe dieses ZIP-Code-Arrays untersucht werden. 

 

Tab. 9 Auswahl potenziell relevanter SNPs in 12 DLB CL- bzw. Lymphom-assoziierten Genen. 
NM-Nr. = NCBI Reference Sequence (RefSeq) Database accession number (mRNA); dbSNP 
Reference SNP ID number = NCBI Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Database identification 
number.  

Gen (Name), NM-Nr. dbSNP Reference SNP ID number, 
Lokalisation 

Allele 

BCL6 (B-cell CLL/ lymphoma 6,  zinc 
finger protein 51), NM_138931 

rs3733018, Promotorbereich 
rs3821817, Promotorbereich 

G/T 
C/G 

FN1 (Fibronectin 1), NM_212475 rs1250259, Aminosäureaustausch in CDS A/T 

MMP9 (Matrix metallopeptidase 9), 
NM_004994 

rs2250889, Aminosäureaustausch in CDS 
rs2274756, Aminosäureaustausch in CDS 

C/G 
A/G 

ITPKB (Inositol 1,4,5-trisphosphate 3-
kinase B), NM_002221 

rs3754413, Aminosäureaustausch in CDS 
rs3754414, Aminosäureaustausch in CDS 
rs3754415, Aminosäureaustausch in CDS 
rs3754416, Aminosäureaustausch in CDS 

C/T 
A/G 
C/T 
A/G 

CR2 (complement component 
(3d/Epstein Barr virus) receptor 2), 
NM_001877 

rs17615, Aminosäureaustausch in CDS A/G 

TGIF 1 (TGFB-induced factor homeobox 
1), NM_170695 

rs2229333, Aminosäureaustausch in CDS C/T 

PLD2 (Phospholipase D2), NM_002663  rs2286672, Aminosäureaustausch in CDS 
rs3764897, Aminosäureaustausch in CDS 

A/G 
C/T 

IL4I1 (Interleukin 4 induced 1), 
NM_1528999 

rs2290772, Aminosäureaustausch in CDS G/T 

LMO2 (LIM domain only 2 (rhombotin-like 
1)), NM_005574 

rs11032433, Promotorbereich C/T 

IL16 (Interleukin 16 (lymphocyte 
chemoattractant factor)), NM_004513 

rs17875494, Promotorbereich 
 

A/C 

JAK2 (Janus kinase 2), NM_004972 rs10974515, Promotorbereich A/G 

FOXP1 (Forkhead box P1), NM_032682 rs11706194, Promotorbereich A/T 
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Für diese Auswahl konnten nicht für alle betrachteten SNPs jeweils sowohl eine 

sense- als auch eine antisense-Sonde entwickelt werden, da die Versuche auf den 

Einbau von nur zwei fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden limitiert werden 

sollten. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass die für das Auslesen von DNA-

Microarrays verwendeten Microarray-Scanner in der Regel nur zwei Wellenlängen 

zur Verfügung stellen. Somit wurden für 18 SNPs insgesamt 24 SNP-spezifische 

Sonden (unter Berücksichtigung eines möglichen ddCTP- bzw. ddUTP-Einbaus) mit 

einer Schmelztemperatur von 65 ± 2°C generiert. 

Weiterhin wurden als interne Kontrollen Kontrollsonden verwendet, welche keine 

Homologie zu Sequenzen humaner genomischer DNA aufweisen und somit durch 

Hybridisierung mit komplementären synthetischen Templaten über das resultierende 

Signal zur Kontrolle und Normalisierung bei der Datenauswertung bzw. Definition 

eines Schwellenwerts herangezogen werden konnten. Da das humane Genom 

aufgrund seiner Diploidie homo- und heterozygote Mutationen aufweisen kann, 

wurden in Abhängigkeit eines möglichen Einbaus von ddUTP bzw. ddCTP zunächst 

zwei Kontrollsonden-Sets (s. Tab. 32 Anhang) mit dementsprechend homo- und 

heterozygoten Kontrollsonden integriert. 

Die SNP-spezifischen Sonden bzw. Kontrollen wurden jeweils mit individuellen cZIPs 

gekoppelt (Sequenzen s. Tab. 27 und Tab. 32 Anhang). 

 

3.2.2 Sanger-Sequenzierung klinischer DLBCL-Proben  

Für die Etablierung des ZIP-Code-Arrays zur SNP-Detektion in DLBCL wurden 

Proben aus FFPE-Gewebematerial von insgesamt fünf DLBCL-Patienten (L3777-06, 

L2673-06, L142-06, L1320-06, L1651-06) vom klinischen Partner (Prof. H. Merz, 

Universität Lübeck) histologisch charakterisiert (s. Tab. 10) und freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt. Pro SNP-Sonde standen jeweils spezifische einzelsträngige DNA-

Moleküle bzw. PCR-Produkte mit Längen zwischen 150 - 350 nt zur Verfügung. 

 

Tab. 10 Histologische Klassifizierung der verwendet en klinischen Patientenproben. 

Bezeichnung  Histologische Klassifizierung  

L142-06  DLBCL, polymorph-zentroblastisch 

L1651-06 DLBCL, polymorph-zentroblastisch 

L2673-06 DLBCL, polymorph-zentroblastisch 

L3777-06 DLBCL, polymorph-zentroblastisch 

L1320-06 DLBCL, zentroblastisch 
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Exemplarisch für sämtliche vorliegende PCR-Produkte bzw. einzelsträngige DNA-

Proben wurden zwei der fünf DLBCL-Patientenproben von der Firma GATC 

(Konstanz, Deutschland) sequenziert.  

Bei einzelnen einzelsträngigen DNA-Proben konnte hierbei, trotz wiederholter 

Sequenzierung unter Verwendung verschiedener Sequenzierungs-Primer, kein 

Sequenzierungs-Ergebnis erhalten werden, da die einzelsträngige DNA tendenziell 

instabil war und dadurch teilweise nur kurze Sequenzen zur Analyse zur Verfügung 

standen, welche die SNP-Position nicht beinhalteten. 

Das Ergebnis aus der Sanger-Sequenzierung der einzelsträngigen DNA-Proben 

L2673-06 und L3777-06 wurde anschließend mittels BLASTN mit den vorhandenen 

Datenbank-Sequenzen verglichen, um das vorliegende Nukleotid an der SNP-

Position zu identifizieren. Der Vergleich der Ergebnisse aus der Sanger-

Sequenzierung ist in Tab. 11 dargestellt. 

 

Tab. 11 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Pat ientenproben L2673-06 und L3777-06. 
(n/a = keine Sequenzierungsdaten verfügbar) 

einzelsträngige DNA-Probe für Sonde: L2673-06 L3777 -06 

BCL6_002_sense_T G T 

BCL6_002_as_C C A 

BCL6_003_sense_C G C 

BCL6_003_as_C C G 

FN1_004_sense_T A A 

FN1_004_as_T T T 

MMP9_005_sense_C C C 

MMP9_005_as_C G G 

MMP9_006_as_T_C C + T C + T 

ITBKB_007_sense_C_T n/a C 

ITBKB_008_as_T_C n/a T 

ITBKB_009_sense_C_T n/a C 

ITBKB_010_as_T_C n/a C 

CR2_011_as_T_C C C 

TGIF_012_sense_C_T C n/a 

PLD2_013_as_T_C C C 

PLD2_014_sense_C_T C C 

NUP62(IL4I1)_017_sense_T G G 

NUP62(IL4I1)_017_as_C C C 

LMO2_018_sense_C_T n/a T 

IL16_019_sense_C A A 

IL16_019_as_T T T 

JAK2_020_as_T_C T T 

FOXP1_021_sense_T T T 
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3.2.3 Etablierung der SNP-Detektion für den D-DNA-Z IP-Code-Array  

In Anlehnung an den L-DNA-ZIP-Code-Array (Hauser et al. 2006; Martinez 2009) 

erfolgte eine Anpassung der experimentellen Bedingungen für den D-DNA-Array; es 

wurde ein größeres Reaktionsvolumen, bedingt durch das größere 

Hybridisierungsvolumen des Lifterslip, gewählt, sowie die Menge an SNP-

spezifischen Oligonukleotid-cZIPs von 1 pmol auf 3 pmol erhöht. 

Auf dieser Basis wurde anhand der Probe L1651-06 eine Minisequenzierung der 

sieben SNP-Sonden sowie der beiden Kontrollsonden-Sets für ddUTP bzw. ddCTP 

durchgeführt. Die Kontrollsonden stellen interne Kontrollen des Arrays dar, welche für 

die Normalisierung der Signale notwendig sind (insbesondere bezüglich des Einbaus 

fluoreszenzmarkierter ddNTPs). 

Die Durchführung der Minisequenzierung erfolgte bei einer Anlagerungs- und 

Strangverlängerungstemperatur von 40°C und unter Verwendung von je 1 pmol 

einzelsträngiger Patienten-DNA pro Sonde bzw. synthetischen Kontroll-Templaten, 

sowie 3 pmol SNP-spezifischen Oligonukleotid- bzw. Kontrollsonden-cZIPs.  

 

 

Abb. 6 SNP-Detektion mittels ZIP-Code-Array. 
Minisequenzierung der Probe L1651-06 unter Verwendung von je 1 pmol einzelsträngiger DNA bzw. 
synthetischen Kontroll-Templaten und je 3 pmol SNP-spezifischen Oligonukleotid bzw. 
Kontrollsonden-cZIPs bei einer Anlagerungs- und Strangverlängerungstemperatur von 40°C. Einbau 
von Cy3-ddCTP (schwarz) bzw. Cy5-ddUTP (grau). Darstellung der Signalintensitäten nach 
Normalisierung mittels Korrekturfaktor (berechnet nach K_UC2).  
 

Das Ergebnis ist in Abb. 6 dargestellt. Bei der SNP-Detektion mittels ZIP-Code-Array 

konnten nicht für alle mit der einzelsträngigen Patienten-DNA assoziierten ZIPs (z40 
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- z46) Signale detektiert werden, zudem lagen diese in einem geringeren 

Signalintensitätsbereich (1747 - 139969 a.u.) als die der beiden Kontrollsonden-Sets 

(z33 - z35 und z37 - z39, 24889 - 226689 a.u. bzw. 69885 - 210691 a.u.). 

 

3.2.3.1 Optimierung der Strangverlängerungs-Tempera tur 

Anhand der Patientenproben L3777-06 und L2673-06 wurden, unter Verwendung 

von sieben SNP-spezifischen Oligonukleotid-cZIPs, Minisequenzierungen mittels 

ZIP-Code-Array durchgeführt, um diese mit den Ergebnissen der Sanger-

Sequenzierung (Kap. 3.2.2) zu vergleichen. Dies sollte zum einen eine Beurteilung 

der Sondenqualität erlauben, des Weiteren sollte auf der Basis dieser Korrelation 

eine Methodenoptimierung für den ZIP-Code-Array vorgenommen werden, wobei der 

variable Parameter hierbei die Anlagerungs- und Strangverlängerungstemperatur für 

die enzymatische Reaktion in Lösung darstellte. 

Die Spezifität der Sonden ist durch die Anlagerungs- und Strangverlängerungs- 

temperatur beeinflussbar, welche in Abhängigkeit von der Schmelztemperatur der 

Sonden steht (Dieffenbach et al. 1993). 

In Hauser et al. (Hauser et al. 2006) wurde bei einer Schmelztemperatur der 

verwendeten SNP-spezifischen Sonden von 50°C die Strangverlängerung bei 40°C 

durchgeführt. Aufgrund der höheren Schmelztemperatur der in dieser Arbeit 

verwendeten SNP-spezifischen Oligonukleotide (durchschnittlich 65°C) wurden 

analog höhere Anlagerungs- und Strangverlängerungstemperaturen (50°C bzw. 

55°C) überprüft.  

Dazu wurden sieben SNP-umfassende einzelsträngige DNA-Proben (siehe Kap. 

2.1.8) gemeinsam einer Minisequenzierungsreaktion mit den zugehörigen SNP-

spezifischen Oligonukleotid-cZIPs unterworfen (Kap. 2.2.4.3). Die mit Cy3-ddCTP 

und/oder Cy5-ddUTP markierten Produkte wurden auf dem Array hybridisiert. 

Der Vergleich der Signale des ZIP-Code-Arrays mit den Sanger-

Sequenzierungsdaten für die Probe L2673-06 ist in Tab. 12 dargestellt. Bis auf die 

Sonde CR2_011_as_T konnte dasselbe Ergebnis wie bei der Sanger-Sequenzierung 

erzielt werden, falls diese vorhanden war. 
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Tab. 12 Vergleich von Sanger-Sequenzierung und ZIP- Code-Array für die Patientenprobe 
L2673-06. 
Signale des Einbaus von Cy3-ddCTP bzw. Cy5-ddUTP bei der SNP-Detektion mittels ZIP-Code-Array 
unter Verwendung von je 1 pmol einzelsträngiger DNA aus Patientenproben bzw. synthetischen 
Kontroll-Templaten und je 3 pmol SNP-spezifischen Oligonukleotid-cZIPs bei einer Anlagerungs- und 
Strangverlängerungstemperatur von 50°C bzw. 55°C (C bzw. U = signifikante Signale, c bzw. u = 
schwache Signale; n/a = keine Sequenzierungsdaten verfügbar). 

 

 Sanger -Sequenzierung  ZIP-Code-Array  

SNP-spezifische Sonde  50°C 55°C 

ITBKB_007_sense_C_T n/a C C 

ITBKB_009_sense_C_T n/a - - 

CR2_011_as_T_C C c + u c + u 

TGIF_012_sense_C_T C C C 

PLD2_013_as_T_C C C c 

LMO2_018_sense_C_T n/a U - 

MMP9_006_as_T_C C + T C + U C + U 

 

Bei einer Anlagerungs- und Strangverlängerungstemperatur von 50°C konnten, im 

Vergleich zu 55°C, deutlichere Signale und eine höhere Übereinstimmung mit den 

Sequenzierungsdaten konstatiert werden. Weitere SNP-Detektionsexperimente 

wurden somit mit einer Anlagerungs- und Strangverlängerungstemperatur von 50°C 

durchgeführt. 

 

3.2.3.2 Optimierung der Oligonukleotid-cZIP-Menge 

Wie in Abb. 6 gezeigt, wiesen die Kontrollsonden im Vergleich zu den 

Patientenproben höhere Signalintensitäten auf. Um möglichst vergleichbare 

Signalintensitäten zwischen Kontrollen und den Patientenproben zur weitergehenden 

Analyse zu erhalten, erfolgte eine Optimierung zur Angleichung der 

Signalintensitäten. Hierbei wurde die Menge an SNP-spezifischen Sonden mit cZIP 

variiert, da durch eine Veränderung der Templat-Menge (Kontrollen bzw. 

Patientenproben) aufgrund der zyklischen Vorgehensweise kein bzw. nur ein 

geringer Einfluss erwartet wurde. 

Zunächst wurde die Menge an SNP-spezifischen Sonden mit cZIP auf 10 pmol 

erhöht, um den resultierenden Einfluss zu ermitteln. Anhand einer erweiterten Anzahl 

an SNP-spezifischen Sonden, entsprechend aller verfügbaren SNP-spezifischen 

einzelsträngigen DNA-Proben (insgesamt 24 pro Patientenprobe; Sequenzen s. Tab. 

27 Anhang), wurden die Signalintensitäten des Einbaus von Cy5-ddCTP bei der 
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Patientenprobe L1651-06 unter Verwendung von 10 pmol bzw. 1 pmol SNP-

spezifischen Sonden mit cZIP verglichen (Abb. 7).  

Bei der Verwendung von 1 pmol im Vergleich zu 10 pmol SNP-spezifische Sonden 

mit cZIP (Abb. 7) konnte bei 20 von 24 ZIPs eine Zunahme der Signalintensitäten um 

durchschnittlich 73% erzielt werden.  

 

 

Abb. 7 SNP-Detektion unter Verwendung unterschiedli cher Mengen an SNP-spezifischen 
Sonden mit cZIP. 
Gemeinsame Darstellung der Signalintensitäten aus dem Einbau von Cy5-ddCTP unter Verwendung 
von 10 pmol bzw. 1 pmol SNP-spezifischer Sonden mit cZIP für die Patientenprobe L1651-06. 
 

 

Dies führte zu der Annahme, dass die Anzahl der auf dem Slide immobilisierten ZIPs 

limitierend auf die Signalintensitäten wirken könnte, da in diesem Fall die in den 

Experimenten eingesetzte Menge an SNP-spezifischen Sonden mit cZIP die Menge 

an ZIPs übersteigen würde und unmarkierte cZIP-Sonden eine konkurrierende 

Bindung eingehen könnten, die zu einer Signalunterdrückung führen würden.  

Die Anzahl möglicher ZIP-Bindestellen auf dem Slide wurde berechnet. Unter 

Berücksichtigung der ZIP-Konzentration von 50 pmol/µl, des vom Hersteller 

angegebenen Pin-Spotting-Volumens von 0,6 nl und 16 Replikaten auf dem Slide 

beträgt die theoretische Menge 0,48 pmol ZIPs pro Slide.  

Da durch die Verwendung von 10 pmol SNP-spezifische Sonden mit cZIP im 

Verhältnis zu 1 pmol einzelsträngige Patienten-DNA ein deutlicher Überschuss an 

0

5000

10000

15000

20000

IT
B

K
B

_0
7s

_z
40

IT
B

K
B

_0
9s

_z
41

C
R

2_
11

as
_z

42

T
G

IF
_1

2s
_z

43

P
LD

2_
13

as
_z

44

LM
O

2_
18

s_
z4

5

M
M

P
9_

06
as

_z
46

B
C

L6
_0

2s
_z

53

B
C

L6
_0

2a
s_

z5
4

B
C

L6
_0

3s
_z

55

B
C

L6
_0

3a
s_

z5
6

F
N

1_
04

s_
z5

7

F
N

1_
04

as
_z

58

M
M

P
9_

05
s_

z5
9

M
M

P
9_

05
as

_z
60

IT
B

K
B

_0
8a

s_
z6

1

IT
B

K
B

_1
0a

s_
z6

2

P
LD

2_
14

s_
z6

3

IL
4I

1_
17

s_
z6

4

IL
4I

1_
17

as
_z

76

IL
16

_1
9s

_z
77

IL
16

_1
9a

s_
z7

8

JA
K

2_
20

as
_z

79

F
O

X
P

1_
21

s_
z8

0

S
ig

na
lin

te
ns

itä
t [

a.
u.

]

ZIPs

10 pmol Sonden-cZIPs

1 pmol Sonden-cZIPs



Ergebnisse                                                                                                                61 

SNP-spezifischen Sonden mit cZIP vorlag und die Markierungseffizienz unbekannt 

ist, ist somit eine Signalunterdrückung aufgrund der kompetitiven Hybridisierung von 

unmarkierten vs. markierten SNP-spezifischen Sonden mit cZIP wahrscheinlich. 

Zudem erfolgt bei der SNP-Detektion vor der Hybridisierung keine Aufreinigung bzw. 

Trennung von markierten und unmarkierten Sonden mit cZIP, so dass eine 

Hybridisierung aller vorhandenen cZIPs an die auf dem Slide immobilisierten ZIPs 

gleichermaßen erfolgt. 

Dies erklärt die Abnahme der Signalintensität beim Einsatz von 10 pmol im Vergleich 

zu 1 pmol. Somit wurde in der weiteren Arbeit jeweils 1 pmol der einzelsträngigen 

Patienten-DNA in Kombination mit 1 pmol SNP-spezifischen Sonden mit cZIP 

verwendet. 

Die zur Normalisierung notwendigen Kontrollsonden zeigten durchweg höhere 

Signalintensitäten als die Patientenproben. Für eine Normalisierung sollten die 

Signale in einem ähnlichen Bereich vorliegen. Zur Angleichung der Signalintensitäten 

von Kontrollen und Patientenproben wurde in einem zweiten Schritt die Menge der 

Kontrollsonden-cZIPs reduziert. Durch die Reduktion der Menge der Kontroll-

Template hingegen wäre keine Veränderung zu erwarten gewesen, da die 

enzymatische Reaktion zyklisch durchgeführt wird. 

Zusätzlich zu den bereits in Abb. 6 verwendeten Kontrollsonden für den Einbau von 

ddUTP bzw. ddCTP wurde ein weiteres Set (Kontrollsonden-Set 3) integriert 

(Sequenzen s. Tab. 32 Anhang)  

Zunächst wurden, in Analogie zu den bisher verwendeten Mengen, je 1 pmol 

Kontroll-Template und 3 pmol Kontrollsonden-cZIPs verwendet und mit diesen, unter 

Verwendung aller drei Kontrollsonden-Sets, vier Hybridisierungen durchgeführt. Die 

Ergebnisse sind in Tab. 13 dargestellt. Für jedes Kontrollsonden-Set wurden die 

erhaltenen Signale mit den erwarteten Signalen verglichen und deren 

Übereinstimmung prozentual ermittelt. 
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Tab. 13 Vergleich der Kontrollen unter Verwendung v on je 1 pmol Kontroll- Template und 3 
pmol Kontrollsonden-cZIPs. 
Darstellung der Signale aus vier Hybridisierungen. Die Identifizierung der Signale erfolgte jeweils unter 
Berücksichtigung der Standardabweichung. 

  
Kontroll- 
sonden-cZIP  

 
Slide 1 

 
Slide 2 

 
Slide 3 

 
Slide 4 

(erwartetes Signal)  
%-Häufigkeit 

bestätigtes Signal  
Kontrollsonden- 
Set 1 

KS_U_z33  U C + U C + U C + U (U)                      25% 
KS_C_z34  C C C C (C)                    100% 
KS_UC_z35  C C C C + U (C + U)               25% 

Kontrollsonden- 
Set 2 

KS2_U_z37  U U U U (U)                    100% 
KS2_C_z38  C C C C (C)                    100% 
KS2_UC_z39 C C C C + U (C + U)               75% 

Kontrollsonden- 
Set 3 

KS3a_UC_z47 C C C C (C + U)                 0% 
KS3b_UC_z48 u C + U C + U U (C + U)               50% 
KS3_C_z49   C C (C)                    100% 
KS3_U_z50   U U (C)                    100% 

 

Im Vergleich wies das Kontrollsonden-Set 2 (Sonden KS2_U_z37, KS2_C_z38 und 

KS2_UC_z39) eine prozentual höhere Übereinstimmung zu den erwarteten Signalen 

gegenüber dem Kontrollsonden-Set 1 (Sonden KS_U_z33, KS_C_z34 und 

KS_UC_z35) auf. Kein Kontrollsonden-Set wies für alle Kontrollsonden-cZIPs die 

erwarteten Signale in 100% auf. Deshalb wurde die Menge an Kontrollsonden-cZIPs 

reduziert und 1 pmol Kontroll-Template und, entsprechend der berechneten Menge 

an ZIPs auf dem Slide, 0,5 pmol bzw. 0,1 pmol Kontrollsonden-cZIPs überprüft (Tab. 

14). 
 

Tab. 14 Vergleich der Kontrollen unter Verwendung v on je 1 pmol Kontroll- Template und 0,5 
bzw. 0,1 pmol Kontrollsonden-cZIPs. 
Darstellung der Signale aus zwei bzw. vier Hybridisierungen (°Identifizierung der Signale unter 
Berücksichtigung der Standardabweichung). 

  0,5 pmol  0,1 pmol  
  

 
Kontroll- 
sonden- 
cZIP 

 
Slide 1 
 

 
Slide 2 
 

(erwartetes 
Signal)  
%-Häufigkeit 

bestätigtes 
Signal  

 
Slide 1 
 

 
Slide 2 
 

 
Slide 3 
 

 
Slide 
4° 
 

(erwartetes  
Signal)  

%-Häufigkeit 
bestätigtes  

Signal  
Kontroll- 
sonden- 

Set 1 

KS_U_z33  U C + U (U)          50% C + U U C C + U (U)           25% 
KS_C_z34  C - (C)          50% - C C C (C)           75% 
KS_UC_z35  C - (C + U)     0% C + U C + U C + U C + U (C + U)   100% 

Kontroll- 
sonden- 

Set 2 

KS2_U_z37  U U (U)        100% U U U u (U)          100% 
KS2_C_z38  C C (C)        100% C C C C (C)          100% 
KS2_UC_z39 C - (C + U)     0% C + U C + U C + U C + U (C + U)   100% 

Kontroll- 
sonden- 

Set 3 

KS3a_UC_z47 C C (C + U)     0% C + U c C C + U (C + U)     75% 
KS3b_UC_z48 U U (C + U)     0% C + U U C + U U (C + U)     50% 
KS3_C_z49 C C (C)        100% UC UC C UC (C)            25% 
KS3_U_z50 - - (U)            0% u U C + U u (U)            50% 
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Durch die Verwendung von 0,1 pmol Kontrollsonden-cZIPs konnte eine 

Verbesserung der erwarteten Signale erzielt werden. Beim qualitativen Vergleich der 

Kontrollsonden in Tab. 14 (bei Verwendung von 0,1 pmol Kontrollsonden-cZIPs) wies 

das Kontrollsonden-Set 2 (Sonden KS2_U_z37, KS2_C_z38 und KS2_UC_z39) in 

100% die erwarteten Signale bezüglich des Einbaus von ddCTP bzw. ddUTP auf. 

Ferner konnte beim Vergleich der Kontrollsonden-Sets 1 und 2 in Abb. 6 für das 

Kontrollsonden-Set 2 vergleichbarere Signalintensitäten zwischen den 

entsprechenden homozygoten Kontrollsonden, eine höhere Signalintensität bei der 

heterozygoten Kontrollsonde, sowie insgesamt kaum zu detektierende 

Kreuzhybridisierungen bei den homozygoten Kontrollsonden beobachtet werden. 

Somit wurde dieses Kontrollsonden-Set 2 für den Einbau von ddUTP bzw. ddCTP zur 

weiteren Auswertung im Zuge der Untersuchung klinischer Proben eingesetzt. 

 

3.2.4 SNP-Analyse in klinischen Proben mittels ZIP- Code-Array  

Alle vorliegenden klinischen DLBCL-Proben wurden in Multiplex-SNP-

Detektionsexperimenten mittels des ZIP-Code-Arrays analysiert, jeweils unter 

Verwendung von je 1 pmol einzelsträngiger Patienten-DNA, 1 pmol cZIP-gekoppelter 

SNP-spezifischer Sonden, 1 pmol Kontroll-Template und 0,1 pmol Kontrollsonden-

cZIPs. 

Der Nachweis aller möglichen Didesoxynukleotide (d.h. ddATP, ddCTP, ddGTP, 

ddUTP) erfolgte auf der Basis der Fluoreszenzmarkierung ausschließlich unter 

Verwendung von Cy3 bzw. Cy5 in Kombination mit je zwei Didesoxynukleotiden. 

Somit wurde jede Patientenprobe jeweils mittels der beiden Kombinationen Cy3- 

ddATP und Cy5-ddCTP bzw. Cy3-ddUTP und Cy5-ddGTP untersucht. 

Zur Auswertung der SNP-Daten, d.h. der Identifizierung des eingebauten 

Didesoxynukleotids, wurde eine Daten-Normalisierung vorgenommen. Diese basierte 

auf der prozentualen Korrelation der Intensitätswerte der vier Didesoxynukleotide 

zueinander. Hierzu wurde pro Didesoxynukleotid jeweils der Maximalwert der 

Hintergrund-korrigierten Median-Werte aus allen verwendeten Sonden identifiziert, 

dieser jeweils als 100%-Wert definiert und die Werte sämtlicher anderer Sonden 

prozentual auf diesen Wert bezogen. Des Weiteren erfolgte pro Sonde eine 

Summierung der Intensitätswerte über alle Didesoxynukleotide und analog die 

Angabe der prozentualen Wert der einzelnen Didesoxynukleotide. Die Bestimmung 

des jeweils eingebauten Didesoxynukleotides erfolgte anhand der graphischen 
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Darstellung der normalisierten Signalintensitäten (Abb. 39a Anhang). Hierbei wurde 

das Kontrollsonden-Set 2 zur Definition eines individuellen Schwellenwertes für jedes 

Didesoxynukleotid herangezogen. Anhand der Kontrolle für den Einbau von ddUTP 

(KS2_U_z37) wurden die Schwellenwerte für ddCTP, ddATP und ddGTP definiert, 

mit der Kontrolle für den Einbau von ddCTP (KS2_C_z38) die für ddUTP, ddATP und 

ddGTP, wobei für ddATP und ddGTP jeweils der Maximalwert der beiden 

herangezogen wurde. Nach Subtraktion des jeweiligen definierten Schwellenwerts 

(Abb. 39b - f Anhang) erfolgte die Identifizierung des jeweils eingebauten 

Didesoxynukleotids, basierend auf der resultierenden maximalen Signalintensität 

(bzw. der vorliegenden Heterozygotie bei identischen Signalintensitätshöhen).  

Die Ergebnisse der SNP-Detektion aller klinischen Proben sind in Tab. 15 

zusammengefasst.  

 

Tab. 15 Ergebnisse der SNP-Detektion in Patientenpr oben. 
Übersicht der mittels ZIP-Code-Array bestimmten Didesoxynukleotide aller klinischen Proben. 

 Probe 

SNP-Sonde L3777-06 L2673-06 L1651-06 L142-06 L1320-06 
BCL6_002_sense_T G G G G G 
BCL6_002_as_C A C C C A 
BCL6_003_sense_C A G A G A 
BCL6_003_as_C C C C C C 

FN1_004_sense_T A A A A A 

FN1_004_as_T U U U U U 

MMP9_005_sense_C C C C C C 

MMP9_005_as_C G G G G G 
MMP9_006_as_T_C C + U  C + U C C C 
ITBKB_007_sense_C_T C C C C C 
ITBKB_008_as_T_C U A U C U 
ITBKB_009_sense_C_T C C C C U 
ITBKB_010_as_T_C C A C C C 
CR2_011_as_T_C C U C C U 
TGIF_012_sense_C_T C C C C C 
PLD2_013_as_T_C C U C U C 
PLD2_014_sense_C_T C C C C C 
NUP62(IL4I1)_017_sense_T G G G G G 
NUP62(IL4I1)_017_as_C C U U C C 
LMO2_018_sense_C_T U U C U U 
IL16_019_sense_C A A A A A 
IL16_019_as_T U U U U U 
JAK2_020_as_T_C U U U C  U 
FOXP1_021_sense_T U U U U U 
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Für alle Patientenproben konnten mit allen Sonden des ZIP-Code-Arrays Signale 

erhalten werden. Für die Patientenproben L2673-06 und L3777-06 wurden diese 

Ergebnisse mit den Sequenzierungs-Ergebnissen verglichen (siehe nächstes 

Kapitel). 

 

3.2.5 Validierung der SNP-Detektionsergebnisse  

Zur unabhängigen Validierung der Ergebnisse aus der SNP-Detektion mittels ZIP-

Code-Array wurden diese mit den Ergebnissen aus der Sanger-Sequenzierung 

korreliert (Tab. 16 und Tab. 17). 

 

Tab. 16 Vergleich der SNP-Detektionsergebnisse von ZIP-Code-Array und Sanger-
Sequenzierung für die Probe L2673-06. 
(n/a = keine Sequenzierungsdaten verfügbar) 

 Probe L2673-06 
 

SNP-Sonde Sanger-
Sequenzierung 

ZIP-Code-Array 

 

Überein-              
stimmung 

BCL6_002_sense_T G G ja 

BCL6_002_as_C C C ja 

BCL6_003_sense_C G G ja 

BCL6_003_as_C C C ja 

FN1_004_sense_T A A ja 

FN1_004_as_T T U ja 

MMP9_005_sense_C C C ja 

MMP9_005_as_C G G ja 

MMP9_006_as_T_C C + T  C + U ja 

ITBKB_007_sense_C_T n/a C n/a 

ITBKB_008_as_T_C n/a A n/a 

ITBKB_009_sense_C_T n/a C n/a 

ITBKB_010_as_T_C n/a A n/a 

CR2_011_as_T_C C U nein 

TGIF_012_sense_C_T C C ja 

PLD2_013_as_T_C C U nein 

PLD2_014_sense_C_T C C ja 

NUP62(IL4I1)_017_sense_T G G ja 

NUP62(IL4I1)_017_as_C C U nein 

LMO2_018_sense_C_T n/a U n/a 

IL16_019_sense_C A A ja 

IL16_019_as_T T U ja 

JAK2_020_as_T_C T U ja 

FOXP1_021_sense_T T U ja 
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Tab. 16 beinhaltet die Gegenüberstellung der Ergebnisse aus der SNP-Detektion 

mittels ZIP-Code-Array und der Sanger-Sequenzierung für die Patientenprobe 

L2673-06. Anders als im Fall der SNP-Detektion mittels DNA-Microarray konnten bei 

der Sanger-Sequenzierung nicht in jedem Fall Ergebnisse erzielt werden (siehe auch 

Kap. 3.2.2). 

In fünf von sechs Fällen stimmten die Array-Ergebnisse der sense-Sonde im 

Vergleich zur entsprechenden antisense-Sonde für diejenigen SNPs überein, für 

welche beide Sonden verfügbar waren. 

 

Tab. 17 Vergleich der SNP-Detektionsergebnisse von ZIP-Code-Array und Sanger-
Sequenzierung für die Probe L3777-06.  
(n/a = keine Sequenzierungsdaten verfügbar) 

 Probe L3777-06 
 

SNP-Sonde Sanger-
Sequenzierung 

ZIP-Code-Array Überein-
stímmung 

BCL6_002_sense_T T G nein 

BCL6_002_as_C A A ja 

BCL6_003_sense_C C A nein 

BCL6_003_as_C G C nein 

FN1_004_sense_T A A ja 

FN1_004_as_T T U ja 

MMP9_005_sense_C C C ja 

MMP9_005_as_C G G ja 

MMP9_006_as_T_C C + T C + U ja 

ITBKB_007_sense_C_T C C ja 

ITBKB_008_as_T_C T U ja 

ITBKB_009_sense_C_T C C ja 

ITBKB_010_as_T_C C C ja 

CR2_011_as_T_C C C ja 

TGIF_012_sense_C_T n/a C n/a 

PLD2_013_as_T_C C C ja 

PLD2_014_sense_C_T C C ja 

NUP62(IL4I1)_017_sense_T G G ja 

NUP62(IL4I1)_017_as_C C C ja 

LMO2_018_sense_C_T T U ja 

IL16_019_sense_C A A ja 

IL16_019_as_T T U ja 

JAK2_020_as_T_C T U ja 

FOXP1_021_sense_T T U ja 
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Tab. 17 zeigt den Vergleich der SNP-Detektionsergebnisse des ZIP-Code-Arrays und 

der Sanger-Sequenzierung für die Patientenprobe L3777-06. Hier wurde eine 

Übereinstimmung von sense- und antisense-Sonde in vier von sechs Fällen 

beobachtet. 

Bei der qualitativen Bewertung konnten zwölf Sonden bei beiden Patienten zu 100% 

bestätigt werden (BCL6_002_as_C, FN1_004_sense_T, FN1_004_as_T, 

MMP9_005_sense_C, MMP9_005_as_C, MMP9_006_as_T_C, PLD2_014_sense_ 

C_T, NUP62(IL4I1)_017_sense_T, IL16_019_sense_C, IL16_019_as_T, JAK2_020_ 

as_T_C, FOXP1_021_sense_T). Sechs Sonden konnten aufgrund fehlender 

Sequenzierungsdaten nur jeweils anhand einem der beiden untersuchten Patienten 

bewertet werden; hier zeigten diese jeweils eine Übereinstimmung der Resultate von 

Array und Sequenzierung in 100% der Fälle (ITBKB_007_sense_C_T, 

ITBKB_008_as_T_C, ITBKB_009_sense_C_T, ITBKB_010_as_T_C, TGIF_012_ 

sense_C_T, LMO2_018_sense_C_T).  

Der Vergleich der Ergebnisse für die Patientenproben L2673-06 und L3777-06 über 

alle untersuchten Sonden ergab eine Übereinstimmung des ZIP-Code-Arrays mit der 

Sanger-Sequenzierung für die Patientenprobe L2673-06 zu 84% (16/ 19 Sonden) 

sowie für die Patientenprobe L3777-06 zu 87% (20/ 23 Sonden).  

Da sechs SNPs je durch eine sense- und antisense-Sonde repräsentiert waren, 

theoretisch jedoch pro SNP eine validierte Sonde ausreicht, resultiert bei der 

Berücksichtigung von je nur einer Sonde pro SNP eine Übereinstimmung von 85% 

für den Patient L2673-06 und 94% für den Patient L3777-06. 

 

 

3.3 Etablierung der Genexpressionsanalyse in DLBCL mittels ZIP-

Code-Array  

Der zweite Teil der Etablierung des ZIP-Code-Arrays zur DLBCL-Analyse umfasste 

die Analyse der Genexpression. Auf der Grundlage des, am Beispiel von 

Genexpressionsanalysen in unterschiedlichen Wachstumsformen von Candida 

albicans beschriebenen, auf L-DNA-basierenden ZIP-Code-Microarrays (Hauser et 

al. 2006) wurde dieses System auf D-DNA-Basis optimiert. 
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3.3.1 Auswahl von Zelllinien als Modellsysteme  

Als Modell für ein aggressives B-Zell-Lymphom, sowie repräsentativ für ein 

follikuläres Lymphom, wurde die humane NHL-Zelllinie DoHH-2 ausgewählt (Kluin-

Nelemans et al. 1991; Rialland et al. 2006; Daniel et al. 2007; Drexler 2010).  

Weiterhin wurden Zelllinien ausgewählt, welche die in der WHO-Klassifizierung 2008 

definierten molekularen DLBCL-Subtypen activated (ABC)- und germinal center 

(GCB)-DLBCL repräsentieren. Dies sind u.a. die ABC-DLBCL-Zelllinie RIVA (RI-1) 

(Brown et al. 2008; Malumbres et al. 2009; Drexler 2010), sowie die GCB-DLBCL-

Zelllinie SU-DHL-6 (Lawrie et al. 2007; Brown et al. 2008; Malumbres et al. 2009; 

Drexler 2010). 

Weiterhin wurden als Kontroll-Zelllinien die nicht-lymphatische Tumor-Zelllinie HeLa 

(zervikales Adenokarzinom) (Scherer et al. 1953; Natkunam et al. 2007) und die 

Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (Boukamp et al. 1988; Boukamp et al. 1997) 

ausgewählt. 

 

3.3.2 Auswahl von Tumormarker- und Housekeeping-Genen 

Als Tumormarkergene wurden in Zusammenarbeit mit dem klinischen Partner (Prof. 

H. Merz, Universität Lübeck) publizierte Gene zur Unterscheidung zwischen DLBCL, 

FL, ABC-DLBCL, GCB-DLBCL und sog. Normalgewebe ausgewählt, charakterisiert 

durch ein differentielles Expressionsverhalten, in Korrelation mit den ausgewählten 

Zelllinien (Alizadeh et al. 2000; Husson et al. 2002; Rosenwald et al. 2002; Shipp et 

al. 2002; Rosenwald et al. 2003; Savage et al. 2003; Wright et al. 2003; Rhodes et al. 

2005; Tagawa et al. 2005; Goy et al. 2006; Shaffer et al. 2006; Blenk et al. 2007; 

Davies et al. 2007; Cai et al. 2010). Aus diesen über 800 relevanten Genen wurden, 

entsprechend der Anzahl verfügbarer ZIPs auf dem bestehenden ZIP-Code-Array, 96 

relevante Gene (inklusive der in der SNP-Detektion untersuchten Gene) ausgewählt 

(s. Tab. 26 Anhang). Das wesentliche Auswahlkriterium hierbei bestand in der 

Häufigkeit der Zitate in der Literatur. 

Als Möglichkeit zur Daten-Normalisierung wurden als interne Kontrollen sog. 

Housekeeping-Gene ausgewählt, welche sich laut Literatur durch ein stabiles 

Expressionsverhalten in unterschiedlichen Geweben oder Zelltypen auszeichnen 

(Galiveti et al. 2010). Es wurden folgende Housekeeping-Gene aus der Literatur 

ausgewählt: TRIM27, LUC7L2, CUL1, TBP, GAPDH, GPBP, MME, 18S rRNA (Bas 

et al. 2004; Kwon et al. 2009). 
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3.3.3 Überprüfung potenzieller Kreuzhybridisierunge n 

Zunächst wurde überprüft, ob aufgrund der Komplexität isolierter Gesamt-RNA als 

Probe, trotz eines theoretischen in silico-basierten Ausschlusses, unerwünschte 

Kreuzhybridisierungen an den ZIPs auf dem DNA-Microarray resultieren. 

Hierzu wurden je 20 µg isolierte Gesamt-RNA aus der Zelllinie SU-DHL-6 mit Cy3- 

bzw. Cy5-dUTP unter Verwendung von oligo dT-Primern anstelle von 

genspezifischen Oligonukleotid-cZIP-Sequenzen (GSO-cZIPs) fluoreszenzmarkiert 

und anschließend auf dem Array hybridisiert. Abb. 8 zeigt die Signalintensitäten der 

Spots auf dem Array für zwei Hybridisierungen.  

Bei den in Abb. 8 dargestellten Hybridisierungen wurden Signalintensitäten im 

Bereich zwischen 0 und 5131 a.u. detektiert. Hierbei wies die Mehrzahl an ZIPs (87 

von 96) bei beiden Arrays übereinstimmend Signalintensitäten im Bereich < 1000 

a.u. auf. Für die ZIPs Nr. 32, 33, 65, 69 und 96 hingegen wurden bei beiden Arrays 

übereinstimmend Signale über 1000 a.u. detektiert, des Weiteren für die ZIPs Nr. 11, 

48, 79 bzw. 94 bei jeweils einem der Arrays. Dies deutet darauf hin, dass Fragmente 

aus dem Transkriptom unspezifisch an diese ZIPs binden. Somit wurden diese ZIPs 

bei der quantitativen Analyse in Genexpressionsexperimenten nicht berücksichtigt. 
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Abb. 8 Überprüfung des ZIP-Code-Arrays auf potenzie lle Kreuzhybridisierungen mit Gesamt-
RNA. 
Signalintensitäten aus der Hybridisierung von je 20 µg Gesamt-RNA aus der Zelllinie SU-DHL-6 nach 
Fluoreszenzmarkierung unter Verwendung von oligo-dT-Primern anstelle von GSO-cZIPs. (a) 
Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-dUTP, (b) Fluoreszenzmarkierung mit Cy5-dUTP.  
 

3.3.4 Optimierung der experimentellen Bedingungen f ür Genexpressions-

Analysen  

Basierend auf den Ergebnissen der SNP-Detektion (siehe Kap. 3.2.3.2) wurde der 

Einfluss der verwendeten Menge an GSO-cZIPs auf die resultierende Signalintensität 

ermittelt. Hierfür wurden dye-swap-Hybridisierungen der DLBCL-Zelllinien SU-DHL-6 

und RI-1 unter Verwendung von je 10 bzw. 0,25 pmol GSO-cZIP mit je 10 µg 

Gesamt-RNA über 3 h durchgeführt (Anlagerungsschritt bei 53°C in Korrelation mit 

der durchschnittlichen Sonden-Schmelztemperatur, berechnet mittels Oligo Analyzer 

3.1). 

Bei Betrachtung der Mittelwerte bzw. der Summe aller Signalintensitäten über den 

Array konnte eine Steigerung um durchschnittlich 24% bei der Verwendung von je 

0,25 pmol GSO-cZIPs pro Farbstoff erreicht werden (Ergebnisse siehe Abb. 40 im 

Anhang). Diese GSO-cZIP-Menge wurde somit weiterhin für Genexpressions-

versuche verwendet. 
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3.3.5 Genexpressionsanalysen in DLBCL-Zelllinien  

Mit dem so etablierten Array wurden die Transkriptionsprofile der DLBCL-Zelllinien 

SU-DHL-6 (GCB-DLBCL) bzw. RI-1 (ABC-DLBCL) untersucht. Dabei wurden die 

neun kreuzhybridisierenden ZIPs (s. Kap. 3.3.3) und die daran gekoppelten Gene 

nicht berücksichtigt. 

Basierend auf den Resultaten von Kap. 3.3.4 wurden für jede Zelllinie 0,25 pmol 

GSO-cZIPs zur Fluoreszenzmarkierung verwendet, gefolgt von einer kompetitiven 

Hybridisierung auf den ZIP-Code-Array (siehe Abb. 9).  

Da die betrachteten Housekeeping-Gene, die für Proteine codieren, in mehreren 

Array-Experimenten sich anders als erwartet verhielten (Daten nicht gezeigt), wurde 

für die Normalisierung der kompetitven Hybridisierungen die Expression der 18S 

rRNA als einzige Referenz herangezogen, da für diese ein stabiles Verhalten bei den 

verwendeten Zelllinien in qRT-PCR-Experimenten dieser Arbeit beobachtet wurde 

und bereits in der Literatur beschrieben wurde (Bas et al. 2004) (Finnegan et al. 

1993). 

Die kompetitiven Hybridisierungen der beiden DLBCL-Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1 

wiesen bei den untersuchten Genen ein vergleichbares Signalmuster auf (siehe Abb. 

9a und b). Es konnten entgegen der Literatur keine signifikant differentiellen Gene, 

definiert durch einen mindestens zweifachen Expressionsunterschied (Jenson et al. 

2003), zwischen den beiden Zelllinien beobachtet werden. Zehn der untersuchten 

Gene wiesen signifikante Signale (über 5000 a.u.) auf; die Signale der Mehrzahl der 

untersuchten Gene lagen jedoch in einem vergleichsweise niedrigen 

Intensitätsbereich (bei durchschnittlich 1025 a.u.). 
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Abb. 9 Expressionsanalysen ausgewählter Gene in den  DLBCL-Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1 
mittels ZIP-Code-Array. 
Signalintensitäten von kompetitiven dye-swap-Hybridisierungen (normalisiert auf 18S rRNA) nach 
Fluoreszenzmarkierung von je 20 µg Gesamt-RNA der Zelllinien SU-DHL-6 bzw. RI-1 mit Cy-
markiertem dCTP unter Verwendung von je 0,5 pmol GSO-cZIPs. (a) RI-1 = Cy3, SU-DHL-6 = Cy5; 
(b) SU-DHL-6 = Cy3, RI-1 = Cy5. 
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3.3.6 qRT-PCR zur Genexpressionsanalyse in DLBCL-Ze lllinien  

Die Bewertung der Ergebnisse aus Kap. 3.3.5 bzw. die Eignung der ausgewählten 

Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1 als Modelle zur Differenzierung von GCB- und ABC-

DLBCL erfolgte auf der Basis von 19 Genen (Auswahl aus Abb. 9) mittels qRT-PCR 

als externe Validierungsmethode sowie durch Vergleich mit Literaturdaten (Tab. 18). 

Bei der qRT-PCR wurden als Indikatoren für Genexpression entsprechende Ct-Werte 

betrachtet (charakterisiert durch niedrige Ct-Werte bei einer hohen Genexpression, et 

vice versa) (Jenson et al. 2003). 

 

Tab. 18 Vergleich von DNA-Microarray- bzw. qRT-PCR- Daten vs. Literatur. 
* MW der Signalintensitäten (Abb. 9), abc = ABC-DLBCL, gcb = GCB-DLBCL; Referenzen (Ref.): 1: 
(Wright, Tan et al. 2003), 2: (Tagawa, Suguro et al. 2005), 3: (Alizadeh et al. 2000), 4: (Blenk et al. 
2007), 5: (Rhodes and Chinnaiyan 2005).  

 SU-DHL-6 RI-1  DLBCL -
spezifische
Regulation 

(gemäß 
Ref.) 

 

Ref. 
 
 
 
 
 

Vgl . 
qRT-
PCR 
vs. 
Ref. 

 

Vgl. 
ZIP-

Code-
Array 

vs. 
Ref. Gen 

ZIP-
Code-
Array 
[a.u.] * 

qRT-PCR 
[Ct] 

 
 

ZIP-
Code-
Array 
[a.u.] * 

qRT-PCR 
[Ct] 

 
 

CR2 184 45,9 141 46,1 gcb > abc 1 - + 
SLA 307 0,0 336 40,0 abc > gcb 2, 3 - + 
MYBL1 226 36,1 248 36,4 gcb > abc 1, 3, 4 - - 
IRF4 135 37,9 201 35,3 abc > gcb 1, 2, 3, 4 + + 
LMO2  276 34,6 327 37,5 gcb > abc 1, 2, 3, 4 + - 
EDG1 10704 34,9 12649 31,7 abc > gcb 2, 3 + + 
CD44 496 0,0 355 37,5 abc > gcb 2, 3 + - 
MME 477 30,2 441 32,9 gcb > abc 1, 2, 3, 4 + + 
ITPKB 320 31,0 391 30,0 gcb > abc 1, 2 - - 
CFLAR 474 32,6 555 29,3 abc > gcb 1 - 3 + + 
SH3BP5 897 35,2 1043 29,2 abc > gcb 1, 2, 4 + + 
FOXP1 503 34,2 751 28,9 abc > gcb 1, 4 + + 
FN1 315 0,0 349 0,0 gcb > abc 4 - - 
ETV6 875 32,7 1222 29,8 abc > gcb 1, 2 + + 
IL16 33 29,3 35 26,8 abc > gcb 1, 2 + + 
NOMO1 3147 28,3 3758 27,9 abc > gcb 1, 3 + + 
PIM1 10255 26,1 13562 25,4 abc > gcb 1 + + 
HDAC1 228 24,0 371 25,1 gcb > abc 1, 2, 3, 5 + - 
BCL6 166 34,8 196 32,9 gcb > abc 1, 2, 3, 4 - - 

 

 

Der Vergleich von DNA-Microarray- bzw. qRT-PCR-Daten mit Literatur-Daten (Tab. 

18) basierte auf der Erfassung von Tendenzen. Ein Vergleich der Ergebnisse von 

DNA-Microarray und qRT-PCR für die 19 Gene ergab eine Übereinstimmung von 

74%. Insgesamt wiesen sowohl die ZIP-Code-Array-Experimente als auch die qRT-

PCR-Daten Abweichungen zur Literatur auf. Bei den in Tab. 18 dargestellten Genen 
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wurde bei 68% der qRT-PCR- bzw. 63% der DNA-Microarray-Daten eine identische 

Expressionsrichtung im Vergleich zu den Literaturdaten beobachtet.  

Generell könnten die beobachteten Diskrepanzen auf den teilweise geringen 

Signalintensitäten des Arrays begründet sein, während die qRT-PCR prinzipiell eine 

höhere Sensitivität zeigte. Bei ausschließlicher Betrachtung derjenigen Gene, welche 

Array-Signalintensitäten über einem definierten Schwellenwert von 500 a.u. zeigten 

(d.h. EDG1, CFLAR, SH3BP5, FOXP1, ETV6, NOMO1, PIM1), konnte ausnahmslos 

die Übereinstimmung der Tendenzen der Array-, qRT-PCR- und Literaturdaten 

bestätigt werden.  

 

 

3.4 Etablierung der microRNA-Detektion mittels ZIP- Code-Array  

Der dritte Teil der Etablierung des ZIP-Code-Arrays zur verbesserten Tumoranalyse 

beinhaltete die Detektion von microRNA.  

MicroRNA (miRNA) ist in der Zelle in femtomolaren Konzentrationen (Wark 2008) 

vorhanden, der Anteil an miRNA an der Gesamt-RNA beträgt 0,1% (Saba and Booth 

2006) bis 0,01% (Wark 2008). Aufgrund dieser kleinen Mengen, sowie im Hinblick 

auf die weitergehende Analyse klinischen Probenmaterials, beispielsweise aus 

Tumor-Biopsien (Feinnadel- oder Vakuumbiopsien), und dem damit verbundenen 

geringen Probenvolumen, wurde eine Amplifizierung der miRNA als obligatorisch 

erachtet.  

Die gängigen linearen Amplifizierungsmethoden für miRNA basieren auf einem T7-

Promotor-basierten System, mit welchem, unter Verwendung einer T7-RNA-

Polymerase, amplifizierte und 5´-/ 3´-polyadenylierte miRNA generiert werden kann. 

Im Detail wird bei dieser Methode (Goff et al. 2004; Mattie et al. 2006) die miRNA 

zunächst an deren 3´-Ende mittels einer Poly A-Polymerase polyadenyliert, gefolgt 

von einer cDNA-Erststrangsynthese durch Reverse Transkription, initiiert durch 

Verwendung eines oligo-dT-Primers. Nach der Synthese einer poly dT-Sequenz am 

3´-Ende der einzelsträngigen cDNA mittels einer Terminalen Deoxynucleotidyl-

Transferase wird auf der Basis eines spezifischen T7 template oligo T7-Promotor-

Fragments der vollständige T7-Promotor mit Hilfe der Klenow-Polymerase 

synthetisiert. Die eigentliche Amplifizierung findet mittels einer in vitro-Transkription 

statt, in welcher amplifizierte RNA-Moleküle in sense-Orientierung mit 

polyadenylierten 3´- und 5´-Enden (s. Abb. 10) generiert werden.  
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Abb. 10 Schema der linearen Amplifizierung von miRNA.
Herstellung von sense-orientierter miRNA mit polyadenylierten Enden auf der Basis einer 
Amplifizierung mittels T7-RNA-Polymerase (verändert nach 
Reaktionsschritte: (1) Poly(A)-Verlängerung des 3´
Oligo(dT)-Primers, (3) Reverse Transkription der polyadenylierten miRNA, (4) Abbau der RNA und
Aufreinigung der cDNA-Kopie der miRNA, (5) Poly(dT)
der miRNA, (6) Zugabe der Komponenten für 
beinhaltet einen Blocker, der die 
doppelsträngigen T7-Promotors durch 
Kopie der miRNA mittels Kleno
durch IVT. 
 

 

 

                                                                                                               

Schema der linearen Amplifizierung von miRNA.  
orientierter miRNA mit polyadenylierten Enden auf der Basis einer 

Polymerase (verändert nach (Mattie et al. 2006
Verlängerung des 3´-Endes der miRNA, (2) Hybridisierung eines 

Primers, (3) Reverse Transkription der polyadenylierten miRNA, (4) Abbau der RNA und
Kopie der miRNA, (5) Poly(dT)-Verlängerung des 3´-Endes der cDNA

der miRNA, (6) Zugabe der Komponenten für die T7-Promotor-Synthese (das T7
beinhaltet einen Blocker, der die Zweitstrangsynthese unterdrückt), (7) Synthese des 

Promotors durch Templat-vermittelte Verlängerung des 3´
mittels Klenow-Enzym, (8) Herstellung der amplifizierten 5´-
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orientierter miRNA mit polyadenylierten Enden auf der Basis einer 
Mattie et al. 2006) gemäß folgender 

(2) Hybridisierung eines 
Primers, (3) Reverse Transkription der polyadenylierten miRNA, (4) Abbau der RNA und 

Endes der cDNA-Kopie 
das T7-Promotor-Templat 

Zweitstrangsynthese unterdrückt), (7) Synthese des 
vermittelte Verlängerung des 3´-Endes der cDNA-

-/ 3´-poly(dA) miRNA 
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Der Vorteil dieser Vervielfältigungsmethode liegt in der Herstellung 

miRNA-Moleküle in sense-

der Basis dieses Substrats 

regulatorisch aktiven miRNA, der reifen miRNA, entwickelt.

An die amplifizierte reife

komplementäres Oligonukleotid mit cZIP als Primer anlag

Transkription können fluoreszenzmarkierte dUTP

adenylierten 5´-Teil der amplifizierten miRNA eingebaut werden

eine fluoreszenzmarkierte cDNA mit cZIP resultiert.

 

Abb. 11 Schema der Fluoreszenzmarkierung von amplifizierter
Fluoreszenzmarkierung von rei
Strangverlängerung eines miRNA
und dTTP.  

 

Die Etablierung dieser Fluoreszenzmarkierungsmethode 

miRNA mittels ZIP-Code

durchgeführt. Diese beinhaltete das Design und die Herstellung von synthetischen 

Templaten, deren Amplifizierung mittels linearer T7

Transkription und das Design bzw. die Synthese miRNA

mit cZIP-Kopplung zur Fluoreszenzmarkierung der amplifizierten miRNA.

 

3.4.1 Design und Herstellung 

Zur Etablierung der miRNA

synthetische miRNA-Template

Hierzu wurden exemplarisch miR

entsprechende Nukleotid-Sequenzen aus der miRBase

diese reifen miRNAs erfolgte das Design synthetischer

Amplifizierung in Anlehnung an die Methode zur Amplifizierung von miRNA aus 

Zellen (s. Abb. 10). Im Zuge der Herstellung amplifizierter 

polyadenylierter miRNA-Moleküle als Substrat für die Fluoreszenzmarkierung
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Der Vorteil dieser Vervielfältigungsmethode liegt in der Herstellung 

-Orientierung mit polyadenylierten 3´- und 5´

dieses Substrats wurde eine Strategie zur Fluoreszenzmarkierung der 

regulatorisch aktiven miRNA, der reifen miRNA, entwickelt. 

reife miRNA kann sich ein miRNA-spezifisches, revers 

komplementäres Oligonukleotid mit cZIP als Primer anlagern und in einer Reversen 

Transkription können fluoreszenzmarkierte dUTP-Desoxynukleotide am poly

amplifizierten miRNA eingebaut werden (Abb. 

eine fluoreszenzmarkierte cDNA mit cZIP resultiert. 

Schema der Fluoreszenzmarkierung von amplifizierter  reifer miRNA.
reifer miRNA entlang des polyA-Teils durch enzymatische 

Strangverlängerung eines miRNA-spezifischen Oligonukleotides unter Verwendung von Cy3

Fluoreszenzmarkierungsmethode zur Detektion von

Code-Array wurde anhand synthetischer miRNA

Diese beinhaltete das Design und die Herstellung von synthetischen 

, deren Amplifizierung mittels linearer T7-Promotor-basierter 

esign bzw. die Synthese miRNA-spezifischer Oligonukleotide 

Kopplung zur Fluoreszenzmarkierung der amplifizierten miRNA.

Design und Herstellung synthetischer microRNA- Template

Zur Etablierung der miRNA-Detektions-Methode mittels ZIP-Code

Template generiert.  

Hierzu wurden exemplarisch miR-200a-3p und miR-203 ausgewählt und deren 

Sequenzen aus der miRBase-Datenbank extrahiert. Für 

miRNAs erfolgte das Design synthetischer miRNA-

Amplifizierung in Anlehnung an die Methode zur Amplifizierung von miRNA aus 

Im Zuge der Herstellung amplifizierter sense-orientierter, 5´

Moleküle als Substrat für die Fluoreszenzmarkierung
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Der Vorteil dieser Vervielfältigungsmethode liegt in der Herstellung amplifizierter 

und 5´-Enden. Auf 

Strategie zur Fluoreszenzmarkierung der 

spezifisches, revers 

ern und in einer Reversen 

Desoxynukleotide am poly-

Abb. 11), so dass 

 

miRNA.  
Teils durch enzymatische 

spezifischen Oligonukleotides unter Verwendung von Cy3-dUTP 

zur Detektion von reifer 

Array wurde anhand synthetischer miRNA-Template 

Diese beinhaltete das Design und die Herstellung von synthetischen 

basierter in vitro-

spezifischer Oligonukleotide 

Kopplung zur Fluoreszenzmarkierung der amplifizierten miRNA. 

Template 

Code-Array wurden 

203 ausgewählt und deren 

Datenbank extrahiert. Für 

-Template für die 

Amplifizierung in Anlehnung an die Methode zur Amplifizierung von miRNA aus 

orientierter, 5´-/ 3´- 

Moleküle als Substrat für die Fluoreszenzmarkierung wurde 
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die finale enzymatische Reaktion der

methode imitiert - ausgehend von T7

Transkription, bis hin zur amplifizierten

miRNA. 

Es wurden T7-Protomotor-gekoppelte DNA

Template entworfen (Abb. 

aufgeführt). Die Oligo(dT)

amplifizierten miRNA weisen jeweils eine Länge von ca. 15

Invitrogen, mündliche Mitteilung

Nukleotidsequenz aus der Datenbank

Oligonukleotid, mit jeweils einem 

komplementären T7-Promotorsequ

 

Abb. 12 Schema des Aufbaus eines synthetischen miRNA
T7-Protomotor-gekoppeltes DNA
synthetischer miRNA-Template (rc = revers komplementär
 

Die Herstellung der synthetischen miRNA

beschrieben, durch in vitro

Template. 

 

3.4.2 Design und Etablierung mi

Für die ausgewählten reifen

cZIP (MSO-cZIP) entworfen. Hierzu wurde die entsprechende

Nukleotidsequenz als revers komplementäres

individuellen cZIP-Sequenz 

 

Abb. 13 Schema des Aufbaus eines cZIP
Kopplung eines zur miRNA revers komplementären (rc)
cZIP-Sequenz an dessen 5´-Ende

                                                                                                               

die finale enzymatische Reaktion der in Abb. 10 dargestellten Amplifizierungs

ausgehend von T7-Protomotor-gekoppelter cDNA

hin zur amplifizierten sense-orientierten, 5´-/ 3´-

gekoppelte DNA-Oligonukleotide als synthetische miRNA

Abb. 12; entsprechende Sequenzen sind in 

Die Oligo(dT)-Abschnitte am 3´- und 5´-Ende der aus Zellen 

amplifizierten miRNA weisen jeweils eine Länge von ca. 15 -

mündliche Mitteilung). Dementsprechend wurde die miRNA

Nukleotidsequenz aus der Datenbank als revers komplementäres 

mit jeweils einem oligo dT(14) am 3´- und 5´-Ende sowie einer revers 

Promotorsequenz am 3´-Ende, synthetisiert (Fa. Metabion).

Schema des Aufbaus eines synthetischen miRNA -Templates.  
gekoppeltes DNA-Templat mit oligo dT(14) für die IVT-basierte Herstellung 

(rc = revers komplementäre Sequenz). 

Die Herstellung der synthetischen miRNA-Template erfolgte, wie in Kap. 

in vitro-Transkription der T7-Protomotor-gekoppelten cDNA

Etablierung mi croRNA- spezifischer Oligonukleotide mit cZIP

reifen miRNAs wurden miRNA-spezifische Oligonukleotide mit 

cZIP) entworfen. Hierzu wurde die entsprechende

Nukleotidsequenz als revers komplementäres DNA-Oligonukleotid mit einer 

Sequenz synthetisiert (Schema s. Abb. 13; Sequenzen s. 

Schema des Aufbaus eines cZIP -gekoppelten miRNA- spezifischen Oligonukleotides.
r miRNA revers komplementären (rc) DNA-Oligonukleotides mit

Ende. 
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argestellten Amplifizierungs-

gekoppelter cDNA, über in vitro-

- polyadenylierten 

Oligonukleotide als synthetische miRNA- 

; entsprechende Sequenzen sind in Tab. 23 Anhang 

Ende der aus Zellen 

- 20 nt auf (Fa. 
). Dementsprechend wurde die miRNA-

als revers komplementäres DNA-

Ende sowie einer revers 

synthetisiert (Fa. Metabion). 

 

basierte Herstellung 

erfolgte, wie in Kap. 2.2.1.2 

gekoppelten cDNA-

spezifischer Oligonukleotide mit cZIP  

spezifische Oligonukleotide mit 

cZIP) entworfen. Hierzu wurde die entsprechende miRNA-

Oligonukleotid mit einer 

; Sequenzen s. Tab. 24). 

 
spezifischen Oligonukleotides.  

mit einer individuellen 
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Die miRNA-spezifischen Oligonukleotide mit cZIP wurden unter Verwendung der 

entsprechenden amplifizierten synthetischen miRNA-Template mit Cy3- bzw. Cy5-

dUTP fluoreszenzmarkiert und auf dem ZIP-Code-Array hybridisiert. Hierbei sollte ein 

primärer Eindruck hinsichtlich der Spezifität der MSO-cZIPs erzielt werden. Für jede 

miRNA wurden je drei miRNA-spezifische Oligonukleotide unterschiedlicher Länge 

(d.h. ein zur miRNA vollständig komplementäres, sowie zwei Oligonukleotide 

reduzierter Länge) mit je individuellem cZIP verwendet. In Abb. 14 ist das 

Falschfarbenbild der Hybridisierung von je drei unterschiedlichen MSO-cZIPs pro 

miRNA (miR-200a-3p: Cy3, miR-203: Cy5) auf den ZIP-Code-Array dargestellt. 

 

 

Abb. 14 Hybridisierung von synthetischen miRNA- Templaten auf den ZIP-Code-Array.  
Fluoreszenzmarkierung von miR-200a-3p mit Cy3-dUTP (grün), miR-203 mit Cy5-dUTP (rot); 
Darstellung des Falschfarbenbildes. 
 
 

Anhand der definierten und korrekten Lokalisation der Falschfarbensignale grün bzw. 

rot auf dem Array konnte im ersten Eindruck die Spezifität der miRNA-Detektion wie 

auch die Spezifität der ZIPs visuell bestätigt werden.  

Beim relativen Vergleich der Oligonukleotide variierender Länge pro miRNA 

resultierte jeweils das, die vollständige Komplementarität zur miRNA-Sequenz 

aufweisende, Oligonukleotid in der maximalen Signalintensität (Daten nicht gezeigt). 

Somit wurden in der weiteren Arbeit zur miRNA-Detektion vollständig komplementäre 

spezifische Oligonukleotide zur miRNA generiert und verwendet. 

 

3.4.3 Etablierung der Detektion verschiedener micro RNA-Formen  

In Tumoren wurden nicht nur bei den regulatorisch aktiven reifen miRNAs sondern 

auch bei Vorläufer-miRNAs eine Fehlregulation ihrer Expression beobachtet (Calin et 

al. 2007).  
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Da die Nukleotidsequenz der reifen miRNA identisch als Teil der stem-loop Vorläufer-

miRNA-Form vorliegt (Abb. 15) besteht für eine Detektion der verschiedenen 

Vorläufer- und reifen miRNA-Formen somit strukturell die Problematik, dass die zur 

reifen miRNA komplementäre Oligonukleotid-Sequenz an beide Formen 

gleichermaßen hybridisieren kann. Dies resultiert theoretisch in einer Signal-

Überlagerung, welche eine Differenzierung von reifer und Vorläufer-miRNA ohne 

weitere Ausschlussverfahren, wie beispielsweise durch größenbasierte Trennung der 

beiden Formen mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese, unmöglich 

macht. 

 

 

 
Abb. 15 Schema der Struktur von Vorläufer -miRNA bzw. reifer miRNA. 
Darstellung von lin-4 in Caenorhabditis elegans als Beispiel (aus (He et al. 2004)). Die Markierung 
kennzeichnet die reife miRNA und ihre Lage in der Vorläufer-miRNA.  
 

Aus diesem Grunde richtete sich das Interesse auf die Etablierung einer Methode 

zum eindeutigen individuellen Nachweis von reifer bzw. Vorläufer-miRNA.  

Die Methodenetablierung erfolgte auf der Basis von synthetischen miRNA-

Templaten, exemplarisch an einer Auswahl von sieben miRNAs (miR-206, miR-151-

3p, miR-31, miR-320a, miR-214, miR-15b, miR-103). Hierzu wurde jeweils ein 

synthetisches Templat für jede ausgewählte reife und Vorläufer-miRNA generiert, wie 

in Kap. 2.2.1.2 beschrieben. 

Zur Fluoreszenzmarkierung von synthetischen Templaten wurden äquimolare 

Mengen (5 - 8 pmol) pro synthetischem Templat in getrennten Ansätzen von reifer 

bzw. Vorläufer-miRNA eingesetzt, jeweils unter Verwendung von 5 pmol MSO-cZIPs.  

Es wurden one-colour-Experimente mit markierten Desoxynukleotiden unter 

ausschließlicher Verwendung von Cy3 als Fluoreszenzfarbstoff durchgeführt, um 

jeglichen Einfluss durch die Verwendung unterschiedlicher Fluorophore zu 

eliminieren. 

 

Vorläufer-miRNA 

reife miRNA 
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3.4.3.1 Exklusive Detektion von reifer microRNA 

Zunächst wurde die Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmarkierung von 

synthetischen Templaten für reife miRNA unter Verwendung von Cy3-dUTP und 

dNTPs bzw. Cy3-dUTP und dTTP verglichen. 

Bei reifer miRNA sollte die Fluoreszenzmarkierung sowohl mit Cy3-dUTP und dNTPs 

als auch mit Cy3-dUTP und dTTP in gleichem Maße erfolgen, da sequenzbedingt am 

polyadenylierten 5´-Ende bei reifer miRNA ausschließlich dUTP bzw. dTTP 

eingebaut werden kann (siehe Abb. 11), unabhängig von einem weiteren 

vorhandenen Desoxynukleotidangebot. 

Die beiden Hybridisierungen von reifer miRNA nach Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-

dUTP resultierten daher erwartungsgemäß in einem vergleichbaren Signalmuster 

(Abb. 16 a und b). 
 

 

Abb. 16 Vergleich der Fluoreszenzmarkierung synthet ischer reifer miRNA mit Cy3-dUTP und 
verschiedenen Desoxynukleotiden. 
Signalintensitäten der Fluoreszenzmarkierung mit (a) Cy3-dUTP und dNTPs, (b) Cy3-dUTP und dTTP. 
 

Dasselbe experimentelle Design wurde in Kombination mit synthetischen Vorläufer-

miRNA-Templaten herangezogen; hierbei wurde im Falle der Verwendung von Cy3-

dUTP und unmarkierten dNTPs eine Strangverlängerung und 

Fluoreszenzmarkierung komplementär zur Sequenz der Vorläufer-miRNA erwartet  
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(s. Schema Abb. 17a). Bei der enzymatischen Strangverlängerung mit Cy3

und dTTP sollte hingegen kein
 

Abb. 17 Schema der Fluoreszenzmarkierung von
Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer
spezifischen Oligonukleotids in Lösung
Cy3-dUTP und dTTP.  
 

Diese Hypothese wurde experimentell überprüft; die Ergebnisse sind in 

dargestellt. 

Abb. 18 Vergleich der Fluoreszenzmarkierung synthetischer
und verschiedenen Desoxynukleotiden
Signalintensitäten der Fluoreszenzmarki
Darstellung der verwendeten ZIPs.
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a). Bei der enzymatischen Strangverlängerung mit Cy3

kein Signal entstehen (s. Abb. 17b). 

Schema der Fluoreszenzmarkierung von  Vorläufer-miRNA.  
Vorläufer-miRNA durch enzymatische Strangverlängerung eines mi
in Lösung unter Verwendung von (a) Cy3-dUTP und dNTPs bzw.

wurde experimentell überprüft; die Ergebnisse sind in 

Vergleich der Fluoreszenzmarkierung synthetischer  Vorläufer -miRNA
und verschiedenen Desoxynukleotiden . 

Fluoreszenzmarkierung mit (a) Cy3-dUTP und dNTPs, (b) Cy3
Darstellung der verwendeten ZIPs. 
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a). Bei der enzymatischen Strangverlängerung mit Cy3-dUTP 

 

miRNA durch enzymatische Strangverlängerung eines miRNA-
dUTP und dNTPs bzw. (b) 

wurde experimentell überprüft; die Ergebnisse sind in Abb. 18 

 

miRNA mit Cy3-dUTP 

) Cy3-dUTP und dTTP. 
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Bei der Verwendung von Cy3-dUTP und dTTP zur Fluoreszenzmarkierung von 

Vorläufer-miRNA-Templaten konnte in allen Fällen, mit einer Ausnahme (miR-320a), 

eine starke Reduktion des Signals beobachtet werden (Vergleich von Abb. 18 a und 

18 b). Die Verwendung von Cy3-dUTP und dTTP stellt somit eine spezifische 

Fluoreszenzmarkierungsmethode für die meisten reifen miRNAs dar. 

 

3.4.3.2 Identifizierung der optimalen MSO-cZIP-Meng e 

In den Hybridisierungen zum Nachweis synthetischer miRNA-Template wurden 

möglichst äquimolare Mengen an synthetischem Templat und MSO-cZIP eingesetzt. 

Hierbei sollte theoretisch jedes MSO-cZIP-Molekül fluoreszenzmarkiert werden. Die 

eingesetzte Menge von 5 pmol MSO-cZIP übersteigt jedoch die Menge der auf dem 

Slide immobilisierten ZIPs um ein Vielfaches (10x). Durch die fehlende Möglichkeit 

der Separierung von fluoreszenzmarkierten und unmarkierten MSO-cZIPs vor der 

kompetitiven Hybridisierung auf dem Array können somit Signalintensitäts-

Verzerrungen aufgrund der nicht-markierten MSO-cZIPs resultieren (s. Kap. 3.2.3.2). 

Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden die Signalintensitäten der 

Hybridisierungen von synthetischen miRNA-Templaten mit unterschiedlichen 

Mengen an MSO-cZIP verglichen. 

Hierzu wurden synthetische miRNA-Template unter Verwendung variierender MSO-

cZIP-Mengen (10 pmol 5 pmol, 2 pmol, 0,2 pmol bzw. 0,02 pmol) 

fluoreszenzmarkiert. Zur Visualisierung der Einzelhybridisierungen sind diese in Abb. 

19 gemeinsam dargestellt.  
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Abb. 19 Vergleich unterschiedlicher MSO-cZIP-Mengen  zur Fluoreszenzmarkierung von 
synthetischen Templaten für reife miRNA. 
Signalintensitäten der Hybridisierungen von synthetischen Templaten für reife miRNA nach 
Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-dUTP und dNTPs unter Verwendung von 10, 5, 2, 0,2 bzw. 0,02 pmol 
MSO-cZIPs (Darstellung der verwendeten ZIPs). 

 

Bei der vergleichenden Betrachtung der Einzelhybridisierungen mit unterschiedlichen 

MSO-cZIP-Mengen konnte mit abnehmender Menge zunächst eine Zunahme der 

Signalintensitätshöhe beobachtet werden (v.a. 10 pmol, 5 pmol, 2 pmol). Diese 

Beobachtung stützt die Hypothese, dass bei hohen MSO-cZIP-Mengen, welche die 

Menge an miRNA-Molekülen übersteigen, ein Anteil von unmarkierten MSO-cZIPs 

resultiert, welche konkurrierend an den Array-ZIP-Bindestellen hybridisieren und 

somit bei höherem MSO-cZIP-Einsatz eine Reduktion des Signals verursachen. In 

Abb. 19 wurde weitergehend bei abnehmender MSO-cZIP-Menge ein Wendepunkt in 

diesem Verhalten beobachtet, d.h. in einem Fall zwischen 5 pmol und 2 pmol, in über 

50% der Fälle zwischen 2 pmol und 0,2 pmol und in zwei Fällen zwischen 0,2 pmol 

und 0,02 pmol; eine weitere Mengenabnahme führte erwartungsgemäß zu einer 

weiteren Reduktion der Signalintensität. 

Somit wurde durchschnittlich zwischen 2 pmol und 0,2 pmol MSO-cZIP das 

Signalintensitätsmaximum erreicht; dies liegt im Größenbereich der kalkulierten 

Menge an immobilisierten ZIP-Molekülen auf dem Array (s. Kap. 3.2.3.2).  

In der weiteren Arbeit bei den Hybridisierungen zur miRNA-Detektion wurden pro 

Slide jeweils 0,5 pmol MSO-ZIPs verwendet. 
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3.4.3.3 Exklusive Detektion von Vorläufer-microRNA 

Zur Etablierung einer exklusiven Detektion von Vorläufer-miRNA wurden zunächst 

spezifische Vorläufer-MSO-cZIPs generiert, welche im stem-loop-Bereich des 

Moleküls lokalisiert sind und somit nicht an der reifen miRNA-Sequenz binden 

können (Sequenzen s. Tab. 25 Anhang). Diese MSO-cZIPs enthalten jeweils den 

identischen cZIP zum direkten Vergleich mit spezifischen MSO-cZIPs für reife 

miRNA. Mit diesen Sonden sollte ausschließlich Vorläufer-miRNA nachgewiesen 

werden können. Um dies zu verifizieren, wurden vergleichende Hybridisierungen von 

Templaten für reife miRNA mit entsprechenden MSO-cZIPs für reife miRNA, 

Vorläufer-miRNA-Template mit MSO-cZIPs für reife miRNA, sowie Vorläufer-miRNA-

Template mit Vorläufer-MSO-cZIPs durchgeführt.  

Wie in Abb. 20 ersichtlich, konnten erwartungsgemäß bei der Kombination von reifer 

miRNA mit MSO-cZIPs für reife miRNA deutliche Signale erhalten werden, hingegen 

bei Vorläufer-miRNA mit MSO-cZIPs für reife miRNA keine bzw. nur geringe Signale. 

Mit den Vorläufer-MSO-cZIPs konnten Vorläufer-miRNA-Template erwartungsgemäß 

detektiert werden, jedoch mit deutlich geringeren Signalintensitäten im Vergleich zu 

Templaten für reife miRNA mit MSO-cZIPs für reife miRNA. 

 

Abb. 20 Detektion synthetischer miRNA- Template durch Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-dUTP 
und dTTP unter Verwendung unterschiedlicher MSO-cZI Ps für reife miRNA  bzw. Vorläufer -
MSO-cZIPs. 
Reife miRNA-Template mit MSO-cZIPs für reife miRNA (schwarz), Vorläufer-miRNA-Template mit 
MSO-cZIPs für reife miRNA (grau) und Vorläufer-miRNA-Template mit Vorläufer-MSO-cZIPs (weiß) 
(Darstellung ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 
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Somit wurden bei der Verwendung unterschiedlicher miRNA-spezifischer 

Oligonukleotide, trotz Kombination mit identischem cZIP, unterschiedliche 

Signalintensitäten erhalten. Dieses Ergebnis stellt eine suboptimale Basis für einen 

direkten Vergleich von reifer und Vorläufer-miRNA dar. Ideal wäre hier ein Signal 

gleicher Stärke. 

Zur verbesserten Vergleichbarkeit wurde die Detektion von reifer und Vorläufer-

miRNA auf Basis einer identischen Sonde mit vergleichbaren Hybridisierungs-

eigenschaften als Wichtig erachtet und verfolgt. 

 

3.4.3.4 Einbau unterschiedlich fluoreszenzmarkierte r Desoxynukleotide 

Die Anzahl und Auswahl synthetischer miRNA-Template wurde auf der Basis von 

neun Publikationen festgelegt (Eis et al. 2005; Kluiver et al. 2005; Lawrie et al. 2007; 

Rai et al. 2008; Roehle et al. 2008; Lawrie et al. 2009; Malumbres et al. 2009; Zhang 

et al. 2009; Culpin et al. 2010). Diese miRNAs wurden in den aufgeführten 

Publikationen mit größter Häufigkeit als charakteristisch für ABC- bzw. GCB-DLBCL 

beschrieben. 

Zusätzlich zu den bereits hergestellten miRNAs wurden 22 reife miRNA- und 12 

Vorläufer-miRNA-Template ausgewählt (miR-155, miR-17, mir-17, miR-20a, miR-

19b, mir-19b, miR-150, mir-150, miR-21, mir-21, miR-29a, mir-29a, mir-92, miR-363, 

miR-301a, miR-125b, miR-99a, miR-9, mir-9, miR-222, mir-222, miR-221, mir-221, 

miR-146b, miR-145, mir-145, miR-338, mir-338, miR-330, miR-16, mir-16, miR-210, 

miR-199b, miR-100). So standen insgesamt reife miRNA-Template für 29 miRNAs 

bzw. Vorläufer-miRNA-Template für insgesamt 19 miRNAs für weitere Experimente 

zur Verfügung. 

Anhand des erweiterten Sets an synthetischen miRNA-Templaten sollte, unter 

Verwendung des identischen miRNA-spezifischen Oligonukleotides für reife miRNA 

(Abb. 13), eine selektive Fluoreszenzmarkierung für je eine der beiden miRNA-

Formen auf der Basis unterschiedlicher Cy3-markierter Desoxynukleotide etabliert 

werden (Abb. 22). Die Fluoreszenzmarkierung mit individuellen bzw. 

unterschiedlichen Desoxynukleotiden wird in den folgenden Teilen betrachtet: 
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a) Cy3-dUTP 

Zunächst wurde der exklusive Nachweis von reifer miRNA mittels des erweiterten 

Sets an synthetischen miRNA-Templaten überprüft. Bei der Verwendung von Cy3-

dUTP und unmarkiertem dTTP wird, wie in Abb. 11 dargestellt, eine 

Fluoreszenzmarkierung des poly(A)-Überhangs der reifen miRNA ermöglicht. Parallel 

hierzu wird hingegen die Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA unterbunden 

(s. Abb. 17), da analog zur Vorläufer-miRNA-Sequenz keine Strangverlängerung 

stattfinden kann (ausschließlich bei vorhandenem Adenin an der ersten der Sonde 

folgenden möglichen Einbauposition). Analog dieses Schemas wurden Hybridi-   

sierungen durchgeführt (Abb. 21). 

 

 

Abb. 21 Signalintensitäten synthetischer Template für reife miRNA bzw. Vorläufer -miRNA  nach 
Fluoreszenzmarkierung mittels Cy3-dUTP und dTTP bzw . dNTPs. 
Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte unter Verwendung identischer MSO-cZIPs für reife miRNA. 
Synthetische reife miRNA mit Cy3-dUTP und dTTP (schwarz), synthetische Vorläufer-miRNA mit Cy3-
dUTP und dTTP (weiß), synthetische Vorläufer-miRNA mit Cy3-dUTP und dNTPs (grau) (Darstellung 
ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 

 

Wie erwartet, erfolgte bei der Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-dUTP in Kombination 

mit dTTP ein exklusiver Nachweis von reifer miRNA; Vorläufer-miRNA wies keine 

bzw. nur minimale Signalintensitäten auf. Bei der Verwendung von Cy3-dUTP und 

unmarkierten dNTPs hingegen konnte die Vorläufer-miRNA in ähnlichem Maße wie 

reife miRNA mit Cy3-dUTP und dTTP fluoreszenzmarkiert werden. 
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b) Cy3-dCTP 

Zur exklusiven Detektion von 

Cy3-dCTP und unmarkierten dNTPs 

ausschließlich Vorläufer-miRNA markiert werden, bei

Fluoreszenzmarkierung erfolgen (s. 

 

 

  

 

  

Abb. 22 Übersicht bzw. Schema der Fluoreszenzmarkierung von
mit unterschiedlichen Cy3- markierten Desoxynukleotiden.
Verwendung von (a) Cy3-dCTP und dNTPs
 

 

a 

b 

c 

                                                                                                               

ven Detektion von Vorläufer-miRNA wurde die Fluoreszenzmarkierung mit 

dCTP und unmarkierten dNTPs durchgeführt. Hierbei sollte theoretisch 

miRNA markiert werden, bei reifer miRNA jedoch keine 

Fluoreszenzmarkierung erfolgen (s. Abb. 22a).  

 

  

Schema der Fluoreszenzmarkierung von  reifer bzw. 
markierten Desoxynukleotiden.  

dCTP und dNTPs, (b) Cy3-dGTP und dNTPs, (c) Cy3-dATP und dNTPs.
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bzw. Vorläufer -miRNA 
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Unter Verwendung von MSO-cZIPs für reife miRNA wurden synthetische Template 

für Vorläufer-miRNA und reife miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs markiert bzw. 

zusätzlich als Positivkontrolle synthetische reife miRNA mit Cy3-dUTP und dNTPs 

(Abb. 23).  

 

Abb. 23 Signalintensitäten von synthetischen Templaten für reife bzw. Vorläufer -miRNA nach 
Fluoreszenzmarkierung mittels Cy3-dCTP und dNTPs. 
Unter Verwendung identischer MSO-cZIPs für reife miRNA erfolgte die Fluoreszenzmarkierung von 
Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs (grau), reifer miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs (weiß), 
reifer miRNA mit Cy3-dUTP und dNTPs (schwarz). Gemeinsame Darstellung von 
Einzelhybridisierungen (normalisiert auf mir-17) (Darstellung ausschließlich der verwendeten MSO-
cZIPs). 

 

Während die Signalintensitäten (Abb. 23) von Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP und 

dNTPs bzw. reifer miRNA mit Cy3-dUTP und dNTPs wie erwartet detektierbar waren, 

wurden wider Erwarten ebenfalls deutliche Signale bei der Fluoreszenzmarkierung 

von reifer miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs erhalten.  

Es wurde angenommen, dass dieses Phänomen auf Sequenzmodifikationen durch 

die Amplifizierung mittels der T7-RNA-Polymerase basierte. Hierbei werden bei der in 

vitro-Transkription theoretisch die letzten beiden Basen des T7-Promotors in die 

entstehende RNA eingebaut (Rong et al. 1998), somit könnten die zwei Cytosin-

Basen am 5´-Ende als Templat agieren, so dass zwei Guanin-Basen eingebaut 

werden, welche als Templat für den Einbau von Cy3-dCTP agieren.  
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c) Cy3-dGTP 

Als Alternative zur exklusiven Markierung von Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP wurde 

der Einbau von Cy3-dGTP verfolgt. Gemäß des Schemas (Abb. 22b) sollte somit 

ausschließlich eine Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA erfolgen. Es 

wurden synthetische Template für reife und Vorläufer-miRNA jeweils mit Cy3-dGTP 

und dNTPs markiert, weiterhin ein Ansatz von Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP und 

dNTPs als Kontrolle.  

 
Abb. 24 Signalintensitäten von synthetischen Templaten für reife bzw. Vorläufer -miRNA nach 
Fluoreszenzmarkierung mittels Cy3-dGTP und dNTPs. 
Synthetische reife miRNA mit Cy3-dGTP und dNTPs (weiß gepunktet), Vorläufer-miRNA mit Cy3-
dGTP und dNTPs (grau), Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs (schwarz). Gemeinsame 
Darstellung von Einzelhybridisierungen (Darstellung ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 

 

Die Ergebnisse in Abb. 24 zeigen bei der Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-

miRNA mit Cy3-dGTP und dNTPs wider Erwarten nur minimale bzw. keine Signale. 

Die Signale der Template für reife miRNA, markiert mit Cy3-dGTP und dNTPs, waren 

erwartungsgemäß niedrig bzw. nicht vorhanden und Vorläufer-miRNA mit Cy3-CTP 

und dNTPs zeigte, wie bereits zuvor beobachtet, deutliche Signale. Auch durch die 

Verwendung von Cy3-dGTP und dNTPs konnte somit keine exklusive 

Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA erzielt werden. 
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d) Cy3-dATP 

Alternativ zur Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-dGTP wurde daraufhin Cy3-dATP 

verwendet (Abb. 22c). Zur Überprüfung wurden synthetische Template für reife und 

Vorläufer-miRNA jeweils mit Cy3-dATP und dNTPs markiert, weiterhin wiederum ein 

Ansatz von Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs als Kontrolle. 

 

 

Abb. 25 Signalintensitäten von synthetischen Templaten für reife bzw. Vorläufer-miRNA nach 
Fluoreszenzmarkierung mittels Cy3-dATP und dNTPs. 
Reife miRNA mit Cy3-dATP und dNTPs (weiß gepunktet), Vorläufer-miRNA mit Cy3-dATP und dNTPs 
(grau), Vorläufer-miRNA mit Cy3-dCTP und dNTPs (schwarz). Gemeinsame Darstellung von 
Einzelhybridisierungen (Darstellung ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 

 

In Analogie zu den Ergebnissen mit Cy3-dGTP konnten auch bei der Verwendung 

von Cy3-dATP keine Signale bei der Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA 

erzielt werden (Abb. 25). Dies führte zur Hypothese, dass die verwendete Reverse 

Transkriptase nicht in der Lage war, Purin-Basen einzubauen. 

 

e) Vergleich verschiedener Reverser Transkriptasen  

Bei der Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA mit Cy3-dGTP bzw. Cy3-dATP 

wurde eine offensichtlich reduzierte bzw. fehlende Einbaufähigkeit von Purin-Basen 

durch die verwendete LabelStar Reverse Transcriptase (Qiagen) beobachtet. Da für 

dieses Phänomen kein literaturbasierter Nachweis gefunden werden konnte, wurden 

unterschiedliche kommerzielle Reverse Transkriptasen verglichen, um deren 

Eignung für den Einbau von Cy3-dATP bzw. Cy3-dGTP zu überprüfen.  
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Zunächst wurden die LabelStar Reverse Transcriptase (Qiagen) und die M-MLV 

Reverse Transcriptase, RNase H Minus (Promega) verwendet. 

 

 
Abb. 26 Fluoreszenzmarkierung von synthetischen Vor läufer -miRNA- Templaten unter 
Verwendung unterschiedlicher Reverser Transkriptase n. 
Signalintensitäten des Einbaus von Cy3-dCTP und dNTPs (schwarz) bzw. Cy3-dGTP und dNTPs 
(weiß, gestreift) mittels LabelStar Reverse Transcriptase (Qiagen); Einbau von Cy3-dCTP und dNTPs 
(grau) bzw.Cy3-dGTP und dNTPs (weiß, gepunktet) mittels M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H 
Minus (Promega). Gemeinsame Darstellung von Einzelhybridisierungen (Darstellung ausschließlich 
der verwendeten MSO-cZIPs). 

 

Wie aus Abb. 26 ersichtlich, wiesen beide Enzyme ein ähnliches Desoxynukleotid-

Einbauverhalten auf, charakterisiert durch einen hohen Einbau von Cy3-dCTP und 

fehlenden bzw. geringen Einbau von Cy3-dGTP. Somit konnte durch die 

Verwendung dieser beiden Enzyme keine Verbesserung erreicht werden. 

 

Weiterhin wurde die M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas) getestet. Bei 

diesem Experiment wurden zusätzlich Mg2+-Ionen im Überschuss zugegeben, da die 

verwendeten fluoreszenzmarkierten Desoxynukleotide unterschiedlicher Hersteller in 

unterschiedlicher EDTA-Supplementierung vorlagen (Cy3-dUTP bzw. Cy3-dCTP 

ohne EDTA und Cy3-dGTP bzw. Cy3-dATP mit 1 mM EDTA). EDTA als 

Komplexbildner (Goldschmidt et al. 2006) könnte somit die für die enzymatische 

Reaktion essenziellen Kofaktoren (z.B. Mg2+) abfangen, resultierend in einer 
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reduzierten bzw. inhibierten Enzymaktivität. Weiterhin wurden für dATP zwei 

unterschiedliche molare Verhältnisse von markierten zu unmarkierten 

Desoxynukleotiden (ratio 1:8 bzw. 1:2) untersucht, mit dem Ziel, eine erhöhte Fluo-

reszenzmarkierungseffizienz zu erreichen.  

 

Abb. 27 Fluoreszenzmarkierung von synthetischen Vor läufer -miRNA- Templaten mittels M-
MuLV Reverse Transcriptase unter Variation der Verhältnisse von markiertem zu unmarkiertem 
dATP. 
Signalintensitäten des Einbaus von Cy3-dATP und dNTPs mit einem 1:8-Verhältnis von markiertem zu 
unmarkiertem dATP (schwarz) bzw. 1:2 (weiß); Einbau von Cy3-dCTP und dNTPs mit 1:2-Verhältnis 
von markiertem zu unmarkiertem dCTP (grau); Zugabe von jeweils 18,75 mM MgCl2 bei der 
Fluoreszenzmarkierung. Gemeinsame Darstellung einzelner Hybridisierungen (Darstellung 
ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 
 

Durch die Verwendung der M-MuLV Reversen Transcriptase und Mg2+ im 

Überschuss (18,75 mM) (Abb. 27) konnte eine durchschnittliche Steigerung der 

Signalintensitäten, beim Einbau von Cy-dCTP um das Elffache und bei Cy3-dATP 

eine 118-fache Steigerung erreicht werden (Vergleich zu Abb. 25). Beim Vergleich 

des Einbaus von dATP mit einem 1:8- bzw. 1:2-Verhältnis von markierten zu 

unmarkierten Desoxynukleotiden wurden höhere Signalintensitäten mit dem 

Verhältnis 1:2 erzielt. Mit dieser optimierten Methode konnte somit der Einbau von 

dATP zur Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA ermöglicht werden. 

 

Es wurde weiterhin überprüft, inwiefern diese Methode zum Einbau von Cy3-dGTP 

Verwendung findet (Abb. 28). 
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Abb. 28 Fluoreszenzmarkierung von synthetischen miR NA-Templaten mit Cy3-dGTP und 
dNTPs mittels M-MuLV Reverse Transcriptase. 
Signalintensitäten aus der Fluoreszenzmarkierung synthetischer Vorläufer-miRNA mit Cy3-dATP und 
dNTPs (schwarz), reifer miRNA mit Cy3-dATP und dNTPs (weiß), Vorläufer-miRNA mit Cy3-dGTP 
und dNTPs (weiß, gepunktet), reifer miRNA mit Cy3-dGTP und dNTPs (weiß, gestreift). Gemeinsame 
Darstellung einzelner Hybridisierungen (Darstellung ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 
 

Abb. 28 zeigt die Ergebnisse der Fluoreszenzmarkierung von synthetischen miRNA-

Templaten mit der M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas) unter Zugabe von 

MgCl2. Bei Vorläufer-miRNA konnte eine signifikante Optimierung des Cy3-dATP-

Einbaus erzielt werden, für Cy3-dGTP hingegen nur ein geringfügig verbesserter 

Einbau. Bei der Fluoreszenzmarkierung von reifer miRNA mit Cy3-dATP bzw. Cy3-

dGTP konnten, im Vergleich zur Vorläufer-miRNA, keine bzw. nur minimale Signale 

detektiert werden. 

Somit wurde im Folgenden Cy3-dATP und dNTPs zur exklusiven 

Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA herangezogen. 

 

3.4.4 Parallele Detektion von reifer und Vorläufer- microRNA  

Auf der Basis der spezifischen Markierung von reifer bzw. Vorläufer-miRNA durch 

Verwendung unterschiedlicher fluoreszenzmarkierter Desoxynukleotide sollte eine 

zeitgleiche Detektion dieser beiden Formen in einem Experiment realisiert werden. 

Der ZIP-Code-Array bietet die Möglichkeit einer spezifischen Fluoreszenzmarkierung 

der unterschiedlichen miRNA-Typen in getrennten Ansätzen, unter Verwendung 

identischer miRNA-spezifischer Oligonukleotide pro miRNA, jedoch in Kombination 

mit zwei unterschiedlichen cZIPs. Dieser cZIP-Teil des MSO-cZIPs ermöglicht die 
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anschließende Differenzierung durch Hybridisierung an verschiedene ZIPs auf dem 

Array (Abb. 29). 

 

  

Abb. 29 Fluoreszenzmarkierung von
Detektion mittels ZIP-Code- Array
Die Fluoreszenzmarkierung von
unmarkiertem dTTP unter Verwendung eines mi
Vorläufer-miRNA wird entlang der
Desoxynukleotiden fluoreszenzmarkiert
Oligonukleotides mit cZIP Y; (c) d
basiert auf der Hybridisierung der entsprechenden cZIPs der miRNA
ihre komplementären ZIP-Sequenzen, welche an definierten Positionen auf dem DNA
immobilisiert sind. 

 

Die Etablierung dieser Methode 

Templaten, exemplarisch anhand eines Sets an neun tumorassoziierten

der bereits betrachteten miRNA
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nschließende Differenzierung durch Hybridisierung an verschiedene ZIPs auf dem 

 

Fluoreszenzmarkierung von  reifer miRNA und Vorläufer-miRNA und deren
Array .  

Die Fluoreszenzmarkierung von (a) reifer miRNA erfolgt am poly A-Überhang mit Cy3
unmarkiertem dTTP unter Verwendung eines miRNA-spezifischen Oligonukleotides mit cZIP X

lang der Vorläufer-miRNA-Sequenz mit Cy3-dATP und unmarkierten 
fluoreszenzmarkiert, unter Verwendung eines mi

Oligonukleotides mit cZIP Y; (c) die Detektion und Differenzierung von reifer und 
basiert auf der Hybridisierung der entsprechenden cZIPs der miRNA-spezifischen Oligonukleotide an 

Sequenzen, welche an definierten Positionen auf dem DNA

Die Etablierung dieser Methode erfolgte auf der Basis von synthetischen miRNA

, exemplarisch anhand eines Sets an neun tumorassoziierten

der bereits betrachteten miRNA-Auswahl (Tab. 19). 

eife 
miRNA  

(cZIP X) 
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miRNA 
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nschließende Differenzierung durch Hybridisierung an verschiedene ZIPs auf dem 

und deren  spezifische 

Überhang mit Cy3-dUTP und 
spezifischen Oligonukleotides mit cZIP X, (b) 

dATP und unmarkierten 
, unter Verwendung eines miRNA-spezifischen 

und Vorläufer-miRNA 
spezifischen Oligonukleotide an 

Sequenzen, welche an definierten Positionen auf dem DNA-Microarray 

erfolgte auf der Basis von synthetischen miRNA-
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Tab. 19 Ausgewählte miRNAs zur Etablierung der zeit gleichen Detektion von reifer miRNA und 
Vorläufer-miRNA. 

 
reife miRNA (miRBase ID)  

 
Vorläufer-miRNA (miRBase ID)  

hsa-miR-9-5p hsa-mir-9-3 
hsa-miR-16-5p  hsa-mir-16-1 
hsa-miR-92a-3p  hsa-mir-92a-1  
hsa-miR-100-5p hsa-mir-100 
hsa-miR-19b-3p  hsa-mir-19b-1 
hsa-miR-139-5p  hsa-mir-139 
hsa-miR-29a-3p  hsa-mir-29a 
hsa-miR-199b-5p  hsa-mir-199b  
hsa-miR-99a-5p  hsa-mir-99a  

 

 

Die Differenzierung zwischen reifer und Vorläufer-miRNA mittels ZIP-Code-Array 

basiert grundlegend auf der Verwendung zweier Oligonukleotide, die eine für eine 

reife miRNA spezifische Oligonukleotid-Sequenz tragen, am 5´-Ende aber zwei 

unterschiedliche cZIP-Code-Sequenzen aufweisen. Infolgedessen wurden zwei 

Ansätze hergestellt, welche je eine dieser beiden MSO-cZIP-Kombinationen für die 

entsprechenden miRNAs beinhalteten (Tab. 20).  

 

Tab. 20 Definition der miRNA-spezifischen Oligonukl eotide-cZIP-Sets A und B. 
Entsprechende Nukleotidsequenzen sind im Anhang aufgeführt (s. Tab. 24). 

 
MSO-cZIP-Set A  

 
MSO-cZIP-Set B  

mi-9_cZIP 02 mi-9_cZIP 12 
mi-16_cZIP 03 mi-16_cZIP 73 
mi-92_cZIP 07 mi-92_cZIP 08 
mi-100_cZIP 09 mi-100_cZIP 10 
mi-19b_cZIP 16 mi-19b_cZIP 32 
mi-139_cZIP 17 mi-139_cZIP 70 
mi-29a_cZIP 85 mi-29a_cZIP 86 
mi-199b_cZIP 90 mi-199b_cZIP 91 
mi-99a_cZIP 93 mi-99a_cZIP 94 

 

Unter Verwendung je eines dieser beiden Ansätze (sog. MSO-cZIP-Sets) wurden 

jeweils in Triplikaten Experimente zur Etablierung der Methode (Kap. 3.4.4.1 bis 

3.4.4.4) mittels synthetischer miRNA-Template durchgeführt. Zur Fluoreszenz-

markierung von reifer miRNA wurde je 50 ng synthetisches Templat (ca. 3 pmol) 

bzw. 80 ng pro Vorläufer-miRNA (ca. 3 pmol) verwendet. 
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3.4.4.1 Überprüfung der Spezifität für reife bzw. V orläufer-microRNA 

Die Validierung der Methode erfolgte zum einen durch ausschließliche 

Fluoreszenzmarkierung von synthetischen Templaten für reife bzw. Vorläufer-miRNA 

und anschließender kompetitiver Hybridisierung. Hierbei sollten möglichst geringe 

unspezifische Signale auf dem DNA-Microarray detektiert werden. Desweiteren 

wurde die spezifische Detektion einer definierten Kombination bestimmter Template 

für reife und Vorläufer-miRNA untersucht.  

Zunächst wurde die Spezifität der Methode bezüglich des eindeutigen Nachweises 

von reifer miRNA, ohne unerwünschte Kreuzhybridisierungen von Vorläufer-miRNA, 

ermittelt. Hierzu wurden synthetische Template für reife miRNA mit Cy3-dUTP und 

unmarkiertem dTTP unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets A fluoreszenzmarkiert, 

während in einem getrennten Ansatz synthetische Vorläufer-miRNA-Template mit 

ausschließlich unmarkierten Desoxynukleotiden unter Verwendung des MSO-cZIP-

Sets B revers transkribiert und anschließend die beiden Ansätze gemeinsam auf dem 

ZIP-Code-Array hybridisiert wurden.  

Die Ergebnisse aus drei Hybridisierungen (Abb. 30a) zeigen die spezifische 

Detektion von reifer miRNA in 100% der Fälle. Es wurden keine nennenswerten 

Kreuzhybridisierungen detektiert. 

In einem zweiten Schritt wurde der eindeutige Nachweis von Vorläufer-miRNA 

überprüft. In getrennten Ansätzen wurden synthetische Template für reife miRNA mit 

ausschließlich unmarkierten Desoxynukleotiden unter Verwendung des MSO-cZIP-

Sets A revers transkribiert, synthetische Vorläufer-miRNA-Template hingegen mit 

Cy3-dATP und unmarkierten dNTPs unter Verwendung MSO-cZIP-Sets B und beide 

Ansätze anschließend gemeinsam auf dem ZIP-Code-Array hybridisiert.  

Die Ergebnisse von drei Replikaten sind in Abb. 30b dargestellt; es wurden keine 

signifikanten Signale für reife miRNA detektiert. Somit konnte die spezifische 

Detektion von Vorläufer-miRNA mit dieser Methode bestätigt werden.  

Aus den Ergebnissen dieser Experimente (Abb. 30) wurde auf der Basis von 

Hintergrund-Signalwerten (gemittelt über drei Experimente) ein Schwellenwert zur 

Definition signifikanter Signale ermittelt. Dieser lag bei 190 a.u. und wurde in 

weiteren Experimenten zur Daten-Analyse herangezogen. 
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Abb. 30 Spezifische Detektion von reifer miRNA bzw.  Vorläufer-miRNA. 
Darstellung der logarithmierten Signalintensitäten aus drei Hybridisierungen fluoreszenzmarkierter 
MSO-cZIPs auf den ZIP-Code-Array. (a) Spezifische Fluoreszenzmarkierung von synthetischen 
Templaten für reife miRNA mit Cy3-dUTP und dTTP unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets A, 
synthetische Vorläufer-miRNA-Template wurden mittels unmarkierter Desoxynukleotide und des 
MSO-cZIP-Sets B revers transkribiert; (b) spezifische Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA-
Templaten mit Cy3-dATP und dNTPs unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets B, synthetische 
Template für reife miRNA wurden zuvor mittels unmarkierter Desoxynukleotide und des MSO-cZIP- 
Sets A revers transkribiert (Darstellung ausschließlich der verwendeten MSO-cZIPs). 
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Eine weitergehende Validierung wurde durch Kombination einer definierten Auswahl 

synthetischer Template für reife und Vorläufer-miRNA durchgeführt. Folgende 

miRNA-Template wurden beliebig ausgewählt: mir-9, miR-16, mir-16, mir-92, miR-

100, mir-19b, mir-29a, miR-199b und miR-99a. 

Die Fluoreszenzmarkierung der synthetischen Template für reife miRNA erfolgte 

wiederum mit Cy3-dUTP und unmarkiertem dTTP unter Verwendung des MSO-cZIP-

Sets A, die der synthetischen Vorläufer-miRNA-Template mit Cy3-dATP und 

unmarkierten dNTPs unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets B. Die 

Fluoreszenzmarkierungsreaktion wurde in getrennten Ansätzen, die Hybridisierung 

gemeinsam auf dem ZIP-Code-Array durchgeführt (Abb. 31). 

 

 

Abb. 31 Spezifische Detektion ausgewählter reifer u nd Vorläufer-miRNAs. 
Darstellung der logarithmierten Signalintensitäten aus drei Hybridisierungen fluoreszenzmarkierter 
MSO-cZIPs auf den ZIP-Code-Array nach spezifischer Fluoreszenzmarkierung von synthetischen 
Templaten für reife miRNA mit Cy3-dUTP und unmarkiertem dTTP unter Verwendung des MSO-cZIP-
Sets A bzw. von synthetischen Vorläufer-miRNA-Templaten mittels Cy3-dATP und unmarkierten 
dNTPs und des MSO-cZIP-Sets B. 
 

Bei 17 von 18 ZIPs (außer bei mir-99a) wurde eine Übereinstimmung der 

beobachteten Signale (Abb. 31) mit den eingesetzten synthetischen miRNA-

Templaten festgestellt. Unterschiedliche Signalintensitäten stimmten mit 

unterschiedlich eingesetzten Templat-Mengen überein. Durch diesen direkten 

Vergleich konnte diese Methode zur spezifischen Detektion von reifer und Vorläufer-

miRNA validiert werden. 
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3.4.4.2 Überprüfung der Vergleichbarkeit verschiede ner ZIPs 

Die eindeutige Detektion von reifer bzw. Vorläufer-miRNA mittels ZIP-Code-Array 

basiert maßgeblich auf der Verwendung eines miRNA-spezifischen Oligonukleotides, 

welches mit zwei unterschiedlichen cZIP-Code-Sequenzen verbunden ist.  

Um zu überprüfen, ob die verschiedenen cZIP-Sequenzen signifikante 

Signalunterschiede durch ein unterschiedliches Hybridisierungsverhalten auf dem 

Array hervorrufen, wurden diese miteinander verglichen. Dazu wurde ein miRNA-

spezifisches Oligonukleotid an verschiedene cZIPs fusioniert und über miRNA-

Template fluoreszenzmarkiert. 

In einem ersten Experiment wurden synthetische Template für reife miRNA unter 

Verwendung des MSO-cZIP-Sets A bzw. des MSO-cZIP-Sets B (Tab. 20), jeweils in 

getrennten Reaktionsgefäßen (pro MSO-cZIP-Set), mit Cy3-dUTP und unmarkiertem 

dTTP fluoreszenzmarkiert. Nach der gleichzeitigen Hybridisierung beider Ansätze auf 

den ZIP-Code-Array wurden die Signalintensitäten korrespondierender ZIPs für jede 

miRNA verglichen (Abb. 32a). Bei der Analyse wurden die Standardabweichungen 

der Signalintensitäten berücksichtigt; hierbei wurden die ZIP-Code-Paare pro miRNA 

als vergleichbar betrachtet, wenn die Standardabweichungen der Signalintensitäten 

keine signifikanten Unterschiede aufwiesen (d.h. Überlappung der Fehlerindikatoren). 

Wie in Abb. 32a dargestellt, konnten bei sieben von neun ZIP-Paaren der 

überprüften miRNAs vergleichbare Signalintensitäten beobachtet werden. Nur die 

ZIP-Code-Paare ZIP 02/ ZIP 12 und ZIP 16/ ZIP 32 wiesen Signalintensitätsunter-

schiede außerhalb der Standardabweichung auf. Deren absoluten Signalintensitäten 

befanden sich jedoch in einem vergleichbaren Bereich und somit wurden diese ZIP-

Code-Paare in den Experimenten weiter mit berücksichtigt. 

In Analogie hierzu wurden synthetische Vorläufer-miRNA-Template verwendet und 

diese mit miRNA-spezifischen Oligonukleotiden in zwei unterschiedlichen cZIP-

Kombinationen (d.h. unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets A bzw. des MSO-cZIP-

Sets B) in getrennten Ansätzen mit Cy3-dATP und unmarkierten Desoxynukleotiden 

fluoreszenzmarkiert und anschließend gemeinsam auf den ZIP-Code-Array 

hybridisiert. Das Ergebnis aus drei Hybridisierungen in Abb. 32b zeigt den Vergleich 

der Signale korrespondierender ZIP-Code-Paare für die jeweilige miRNA. Es konnten 

vergleichbare Signalintensitäten in acht von neun Fällen beobachtet werden, das 

ZIP-Code-Paar ZIP 16/ ZIP 32 wies hierbei im wiederholten Fall Signalintensitäts-

unterschiede außerhalb der Standardabweichung auf. 
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Abb. 32 Vergleich verschiedener ZIPs basierend auf der Fluoreszenzmarkierung synthetischer 
Template für reife miRNA bzw.  Vorläufer -miRNA. 
Unter Anwendung identischer miRNA-spezifischer Oligonukleotide mit verschiedenen cZIPs wurden 
(a) identische synthetische Template für reife miRNA mit Cy3-dUTP und unmarkiertem dTTP bzw. (b) 
identische synthetische Vorläufer-miRNA-Template mit Cy3-dATP und unmarkierten dNTPs in 
getrennten Ansätzen fluoreszenzmarkiert und anschließend gemeinsam auf den ZIP-Code-Array 
hybridisiert. Darstellung der logarithmierten Signalintensitäten von Triplikaten. Korrespondierende ZIP-
Code-Paare für jeweils die identische miRNA sind benachbart in identischen Farben dargestellt. 
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3.4.4.3 Überprüfung der Vergleichbarkeit verschiede ner 
fluoreszenzmarkierter Desoxynukleotide 

Zur Gewährleistung der Vergleichbarkeit der beiden unterschiedlichen 

fluoreszenzmarkierten Desoxynukleotide (d.h. Cy3-dUTP bzw. Cy3-dATP) für eine 

eindeutige Fluoreszenzmarkierung von reifer bzw. Vorläufer-miRNA wurden 

synthetische miRNA-Template unter Verwendung korrespondierender MSOs in zwei 

unterschiedlichen cZIP-Kombinationen fluoreszenzmarkiert und hybridisiert. 

Synthetische Template für reife miRNA wurden mit Cy3-dUTP und dTTPs unter 

Verwendung des MSO-cZIP-Sets A bzw. synthetische Vorläufer-miRNA-Template 

mit Cy3-dATP und unmarkierten dNTPs mittels MSO-cZIP-Set B fluoreszenzmarkiert. 

Das Ergebnis der Hybridisierungen von Triplikaten in Abb. 33a weist häufig 

Varianzen beim Vergleich der Signalintensitäten der ZIP-Code-Paare pro miRNA auf, 

welche außerhalb der Standardabweichungen liegen. Wird bei der Analyse dieses 

Experiments der Anteil der durch ZIPs verursachten Verzerrung berücksichtigt, 

können die Signalintensitäten korrespondierender reifer und Vorläufer-miRNAs als 

vergleichbar betrachtet werden (unter der Bedingung eines mindestens dreifachen 

Signal-Hintergrund-Verhältnisses). Somit konnte der Einbau unterschiedlicher 

Desoxynukleotide für alle miRNAs als Vergleichbar bestätigt werden. 

Weiterhin wurden die MSO-cZIP-Sets invertiert, so dass synthetische Vorläufer-

miRNA-Template mittels MSO-cZIP-Set A bzw. synthetische Template für reife 

miRNA mit dem MSO-cZIP-Set B fluoreszenzmarkiert wurden. Wie in Abb. 33b 

ersichtlich, konnten vergleichbare Signalintensitäten bei allen korrespondierenden 

reifen und Vorläufer-miRNAs detektiert und somit die Methode zusätzlich validiert 

werden. 
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Abb. 33 Vergleich der Fluoreszenzmarkierung von syn thetischen Templaten für reife und 
Vorläufer-miRNA  mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten Desoxynukle otiden. 
Synthetische Template für reife miRNA wurden mit Cy3-dUTP und dTTP in Kombination mit (a) MSO-
cZIP-Set A bzw. (b) MSO-cZIP-Set B, Vorläufer-miRNA-Template mit Cy3-dATP und unmarkierten 
dNTPs in Kombination mit (a) MSO-cZIP-Set B bzw. (b) MSO-cZIP-Set A fluoreszenzmarkiert und 
anschließend gemeinsam auf den ZIP-Code-Array hybridisiert. Darstellung der logarithmierten 
Signalintensitäten von Triplikaten. Korrespondierende ZIP-Code-Paare für jeweils identische miRNA 
sind benachbart in identischen Farben dargestellt. 
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3.4.4.4 Überprüfung des microRNA-Detektionsbereiche s 

Zur Überprüfung der Sensitivität des Systems wurde der Detektionsbereich durch 

Vergleich der Signalintensitäten unter Verwendung verschiedener Templat-

Einsatzmengen über einen Bereich von vier Zehnerpotenzen ermittelt. Synthetische 

Template für reife miRNA wurden mit Cy3-dUTP und unmarkiertem dTTP unter 

Verwendung des MSO-cZIP-Sets A fluoreszenzmarkiert. Ebenso wurde mit den 

synthetischen Vorläufer-miRNA-Templaten mit Cy3-dATP und dNTPs sowie dem 

MSO-cZIP-Set B verfahren.  

Zur Fluoreszenzmarkierung wurden zunächst drei unterschiedliche Mengen an 

synthetischen Templaten für reife miRNA (Zehnfachverdünnungen über einen 

Bereich von 0,3 bis 0,003 pmol) eingesetzt, während in allen drei Fällen die Menge 

an synthetischen Vorläufer-miRNA-Templaten konstant bei 3 pmol gehalten wurde. 

Die Ergebnisse in Abb. 34a zeigen stufenweise abnehmende Signalintensitäten bei 

Templaten für reife miRNA sowie konstante Signalintensitäten bei Vorläufer-miRNA-

Templaten.  

In gleicher Weise wurden synthetische Vorläufer-miRNA-Template in drei 

Konzentrationen über einen Bereich von 0,3 bis 0,003 pmol variiert, während die 

Ausgangsmenge der synthetischen Template für reife miRNA konstant bei 3 pmol 

gehalten wurde. Die Ergebnisse in Abb. 34b zeigen konstante Signalintensitäten bei 

ZIPs für reife miRNA und logarithmisch abnehmende Signale bei Vorläufer-miRNA-

ZIPs.  

Insgesamt konnten bei 13 von 18 untersuchten miRNAs ein Detektionsbereich des 

Systems über mindestens zwei Zehnerpotenzen beobachtet werden. Zehn miRNAs 

wiesen einen Detektionsbereich über drei Zehnerpotenzen auf (miR-9, miR-16, miR-

92, miR-100, miR-19b, miR-99a, mir-9, mir-16, mir-92, mir-29a), miR-29a sogar über 

vier Größenordnungen. 
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Abb. 34 Parallele Detektion von reifer und Vorläufe r-miRNA über einen Bereich von vier 
Zehnerpotenzen. 
Darstellung der logarithmierten Signalintensitäten aus je drei Hybridisierungen von verschiedenen 
Mengen an synthetischen miRNA-Templaten. (a) Synthetische Template für reife miRNA variabel (0,3/ 
0,03/ 0,003 pmol), synthetische Vorläufer-miRNA-Templat-Menge konstant (3 pmol); (b) synthetische 
Vorläufer-miRNA-Template variabel (0,3/ 0,03/ 0,003 pmol), synthetische Templat-Menge für reife 
miRNA konstant (3 pmol).  
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3.4.5 Etablierung der microRNA-Detektion in Zellen  

3.4.5.1 Probengenerierung 

Zur Detektion von miRNA in Zellen mittels ZIP-Code-Array wurde eine Methode zur 

Probengewinnung aus Zellen anhand der humanen B-Zell-Lymphom-Zelllinie   

DoHH-2 etabliert. Die Probengewinnung umfasste die Auswahl einer geeigneten 

miRNA-Isolierungsmethode sowie die Etablierung der linearen miRNA-

Amplifizierung. 

Zur Isolierung von miRNA aus humanen Zellen wurden das mirPremier microRNA 

Isolation Kit (Sigma) bzw. das High Pure miRNA Isolation Kit (Roche) ausgewählt. 

Gemäß den Angaben der Hersteller ermöglichen diese kommerziellen 

säulenbasierten Methoden gezielt die Isolierung und Anreicherung niedermolekularer 

RNA aus Zellen, d.h. RNA-Fragmente mit einer Länge kleiner als 200 nt bzw. 100 nt.  

Die quantitative Analyse der Isolierung und Anreicherung von miRNA aus DoHH-2- 

Zellen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Systemen; bei 

der Verwendung des mirPremier microRNA Isolation Kits (Sigma) wurden 

durchschnittlich 850 ± 150 ng angereicherte miRNA/ Mio. Zellen, beim High Pure 

miRNA Isolation Kit (Roche) 963 ± 387 ng angereicherte miRNA/ Mio. Zellen 

erhalten. 

Die Qualität der isolierten RNA wurde mittels spektrophotometrischer und 

kapillarelektrophoretischer Methoden (Abb. 35) überprüft. 

 

 

 

Abb. 35 Kapillarelektrophoretische Auftrennung isol ierter miRNA. 
Elektropherogramme (RNA Pico Kit, Agilent) der Analyse von miRNA aus DoHH-2-Zellen mittels 
Agilent 2100 Bioanalyzer, zuvor isoliert mit (a) mirPremier microRNA Isolation Kit (Sigma) bzw. (b) 
High Pure miRNA Isolation Kit (Roche). 
 
Die isolierten angereicherten miRNAs wiesen qualitativ ebenfalls keine signifikanten 

Unterschiede auf und zeigten Fragmentlängen im Bereich von < 200 nt. Somit 

wurden die kommerziellen Systeme gleichermaßen als zur Isolierung geeignet 

erachtet, jedoch das mirPremier microRNA Isolation-Kit (Sigma) als 

Isolierungsmethode der Wahl verwendet, da dieses den Einsatz der zehnfachen 

a b 
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Ausgangsmenge an Zellen (10 Mio. Zellen) im Vergleich zum High Pure miRNA 

Isolation Kit (Roche) (1 Mio. Zellen) ermöglichte. 

Zur Amplifizierung und Generierung polyadenylierter miRNA aus isolierter miRNA 

aus Zellen wurde das NCode miRNA Amplification System verwendet.  

Es konnten durchschnittlich aus 30 ng isolierter miRNA 442 ± 150 ng amplifizierte 

miRNA generiert werden.  

 

3.4.5.2 Detektion von reifer und Vorläufer-microRNA  in Zellen 

Die auf der Basis synthetischer Template etablierte Methode zur zeitgleichen 

Detektion und Unterscheidung von reifer und Vorläufer-miRNA wurde bezüglich 

deren Übertragbarkeit auf humane Zellen anhand der Tumor-Zelllinie HeLa überprüft. 

Amplifizierte miRNA aus HeLa-Zellen wurde gemäß der etablierten Methode 

fluoreszenzmarkiert, d.h. reife miRNA mit Cy3-dUTP und dTTP unter Verwendung 

des MSO-cZIP-Sets A bzw. Vorläufer-miRNA mit Cy3-dATP und dNTPs mit MSO-

cZIP-Set B. 

Die Ergebnisse der miRNA-Detektion in HeLa-Zellen sind in Abb. 36 dargestellt. Es 

konnten individuelle Signale für reife und Vorläufer-miRNAs mit dem ZIP-Code-Array 

detektiert werden. 

 

Abb. 36 Detektion von reifer und Vorläufer-miRNA in  HeLa-Zellen. 
Darstellung der Signalintensitäten aus drei Hybridisierungen auf dem ZIP-Code-Array nach vorheriger 
Amplifizierung und spezifischer Fluoreszenzmarkierung enthaltener reifer miRNA mit Cy3-dUTP und 
dTTP unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets A (grau) bzw. enthaltener Vorläufer-miRNA mit Cy3-
dATP und dNTPs unter Verwendung des MSO-cZIP-Sets B (schwarz). 
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3.4.5.3 Validierung mittels quantitativer Real-Time -PCR 

Zur Validierung der Ergebnisse der Detektion von reifer und Vorläufer-miRNA in 

HeLa-Zellen mittels ZIP-Code-Array wurde die quantitative Real-Time-PCR (qRT-

PCR) als unabhängige Methode herangezogen. 

Hierzu wurden vier miRNAs ausgewählt, welche in den Etablierungsexperimenten mit 

synthetischen Templaten (Kap. 3.4.4) die höchste Übereinstimmung mit den 

erwarteten Kriterien aufwiesen. Für diese miRNA-Paare (miR-16 und mir-16, miR-9 

und mir-9, miR-99a und mir-99a, sowie miR-199b und mir-199b) wurden jeweils 

entsprechende Standardkurven, teilweise unter Verwendung genomischer DNA (Yun 

et al. 2006), erstellt und auf dieser Basis die Amplifikations-Effizienzen (Roche 

LightCycler 480 Software) ermittelt (Tab. 21). 

 

Tab. 21 Spezifikationen der verwendeten qRT-PCR-Pri merpaare. 
Die Ermittlung der entsprechenden PCR-Effizienzen und Fehlerraten für die in der qRT-PCR 
verwendeten Primer bzw. kommerziellen Assays (s. Anhang Tab. 31) erfolgte mittels Roche 
LightCycler-480 Software. 

miRBase ID  Amplikon -Länge [bp]  PCR-Effizienz  Fehler rate [%]  
hsa-miR-9-5p  85 - 87 2,3 4,90 
hsa-mir-9-3  63 1,6 3,91 
hsa-miR-16-5p  85 - 87 1,9 2,11 
hsa-mir-16-1 74 1,8 0,61 
hsa-miR-199b-5p  85 - 87 2,5 3,47 
hsa-mir-199b  89 1,9 0,45 
hsa-miR-99a-5p  85 - 87 1,9 1,34 
hsa-mir-99a  72 1,9 4,15 

 

Die Spezifität der qPCR-Primerpaare bzw. kommerziellen Assays für alle 

untersuchten miRNAs konnten in Schmelzkurvenanalysen und mittels 3%-iger 

Agarose-Gelelektrophorese bestätigt werden (Abb. 37). Für jedes Primerpaar wurde 

ausschließlich das erwartete Amplikon nachgewiesen (Amplikon-Längen s. Tab. 21) 

und somit eine unerwünschte Primer-Dimer-Bildung ausgeschlossen. 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse                                                                                                                109 

                       1      2      3     4     5      6      7      8     9    10    11    12    13    14 

 

 
Abb. 37 Agarose-Gelelektrophorese der qPCR-Amplikon s. 
Auftrennung der qPCR-Produkte im 3%-igen Agarose/ 1x TAE-Gel bei 120 V für 1 h und anschließen-
de Anfärbung mit Ethidiumbromid. Spuren 1, 6, 10 und 14: GeneRuler 100bp DNA Ladder, Spur 2: 50 
bp DNA Ladder, Spur 3: miR-99a, Spur 4: mir-199b, Spur 5: mir-9; Spur 7: mir-16, Spur 8: mir-16, 
Spur 9: miR-16, Spur 11: miR-9, Spur 12: mir-99a, Spur 13: mir-199b. 
 

Für die reifen und Vorläufer-Formen von mi-16, mi-9, mi-99a und mi-199b wurden 

jeweils qRT-PCR-Amplifikationskurven erstellt und deren Expression in HeLa-Zellen 

ermittelt. Die Ct-Werte der qRT-PCR sind in Tab. 22 aufgeführt. 

Die Validierung der DNA-Microarray-Ergebnisse erfolgte auf deren Bewertung 

basierend auf on-/off-Signalen, d.h. der Präsenz bzw. Absenz der entsprechenden 

miRNAs. Hierzu wurde der in Kap. 3.4.4.1 definierte Schwellenwert von 190 a.u. 

herangezogen. 

Zur Definition der Absenz oder Präsenz einer jeweiligen miRNA in den qRT-PCR-

Experimenten wurde ein Schwellenwert bezüglich der Ct-Werte definiert, basierend 

auf der Quantifizierung von genomischer DNA der HaCaT-Zelllinie für mir-16, mir-99a 

und mir-199b in Verdünnungsschritten von 2,4x105 - 2,4x101 Kopien. Die Berechnung 

der Anzahl der Kopien erfolgte nach Lemuth et al. (Lemuth et al. 2011). Eine 

Kopienanzahl von 2,4x 105, 2,4x 104, 2,4x 103 bzw. 2,4x 102 entsprachen 

durchschnittlichen Ct-Werten von 21,7 ± 1,7, 25,2 ± 2,2, 29,0 ± 2,0 bzw. 34,65. In 

Abhängigkeit davon wurde die Sensitivität der Untersuchung des Systems auf 2,4x 

102 Kopien, entsprechend einem Ct-Wert von 34,65, festgesetzt. Ct-Werte gleich 

oder kleiner als dieser Schwellenwert definieren die Präsenz der reifen bzw. 

Vorläufer-miRNA. Ein Vergleich der ermittelten Ct-Werte aus der qRT-PCR mit den 

DNA-Microarray-Signalintensitäten ist in Tab. 22 aufgeführt. 

[bp]  
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Tab. 22 Validierung der ZIP-Code-Array-basierten De tektion von reifer und Vorläufer-miRNA in 
HeLa-Zellen. 
Vergleich der Ergebnisse von DNA-Microarray mit qRT-PCR und/oder Vergleich zu Literaturdaten für 
reife miRNAs. Die Definition der Präsenz der einzelnen miRNAs basierte auf dem Vergleich der DNA-
Microarray-Signalintensitäten mit dem Schwellenwert (190 a.u., s. Kap. 3.4.4.1) bzw. der Ct-Werte der 
qRT-PCR (≤ Ct-Wert 34,65, s.o.). 
 

miRBase-ID 
 

Interne ZIP-ID ZIP-Code-
Array Signal-
intensität 
[a.u.] 

Präsenz 
miRNA 
(ja/ nein) 

qRT-PCR 
Ct-Wert 
(MW aus 
Triplikaten) 

Referenzen 

hsa-miR-9-5p  mi-9_ZIP 02 68 nein 33,1 (Plaisance et al. 
2006; Landgraf et 
al. 2007) 

hsa-mir-9-3  mi-9_ZIP 12 390 ja > 40,0   

hsa-miR-16-5p  mi-16_ZIP 03 4873 ja 18,1   

hsa-mir-16-1 mi-16_ZIP 73 7935 ja 34,6   

hsa-miR-92a-3p  mi-92_ZIP 07 168 nein  (Landgraf et al. 
2007) 

hsa-miR-100-5p mi-100_ZIP 09 6825 ja  (Lagana et al. 
2009) 

hsa-miR-19b-3p  mi-19b_ZIP 16 176 nein  (Landgraf et al. 
2007; Lagana et al. 
2009) 

hsa-miR-139-5p  mi-139_ZIP 17 226 ja  (Lagana et al. 
2009) 

hsa-miR-29a-3p  mi-29a_ZIP 85 156 nein  (Landgraf et al. 
2007; Lagana et al. 
2009) 

hsa-miR-199b-5p  mi-199b_ZIP 90 1350 ja 31,4   

hsa-mir-199b  mi-199b_ZIP 91 4654 ja 32,0   
hsa-miR-99a-5p  mi-99a_ZIP 93 825 ja 21,1   
hsa-mir-99a  mi-99a_ZIP 94 8855 ja 33,4   
 

In Übereinstimmung mit den DNA-Microarray-Signalintensitäten konnte auf dieser 

Basis die Präsenz von miR-16, mir-16, miR-99a, mir-99a, miR-199b und mir-199b in 

HeLa-Zellen mittels qRT-PCR bestätigt werden. 

Unstimmigkeiten zwischen Array- und qPCR-Ergebnissen wiesen ausschließlich mir-

9 und miR-9 auf. Die Ergebnisse des Arrays deuten auf die Absenz von miR-9 in 

HeLa-Zellen hin, während in der qPCR geringe Mengen dieser reifen miRNA im 

Bereich nahe des Schwellenwerts detektiert wurden. Der Vergleich dieser Daten mit 

Literaturdaten zweier unterschiedlicher unabhängiger Untersuchungsmethoden 

zeigte jedoch, dass miR-9 in HeLa-Zellen nicht exprimiert ist (Plaisance et al. 2006; 

Landgraf et al. 2007).  

Für die Vorläufer-Form mir-9 konnte keine Expression mittels qPCR detektiert 

werden, während die Arraydaten ein niedriges aber reproduzierbar detektierbares 

Signal aufwiesen.  
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Die Array-Ergebnisse für alle weiteren überprüften reifen miRNAs konnten anhand 

von Literaturwerten bestätigt werden (Tab. 22).  

 

3.4.6 DLBCL-spezifische microRNA-Detektion  

3.4.6.1 Auswahl von reifen microRNAs als DLBCL-Tumo rmarker 

Zur Etablierung des ZIP-Code-Arrays für DLBCL erfolgte eine Auswahl an 

spezifischen Tumor- bzw. DLBCL-assoziierten miRNAs. 

In Analogie zur vorhandenen Anzahl an 96 ZIP-Positionen auf dem DNA-Microarray 

wurden in Zusammenarbeit mit dem klinischen Partner insgesamt 96 relevante reife 

miRNAs aus Publikationen ausgewählt (miRNAs s. Tab. 24 Anhang). Diese Auswahl 

basierte auf der beschriebenen Differenzierung zwischen DLBCL, FL, ABC-DLBCL 

bzw. GCB-DLBCL und sogenanntem „Normalgewebe“ (Lawrie et al. 2007; Roehle et 

al. 2008; Lawrie et al. 2009; Li et al. 2009; Malumbres et al. 2009; Culpin et al. 2010). 

Zur Normalisierung der Rohdaten im Zuge der quantitativen Analyse der DNA-

Microarray-Daten wurden sog. Normalisierungs-miRNAs als interne Kontrollen 

ausgewählt, um einerseits mögliche Verzerrungen, beispielsweise verursacht durch 

unterschiedliche Einbauraten von Cy3- und Cy5-gekoppelten Desoxynukleotiden 

(Tseng et al. 2001), weiterhin Unterschiede beim Vergleich unterschiedlicher Slides 

zu kompensieren. Die Identifizierung von potenziellen miRNAs zur Normalisierung, 

welche durch ein stabiles Expressionsverhalten in unterschiedlichen Geweben 

charakterisiert sind, erfolgte aus der Literatur (Davoren et al. 2008; Peltier et al. 

2008). Es wurden miR-25, miR-103 und miR-106a in die bestehende miRNA-

Auswahl integriert.  

 

3.4.6.2 Detektion von 96 microRNAs in Zelllinien 

Zur Überprüfung der DLBCL-Klassifizierungseigenschaften der in Kap. 3.4.6.1 

ausgewählten miRNAs wurden kompetitive Hybridisierungen unter Verwendung von 

je 1,5 µg amplifizierter miRNA aus den Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1 in dye-swap-

Experimenten durchgeführt. Anhand der Rohdaten aus den Hybridisierungen erfolgte 

zunächst eine Bewertung der ausgewählten Normalisierungs-miRNAs; hierzu wurde 

jeweils das Verhältnis der beiden Kanäle (Cy3 und Cy5) als Faktor zur 

mathematischen Korrektur der Rohwerte berechnet und die resultierende 

Standardabweichung der Faktoren verglichen. Beim Vergleich der Signalintensitäts-

Verhältnisse von Cy5/Cy3 bzw. Cy3/Cy5 bei der kompetitiven Hybridisierung von SU-



112                                                                                                                Ergebnisse 

 

DHL-6 und RI-1 für die drei Normalisierungs-miRNAs wies miR-103 die geringste 

Standardabweichung auf (STD: 0,17) und somit eine höhere Expressions-Stabilität 

als miR-25 (STD: 0,35) und miR-106a (STD: 0,19). 

Es wurden dye-swap-Experimente unter Verwendung aller 96 MSO-cZIPs 

durchgeführt. Exemplarisch ist in Abb. 38 das Ergebnis einer kompetitiven 

Hybridisierung von RI-1 (ABC-DLBCL) und SU-DHL-6 (GCB-DLBCL) dargestellt.   

Bei den kompetitiven Hybridisierungen der DLBCL-Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1 

konnten entgegen der Literatur keine signifikant differentiell exprimierten miRNAs 

zwischen den DLBCL-Zelllinien detektiert werden, desweiteren teilweise sehr 

niedrige Signalintensitäten. Die Mehrzahl untersuchter miRNAs zeigte ein sehr 

ähnliches Expressionsverhalten bei beiden Zelllinien.  

Ähnliche Ergebnisse mit diesen Zelllinien wurden bei der mRNA-Analyse gefunden. 

Diese Ergebnisse bestätigen die begrenzte Ähnlichkeit der Zelllinien SU-DHL-6 und 

RI-1 mit realen Tumoren. 
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Abb. 38 Kompetitive Hybridisierung von amplifiziert er miRNA der Zelllinien RI-1 und SU-DHL-6. 
Fluoreszenzmarkierung unter Verwendung von MSO-cZIPs für 96 miRNAs. (a) RI-1 = Cy3-dUTP,    
SU-DHL-6 = Cy5-dUTP; (b) SU-DHL-6 = Cy3-dUTP, RI-1 = Cy5-dUTP. Darstellung von Cy3 in weiß, 
Cy5 in schwarz; die Normalisierung erfolgte anhand miR-103. 
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4. Diskussion  

Bestimmte Krebserkrankungen wie beispielsweise das diffus großzellige B-Zell-

Lymphom (DLBCL) sind genetisch, morphologisch, klinisch und prognostisch 

heterogen. Für eine differenzierte und exakte Klassifizierung solcher Entitäten sind 

etablierte Diagnosemethoden auf immunhistochemischer Basis aufgrund der 

Ähnlichkeit verschiedener Subtypen und der großen Variabilität hinsichtlich 

Behandlungsantworten und klinischer Prognose äußerst limitiert (Medh 2002).  

In solchen Fällen liegt das Potenzial in einer Tumorcharakterisierung auf molekularer 

Ebene, da diese zur Differenzierung klinischer und biologischer Heterogenität 

beitragen kann. Die Erhebung und umfassende Betrachtung mehrerer molekularer 

Parameter könnte somit eine erfolgversprechende Möglichkeit für eine 

differenziertere Klassifizierung von Varianten und Subtypen heterogener Krebsarten 

darstellen - abzielend auf eine verbesserte Diagnose, Prognose und Therapie. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines DNA-basierten ZIP-Code-

Microarrays als Basis zur molekularen Analyse hinsichtlich einer verbesserten 

Charakterisierung besonders heterogener Tumorentitäten am Beispiel von DLBCL.  

In diesem Zuge erfolgten der Aufbau sowie die Etablierung der Detektion folgender 

molekularer Parameter für den DNA-ZIP-Code-Array: 

1. Detektion von Einzelbasen-Polymorphismen  

2. Genexpressionsanalysen  

3. Detektion von reifer und Vorläufer-microRNA 

 

Auf der Basis klinischer FFPE-Gewebeproben konnte die Detektion von Einzelbasen-

Polymorphismen in DLBCL für den ZIP-Code-Array erfolgreich etabliert, optimiert und 

validiert werden; desweiteren wurden Genexpressionsanalysen in DLBCL für den 

DNA-ZIP-Code-Array mittels Zelllinien optimiert. Das besondere Interesse dieser 

Arbeit lag in der Detektion verschiedener microRNA-Biogenese-Formen. Die 

Methodenetablierung zur zeitgleichen Detektion und Differenzierung von reifer und 

Vorläufer-microRNA mittels ZIP-Code-Array erfolgte auf der Basis synthetischer 

Template und Zelllinien. 
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4.1 Etablierung eines DNA-basierten ZIP-Code-Arrays        

DNA-Microarrays stellen eine weitverbreitete konventionelle Hochdurchsatz-Methode 

zur molekularen Detektion von Nukleinsäuren dar (Hoheisel 2006). 

Diese Arbeit basiert auf einer speziellen Art des DNA-Microarrays, dem ZIP-Code-

Array, welcher den Vorteil einer parallelen Detektion unterschiedlicher molekularer 

Parameter besitzt. Diese Entwicklung kann als Basis für eine umfassende Analyse 

hinsichtlich einer verbesserten Tumorklassifizierung dienen. Die indirekte, über 

universelle ZIP-Code-Oligonukleotide vermittelte, Detektion fluoreszenzmarkierter 

Nukleinsäuren, wurde bereits auf L-DNA-Basis für die parallele Detektion von 

Genexpressionsunterschieden, genotypischen Varianten und DNA-Protein-Inter-

aktionen beschrieben (Hauser et al. 2006; Martinez 2009). Weitere Vorteile des 

Systems liegen in einer höheren Sensitivität, durch Durchführung der enzymatischen 

Reaktion in Lösung. Darüber hinaus können diverse molekulare Fragestellungen auf 

der Basis eines einzelnen ZIP-Code-Array-Designs bewerkstelligt werden (Hoheisel 

2006).  

In dieser Arbeit wurden DNA-basierte ZIP-Code-Arrays, bestehend aus 96 

unterschiedlichen ZIPs sowie Positionskontrollen in je 16 Replikaten pro Slide, 

hergestellt. Die Verwendung eines für den Druckprozess von Oligonukleotiden auf 

Epoxy-beschichtete Slides optimierten, Spottingpuffers (beschrieben in (Mai 2012) 

resultierte in qualitativ homogenen Spots mit einem konstanten durchschnittlichen 

Durchmesser von 100 µm. Die Etablierung des ZIP-Code-Arrays erfolgte gezielt auf 

D-DNA-Basis und nicht auf L-DNA-Basis im Hinblick auf eine weitergehende 

klinische Anwendung des Systems als Hochdurchsatz-Methode. D-DNA ist 

kommerziell erhältlich und lässt sich im Vergleich zu L-DNA günstig synthetisieren 

(Hauser et al. 2006). 

 

 

4.2 SNP-Detektion in DLBCL mittels ZIP-Code-Array  

 

4.2.1 Methodenetablierung und Analyse klinischer Pr oben  

Bei der Etablierung des ZIP-Code-Arrays als Analyse-Methode war das Ziel, maximal 

zwei detektierbare Farbstoffe einzusetzen. Dies reduziert die Kosten und begrenzt 

Überlappungen zwischen Anregungs- und Emissionswellenlängen von Farbstoffen. 
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Zur SNP-Detektion wurden deshalb zunächst Cy3-ddCTP bzw. Cy5-ddUTP als 

fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide herangezogen und dementsprechend beim 

Design SNP-spezifischer Oligonukleotide für DLBCL ein möglicher Einbau von 

ddCTP bzw. ddUTP berücksichtigt. Infolgedessen konnten nicht alle der 18 

betrachteten SNPs in insgesamt zwölf Genen durch jeweils zwei SNP-spezifische 

Oligonukleotide (sowohl in sense- als auch antisense-Richtung) betrachtet werden, 

teilweise stand nur ein Oligonukleotid zur Verfügung, so dass insgesamt 24 SNP-

spezifische Oligonukleotide generiert wurden. Weiterhin konnten adäquate interne 

Kontrollen für den hetero- bzw. homozygoten Einbau von ddUTP bzw. ddCTP 

etabliert werden. 

Eine Optimierung und Validierung der Methode zur SNP-Detektion für den DNA-ZIP-

Code-Array erfolgte durch den Abgleich mit dem durch Sanger-Sequenzierung 

definierten jeweiligen Genotyp an der entsprechenden SNP-Position für zwei der fünf 

histologisch charakterisierten klinischen DLBCL-Patientenproben.  

In Abhängigkeit von der Schmelztemperatur der SNP-spezifischen Oligonukleotide 

konnte eine optimierte Anlagerungs- und Strangverlängerungs-Temperatur von 50 °C 

für die enzymatische Reaktion in Lösung definiert werden. 

Die SNP-spezifischen ZIPs wiesen allgemein geringere absolute Signalintensitäten 

im Vergleich zu ZIPs der Kontrollen auf. Der Einsatz von zwei unterschiedlichen 

Mengen an SNP-spezifischen Oligonukleotid-cZIPs (10 pmol bzw. 1 pmol) resultierte 

in einer sechsfachen Steigerung der Signalintensitätshöhen bei 1 pmol. Dies könnte 

darin begründet sein, dass auf dem Slide theoretisch 0,5 pmol identische ZIP-

Moleküle immobilisiert sind, bei der Verwendung von 10 pmol Oligonukleotid-cZIPs 

daher ein deutlicher Überschuss vorhanden ist. Da nach der Enzymreaktion keine 

Trennung der markierten von den unmarkierten Oligonukleotid-cZIPs durch 

Aufreinigung erfolgt, können somit sämtliche Oligonukleotid-cZIPs, unabhängig von 

ihrem Markierungsstatus, kompetitiv an die korrespondierenden ZIPs auf dem Slide 

hybridisieren. Bei der Verwendung geringerer Mengen an Oligonukleotid-cZIPs, die 

in der selben Größenordnung wie die immobilisierten ZIPs liegen, wurde eine 

sechsfach höhere Signalintensität beobachtet. Es besteht die Annahme, dass diese 

Reduktion um den Faktor Zehn zu einer fast vollständigen Fluoreszenzmarkierung 

aller Oligonukleotid-cZIPs geführt hat, was eine Kompetition mit nicht-markierten 

Oligonukleotid-cZIPs vernachlässigbar macht. 
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Ebenso konnte durch die Reduktion der Kontrollsonden-cZIPs von 3 pmol auf 0,1 

pmol eine für die Normalisierung der Signale der Arrays geeignete Signalintensität 

eingestellt werden. 

Desweiteren wurden geeignete homo- und heterozygote Kontrollen für den Einbau 

von fluoreszenzmarkiertem ddUTP bzw. ddCTP sowie eine geeignete 

Normalisierungsmethode für die anschließende Datenanalyse im Zuge der 

Untersuchung klinischer Proben definiert. Auf dieser Basis konnte eine SNP-Analyse 

aller fünf vorliegenden klinischen Proben mittels ZIP-Code-Array durchgeführt 

werden (Ergebnisse s. Kapitel 3.2.4). 

Die qualitative Bewertung der SNP-Analyse mittels ZIP-Code-Array erfolgte im 

Vergleich zu den Resultaten der Sanger-Sequenzierung. Es wurden 24 SNP-

spezifische Oligonukleotide für insgesamt 18 SNPs überprüft. Hierbei wiesen zwölf 

Oligonukleotide eine 100%-ige Übereinstimmung auf. Sechs weitere Oligonukleotide 

konnten ebenfalls in 100% bestätigt werden, aufgrund fehlender Sequenzierungs-

daten jedoch nur für je eine der beiden Patientenproben. 

Allgemein lag die Übereinstimmung von Sanger-Sequenzierung und ZIP-Code-Array 

bei 84% in der Probe L2673-06 bzw. 87% in L3777-06 bei Betrachtung aller 

untersuchten SNPs; unter Berücksichtigung der besten Sonde pro SNP lag die 

Übereinstimmung sogar bei 85% in der Probe L2673-06 und 94% in L3777-06. 

Dies deutet darauf hin, dass die SNP-Detektion in klinischen FFPE-Proben mittels 

ZIP-Code-Array erfolgreich etabliert wurde. Ein weiterer Optimierungsbedarf im 

Hinblick auf eine Validierung auf 100% besteht jedoch noch. 

 

4.2.2 Biologische Relevanz der mit ZIP-Code-Array d etektierbaren SNPs  

DLBCL sind charakterisiert durch eine ausgeprägte genetische, prognostische und 

klinische Heterogenität (Garcia et al. 2009). Die konventionelle histologische 

Subklassifizierung auf morphologischer Basis definiert das zentroblastische 

Lymphom als häufigste morphologische Variante des DLBCL neben dem 

immunoblastischen und dem anaplastischen B-Zell-Lymphom (Cuneo et al. 2010). 

Die in der vorliegenden Arbeit zur SNP-Detektion verwendeten klinischen DLBCL-

Proben aus Patientengeweben wurden im Vorfeld histologisch in polymorph-

zentroblastisches DLBCL (L3777-06, L2673-06, L142-06, L1651-06) bzw. 

zentroblastisches DLBCL (L1320-06) eingeteilt. Mit einem Anteil von 10 - 90% 

Immunoblasten ist der polymorphe der häufigste Subtyp des zentroblastischen 
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Lymphoms (Thomas 2005), während der zentroblastische Subtyp gemäß der WHO-

Klassifizierung einen Anteil von über 90% Zentroblasten aufweist (Abd El All 2007).  

Die histologische Klassifizierung heterogener Krebsarten wie DLBCL ist limitiert. In 

der vorliegenden Arbeit wurden deshalb molekulare Biomarker auf Ebene der DNA, 

mRNA und microRNA analysiert. Auf DNA-Ebene wurden hierbei Einzelbasen-

Polymorphismen untersucht.  

Die in dieser Arbeit betrachteten SNPs in Genen, die in Zusammenhang mit 

Lymphomen stehen, wurden bislang noch nicht als kritisch für die Tumorentstehung 

beschrieben. Dieser Array kann dazu beitragen, diese Fragestellung künftig zu 

klären. 

In den untersuchten klinischen DLBCL-Proben konnten mit dem ZIP-Code-Array bei 

einem Teil der betrachteten SNP-Positionen unterschiedliche Genotypen ermittelt 

werden. Die vorliegenden Sequenzierungs-Ergebnisse für die Proben L3777-06 und 

L2673-06 (s. Kap. 3.2.5) bzw. die Ergebnisse des ZIP-Code-Arrays für die Proben 

L142-06, L1651-06 und L1320-06 (Kap. 3.2.4) wurden in Abhängigkeit von der 

individuellen histologischen Klassifizierung der Patientenproben betrachtet: 

Hierbei konnten die Genotypen zweier untersuchter SNPs (rs17615, rs3754415) der 

jeweiligen histologischen Einteilung der klinischen DLBCL-Proben zugeordnet 

werden. Bei acht SNPs (rs1250259, rs2250889, rs3754413, rs2229333, rs3764897, 

rs11706194, rs2290772, rs17875494) wurden jeweils identische Genotypen über alle 

untersuchten klinischen DLBCL-Proben detektiert. 

Das Interesse richtete sich jedoch auf genotypische Abweichungen innerhalb einer 

histologisch klassifizierten Gruppe als potenziell spezifische Tumorcharakteristiken. 

Im Folgenden werden diese kurz betrachtet, um die Bedeutung dieser Gene für die 

Diagnostik von Lymphomen darzustellen: 

B-cell CLL/lymphoma 6 (BCL6) codiert einen transkriptionellen Repressor, 

welcher in die B-Zell-Differenzierung involviert ist. Bei der Pathogenese von DLBCL 

spielt die abnorme Expression von BCL6 eine zentrale Rolle. Die Überexpression 

von BCL6 charakterisiert den GC-Subtyp von DLBCL und stellt einen Marker zur 

Klassifizierung und Prognose dar. In DLBCL ist BCL6 das am häufigsten durch 

chromosomale Translokationen beeinflusste Onkogen, vielfach basierend auf 

Veränderungen in der Promotorsequenz (Blenk et al. 2007; Perez-Rosado et al. 

2008; Maglott et al. 2011; Gouveia et al. 2012). Dementsprechend wurden in dieser 

Arbeit zwei SNPs im BCL6-Promotor untersucht. Sowohl die zentroblastischen, als 
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auch die polymorph-zentroblastischen Proben wiesen den Wildtyp-Genotyp auf, d.h. 

G > T SNP (rs3733018), C > G SNP (rs3821817), während die polymorph-

zentroblastische Patientenprobe L3777-06 bei beiden SNP-Positionen jeweils eine 

homozygote Variante aufwies. Da Promotor-assoziierte SNPs u.a. in einer 

veränderten Transkription resultieren können, könnte bei BCL6 beispielsweise eine 

Möglichkeit zur molekularen DLBCL-Subklassifizierung auf SNP-Ebene bestehen. 

Dies müsste nun weitergehend auf der Basis einer großen Anzahl an 

Patientenproben überprüft werden. 

Matrix-Metalloproteasen (MMP) sind an der proteolytischen Degradierung von 

Komponenten der extrazellulären Matrix beteiligt. Bei vielen Tumorarten stellt ein 

erhöhter Abbau der extrazellulären Matrix der essenzielle Schritt für Invasion und 

Metastasierung dar (Nan et al. 2008; Maglott et al. 2011). Die Korrelation von 

Polymorphismen des MMP9-Gens und Tumoren wurde mehrfach beschrieben; 

beispielsweise ist der non-synonyme SNP rs2274756 mit dem Risiko für bestimmte 

Non-Hodgkin-Lymphome assoziiert (Skibola et al. 2008). Der non-synonyme SNP 

rs2274756 stellt einen Risikoindikator für Plattenepithelkarzinome dar (Nan et al. 

2008). In dieser Arbeit konnte durch Analyse dieser SNP-Position interessanterweise 

ein heterozygoter Genotyp bei zwei der polymorph-zentroblastischen DLBCL-Proben 

detektiert werden, alle weiteren untersuchten Proben wiesen, unabhängig von deren 

histologischen Charakterisierung, den homozygoten Wildtyp-Genotyp auf.  

Phospholipase D2 (PLD2) ist an der Regulation der zellulären Sekretion, 

Transkriptionsregulation, Organisation des Zytoskeletts, Zellzykluskontrolle, 

Proliferation und Tumorentwicklung beteiligt. Die Expression von aktivem PLD2 

fördert die Metastasierung in Lymphomen (Foster et al. 2003; Knoepp et al. 2008; 

Maglott et al. 2011; Di Fulvio et al. 2012). Der nicht-synonyme, mit Hypertonie-Risiko 

assoziierte, SNP rs2286672 in PLD2 (Hong et al. 2010) wurde in den klinischen 

DLBCL-Proben analysiert. Hierbei wurde bei der polymorph-zentroblastischen 

DLBCL-Probe L142-06 eine genotypische Variante der weiteren klinischen Proben 

beobachtet. 

LIM domain only 2 (rhombotin-like 1) (LMO2) codiert einen 

Transkriptionsfaktor mit einer zentralen Rolle bei der Hämatopoese. In 

Zusammenhang mit DLBCL wurde LMO2 als wichtiger prognostischer Marker 

beschrieben (Natkunam et al. 2007; Natkunam et al. 2008; Maglott et al. 2011; 

Shams 2011; Cubedo et al. 2012). In dieser Arbeit wurde eine SNP-Position 
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(rs11032433) in der Promotorregion von LMO2 analysiert (Sherry et al. 2001), wobei 

die DLBCL-Probe L1651-06 innerhalb der polymorph-zentroblastischen Gruppe eine 

genotypische Variante aufwies. Eine abnorme Expression von LMO2 ist ein 

Charakteristikum des GCB-Subtyps von DLBCL (Alizadeh et al. 2000). Im Falle dass 

diese möglicherweise mit den untersuchten Promotor-assoziierten SNPs assoziiert 

ist, könnte dies darauf hindeuten, dass generell SNPs zur Klassifizierung in Richtung 

der definierten molekularen Subtypen, weiterhin als prognostische Indikatoren, 

herangezogen werden könnten. Diese Annahme kann jedoch nur anhand einer 

großen Anzahl an Patientenproben untersucht werden. Die in dieser Arbeit erhobene 

vergleichsweise geringe Datenmenge läßt gegenwärtig keine fundierten 

Rückschlüsse zu. 

Janus Kinase 2 (JAK2) codiert eine Tyrosin-Kinase, welche eine zentrale Rolle 

bei der Zytokin-abhängigen Signaltransduktion spielt. Die JAK-vermittelte Aktivierung 

von STAT-Transkriptionsfaktoren resultiert in einer Aktivierung der Genexpression. 

Eine konstitutive Aktivierung von JAK2 ist das Merkmal vieler hämatologischer 

Krebserkrankungen wie DLBCL (Spivak 2010; Maglott et al. 2011; Gupta et al. 2012). 

In den vorliegenden Ergebnissen wurde bei der in der JAK2-Promotorregion 

lokalisierten SNP-Position rs10974915 (Sherry et al. 2001) eine homozygote 

genotypische Variante bei der polymorph-zentroblastischen Probe L142-06 

detektiert, während die vier weiteren DLBCL-Proben den Wildtyp-Genotyp aufwiesen. 

 

Innerhalb der histologisch abgegrenzten DLBCL-Gruppen wurden somit 

abweichende SNP-Muster detektiert und mittels Sanger-Sequenzierung validiert. 

Diese Abweichungen könnten zusätzliche Informationen für die molekulare 

Charakterisierung von DLBCL darstellen und so klinisch relevant sein. Die Rolle der 

betrachteten SNPs für DLCBL kann nun in weiteren Studien mit einer entsprechend 

hohen Anzahl an klinischen Proben untersucht werden. Daraus kann dann gefolgert 

werden, inwiefern durch Betrachtung einzelner Einzelbasen-Polymorphismen bzw. 

die Kombination verschiedener SNPs weitere Subtypen bzw. neue Entitäten und 

möglicherweise deren prognostische Relevanz definiert werden könnten. 
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4.3 Genexpressionsanalysen in DLBCL mittels ZIP-Cod e-Array  

Eine veränderte Expression spezifischer Gene ist charakteristisch für eine Vielzahl 

von Krebserkrankungen (Medh 2002). Genexpressionsanalysen können somit zur 

Subklassifizierung heterogener Entitäten dienen. Wie beispielsweise bei Alizadeh et 

al. beschrieben wurde, konnten anhand von Genexpressionsanalysen neue 

prognostisch relevante Subtypen in DLBCL identifiziert werden (Alizadeh et al. 2000; 

Rosenwald et al. 2002). 

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Etablierung von Genexpressionsanalysen in 

DLBCL humane Zelllinien als in vitro-Modelle herangezogen. Die Vorteile von 

Zelllinien liegen, neben deren einfacher Kultivierung, in deren homogenem Charakter 

und deren Qualität, sowie der Verfügbarkeit in nahezu unbegrenzt großen Mengen 

(Burdall et al. 2003). Die Auswahl verfügbarer Lymphom-Zelllinien ist vielfältig, 

jedoch konnte kein standardmäßig etabliertes Zelllinien-Paar entsprechend der 

beiden DLBCL-Subtypen GCB- und ABC-DLBCL identifiziert werden. Nach intensiver 

Literaturrecherche wurden die beiden Zelllinien SU-DHL-6 (Epstein et al. 1978) und 

RI-1 (RIVA) (Th'ng et al. 1987) repräsentativ für die beiden DLBCL-Subtypen 

ausgewählt. DoHH-2 wurde stellvertretend als aggressives B-Zell-Lymphom bzw. 

follikuläres Lymphom (Kluin-Nelemans et al. 1991), HeLa als allgemeines nicht-

lymphoides Tumormodell (Scherer et al. 1953), sowie HaCaT repräsentativ für den 

nicht-tumorigenen („normalen“) Zustand (Boukamp et al. 1988) herangezogen. 

Zur Erstellung spezifischer Genexpressionsmuster wurden unter Berücksichtigung 

der verfügbaren ZIPs auf dem Array, insgesamt 87 potenziell relevante Gene aus der 

Literatur zur Differenzierung zwischen DLBCL, FL, ABC- und GCB-DLBCL bzw. 

Normalgewebe ausgewählt.  

In Analogie zu den Ergebnissen aus der SNP-Detektion (Kap. 3.2.3.2) war die Menge 

der genspezifischen Oligonukleotide mit cZIP (GSO-cZIP) kritisch für die 

Signalintensität auf dem Array. Die Verwendung von 0,25 pmol GSO-cZIPs pro 

Reaktionsansatz bei kompetitiven Hybridisierungen entsprach der theoretisch 

immobilisierten Menge an ZIPs auf dem Slide und resultierte in einem teilweise 

starken Anstieg der Signalintensitäten. Auch hier erscheint die Kompetition mit nicht-

markierten GSO-cZIPs kritisch für die Sensitivität. Der Einsatz einer Gesamtmenge 

von 0,5 pmol GSO-cZIPs pro Slide korreliert zudem mit der physiologischen 

Transkriptmenge (Ragan et al. 2011). Diese liegt innerhalb des Detektionsbereiches 

des ZIP-Code-Arrays. 
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Bei dem ZIP-Code-Array-basierten Nachweis der Expression ausgewählter potenziell 

relevanter Gene in den DLBCL-Zelllinien SU-DHL-6 bzw. RI-1 wiesen beide Zelllinien 

ein annähernd identisches Signalmuster auf. Aufgrund von Literaturdaten wurden 

signifikant differentielle Gene, jeweils repräsentativ für ABC- bzw. GCB-DLBCL, 

erwartet, dies konnte jedoch bei den untersuchten Genen in den Zelllinien SUDHL-6 

und RI-1 nicht bestätigt werden. 

Die Bewertung dieser Resultate bezüglich der Eignung des ZIP-Code-Arrays bzw. 

der ausgewählten Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1 als Modelle zur Differenzierung von 

ABC- und GCB-DLBCL erfolgte durch Vergleich mit qRT-PCR und Literaturdaten.  

Ein Vergleich der DNA-Microarray- mit den qRT-PCR-Ergebnissen ergab eine 

Übereinstimmung von 74%. Da ein Teil der Gene in einem niedrigen 

Signalintensitätsbereich des Arrays lag, konnte nach Definition eines Schwellenwerts 

die Übereinstimmung der Array-, qRT-PCR- und Literaturdaten bestätigt werden. 

Insgesamt wiesen sowohl die ZIP-Code-Array-Experimente als auch die qRT-PCR-

Daten bei den 19 verglichenen Genen in ähnlicher Art und Weise Abweichungen zur 

Literatur auf. Bei 68% der qRT-PCR-Daten bzw. 63% der DNA-Microarray-Daten 

konnte hier eine Übereinstimmung gefunden werden. Da die Literaturdaten auf 

unterschiedlichen Systemen basieren, deutet dies auf Unterschiede zwischen 

Zelllinien und realen Tumoren hin. 

Bei der Subklassifizierung von DLBCL in die zwei Haupttypen spielt u.a. die 

Expression von BCL-6 eine herausragende Rolle; GCB-DLBCL sind durch eine hohe 

BCL6-Expression bzw. non-GCB-DLBCL durch eine niedrige BCL6-Expression 

charakterisiert (Hans et al. 2004; Perez-Rosado et al. 2008). Dies konnte weder 

mittels qRT-PCR, noch mit dem ZIP-Code-Array detektiert werden. Die beobachteten 

Tendenzen zeigen, dass im Vergleich zu den Literaturdaten geringere Diskrepanzen 

zwischen den Array- und qRT-PCR-Daten vorliegen.  

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die untersuchten DLBCL-Zelllinien die 

Differenzierung zwischen ABC- und GCB-DLBCL in Kombination mit den 

ausgewählten Genen nicht wie erwartet widerspiegeln. Zelllinien weisen als in vitro-

Modelle eine Vielzahl experimenteller Vorteile auf, aber repräsentieren biologisch oft 

nicht genau die in vivo-Situation in humanem Krebs (van't Veer et al. 2008). Somit ist 

die Aussagekraft bezüglich der Tumoren die sie repräsentieren umstritten (Lawrie et 

al. 2009). Dennoch konnte für nahezu Dreiviertel der Gene gezeigt werden, dass sie 

mittels ZIP-Code-Array wie auch über qRT-PCR quantitativ bestimmt werden 
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können. Eine weitere Validierung zusätzlicher charakteristischer Gene kann nun 

vorgenommen werden. 

 

 

4.4 MicroRNA-Detektion mittels ZIP-Code-Array  

Die Entwicklung einer Methode zur miRNA-Detektion stellte ein Novum für den 

Anwendungsbereich des ZIP-Code-Arrays dar. 

Insbesondere die kombinierte Betrachtung von reifer und Vorläufer-miRNA kann 

neue Informationen zur Tumorklassifizierung beitragen (O'Hara et al. 2008). Dies 

spielt besonders bei heterogenen Krebsarten wie DLBCL eine große Rolle. Somit lag 

das Interesse in dieser Arbeit in der unabhängigen Detektion von reifer miRNA sowie 

Vorläufer-miRNA. 

Im Allgemeinen existieren bei der Detektion von miRNA zusätzliche experimentelle 

Herausforderungen im Vergleich zur Detektion von mRNA, beispielsweise durch die 

äußerst geringe Länge (~ 22 nt) der reifen miRNA (de Planell-Saguer et al. 2011) 

und dadurch, dass miRNAs keine charakteristische universelle Sequenz aufweisen, 

wie z.B. eine Polyadenylierung bei mRNA (Benes et al. 2010).  

Da der Anteil der miRNA an der Gesamt-RNA nur 0,1% (Saba and Booth 2006) bis 

0,01% (Wark 2008) beträgt, wurde eine Amplifizierung von miRNA als obligatorisch 

erachtet und eine lineare T7-RNA-Polymerase-basierte Methode zur Herstellung 

amplifizierter miRNA-Moleküle in sense-Orientierung mit polyadenylierten 3´- und 5´-

Enden gewählt. 

Die Möglichkeiten einer Fluoreszenzmarkierung von miRNA durch 

Primerverlängerung sind limitiert, da die kurze Sequenz der reifen miRNA, 

beispielsweise für die spezifische Hybridisierung eines komplementären 

Oligonukleotids und Fluoreszenzmarkierung, nicht ausreicht. Aus diesem Grund 

wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem über eine Fusion mit Primern und 

enzymatischer Polyadenylierung eine entsprechende verlängerte cmiRNA entsteht, 

die einfach fluoreszenzmarkiert und spezifisch über die Sequenz der reifen miRNA 

nachgewiesen werden kann. Die Validierung dieses Verfahrens konnte mittels 

synthetischer Template durchgeführt und bestätigt werden. 

Für das Design der miRNA-spezifischen Oligonukleotide mit cZIP (MSO-cZIP) kann 

die vollständige Komplementarität zur reifen miRNA ausgenutzt werden. Weiterhin 

konnte, wie bereits bei der SNP-Detektion (Kap. 3.2.3.2) bzw. 
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Genexpressionsanalysen (Kap. 3.3.4) gezeigt, eine Konzentration entsprechend der 

immobilisierten Menge an ZIPs (d.h. 0,5 pmol MSO-ZIPs) als optimale Menge für die 

Analysen definiert werden. 

Die Detektion von synthetischer reifer miRNA durch Fluoreszenzmarkierung unter 

Verwendung von Cy3-dUTP konnte reproduzierbar gezeigt werden, auch unter 

Anwesenheit weiterer Desoxynukleotide im Experiment (d.h. dTTP bzw. dNTPs). 

 

4.4.1 Detektion verschiedener microRNA-Biogenese-Fo rmen  

Eine Herausforderung für eine spezifische Differenzierung von reifer und Vorläufer-

miRNA liegt in dem parallelen Vorhandensein der reifen miRNA-Sequenz in den 

unterschiedlichen miRNA-Biogenese-Formen (Benes and Castoldi 2010; de Planell-

Saguer and Rodicio 2011). Die reife miRNA wird aus der Vorläufer-miRNA 

prozessiert, somit liegt die Nukleotidsequenz der 20 - 22 nt langen reifen miRNA 

identisch in der 60 - 110 nt langen Vorläufer-miRNA vor. Aufgrund dieser Tatsache 

kann mittels einer zur reifen miRNA komplementären Oligonukleotidsequenz keine 

Differenzierung zwischen den beiden Formen erfolgen, da beide miRNA-Formen 

gleichermaßen hybridisieren können. Zur Etablierung einer Methode zum Nachweis 

von Vorläufer-miRNA mittels ZIP-Code-Array wurden zunächst spezifische Sonden 

überprüft, welche im stem-loop-Bereich des Vorläufer-Moleküls lokalisiert sind und 

somit unabhängig von der Sequenz der reifen miRNA mit Cy3-dUTP und dTTP 

fluoreszenzmarkiert werden können. In diesem Fall wies der direkte Vergleich der 

Detektion von reifer und Vorläufer-miRNA jedoch Signalintensitätsunterschiede auf, 

welche dem unterschiedlichen Hybridisierungsverhalten der miRNA-spezifischen 

Oligonukleotide für reife und Vorläufer-miRNA zugeordnet wurden. 

Die Verwendung von nur einer Sonde, welche die reife miRNA bindet und damit auch 

die Vorläufer-miRNA, führte zu vergleichbaren Signalintensitäten zwischen gleichen 

Mengen reifer und Vorläufer-miRNA. Die Unterscheidung beider miRNA-Formen 

wurde über die Fluoreszenzmarkierung erreicht. 

Da reife miRNA durch Cy3-dUTP und dTTP exklusiv detektiert werden konnte, 

mussten zur exklusiven Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA andere Cy-

markierte Desoxynukleotide eingesetzt werden. Die Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-

dCTP und dNTPs resultierte wider Erwarten in der Detektion von sowohl Vorläufer-

miRNA als auch reifer miRNA, was höchstwahrscheinlich auf resultierende 

Sequenzmodifikationen der miRNA durch die in vitro-Transkription mittels der T7-



Diskussion                                                                                                                125 

RNA-Polymerase basierte. Wie in Rong et al. beschrieben (Rong et al. 1998), 

beginnt die Transkription im T7-Promotor mit zwei Guanin-Basen, welche das 5´-

Ende der entstehenden RNA darstellen und somit als Templat für den Einbau von 

Cy3-dCTP verantwortlich sind.   

Bei einer alternativen Fluoreszenzmarkierung von Vorläufer-miRNA mit Cy3-dGTP 

bzw. Cy3-dATP (jeweils in Kombination mit dNTPs) konnten keine Signale detektiert 

werden, weder bei Vorläufer-miRNA noch bei reifer miRNA. In diesen Fällen wurde 

eine mangelnde Einbaufähigkeit der Reversen Transkriptase für Purin-Basen 

vermutet, welche auch in der Literatur bzw. durch Hersteller nicht erklärt werden 

konnte. Beim anschließenden Vergleich verschiedener Reverser Transkriptasen lag 

das Augenmerk zusätzlich auf deren möglicherweise variierenden EDTA-Toleranz, 

da die verwendeten fluoreszenzmarkierten Desoxynukleotide in einer 

unterschiedlichen EDTA-Supplementierung vorlagen (Cy3-dUTP bzw. Cy3-dCTP 

ohne EDTA, Cy3-dGTP bzw. Cy3-dATP mit 1 mM EDTA). Durch die komplex-

bildenden Eigenschaften von EDTA (Goldschmidt et al. 2006) könnten somit die für 

die enzymatische Reaktion essenziellen Kofaktoren abgefangen werden, resultierend 

in einer reduzierten bzw. inhibierten Enzymaktivität. Die Verwendung der M-MuLV 

Reversen Transkriptase in Kombination mit einer Supplementierung von Mg2+-Ionen 

im Überschuss und einem optimierten Verhältnis an markierten zu unmarkierten 

Desoxynukleotiden ermöglichte schlussendlich den Einbau von Cy3-dATP für die 

exklusive Detektion von Vorläufer-miRNA, unter Ausschluss einer Detektion von 

reifer miRNA. 

Somit konnte eine exklusive Fluoreszenzmarkierung für reife miRNA mit Cy3-dUTP 

und dTTP und für Vorläufer-miRNA mit Cy3-dATP und dNTPs etabliert werden. 

 

4.4.2 Zeitgleiche Detektion von reifer und Vorläufe r-microRNA  

Die Analyse von reifer und Vorläufer-miRNA im Hochdurchsatz, d.h. auf der Basis 

der DNA-Microarray-Technologie, konnte bisher nur durch eine vorangehende 

physikalische Trennung von reifer und Vorläufer-miRNA aufgrund deren 

unterschiedlichen Größe durchgeführt werden. Erfolgt die Trennung mittels der 

klassischen denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese, werden die 

unterschiedlichen miRNA-Größenfraktionen anschließend in separaten Hybridi-

sierungen analysiert. Dieses Verfahren ist sehr zeitintensiv, weiterhin kann eine 

100%-ige Trennung von reifer und Vorläufer-miRNA nicht gewährleistet werden. 
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Alternativ existieren DNA-Microarrays, welche sowohl spezifische Sonden für reife 

miRNA beinhalten, an welche beide Formen binden können, als auch spezifische 

Sonden für den stem-loop-Bereich des Vorläufer-Moleküls, mit welchen 

ausschließlich die Vorläufer-miRNAs detektiert werden (GeneChip® miRNA 2.0 

Array; Affymetrix, Santa Clara, USA; GenoExplorer™ microRNA system; 

GenoSensor Corporation, Tempe, USA). Hierbei muss jedoch die Datenanalyse 

durch Verrechnung der Signale der beiden Sonden auf der Basis einer 

mathematischen Näherung erfolgen. Weiterhin sind die Möglichkeiten zur Platzierung 

der Sonde im stem-loop der Vorläufer-miRNA eingeschränkt, sowohl in Abhängigkeit 

der Lage der Sequenz der reifen miRNA im Vorläufer-Molekül, als auch bedingt 

durch den limitierten Platz, da bei einer Länge des Vorläufer-Moleküls von 60 - 110 nt 

etwa 40 - 44 nt identisch zur reifen miRNA sind. 

Bis heute ist keine Möglichkeit zur zeitgleichen Detektion und Differenzierung von 

reifer und Vorläufer-miRNA-Formen in einem DNA-Microarray-Experiment bekannt. 

Das Ziel der Arbeit lag darin, die beiden miRNA-Formen mittels eines identischen 

miRNA-spezifischen Oligonukleotides auf der Basis individueller Fluoreszenz-

markierung voneinander zu unterscheiden und gleichzeitig detektieren zu können. 

Ein ZIP-Code-Array bietet hier, im Gegensatz zum klassischen DNA-Microarray, die 

Möglichkeit einer individuellen Fluoreszenzmarkierung der unterschiedlichen miRNA-

Typen durch Verwendung unterschiedlicher Cy3-markierter Desoxynukleotide in 

getrennten Ansätzen. Zur Fluoreszenzmarkierung werden für jede korrespondierende 

reife und Vorläufer-miRNA identische miRNA-spezifische Oligonukleotide verwendet, 

welche am 5´-Ende mit zwei unterschiedlichen cZIPs kombiniert sind und somit 

getrennt in den beiden Ansätzen verwendet werden. Der Einsatz zweier individueller 

cZIPs pro miRNA ermöglicht die anschließende Differenzierung von reifer und 

Vorläufer-miRNA durch Hybridisierung an verschiedene ZIPs auf dem Array. 

Die erfolgreiche Überprüfung und Validierung dieser Methode erfolgte auf der Basis 

von synthetischen Templaten, exemplarisch anhand von neun tumor-assoziierten 

miRNAs. Teilweise variierende Signalintensitäten bei unterschiedlichen miRNAs 

liegen im Bereich der Messungenauigkeit. 

Die Differenzierung von reifer und Vorläufer-miRNA mit dieser Methode basiert 

primär auf der Verwendung zweier unterschiedlicher cZIP-Code-Sequenzen pro 

miRNA. Die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen cZIP-Sequenzen bzw. 

Ausschluss möglicher signifikanter Signalunterschiede konnte für alle untersuchten 
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ZIP-Code-Paare, mit Ausnahme des ZIP-Code-Paares ZIP16/ ZIP32, bestätigt 

werden. Die Kombination dieser beiden ZIP-Codes wies wiederholt abweichende 

Signalintensitätsunterschiede auf, was auf variierende ZIP-Bindungseffizienzen der in 

silico-designten DNA-cZIPs hindeutet. Da sich die absoluten Signalintensitäten 

dennoch in einem vergleichbaren Bereich befanden (mit einer durchschnittlichen 

Abweichung von 24% unter Berücksichtigung der Standardabweichung) wurde diese 

ZIP-Code-Kombination in den weiteren Experimenten mit berücksichtigt. 

Zur Differenzierung von reifer bzw. Vorläufer-miRNA wurden unterschiedliche 

fluoreszenzmarkierte Desoxynukleotide (d.h. Cy3-dUTP bzw. Cy3-dATP) 

herangezogen. Bei der Markierung mit Cy3-dUTP und Cy3-dATP wurden bei sechs 

von neun getesteten Paaren wiederholt Unterschiede außerhalb der 

Standardabweichung beobachtet. Die Standardabweichungen in diesem Experiment 

waren generell sehr gering; unter deren Berücksichtigung betrug die 

durchschnittliche Abweichung 33,8%. Diese Abweichungen sollten zwar 

berücksichtigt werden (z.B. über Schwellenwerte bei niedrigen Signalintensitäten), 

stellen jedoch kein grundsätzliches Problem für die Verwendung des Arrays dar. 

 

4.4.3 Dynamischer Bereich des ZIP-Code-Arrays  

Die Abundanz einer individuellen reifen miRNA pro Zelle beträgt etwa 1 - 50000 

Kopien (Wark et al. 2008), dementsprechend wurden die Eigenschaften des Systems 

zur quantitativen Detektion über einen Detektionsbereich von vier Zehnerpotenzen 

ermittelt. Durch Vergleich verschiedener Templat-Mengen konnte für miR-9, miR-16, 

miR-92, miR-29a, miR-100, miR-19b, miR-139, miR-99a, mir-9, mir-16, mir-92, mir-

139 und mir-29a ein Detektionsbereich über mindestens zwei Größenordnungen 

beobachtet und deren quantitative Eignung bestätigt werden. Für miR-199b, mir-

199b, mir-99a, mir-100 und mir-19b war hingegen nur eine qualitative miRNA-

Detektion basierend auf on-/off-Signalen möglich und benötigt weitere Optimierung, 

um eine Quantifizierung der Signale zu ermöglichen. 

Insgesamt konnte die Eignung des Systems zur Detektion von miRNAs über drei 

Zehnerpotenzen für die Mehrzahl aller Fälle gezeigt werden, für eine miRNA sogar 

bis zu vier Zehnerpotenzen. 
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4.4.4 MicroRNA-Detektion in humanen Zellen  

Die oben beschriebene Methode zur Detektion und Differenzierung von reifer und 

Vorläufer-miRNA wurde zur miRNA-Detektion in Zellen eingesetzt. Dazu wurde die 

Übertragbarkeit der Methode zur Detektion von miRNA aus humanen Zellen 

überprüft. Am Beispiel der humanen B-Zell-Lymphom-Zelllinie DoHH-2 wurde eine 

säulenbasierte miRNA-Isolierungsmethode ausgewählt, welche die Extraktion und 

Anreicherung von RNA-Molekülen < 200 nt, ausgehend von einer hohen Ausgangs-

menge an Zellen (10 Mio.), ermöglichte.  

Die Anreicherung von miRNA ist positiv assoziiert mit einer Steigerung der 

Sensitivität bei der DNA-Microarray-Detektion (Yin et al. 2007). Die gewählte 

Amplifizierungsmethode resultierte in einer numerisch eher mäßigen Vervielfältigung 

isolierter miRNA (9,7% - 19,7%; siehe Ergebnisse Kap. 3.4.5.1), deren wesentlicher 

Vorteil lag jedoch in der Herstellung 5´- und 3´-polyadenylierter miRNA für die 

Fluoreszenzmarkierung von reifer miRNA. 

Zur spezifischen Detektion von reifer bzw. Vorläufer-miRNA in Zellen mittels des ZIP-

Code-Arrays wurde die Zelllinie HeLa als Tumor-Modell herangezogen, da im 

Vergleich zu beispielsweise SU-DHL-6 bzw. RI-1 für diese allgemein mehr 

Literaturdaten verfügbar waren. Mit der etablierten Methode konnten individuelle reife 

und Vorläufer-Moleküle in HeLa detektiert werden. Zur Validierung der Resultate 

wurde für vier von neun miRNAs die quantitative Real-Time PCR als Goldstandard 

herangezogen (Schmittgen et al. 2008). 

Der Vergleich von qRT-PCR und den DNA-Microarray-Daten erfolgte basierend auf 

on-/off-Signalen, d.h. der Präsenz bzw. Absenz von vier korrespondierenden miRNAs 

in HeLa-Zellen. Während drei korrespondierende miRNAs bestätigt werden konnten, 

wurde für mi-9 eine Diskrepanz zwischen Array- und qRT-PCR-Ergebnissen 

beobachtet. Anhand von Literaturdaten konnte jedoch in Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen des ZIP-Code-Arrays gezeigt werden, dass miR-9 in HeLa-Zellen nicht 

exprimiert ist (Plaisance et al. 2006; Landgraf et al. 2007). Dies deutet darauf hin, 

dass bei den qRT-PCR-Daten in diesem Fall ein geringes, jedoch reproduzierbar 

falsch-positives Signal resultierte. 

Für mir-9 konnte mittels qRT-PCR kein Signal detektiert werden, der ZIP-Code-Array 

hingegen wies ein geringes, jedoch reproduzierbar detektierbares Signal auf. Bei 

diesem Fall lag allerdings die geringste qPCR-Effizienz im Vergleich zu allen 

getesteten miRNAs vor. Diese Ergebnisse deuten somit, u.a. basierend auf den 
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Literaturdaten, darauf hin, dass für mi-9 die Ursache der Diskrepanz zwischen den 

Array- und qRT-PCR-Ergebnissen höchstwahrscheinlich auf Seiten der qRT-PCR 

liegt. Auch können niedrige Signalintensitäten zu falsch-positiven und falsch-

negativen Ergebnissen führen. 

Die Detektion von miRNAs mittels qRT-PCR ist im Hinblick auf die Möglichkeiten zur 

Positionierung entsprechender Primer sehr limitiert, was häufig eine Herausforderung 

für das Design adäquater qRT-PCR-Primer darstellt. 

Für alle weiteren überprüften reifen miRNAs konnten die Array-Ergebnisse anhand 

von Literaturwerten bestätigt werden (Tab. 22 Ergebnisse). 

Eine direkte Korrelation der Absolutwerte von ZIP-Code-Array und qRT-PCR war 

allerdings nicht zu beobachten. Während der Detektionsbereich der Methode bis zu 

vier Größenordnungen anhand von synthetischen Templaten validiert werden 

konnte, war die quantitative Detektion von reifer und Vorläufer-miRNA in der HeLa-

Zelllinie, d.h. im physiologischen Bereich, limitiert. Die betrachteten absoluten 

Signalintensitäten lagen allerdings in einem vergleichsweise niedrigen Bereich. 

Durch eine Optimierung, beispielsweise durch eine Erhöhung der Ausgangsmenge 

an amplifizierter miRNA aus Zellen, könnte hier eine Steigerung der Sensitivität des 

Systems erreicht werden. 

 

Der wichtigste Vorteil der hier etablierten Methode liegt in der Möglichkeit eines 

zeitgleichen Nachweises von reifer und Vorläufer-miRNA aus ein und derselben 

Probe mit einem Hochdurchsatz-System (DNA-Microarray). Durch die Verwendung 

einer identischen Sonde für beide miRNA-Biogenese-Typen werden zudem Sonden-

Spezifitätsunterschiede vermieden und eine mögliche Verzerrung durch 

unterschiedlichen Farbstoff-Einbau durch die ausschließliche Verwendung von Cy3 

als Fluoreszenzfarbstoff in one-colour-Experimenten unterbunden. Einen 

zusätzlichen Vorteil stellt zudem der obligatorische Amplifikationsschritt dar, welcher 

zudem die Analyse besonders mengenlimitierter Proben (z.B. Biopsien) ermöglicht. 

Die Methode bietet die Möglichkeit, jegliche bekannte miRNA-Sequenz zu 

detektieren. Dies ist wichtig, da reife miRNA in verschiedenen Längenvarianten in der 

Zelle vorliegen kann. Diese miRNA-Isoformen können eine veränderte Funktion 

bezüglich ihrer Regulation der Genexpression aufweisen (Griffiths-Jones et al. 2008; 

Kozomara and Griffiths-Jones 2011; Starega-Roslan et al. 2011).  
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Die Etablierung der Methode erfolgte exemplarisch an einem kleinen Set von 

miRNAs. Sie besitzt allerdings das Potenzial für eine genomweite miRNA-Analyse, 

was jedoch momentan durch die Anzahl verfügbarer ZIPs auf dem Array limitiert ist. 

Die neun untersuchten miRNAs stammen von unterschiedlichen Vorläufer-miRNAs. 

Kodierende miRNA-Gene sind auf dem Chromosom entweder als unabhängige 

Transkriptionseinheiten, innerhalb von Introns oder sogar innerhalb von Exons 

lokalisiert (Kim et al. 2006). Einige miRNA-Gene liegen in Clustern vor und werden 

als multicistronische Primärtranskripte transkribiert. miRNAs in diesen 

Transkriptionseinheiten sind oft, aber nicht immer miteinander verbunden. Weiterhin 

sind nicht alle miRNAs eines Clusters zur gleichen Zeit aktiv (Yu et al. 2006). Bei 

einer möglichen Untersuchung polycistronischer miRNAs könnte die Fluoreszenz-

markierung der Vorläufer-miRNAs über mehrere miRNA-Sonden verteilt werden. 

Welchen Einfluss dies auf das Signal auf den mehreren ZIP-Codes des Arrays hat, 

muss in weiteren Studien geklärt werden. 

Die Eignung der Methode zur zeitgleichen Detektion und Unterscheidung von reifer 

und Vorläufer-miRNA konnte gezeigt werden. Eine Fluoreszenzmarkierung mit Cy3-

dUTP und dTTP detektiert ausschließlich reife miRNA; allerdings liegt ein 

Ausnahmefall vor, wenn die Vorläufer-miRNA als erstes Nukleotid, welches der reifen 

miRNA-Sequenz folgt, ein A enthält. Hierdurch kommt es zu einem falsch-positiven 

Signal. Zur weiteren Verbesserung der Methode sollte in diesen Fällen eine 

Optimierung der MSO-Position verfolgt werden. Durch eine Erweiterung des MSO 

mittels eines (oder eventuell mehrerer) 3´-T könnte dieses bewerkstelligt werden. 

Weiterhin wurde die Etablierung der miRNA-Analyse in DLBCL mit dem ZIP-Code-

Array in dieser Arbeit verfolgt. Diesbezüglich erfolgte, in Abhängigkeit der Anzahl 

aller verfügbarer ZIPs, eine literaturbasierte Auswahl von reifen miRNAs unter 

Berücksichtigung der Differenzierung zwischen DLBCL, FL, ABC-DLBCL, GCB-

DLBCL bzw. sogenanntem Normalgewebe (Lawrie et al. 2007; Roehle et al. 2008; 

Lawrie et al. 2009; Li et al. 2009; Malumbres et al. 2009; Culpin et al. 2010). Bei der 

kompetitiven Hybridisierung von SU-DHL-6 und RI-1 auf dem ZIP-Code-Array wurde 

keine statistisch signifikante differentielle Expression zwischen diesen DLBCL-

Zelllinien beobachtet und somit die für die DLBCL-Subtypen spezifischen 

Unterschiede nicht nachgewiesen. Dies führte zu dem Schluss, dass die 

verwendeten Zelllinien keine geeignete Basis für die Etablierung der DLBCL-

Subtypisierung darstellten, wie bereits bei den Genexpressionsanalysen 
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beschrieben. Deshalb sollten bei weiteren Studien andere bzw. idealerweise mehrere 

DLBCL-Zelllinien oder besser histologisch charakterisierte Gewebeproben herange-

zogen werden. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Etablierung eines auf DNA basierenden ZIP-

Code-Arrays als Grundlage für eine umfassende molekulare Analyse verschiedener 

Parameter zur Tumorcharakterisierung von DLBCL als Beispiel einer heterogenen 

Krebsart verfolgt. 

Auf DNA-Ebene konnte die Detektion von Einzelbasen-Polymorphismen in DLBCL 

für den ZIP-Code-Array etabliert, optimiert und validiert werden. Die Untersuchung 

klinischer FFPE-Gewebeproben mit dieser Methode offerierte zum einen die 

Möglichkeit einer retrospektiven SNP-Analyse; desweiteren konnten teilweise 

unterschiedliche SNP-Muster bei gleich klassifizierten Patienten (histologischer 

Befund) erhalten werden. Dies deutet auf die Möglichkeit einer weiteren 

Tumordifferenzierung durch die ausgewählten SNPs hin. 

Zur Etablierung von Genexpressionsanalysen erfolgte mit Hilfe von Zelllinien eine 

Optimierung für den DNA-ZIP-Code-Array. Die Etablierung des ZIP-Code-Arrays für 

DLBCL wurde jedoch durch die ausgewählten DLBCL-Zelllinien beschränkt, da die 

tumorspezifischen Expressionsmuster nicht wie erwartet detektiert werden konnten. 

Weitere Untersuchungen mit alternativen DLBCL-Zelllinien sollten hier noch 

durchgeführt werden. 

Ein besonderes Interesse für eine umfassende Tumoranalyse lag in der Erweiterung 

des Systems auf die Detektion von miRNA. Hier konnte die Array-basierte, 

zeitgleiche Detektion und Differenzierung von reifer und Vorläufer-miRNA in einem 

Experiment etabliert werden, was eine bisher noch nicht beschriebene Neuheit 

darstellt (Weishaupt et al. 2013). Sie basiert auf einer spezifischen 

Fluoreszenzmarkierung kombiniert mit einer linearen Amplifizierungsmethode und 

dem Nachweis mittels ZIP-Code-Array. Auf der Basis synthetischer miRNA-Template 

konnte die Spezifität der Methode für die unterschiedlichen miRNA-Biogenese-Typen 

gezeigt werden, sowie ein Detektionsbereich bis zu vier Größenordnungen erreicht 

werden. Weiterhin wurde die Anwendbarkeit dieser Methode zur Detektion von reifer 

und Vorläufer-miRNA aus Zellen gezeigt. 

Für eine parallele Betrachtung unterschiedlicher molekularer Parameter im Rahmen 

einer umfassenden Tumoranalyse kann nun in einem weiteren Schritt die 
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Kombination und Analyse der einzelnen Teile (Detektion von SNPs, mRNA und 

miRNA) aus einer Probe auf dem ZIP-Code-Array erfolgen. Eine Erweiterung der 

ZIP-Anzahl auf dem DNA-ZIP-Code-Array ist hierfür sicher erforderlich. 

 

Die umfassende Detektion molekularer Tumormarker könnte eine verbesserte 

Tumorklassifizierung und damit eine genauere Diagnose ermöglichen, was 

letztendlich eine verbesserte Therapie, besonders im Falle sehr heterogener 

Tumorentitäten, ermöglichen sollte. 
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Anhang  

Tab. 23 Synthetische miRNA- Template. 
(*in der Arbeit verwendete Oligonukleotide mit HPLC-Aufreinigung).  

Name  Synthetisches  
Templat für: 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

syn-mi-200a-
3p * 

reife miRNA TTTTTTTTTTTTTTACATCGTTACCAGACAGTGTTA 
TTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-mi-203 * reife miRNA TTTTTTTTTTTTTTCTAGTGGTCCTAAACATTTCAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
206_m 

reife miRNA CCACACACTTCCTTACATTCCA  
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-mir-206_p Vorläufer-
miRNA 

AACCACACACTTCCTTACATTCCATAGCAAAGTAATCCATATG
GG TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-151-
3p_m 

reife miRNA CCTCAAGGAGCTTCAGTCTAG   
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-mir-151-
3p_p 

Vorläufer-
miRNA - 

GTCCTCAAGGAGCTTCAGTCTAGTAGGGGATGAGACATACTA
GAC TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-31_m reife miRNA AGCTATGCCAGCATCTTGCC                                                  
TTTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-31_p Vorläufer-
miRNA - 

ACAGCTATGCCAGCATCTTGCCTCCTCTCC                                                
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
320a_m 

reife miRNA TCGCCCTCTCAACCCAGCTTTT  
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
320a_p 

Vorläufer-
miRNA - 

TTTCGCCCTCTCAACCCAGCTTTTCCCGACTCCGGGAAGAAC
CGG TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
214_m 

reife miRNA ACTGCCTGTCTGTGCCTGCTGT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
214_p 

Vorläufer-
miRNA - 

TGACTGCCTGTCTGTGCCTGCTGTACAGGTGAGCGGATGTT
CTGC TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
15b_m 

reife miRNA TGTAAACCATGATGTGCTGCTA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
15b_p 

Vorläufer-
miRNA - 

CATGTAAACCATGATGTGCTGCTACAGTACTTTAAGGCCTCA
A TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
103_m 

reife miRNA TCATAGCCCTGTACAATGCTGCT  
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-mir-103_p Vorläufer-
miRNA - 

TTTCATAGCCCTGTACAATGCTGCTTGACCTGAATGCTACAA
GGC TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-9-5p reife miRNA TCATACAGCTAGATAACCAAAGA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-9-3 Vorläufer-
miRNA - 

CACTCATACAGCTAGATAACCAAAGAGAGAAACGGGCCTCC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-16-
5p 

reife miRNA CGCCAATATTTACGTGCTGCTA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-16-1 Vorläufer-
miRNA - 

TAACGCCAATATTTACGTGCTGCTAAGGCACTGCTGAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-92a-
3p 

reife miRNA ACAGGCCGGGACAAGTGCAATA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-92a-1 Vorläufer-
miRNA - 

TCAACAGGCCGGGACAAGTGCAATACCATACAGAAACA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-100-
5p 

reife miRNA CACAAGTTCGGATCTACGGGTT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-100 Vorläufer-
miRNA - 

TACCACAAGTTCGGATCTACGGGTTTGTGGCAACAGG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-19b-
3p 

reife miRNA TCAGTTTTGCATGGATTTGCACA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-19b-1 Vorläufer-
miRNA - 

CAGTCAGTTTTGCATGGATTTGCACAGCAGAATATCAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 
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Tab. 23 Synthetische microRNA -Template (Fortsetzung)  

Name  Synthetisches  
Templat für: 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

hsa-miR-139-
5p 

reife miRNA CTGGAGACACGTGCACTGTAGA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-139 Vorläufer-
miRNA - 

ACACTGGAGACACGTGCACTGTAGAATACAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-29a-
3p 

reife miRNA TAACCGATTTCAGATGGTGCTA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-29a Vorläufer-
miRNA - 

ATAACCGATTTCAGATGGTGCTAGAAAATTATATTGAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-
199b-5p 

reife miRNA GAACAGATAGTCTAAACACTGGG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-199b Vorläufer-
miRNA - 

CCTGAACAGATAGTCTAAACACTGGGTAGACGGAGTGGAG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-miR-99a-
5p 

reife miRNA CACAAGATCGGATCTACGGGTT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

hsa-mir-99a Vorläufer-
miRNA - 

CACCACAAGATCGGATCTACGGGTTTATGCCAATGGG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-21_m reife miRNA TCAACATCAGTCTGATAAGCTA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-21_p Vorläufer-
miRNA - 

CAGTCAACATCAGTCTGATAAGCTACCCGACA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
222_m 

reife miRNA ACCCAGTAGCCAGATGTAGCT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
222_p 

Vorläufer-
miRNA - 

GAGACCCAGTAGCCAGATGTAGCTGCTGATTACGAAAGA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
221_m 

reife miRNA GAAACCCAGCAGACAATGTAGCT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
221_p 

Vorläufer-
miRNA - 

CTGAAACCCAGCAGACAATGTAGCTGTTGCCTAACGAAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
338_m 

reife miRNA CAACAAAATCACTGATGCTGGA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
338_p 

Vorläufer-
miRNA - 

CTTCAACAAAATCACTGATGCTGGAGTCGCCTGAGTCATC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
145_m 

reife miRNA AGGGATTCCTGGGAAAACTGGAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
145_p 

Vorläufer-
miRNA - 

CTAAGGGATTCCTGGGAAAACTGGACCGTGAGGACAAGGTG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
150_m 

reife miRNA CACTGGTACAAGGGTTGGGAGA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
150_p 

Vorläufer-
miRNA - 

CAGCACTGGTACAAGGGTTGGGAGACAGGGCCATGGGGAG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-17_m reife miRNA CTACCTGCACTGTAAGCACTTTG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-17_p Vorläufer-
miRNA - 

CACTACCTGCACTGTAAGCACTTTGACATTATTCTGAC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
106a_m 

reife miRNA CTACCTGCACTGTAAGCACTTTT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
106a_p 

Vorläufer-
miRNA - 

AAGCTACCTGCACTGTAAGCACTTTTACATGGCCAAGG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
210_m 

reife miRNA TCAGCCGCTGTCACACGCACAG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
330_m 

reife miRNA TCTCTGCAGGCCGTGTGCTTTGC 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
146b_m 

reife miRNA AGCCTATGGAATTCAGTTCTCA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
125b_m 

reife miRNA TCACAAGTTAGGGTCTCAGGGA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 
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Tab. 23 Synthetische microRNA -Template (Fortsetzung)  

Name  Synthetisches  
Templat für: 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

syn-miR-
301a_m 

reife miRNA GCTTTGACAATACTATTGCACTG 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
363_m 

reife miRNA TACAGATGGATACCGTGCAATT 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
20a_m 

reife miRNA CTACCTGCACTATAAGCACTTTA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

syn-miR-
155_m 

reife miRNA ACCCCTATCACGATTAGCATTAA 
TTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

 
 
 
Tab. 24 Reife microRNA-spezifische Oligonukleotide mit cZIP (MSO-cZIPs).  

microRNA-
Name 

MiRBASE-
Accession-Nr. 

MSO-cZIP-Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

hsa-let-7b MIMAT0000063 mi let-7b_z 88 TGGTGCGTGCTCGGTGCGTC  
AAC CAC ACA ACC TAC TAC CTC A 

hsa-let-7c MIMAT0000064 mi let-7c_z 89 TCGCCTGCCGTCTTGGGTGA  
AAC CAT ACA ACC TAC TAC CTC A 

hsa-miR-
100-5p 

MIMAT0000098 mi-100_cZIP 09 GCGTGTCTCCTGTCCGGCCA 
CACAAGTTCGGATCTACGGGTT 

hsa-miR-
100-5p 

MIMAT0000098 mi-100_cZIP 10 TTGGGCTCGTGAAGGCAGGC 
CACAAGTTCGGATCTACGGGTT 

hsa-miR-
101 

MIMAT0000099 mi 101_z 10 TTGGGCTCGTGAAGGCAGGC  
TTC AGT TAT CAC AGT ACT GTA 

hsa-miR-
103 

MIMAT0000101 mi 103_z 11 GAGGTTCCCGCTTCGCCCAC  
TCA TAG CCC TGT ACA ATG CTG CT 

hsa-miR-
105 

MIMAT0000102 mi 105_z 12 TTGGAGCAGGTGCGTCGCGT  
ACC ACA GGA GTC TGA GCA TTT GA 

hsa-miR-
106a 

MIMAT0000103 mi 106a_z 56 GCCACTCGTCCGTCCGCCAC  
CTA CCT GCA CTG TAA GCA CTT TT 

hsa-miR-
10a 

MIMAT0000253 mi 10a_z 57 ACCCGACCCGTCCCACCTGC  
CAC AAA TTC GGA TCT ACA GGG TA 

hsa-miR-
10b 

MIMAT0000254 mi 10b_z 58 ACCCGCTCTCGCCGCTGTCT  
CAC AAA TTC GGT TCT ACA GGG TA 

hsa-miR-
125a-5p 

MIMAT0000443 mi 125a_z 59 GACCTCCGGGACCGCTCTCG  
TCA CAG GTT AAA GGG TCT CAG GGA 

hsa-miR-
125b 

MIMAT0000423 mi 125b_z 60  GCGTCGTCGGTGCTCGGAGG  
TCA CAA GTT AGG GTC TCA GGG A 

hsa-miR-
125b 

MIMAT0000423 mi 125b_z 88 TGGTGCGTGCTCGGTGCGTC  
TCA CAA GTT AGG GTC TCA GGG A 

hsa-miR-
125b 

MIMAT0000423 mi 125b_z 89 TCGCCTGCCGTCTTGGGTGA  
TCA CAA GTT AGG GTC TCA GGG A 

hsa-miR-
126 

MIMAT0000445 mi 126_z 13 CTGCAGGCGCGTGAGGGAGG  
CGC ATT ATT ACT CAC GGT ACG A 

hsa-miR-
130b 

MIMAT0000691 mi 130b_z 61 TTGGGTCTGCGTTTGGGCGT  
ATG CCC TTT CAT CAT TGC ACT G 

hsa-miR-
132 

MIMAT0000426 mi 132_z 15 GGTGGGACGCGTCTGCCTCG  
CGA CCA TGG CTG TAG ACT GTT A 

hsa-miR-
133a 

MIMAT0000427 mi 133a_z 62 GCTCGACCGCCACCTGGACC  
CAG CTG GTT GAA GGG GAC CAA A 

hsa-miR-
134 

MIMAT0000447 mi 134_z 16 CGCTCCTGCAGTCTCGGCCA  
CCC CTC TGG TCA ACC AGT CAC A 

hsa-miR-
135a 

MIMAT0000428 mi 135a_z 63 TCCGCCTGGCTCGTGACGCT  
TCA CAT AGG AAT AAA AAG CCA TA 
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Tab. 24 Reife microRNA -spezifische Oligonukleotide mit cZIP (Fortsetzung)  

microRNA-
Name 

MiRBASE-
Accession-Nr. 

MSO-cZIP-Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

hsa-miR-
139-5p 

MIMAT0000250 mi-139_cZIP 17 CTCGTCCGCAGTCGTCCGCT 
CTGGAGACACGTGCACTGTAGA 

hsa-miR-
139-5p 

MIMAT0000250 mi-139_cZIP 70 GTCTGCCACTGCGCTCGCCA 
CTGGAGACACGTGCACTGTAGA 

hsa-miR-
142-3p 

MIMAT0000434 mi 142-3p_z 64 GACCGACCTCCGCCACGCTC  
TCC ATA AAG TAG GAA ACA CTA CA 

hsa-miR-
145 

MIMAT0000437 mi 145_z 18 TCGCTTGGGTCTTCGCAGGC  
AGG GAT TCC TGG GAA AAC TGG AC 

hsa-miR-
145 

MIMAT0000437 mi 145_z 71 CGCTTTCCCTGCAGGCCTCG  
AGG GAT TCC TGG GAA AAC TGG AC 

hsa-miR-
146a 

MIMAT0000449 mi 146a_z 65 CTGCCTGCACCCTCGCCGTC AAC CCA TGG 
AAT TCA GTT CTC A 

hsa-miR-
146b-5p 

MIMAT0002809 mi 146b_z 66 GCCAGCCAGGACCGTCGAGG AGC CTA 
TGG AAT TCA GTT CTC A 

hsa-miR-
146b-5p 

MIMAT0002809 mi 146b_z 82 ACCCTCCGTCCGTTGGCGTC  
AGC CTA TGG AAT TCA GTT CTC A 

hsa-miR-
149 

MIMAT0000450 mi 149_z 20 TTGGGACCCTCGGGACTCGC  
GGG AGT GAA GAC ACG GAG CCA GA 

hsa-miR-
150 

MIMAT0000451 mi 150_z 21 TTGGCTGCCGCTCGCTTTCC  
CAC TGG TAC AAG GGT TGG GAG A 

hsa-miR-
151-3p 

MIMAT0000757 mi 151_z 22 TCCGCAGTCCTGTTCCGCCA  
CCT CAA GGA GCT TCA GTC TAG 

hsa-miR-
151-3p 

MIMAT0000757 mi 151_z 21 TTGGCTGCCGCTCGCTTTCC  
CCT CAA GGA GCT TCA GTC TAG 

hsa-miR-
155 

MIMAT0000646 mi 155_z 23 CCACGAGGAGCAACCCGCCA  
ACC CCT ATC ACG ATT AGC ATT AA 

hsa-miR-
15b 

MIMAT0000417 mi 15b_z 67 TTCCGCTCTCCGCCTGTCGC  
TGT AAA CCA TGA TGT GCT GCT A 

hsa-miR-
15b 

MIMAT0000417 mi 15b_z 83 GGTGTCCGGGTGTCGCGTGA  
TGT AAA CCA TGA TGT GCT GCT A 

hsa-miR-16-
5p 

MIMAT0000069 mi-16_cZIP 03 TTCCCGCTGGTGCCACTCCG 
CGCCAATATTTACGTGCTGCTA 

hsa-miR-16-
5p 

MIMAT0000069 mi-16_cZIP 73 CTGCCCTGCGTCGCTCCCAC 
CGCCAATATTTACGTGCTGCTA 

hsa-miR-17 MIMAT0000070 mi 17_z 69 TCCGCTGCCCACTTCCCTCG CTA  
CCT GCA CTG TAA GCA CTT TG 

hsa-miR-17 MIMAT0000070 mi 17_z 70 GTCTGCCACTGCGCTCGCCA  
CTA CCT GCA CTG TAA GCA CTT TG 

hsa-miR-
181a 

MIMAT0000256 mi 181a_z 70 GTCTGCCACTGCGCTCGCCA  
ACT CAC CGA CAG CGT TGA ATG TT 

hsa-miR-
181b 

MIMAT0000257 mi 181b_z 71 CGCTTTCCCTGCAGGCCTCG  
ACC CAC CGA CAG CAA TGA ATG TT 

hsa-miR-
181c 

MIMAT0000258 mi 181c_z 72 GCTCTCGCACCCGGACCTCG ACT  
CAC CGA CAG GTT GAA TGT T 

hsa-miR-
182 

MIMAT0000259 mi 182_z 24 TCCGGACCAGCACTGCAGGC  
AGT GTG AGT TCT ACC ATT GCC AAA 

hsa-miR-
186 

MIMAT0000456 mi 186_z 25 TCGCGAGGGTCTTCCGGAGG  
AGC CCA AAA GGA GAA TTC TTT G 

hsa-miR-
188-5p 

MIMAT0000457 mi 188_z 26 TGGTCCACCCTGCTGCTCGC  
CCC TCC ACC ATG CAA GGG ATG 

hsa-miR-
18a 

MIMAT0000072 mi 18a_z 73 CTGCCCTGCGTCGCTCCCAC  
CTA TCT GCA CTA GAT GCA CCT TA 

hsa-miR-
190 

MIMAT0000458 mi 190_z 27 TCGCGACCGTCTGCTCAGGC  
ACC TAA TAT ATC AAA CAT ATC A 

hsa-miR-
193b 

MIMAT0002819 mi 193b_z 74 GGACCCACAGGCCTGCACCC  
AGC GGG ACT TTG AGG GCC AGT T 
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Tab. 24 Reife microRNA -spezifische Oligonukleotide mit cZIP (Fortsetzung)  

microRNA-
Name 

MiRBASE-
Accession-Nr. 

MSO-cZIP-Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

hsa-miR-
195 

MIMAT0000461 mi 195_z 28 CGCTGGACCGCTAGGCACCC  
GCC AAT ATT TCT GTG CTG CTA 

hsa-miR-
199a-5p 

MIMAT0000231 mi 199a_z 75 GCTCCGTCGCTCGCGTAGGC  
GAA CAG GTA GTC TGA ACA CTG GG  

hsa-miR-
199b-5p 

MIMAT0000263 mi 199b_z 76 GCCAAGGCAGCAGCTCGGTG  
GAA CAG ATA GTC TAA ACA CTG GG 

hsa-miR-
199b-5p 

MIMAT0000263 mi-199b_cZIP 90 CTGCTCGCTCCGGACCACCC 
GAACAGATAGTCTAAACACTGGG 

hsa-miR-
199b-5p 

MIMAT0000263 mi-199b_cZIP 91 TCGCCGCTACCCGTCTGAGG 
GAACAGATAGTCTAAACACTGGG 

hsa-miR-
19a 

MIMAT0000073 mi 19a_z 77 CCACGCTCCGCTTTCCACCC  
TCA GTT TTG CAT AGA TTT GCA CA 

hsa-miR-
19b 

MIMAT0000074 mi 19b_z 78 CGTCGCGTCTGCTTGGCCTG  
TCA GTT TTG CAT GGA TTT GCA CA 

hsa-miR-
19b-3p 

MIMAT0000074 mi-19b_cZIP 16 CGCTCCTGCAGTCTCGGCCA 
TCAGTTTTGCATGGATTTGCACA 

hsa-miR-
19b-3p 

MIMAT0000074 mi-19b_cZIP 32 GCGTGAGGTTGGGAGGGCGT  
TCAGTTTTGCATGGATTTGCACA 

hsa-miR-
200a  

MIMAT0000682 mi-200a_22nt_z65 GCCAGCCAGGACCGTCGAGGACATCGTTAC
CAGACAGTGTTA 

hsa-miR-
200a  

MIMAT0000682 mi-200a_19nt_z67 TTCCGCTCTCCGCCTGTCGCACATCGTTACC
AGACAGTG 

hsa-miR-
200a  

MIMAT0000682 mi-200a_17nt_z68 GCTCACCCGGACGCCACTGCACATCGTTAC
CAGACAG 

hsa-miR-
203 

MIMAT0000264 mi-203_22nt_z 69 TCCGCTGCCCACTTCCCTCGCTAGTGGTCCT
AAACATTTCAC 

hsa-miR-
203 

MIMAT0000264 mi-203_18nt_z70 GTCTGCCACTGCGCTCGCCATTTTCTAGTGG
TCCTAAACATT 

hsa-miR-
203 

MIMAT0000264 mi-203_16nt_z71 CGCTTTCCCTGCAGGCCTCGTTTTTTCTAGT
GGTCCTAAACA 

hsa-miR-
204 

MIMAT0000265 mi 204_z 29 TTGGGCGTTGGTGCGTCCTG  
AGG CAT AGG ATG ACA AAG GGA A 

hsa-miR-
206 

MIMAT0000462 mi 206_z 30 GCTCCAGTTCCGGGTGCGCT  
CCA CAC ACT TCC TTA CAT TCC A 

hsa-miR-
206 

MIMAT0000462 mi 206_z 31 GCTCGAGGCAGTCCACGCGT   
CCA CAC ACT TCC TTA CAT TCC A 

hsa-miR-
20a 

MIMAT0000075 mi 20a_z 79 AGCAACCCTCGCACCCTCGC  
CTA CCT GCA CTA TAA GCA CTT TA 

hsa-miR-21 MIMAT0000076 mi 21_z 04 CGCTCGCTTTGGCCTGCTGC  
TCA ACA TCA GTC TGA TAA GCT A 

hsa-miR-21 MIMAT0000076 mi 21_z 05 CGCTGCGTGAGGGCTCGGAC   
TCA ACA TCA GTC TGA TAA GCT A 

hsa-miR-
210 

MIMAT0000267 mi 210_z 31 GCTCGAGGCAGTCCACGCGT  
TCA GCC GCT GTC ACA CGC ACA G 

hsa-miR-
213 

MIMAT0000270 mi 213_z 32 GCGTGAGGTTGGGAGGGCGT  
ACT CAC CGA CAG CGT TGA ATG TT 

hsa-miR-
214 

MIMAT0000271 mi 214_z 33 TTGGTTGGGAGGCTGCGGTG  
ACT GCC TGT CTG TGC CTG CTG T 

hsa-miR-
221 

MIMAT0000278 mi 221_z 34 CGTCGACCTTCCGCCAACCC  
GAA ACC CAG CAG ACA ATG TAG CT 

hsa-miR-
221 

MIMAT0000278 mi 221_z 51 GCCACGCTGCCAGGACTCCG  
GAA ACC CAG CAG ACA ATG TAG CT 

hsa-miR-
222 

MIMAT0000279 mi 222_z 19 CTGCCTCGGCGTCGCTGCTC  
ACC CAG TAG CCA GAT GTA GCT 
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Tab. 24 Reife microRNA -spezifische Oligonukleotide mit cZIP (Fortsetzung)  

microRNA-
Name 

MiRBASE-
Accession-Nr. 

MSO-cZIP-Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

hsa-miR-
222 

MIMAT0000279 mi 222_z 72 GCTCTCGCACCCGGACCTCG  
ACC CAG TAG CCA GAT GTA GCT 

hsa-miR-
223 

MIMAT0000280 mi 223_z 35 CGTCGCTCTGGTTCGCTCGC  
TGG GGT ATT TGA CAA ACT GAC A 

hsa-miR-
224 

MIMAT0000281 mi 224_z 36 GGTGACCCGTGACGCTGCCA  
AAC GGA ACC ACT AGT GAC TTG 

hsa-miR-
23a 

MIMAT0000078 mi 23a_z 80 CGCTCTCGCTGCCTCGGGAC  
GGA AAT CCC TGG CAA TGT GAT 

hsa-miR-
23b 

MIMAT0000418 mi 23b_z 81 AGGCCGCTGACCGTGACTGC  
GGT AAT CCC TGG CAA TGT GAT 

hsa-miR-25 MIMAT0000081 mi 25_z 05 CGCTGCGTGAGGGCTCGGAC  
TCA GAC CGA GAC AAG TGC AAT G 

hsa-miR-
26a 

MIMAT0000082 mi 26a_z 82 ACCCTCCGTCCGTTGGCGTC  
AGC CTA TCC TGG ATT ACT TGA A 

hsa-miR-
26b 

MIMAT0000083 mi 26b_z 83 GGTGTCCGGGTGTCGCGTGA  
ACC TAT CCT GAA TTA CTT GAA 

hsa-miR-
27a 

MIMAT0000084 mi 27a_z 84 CCTGGCTCGCTCTCCGCTCG  
GCG GAA CTT AGC CAC TGT GAA 

hsa-miR-
29a-3p 

MIMAT0000086 mi-29a_cZIP 85 AGGCCCACGACCAGCACGCT 
TAACCGATTTCAGATGGTGCTA 

hsa-miR-
29a-3p 

MIMAT0000086 mi-29a_cZIP 86 ACCCGAGGACCCTTGGCGCT 
TAACCGATTTCAGATGGTGCTA 

hsa-miR-
301 

MIMAT0000688 mi 301_z 37 AGGCTTGGCGCTCGTCACCC  
GCT TTG ACA ATA CTA TTG CAC TG 

hsa-miR-
30a 

MIMAT0000087 mi 30a_z 86 ACCCGAGGACCCTTGGCGCT  
CTT CCA GTC GAG GAT GTT TAC A 

hsa-miR-
30d 

MIMAT0000245 mi 30d_z 87 TCGCTCCGGTCTCGCTTTGG  
CTT CCA GTC GGG GAT GTT TAC A 

hsa-miR-
30e 

MIMAT0000692 mi 30e_z 88  TGGTGCGTGCTCGGTGCGTC  
CTT CCA GTC AAG GAT GTT TAC A  

hsa-miR-31 MIMAT0000089 mi 31_z 06 TTCCACCCGCGTCGTCCTGC  
AGC TAT GCC AGC ATC TTG CCT 

hsa-miR-
320a 

MIMAT0000510 mi 320_z 38 GTCTCCACCGCTGCCATCGC  
TCG CCC TCT CAA CCC AGC TTT T 

hsa-miR-
328 

MIMAT0000752 mi 328_z 39 CGTCGTGAGCCATCGCCTGC  
ACG GAA GGG CAG AGA GGG CCA G 

hsa-miR-
330-3p 

MIMAT0000751 mi 330_z 40 GCCATCGCCCACAGCAGGAC  
TCT CTG CAG GCC GTG TGC TTT GC  

hsa-miR-
335 

MIMAT0000765 mi 335_z 41 AGCAAGGCGACCGGACGACC  
ACA TTT TTC GTT ATT GCT CTT GA 

hsa-miR-
338-3p 

MIMAT0000763 mi 338_z 42 GGACGAGGAGGCCGCTTGGT  
CAA CAA AAT CAC TGA TGC TGG A  

hsa-miR-
338-3p 

MIMAT0000763 mi 338_z 92 GACCACCCTTCCGACCGCGT  
CAA CAA AAT CAC TGA TGC TGG A 

hsa-miR-
338-3p 

MIMAT0000763 mi 338_z 87 TCGCTCCGGTCTCGCTTTGG  
CAA CAA AAT CAC TGA TGC TGG A 

hsa-miR-
339-5p 

MIMAT0000764 mi 339_z 43 CCTGGCCAGACCTTCCGCGT  
CGT GAG CTC CTG GAG GAC AGG GA 

hsa-miR-
340 

MIMAT0004692 mi 340_z 44 CCTGCTCGTCGCTCCGTTGG  
AAT CAG TCT CAT TGC TTT ATA A 

hsa-miR-
342-3p 

MIMAT0000753 mi 342_z 45 GTGATCGCCGTCCCTGTCCG  
ACG GGT GCG ATT TCT GTG TGA GA 

hsa-miR-
363 

MIMAT0000707 mi 363_z 68 GCTCACCCGGACGCCACTGC  
TAC AGA TGG ATA CCG TGC AAT T 

hsa-miR-
363 

MIMAT0000707 mi 363_z 84 CCTGGCTCGCTCTCCGCTCG  
TAC AGA TGG ATA CCG TGC AAT T 
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Tab. 24 Reife microRNA -spezifische Oligonukleotide mit cZIP (Fortsetzung)  

microRNA-
Name 

MiRBASE-
Accession-Nr. 

MSO-cZIP-Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

hsa-miR-
376b 

MIMAT0002172 mi 376b_z 90 CTGCTCGCTCCGGACCACCC  
AAC ATG GAT TTT CCT CTA TGA T 

hsa-miR-
380 

MIMAT0000735 mi 380_z 46 TTCCGAGGCCTGACCCGACC  
AAG ATG TGG ACC ATA TTA CAT A 

hsa-miR-
425 

MIMAT0003393 mi 425-5p_z 91 TCGCCGCTACCCGTCTGAGG  
TCA ACG GGA GTG ATC GTG TCA TT  

hsa-miR-
486-5p 

MIMAT0002177 mi 486_z 47 GGTGTGGTCTCGCGCTTCCG  
CTC GGG GCA GCT CAG TAC AGG A  

hsa-miR-
489 

MIMAT0002805 mi 489_z 48 TCCGTTCCGCCAGAGGGTGA  
GCT GCC GTA TAT GTG ATG TCA C 

hsa-miR-
494 

MIMAT0002816 mi 494_z 14 GCCATCCGCGCTCAGTCCAC  
GAG GTT TCC CGT GTA TGT TTC A 

hsa-miR-
497 

MIMAT0002820 mi 497_z 49 TCGCCGTCCGCTGTCTTTGG  
ACA AAC CAC AGT GTG CTG CTG 

hsa-miR-
500 

MIMAT0004773 mi 500_z 50 GACCAGGCCTCGACCCACCC  
TCT CAC CCA GGT AGC AAG GAT TA 

hsa-miR-
501-5p 

MIMAT0002872 mi 501_z 51 GCCACGCTGCCAGGACTCCG  
TCT CAC CCA GGG ACA AAG GAT T  

hsa-miR-
505 

MIMAT0002876 mi 505_z 52 TCCGGTCTTGGTCGCTTCGC  
AGG AAA CCA GCA AGT GTT GAC G 

hsa-miR-
518b 

MIMAT0002844 mi 518b_z 92 AGGCCTCGGGTGCTGCTTCC  
ACC TCT AAA GGG GAG CGC TTT G 

hsa-miR-
552 

MIMAT0003215 mi 552_z 53 GTCTTCGCGGTGGGTGCCTG  
TTG TCT AAC CAG TCA CCT GTT 

hsa-miR-
574-3p 

MIMAT0003239 mi 574_z 54 GCGTTTGGTTGGCTGCGGAC  
TGT GGG TGT GTG CAT GAG CGT G 

hsa-miR-
574-5p 

MIMAT0004795 mi 574-5p_z 89 TCGCCTGCCGTCTTGGGTGA  
ACA CAC TCA CAC ACA CAC ACT CA 

hsa-miR-
596 

MIMAT0003264 mi 596_z 55 GGACCTCGGCCACGCTCTGC  
CCC GAG GAG CCG GGC AGG CTT 

hsa-miR-
92a-3p 

MIMAT0000092 mi-92_cZIP 07 GACCGCTCAGCAGACCGCCA 
ACAGGCCGGGACAAGTGCAATA 

hsa-miR-
92a-3p 

MIMAT0000092 mi-92_cZIP 08 AGGCGGTGTTGGCTCGAGGC 
ACAGGCCGGGACAAGTGCAATA 

hsa-miR-95 MIMAT0000094 mi 95_z 08 AGGCGGTGTTGGCTCGAGGC  
TGC TCA ATA AAT ACC CGT TGA A 

hsa-miR-9-
5p 

MIMAT0000441 mi-9_cZIP 02 TCGCGGACGGTGAGCACTGC 
TCATACAGCTAGATAACCAAAGA 

hsa-miR-9-
5p 

MIMAT0000441 mi-9_cZIP 12 TTGGAGCAGGTGCGTCGCGT 
TCATACAGCTAGATAACCAAAGA 

hsa-miR-
99a-5p 

MIMAT0000097 mi-99a_cZIP 93 TGGTGACCGGACGGACGAGG 
CACAAGATCGGATCTACGGGTT 

hsa-miR-
99a-5p 

MIMAT0000097 mi-99a_cZIP 94 CTGCTTCCGCGTCCACACCC 
CACAAGATCGGATCTACGGGTT 

hsa-miR-
99b 

MIMAT0000689 mi 99b_z 94 CTGCTTCCGCGTCCACACCC  
CGC AAG GTC GGT TCT ACG GGT G 
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Tab. 25 Vorläufer-miRNA-spezifische Oligonukleotide  mit cZIP. 

Name  Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

mi-103_pre_z11 GAGGTTCCCGCTTCGCCCAC TGACCTGAATGCTACAAGGC 
mi-214_pre_z33 TTGGTTGGGAGGCTGCGGTG TACAGGTGAGCGGATGTTCTGC 
mi-15b_pre_z67 TTCCGCTCTCCGCCTGTCGC CAGTACTTTAAGGCCTCAA 
mi-320a_pre_z38 GTCTCCACCGCTGCCATCGC CCCGACTCCGGGAAGAACCGG 
mi-151_pre_z22 TCCGCAGTCCTGTTCCGCCA TAGGGGATGAGACATACTAGAC 
mi-206_pre_z30 GCTCCAGTTCCGGGTGCGCT TAGCAAAGTAATCCATATGGG 
 
 
 
Tab. 26 Genspezifische Oligonukleotide mit cZIP (GS O-cZIPs). 

Gen Beschreibung Gen-
Identifizier-
ungs-
nummer 

GSO-cZIP-
Name 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

GPBP1 GC-rich promoter binding 
protein 1 

NM_022913 GPBP_z01 TTGGCCTGTTCCCGCTCGCT
GCTGTTCTTCCACGGTCCAAA
CTTGA 

TBP TATA box binding protein NM_003194 TBP_z02 TCGCGGACGGTGAGCACTGC
ACAGAAATAACCCCTAGGAG
TTA 

AFF2 AF4/FMR2 family, member 
2 

NM_002025 AFF2_z03 TTCCCGCTGGTGCCACTCCG 
CAGAGTTACTGTACTGAGAAC
AAAGC 

BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 
(zinc finger protein 51) 

NM_138931 BCL6_z04 CGC TCG CTT TGG CCT GCT 
GCAGGACACGTTGTACGGGT
ATATA 

CCNB1 Cyclin B1 NM_031966 CCNB1_z05 CGCTGCGTGAGGGCTCGGAC 
GACTAGGGATTCGGTGGTAG
ACTTTT 

CASP10 Caspase 10, apoptosis-
related cysteine peptidase 

NM_032977 CASP10_z06 TTCCACCCGCGTCGTCCTGC 
TCTTACTCAGAGTATGTCAGG
G 

MMP9 Matrix metallopeptidase 9 
(gelatinase B, 92kDa 
gelatinase, 92kDa type IV 
collagenase) 

NM_004994 MMP9_z07 GAC CGC TCA GCA GAC CGC 
CA 
GGTCCTGGCAGAAATAGGCT
TTCT 

ITPKB Inositol 1,4,5-trisphosphate 
3-kinase B 

NM_002221 ITPKB_z08 AGG CGG TGT TGG CTC GAG 
GCATCGTTAAGCTAGCTCCG
AAC 

CR2 Complement component 
(3d/Epstein Barr virus) 
receptor 2 

NM_001877 CR2_z09 GCG TGT CTC CTG TCC GGC 
CAAGAAACTCAAACCAAGTAA
GGGT 

TGIF1 TGFB-induced factor 
homeobox 1 

NM_173208 TGIF1_z10 TTG GGC TCG TGA AGG CAG 
GCCATCAACCAACTAGATTCA
TACTTG 

PLD2 Phospholipase D2 NM_002663 PLD2_z11 GAG GTT CCC GCT TCG CCC 
ACTTGAACGGATACAAAGTTA
GTGTC 

TNFRS
F8 

Tumor necrosis factor 
receptor superfamily, 
member 8 

NM_001243 TNFRSF8_z1
2 

TTG GAG CAG GTG CGT CGC 
GTCAGTTCTTTAAGGATTTTA
TGGATT 

IL4I1 Interleukin 4 induced 1 NM_152899 IL4I1_z13 CTG CAG GCG CGT GAG GGA 
GGAGAAGGTGATGCGCTTCA
C 
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Tab. 26 Genspezifische Oli gonukleotide mit cZIP (Fortsetzung ) 

Gen Beschreibung Gen-
Identifizier-
ungs-
nummer 

GSO-cZIP-
Name 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

LMO2 LIM domain only 2 
(rhombotin-like 1) 

NM_005574 LMO2_z14 GCC ATC CGC GCT CAG TCC 
ACATAGAAACAATCTGTGGAA
CTCCT 

IL16 Interleukin-16 AF053412 IL16_z15 GGT GGG ACG CGT CTG CCT 
CGGAAGTTGGCAGAGCAAAG
C 

JAK2 Janus kinase 2  NM_004972 JAK2_z16 CGC TCC TGC AGT CTC GGC 
CATCATTTCCCCTCTAAAAAG
GA 

FOXP1 Forkhead box P1 BT006643 FOXP1_z17 CTC GTC CGC AGT CGT CCG 
CTACTCCCCATTGTTAATCAC
TACTT 

CDC2 Cell division cycle 2, G1 to 
S and G2 to M 

NM_001786 CDC2_z18 TCGCTTGGGTCTTCGCAGGC 
AAGCCAAGATAAGCAACTCCT
TCA 

CDC20 Cell division cycle 20  NM_001255 CDC20_z19 CTGCCTCGGCGTCGCTGCTC 
GGTGGATGAGGCTGCTTTTG
GCTGCA 

CDKN3 Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 3  

NM_005192 CDKN3_z20 TTGGGACCCTCGGGACTCGC 
ACATTCAAGTTGATAACACTG
GTGGT 

MME Membrane metallo-
endopeptidase 

NM_000902 MME_z21 TTGGCTGCCGCTCGCTTTCC 
CAGAGTTGACTAGGCATAAAA
GCA 

CUL1 Cullin1 NM_003592 CUL1_z22 TCCGCAGTCCTGTTCCGCCA 
TGACTTAGTGCGGTAGCATG
CAGC 

GAPDH Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase 

NM_002046 GAPDH_z23 CCACGAGGAGCAACCCGCCA 
TGGCAACAATATCCACTTTAC
CAGAGT 

RNU6-1 human U6 NR_004394.
1 

U6_z24 TCCGGACCAGCACTGCAGGC 
CGCTTCACGAATTTGCGTGTC
ATCCT 

CCND2 Cyclin D2 NM_001759 CCND2_z25 TCGCGAGGGTCTTCCGGAGG 
GAGTACACTGTGAGAGAATA
ACA 

IRF4 Interferon regulatory factor 
4 

NM_002460 IRF4_z26 TGGTCCACCCTGCTGCTCGC 
AAAACGGGGCATGTAAAACA
TAACTT 

LRMP Lymphoid-restricted 
membrane protein 

NM_006152 LRMP_z27 TCGCGACCGTCTGCTCAGGC 
TACAATGAATGCAATAGAGAG
CCA 

MYC v-myc myelocytomatosis 
viral oncogene homolog 
(avian) 

NM_002467 MYC_z28 CGCTGGACCGCTAGGCACCC 
TGTTCTCGTCGTTTCCGCAAC
AAG 

CFLAR CASP8 and FADD-like 
apoptosis regulator 

NM_003879 CFLAR_z29 TTGGGCGTTGGTGCGTCCTG 
TCCAATCATACATGTAGCCAT
TGAGT 

HDAC1 Histone deacetylase 1 NM_004964 HDAC1_z30 GCTCCAGTTCCGGGTGCGCT 
GCAGCATTCTAAGGTTCTCAA
ACAGT 

18S 
rRNA 

Human 18S ribosomal 
RNA 

X03205.1 18S_z31 GCTCGAGGCAGTCCACGCGT 
TAATCAACGCAAGCTTATGAC
CCGC 
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Tab. 26 Genspezifische Oli gonukleotide mit cZIP (Fortsetzung ) 

Gen Beschreibung Gen-
Identifizier-
ungs-
nummer 

GSO-cZIP-
Name 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

PAPOL
A 

Poly(A) polymerase alpha NM_032632 PAPOLA_z32 GCGTGAGGTTGGGAGGGCG
T 
GATTAATGCATAGCCTAAGG
GGG 

EPHA1 EPH receptor A1 NM_005232 EPHA1_z33 TTGGTTGGGAGGCTGCGGTG 
CAGTAGTCAGCTCTTTTGTAG
TGCCT 

ETV6 Ets variant 6 NM_001987 ETV6_z34 CGTCGACCTTCCGCCAACCC 
CTTCTGTGGGTTTTAGGGAG
GG 

FAP fibroblast activation 
protein, alpha 

NM_004460 FAP_z35 CGTCGCTCTGGTTCGCTCGC 
AGGTGATAAAACACTGTGTCC
AA 

BCL7A B-cell CLL/lymphoma 7A NM_020993 BCL7a_z36 GGTGACCCGTGACGCTGCCA 
TTCACGTTTTGGGGGGAATTA
GGT 

CD44 CD44 antigen NM_001001
389 

CD44_z37 AGGCTTGGCGCTCGTCACCC 
TAACATAAAGGTGAATGGACC
AT 

FUT8 Fucosyltransferase 8 
(alpha (1,6) 
fucosyltransferase) 

D89289 FUT8_z38 GTCTCCACCGCTGCCATCGC 
CCACATAAGGCTGATCAACAT
ATC 

ASB13 Ankyrin repeat and SOCS 
box containing 13 

NM_024701 ASB13_z39 CGTCGTGAGCCATCGCCTGC 
CCCTGAACTAATCATGCAAAG
TCC 

CDKN2
A 

Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 2A  

NM_058195 CDKN2a_z40 GCCATCGCCCACAGCAGGAC 
TGCTTGTCATGAAGTCGACA
GCTTCC 

PLK1 Polo-like kinase 1 NM_005030 PLK1_z41 AGCAAGGCGACCGGACGACC 
CTGTACAATTCATATGGTGGG
GT 

CKS2 CDC28 protein kinase 
regulatory subunit 2 

NM_001827 CKS2_z42 GGACGAGGAGGCCGCTTGGT 
GTAAACTCAAACAGGCACTTA
AGAG 

HSPCA Heat shock 90kDa protein 
1, alpha 

NM_005348 HSPCA_z43 CCTGGCCAGACCTTCCGCGT 
GGAGCAGCTAGTGTTTAACC
ATCTCC 

ID2 Inhibitor of DNA binding 2, 
dominant negative helix-
loop-helix protein 

NM_002166 ID2_z44 CCTGCTCGTCGCTCCGTTGG 
ATCTTATACAGTCTACATAAA
TTTGA 

CD22 CD22 antigen NM_001771 CD22_z45 GTGATCGCCGTCCCTGTCCG 
TGGATTTCTGGGTAGCAAGG
A 

BLNK B-cell linker protein NM_013314 BLNK_z46 TTCCGAGGCCTGACCCGACC 
TGACCACTTCAATAGCTGACT
CCATC 

COL3A1 Collagen type III alpha 1 NM_000090 COL3A1_z47 GGTGTGGTCTCGCGCTTCCG 
CCCTGTGGCATGCCAATGAA
TC 

PTPN2 Protein tyrosine 
phosphatase, non-receptor 
type 2 

NM_080422 PTPN2_z48 TCCGTTCCGCCAGAGGGTGA 
TAGGAATGGCAGTACAATACA
A 

KCNA3 Potassium voltage-gated 
channel, shaker-related 
subfamily, member 3 

NM_002232 KCNA3_z49 TCGCCGTCCGCTGTCTTTGG 
GAAAGGTTACTGTGGAAACG
G 
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Tab. 26 Genspezifische Oli gonukleotide mit cZIP (Fortsetzung ) 

Gen Beschreibung Gen-
Identifizier-
ungs-
nummer 

GSO-cZIP-
Name 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

ZMYND
11 

Zinc finger, MYND-type 
containing 11 

NM_212479 ZMYND11_z5
0 

GACCAGGCCTCGACCCACCC 
TCTGAATTAACGGGCATCATA
CCTG 

CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) 
receptor 4 

NM_003467 CXCR4_z51 GCCACGCTGCCAGGACTCCG 
AGACTGTACACTGTAGGTGC
TGAA 

LUC7L2 LUC7-like 2 (S. cerevisiae) NM_016019 LUC7L2_z52 TCCGGTCTTGGTCGCTTCGC 
GGTCATTACAAACAACCCTGA
AG 

MAP3K
5 

Mitogen-activated protein 
kinase kinase kinase 5 

NM_005923 MAP3K5_z53 GTCTTCGCGGTGGGTGCCTG 
CGATCACATGAAATGTTACAT
CCG 

MAPK6 Mitogen-activated protein 
kinase 6 

NM_002748 MAPK6_z54 GCGTTTGGTTGGCTGCGGAC 
AACCAAAGATACAGACAGTAT
TCAA 

TGFBR
2 

Transforming growth 
factor, beta receptor II  

NM_003242 TGFBR2_z55 GGACCTCGGCCACGCTCTGC 
CTACTAGGAATGGGAACAG 

MAPKA
PK3 

Mitogen-activated protein 
kinase-activated protein 
kinase 3 

NM_004635 MAPKAP3_z5
6 

GCCACTCGTCCGTCCGCCAC 
AAAACCCAGCAGTGTTGTCCT
ATCT 

MEF2B MADS box transcription 
enhancer factor 2, 
polypeptide B 

NM_005919 MEF2B_z57 ACCCGACCCGTCCCACCTGC 
CGGACGCCACGCGCGTTTTA
TTTGTG 

EDG1 Endothelial differentiation, 
sphingolipid G-protein-
coupled receptor, 1 

NM_001400 EDG1_z58 ACCCGCTCTCGCCGCTGTCT 
TGGACTGAAAAGTTTCTGGC
GTTCCC 

FN1 Fibronectin 1 NM_212475 FN1_z59 GACCTCCGGGACCGCTCTCG 
TTAGGAGACTCAGTATCCAAG
GTTT 

MYBL1 v-myb myeloblastosis viral 
oncogene homolog 
(avian)-like 1 

NM_001080
416 

MYBL1_z60 GCGTCGTCGGTGCTCGGAGG 
GTAACGTCACTCCATGCTACA
G 

TLK1 Tousled-like kinase 1 NM_012290 TLK1_z61 TTGGGTCTGCGTTTGGGCGT 
GGCCTTGGCTATCATCTTAG
GGATGC 

CDKN1
A 

Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1A 

NM_078467 CDKN1a_z62 GCTCGACCGCCACCTGGACC 
GTATATTCAGCATTGTGGGAG
GAGC 

NOMO1 NODAL modulator 1 NM_014287 NOMO1_z63 TCCGCCTGGCTCGTGACGCT 
CTCCTAATAGTGGATACAGGT
TGCTG 

NR3C1 Nuclear receptor subfamily 
3, group C, member 1 
(glucocorticoid receptor) 

NM_000176 NR3C1_z64 GACCGACCTCCGCCACGCTC 
GCCAATTCGGTACAAATGTGT
GG 

PAK1 p21 protein (Cdc42/Rac)-
activated kinase 1 

NM_002576 PAK1_z65 CTGCCTGCACCCTCGCCGTC 
ATAGCCGAGAGCATTTCACAA
GA 

WASPIP WAS/WASL interacting 
protein family, member 1 
(WIPF1) 

NM_003387 WASPIP_z66 GCCAGCCAGGACCGTCGAG
G 
AGAACGGTACCTGCCAAGTT
C 

PIK3CG Phosphoinositide-3-kinase, 
catalytic, gamma 
polypeptide 

NM_002649 PIK3CG_z67 TTCCGCTCTCCGCCTGTCGC 
TCACTGTGTTGCCCAGGCTG
ATAA 
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Tab. 26 Genspezifische Oli gonukleotide mit cZIP (Fortsetzung ) 

Gen Beschreibung Gen-
Identifizier-
ungs-
nummer 

GSO-cZIP-
Name 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

PIM1 Pim-1 oncogene NM_002648 PIM1_z68 GCTCACCCGGACGCCACTGC 
TTTGTGCATTTTTTGTGTGTG 

PCGF4 Polycomb group ring finger 
4 

NM_005180 PCGF4_z69 TCCGCTGCCCACTTCCCTCG 
AATAACTGATGGGTGATGAAC
ACAC 

CTGF Connective tissue growth 
factor 

NM_001901 CTGF_z70 GTCTGCCACTGCGCTCGCCA 
TCATTAAAAGTGAGGCTACCA
CAT 

PRDX1 Peroxiredoxin 1 NM_181696 PRDX1_z71 CGCTTTCCCTGCAGGCCTCG 
CTAATACATCATACAAACCAG
TAGCC 

PRKCD Protein kinase C, delta NM_212539 PRKCD_z72 GCTCTCGCACCCGGACCTCG 
CATATCACCAGTCCCCCATG
GTTTTT 

PTK2 Protein tyrosine kinase 2 NM_005607 PTK2_z73 CTGCCCTGCGTCGCTCCCAC 
TAGGTCAAAGTAACTGTACAG
TTCAT 

PTMA Prothymosin, alpha  NM_002823 PTMA_z74 GGACCCACAGGCCTGCACCC 
AGCAACTTCATAGACAAAAAA
GGAA 

PTPN1 Protein tyrosine 
phosphatase, non-receptor 
type 1 

NM_002827 PTPN1_z75 GCTCCGTCGCTCGCGTAGGC 
GGCTTAAGGCATATAGCAGA
GCA 

H2AFX H2A histone family, 
member X 

NM_002105 H2AFX_z76 GCCAAGGCAGCAGCTCGGTG 
AAACTCCCCAATGCCTAAGGT
TCTA 

DCTD dCMP deaminase NM_001921 DCTD_z77 CCACGCTCCGCTTTCCACCC 
GGAGCCAAATTACAGAATAC
CCT 

RUNX1 Runt-related transcription 
factor 1 

D10570 RUNX1_z78 CGTCGCGTCTGCTTGGCCTG 
GTACCGGGATCCATGCTAAA
T 

IER2 Immediate early response 
2 

NM_004907 IER2_z79 AGCAACCCTCGCACCCTCGC 
ACGCCCCAGGACCTCCTC 

FYN FYN oncogene related to 
SRC, FGR, YES 

NM_153047 FYN_z80 CGCTCTCGCTGCCTCGGGAC 
ATCAGGTGAAGACAGAGTTA
AAAT 

RYK H-RYK receptor tyrosine 
kinase 

X96588 RYK_z81 AGGCCGCTGACCGTGACTGC 
GCACTATTCTAGGTGCAATAA
AAGGG 

SMARC
A2 

SWI/SNF related, matrix 
associated, actin 
dependent regulator of 
chromatin, subfamily a, 
member 2 

NM_003070 SMARCA2_z
82   

ACCCTCCGTCCGTTGGCGTC 
AAATTACTGGAATTTTATTTG
CCTCA 

SH3BP5 SH3-domain binding 
protein 5 

AB005047 SH3BP5_z83 GGTGTCCGGGTGTCGCGTGA 
CAATCTAATAACAGTGGCAAC
CAT 

SLA Src-like-adaptor NM_006748 SLA_z84 CCTGGCTCGCTCTCCGCTCG 
AACAACACATAAGATACTGTG
CAGAC 

SMAD4 SMAD family member 4 NM_005359 SMAD4_z85 AGGCCCACGACCAGCACGCT 
TCTGAATGATCCAGCCAAAAG
TC 
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Tab. 26 Genspezifische Oli gonukleotide mit cZIP (Fortsetzung ) 

Gen Beschreibung Gen-
Identifizier-
ungs-
nummer 

GSO-cZIP-
Name 

Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

NEIL1 nei endonuclease VIII-like 
1 (E. coli) 

NM_024608 NEIL1_z86 ACCCGAGGACCCTTGGCGCT 
GGGACTTGCGCCCTTTGGGT
G 

SMARC
A4 

SWI/SNF related, matrix 
associated, actin 
dependent regulator of 
chromatin, subfamily a, 
member 4 

NM_003072 SMARCA4_z
87 

TCGCTCCGGTCTCGCTTTGG 
GTGACACTGACATACCCTCG
C 

PDIR Protein disulfide isomerase 
family A, member 5 
(PDIA5) 

NM_006810 PDIR_z88 TGGTGCGTGCTCGGTGCGTC 
AGGTATCATTCACAGTGTAAT
GGA 

SP140 SP140 nuclear body 
protein 

U63420 SP140_z89 TCGCCTGCCGTCTTGGGTGA 
AATTCAACCACATGGTTCGGA
AA 

PRG1 Serglycin (SRGN) NM_002727 PRG1_z90 CTGCTCGCTCCGGACCACCC 
TAACCTTTGGTTATATTTCTG 

CD19 CD19 antigen NM_001770 CD19_z91 TCGCCGCTACCCGTCTGAGG 
CATGCACACATCCTAAGCAAC
ATTGC 

TCL1A T-cell leukemia/lymphoma 
1A 

NM_021966 TCL1A_z92 AGGCCTCGGGTGCTGCTTCC 
TCTATCCCTTTTCCACGTGGG
CAA 

TUBB Tubulin, beta  NM_178014 TUBB_z93 TGGTGACCGGACGGACGAG
G GGAAAGGAGCTGAGTGAG 

YBX1 Y box binding protein 1 NM_004559 YBX1_z94 CTGCTTCCGCGTCCACACCC 
GGCGTATTGAGAAAAACCAG
GCTT 

TRIM27 Tripartite motif-containing 
27 

NM_006510 TRIM27_z95 CTGCGCGTTTGGGCTCTCCG 
CATCATGGGGGCTTGCTTGA
AG 

ENTPD
1 

Ectonucleoside 
triphosphate 
diphosphohydrolase 1 

NM_001776 ENTPD1_z96 GACCACCCTTCCGACCGCGT 
AGAGTGGATTCATCCTGTATT
CTCCA 

 
 
 
Tab. 27 SNP-spezifische Oligonukleotide mit cZIP.  

Name  Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

ITBKB_07s_z40 GCCATCGCCCACAGCAGGACGCTCTCCCAGACGGCTCAGTGAGGG 

ITBKB_09s_z41 AGCAAGGCGACCGGACGACCGGAAGGGGCACGGGGAGGGCGAG 

CR2_11as_z42 GGACGAGGAGGCCGCTTGGTCCAGGTGTTATCAGCTTTGCAACGAATCTGAC
TA 

TGIF_12s_z43 CCTGGCCAGACCTTCCGCGTGAGGCCACTGTCTCCTAAGCCGTCATCCC 

PLD2_13as_z44 CCTGCTCGTCGCTCCGTTGGTCATCTCCACTTCAGAAATACCTGGAGAATT 
ACCTCAAC 

LMO2_18s_z45 GTGATCGCCGTCCCTGTCCGGCAAATATAATTGAGAAGATCCCAACATTAT 
GATAATTACCTCTCTTTT 

MMP9_06as_z4
6 

TTCCGAGGCCTGACCCGACCACGAAGGGATCCTCCTCAGCCCTCACCT 

BCL6_02s_z53 GTCTTCGCGGTGGGTGCCTGGCGAAGGGGTGAGAAAGCCTCAATGTAG 
GATTT 

BCL6_02as_z54 GCGTTTGGTTGGCTGCGGACGGTCTGCAAAGAACGAGCCTTTGGCCTC 



160                                                                                                                     Anhang 

 

Tab. 27 SNP-spezifische Oligonukleotide mit cZIP (F ortsetzung) 

Name  Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

BCL6_03s_z55 GGACCTCGGCCACGCTCTGCTCTGTAGCCTCTCTGGCTGGAGAGGAG 

BCL6_03as_z56 GCCACTCGTCCGTCCGCCACGATTTGGAGAATGCCTTCCGCCCTTCCCC 

FN1_04s_z57 ACCCGACCCGTCCCACCTGCGAGGGCACCGCTGTCCCCAGGCAC 

FN1_04as_z58 ACCCGCTCTCGCCGCTGTCTGGGCTGCTGCTGCTGGCCGTCC 

MMP9_05s_z59 GACCTCCGGGACCGCTCTCGGCAAGCTGGACTCGGTCTTTGAGGAGC 

MMP9_05as_z6
0 

GCGTCGTCGGTGCTCGGAGGTAACTAACCAGAGAAGAAGAAAAGCTTC 
TTGGAGAGC 

ITBKB_08as_z6
1 

TTGGGTCTGCGTTTGGGCGTCTGTTGGGCAGGGCTCACTCGCCC 

ITBKB_10as_z6
2 

GCTCGACCGCCACCTGGACCGCCATTCAAGCGCCCCGCAGCC 

PLD2_14s_z63 TCCGCCTGGCTCGTGACGCTTGTGGCATCCCGCCCCAGCTCTACC 

IL4I1_17s_z64 GACCGACCTCCGCCACGCTCGGTCAAGTCGGCGCTGCGCGCC 

IL4I1_17as_z76 GCCAAGGCAGCAGCTCGGTGGGCCCCTTCCGGCTGTTGATCTTGATGG 

IL16_19s_z77 CCACGCTCCGCTTTCCACCCCACAACAGGATTTTCGAAGAATCCTTTCTTAG 
AAAACAAACAAAAAA 

IL16_19as_z78 CGTCGCGTCTGCTTGGCCTGCAGATTCAGCATAGTGGGGAGAAAGTACGT 
TTTTGTTTG 

JAK2_20as_z79 AGCAACCCTCGCACCCTCGCTGGAGGCCTCTCAAGCTCACTTCCATATCC 

FOXP1_21s_z80 CGCTCTCGCTGCCTCGGGACCTGGAGGGACTTGTAGAAAAGGACAAGGAC 
TGAGT 

 
 
 

Tab. 28 Primer für die Sanger-Sequenzierung. 
(_L = linker Primer, _R = rechter Primer; * zur Nachsequenzierung verwendete Primer) 

Name  Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

BCL6_02as_L CACGGGACTCCTAATTTCCA 
BCL6_02as_R CCGCAGTCTGGTCCTAAAAC 
BCL6_03s_L TTTTCAGCGGGTTATTGGAG 
BCL6_03as_R AGAGCCCTCCATCAAGGTTT 
FN1_04s_L TCACGCTTGCTTTGACTGAC 
FN1_04as_R AAGCAAACTTGGTGGCAACT 
MMP9_05s_L CTTTCCCTCCTCGCTTTCTC 
MMP9_05as_R TTTCGTGGGTTATCGATGGT 
MMP9_06as_R CTTGGTTGCATCCCTGACTT 
ITPKB_07s_L CTTGTCTCACTGCCCAGAAA 
ITBKB_08/10as_R GAACCAGAAAGTGGGCATGT 
ITPKB_09s_L CAGGACTTTGTCCTCCGTTC 
ITBKB_08/10as_R GAACCAGAAAGTGGGCATGT 
CR2_11as_R GCAGTTTTGGGTGGGAGATA 
TGIF_12s_L AGGAGACCCCATTTCATTCC 
PLD2_13as_R ATGCAGGCAACAGAGAGATG 
PLD2_14s_L GTCCTGCTCAAAAGGCAGAC 
IL4I1_17s_L GATGACTGGACGGTCCCTTA 
IL4I1_17as_R TTCTTCCTTTGCCAGGTCAT 
LMO2_18s_L CTGACCCCAGATGGATCATT 
IL16_19s_L CTAAACTCTCCCCCGTGCTT 
IL16_19as_R GAACCATGCTTGGTGGATG 
JAK2_20as_R TGCCGTCAAATGCTACTTCTT 
FOXP1_21s_L CCCTACAAAGGTCAATGCTG 
ITPKB_07_L* CTCACTGCCCAGAAACTG 
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Tab. 28 Primer für die Sanger -Sequenzierung  (Fortsetzung)  

Name  Sequenz (5´ - 3´-Richtung) 

ITPKB_09_L* CTTTGTCCTCCGTTCCTC 
ITBKB_08/10_R* AAAGTGGGCATGTTTGAG 
IL4I1_17_L* TTATGGCCGCATCTACTTT 
LMO2_18_L* TTGTTTTCTAAGGGAACAGC 
IL16_19_L* AAAACACAACAGGATTTTCG 
 
 
 
Tab. 29 Oligonukleotide des ZIP-Code-Arrays.   
(ZIP = ZIP-Oligonukleotide)  

Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung)  

ZIP 01 AGCGAGCGGGAACAGGCCAA 

ZIP 02 GCAGTGCTCACCGTCCGCGA 

ZIP 03 CGGAGTGGCACCAGCGGGAA 

ZIP 04 GCAGCAGGCCAAAGCGAGCG 

ZIP 05 GTCCGAGCCCTCACGCAGCG 

ZIP 06 GCAGGACGACGCGGGTGGAA 

ZIP 07 TGGCGGTCTGCTGAGCGGTC 

ZIP 08 GCCTCGAGCCAACACCGCCT 

ZIP 09 TGGCCGGACAGGAGACACGC 

ZIP 10 GCCTGCCTTCACGAGCCCAA 

ZIP 11 GTGGGCGAAGCGGGAACCTC 

ZIP 12 ACGCGACGCACCTGCTCCAA 

ZIP 13 CCTCCCTCACGCGCCTGCAG 

ZIP 14 GTGGACTGAGCGCGGATGGC 

ZIP 15 CGAGGCAGACGCGTCCCACC 

ZIP 16 TGGCCGAGACTGCAGGAGCG 

ZIP 17 AGCGGACGACTGCGGACGAG 

ZIP 18 GCCTGCGAAGACCCAAGCGA 

ZIP 19 GAGCAGCGACGCCGAGGCAG 

ZIP 20 GCGAGTCCCGAGGGTCCCAA 

ZIP 21 GGAAAGCGAGCGGCAGCCAA 

ZIP 22 TGGCGGAACAGGACTGCGGA 

ZIP 23 TGGCGGGTTGCTCCTCGTGG 

ZIP 24 GCCTGCAGTGCTGGTCCGGA 

ZIP 25 CCTCCGGAAGACCCTCGCGA 

ZIP 26 GCGAGCAGCAGGGTGGACCA 

ZIP 27 GCCTGAGCAGACGGTCGCGA 

ZIP 28 GGGTGCCTAGCGGTCCAGCG 

ZIP 29 CAGGACGCACCAACGCCCAA 

ZIP 30 AGCGCACCCGGAACTGGAGC 

ZIP 31 ACGCGTGGACTGCCTCGAGC 

ZIP 32 ACGCCCTCCCAACCTCACGC 

ZIP 33 CACCGCAGCCTCCCAACCAA 

ZIP 34 GGGTTGGCGGAAGGTCGACG 

ZIP 35 GCGAGCGAACCAGAGCGACG 
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Tab. 29 Oligonukleotide des ZIP-Code-Arrays  (Fortsetzung)    

Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung)  

ZIP 36 TGGCAGCGTCACGGGTCACC 

ZIP 37 GGGTGACGAGCGCCAAGCCT 

ZIP 38 GCGATGGCAGCGGTGGAGAC 

ZIP 39 GCAGGCGATGGCTCACGACG 

ZIP 40 GTCCTGCTGTGGGCGATGGC 

ZIP 41 GGTCGTCCGGTCGCCTTGCT 

ZIP 42 ACCAAGCGGCCTCCTCGTCC 

ZIP 43 ACGCGGAAGGTCTGGCCAGG 

ZIP 44 CCAACGGAGCGACGAGCAGG 

ZIP 45 CGGACAGGGACGGCGATCAC 

ZIP 46 GGTCGGGTCAGGCCTCGGAA 

ZIP 47 CGGAAGCGCGAGACCACACC 

ZIP 48 TCACCCTCTGGCGGAACGGA 

ZIP 49 CCAAAGACAGCGGACGGCGA 

ZIP 50 GGGTGGGTCGAGGCCTGGTC 

ZIP 51 CGGAGTCCTGGCAGCGTGGC 

ZIP 52 GCGAAGCGACCAAGACCGGA 

ZIP 53 CAGGCACCCACCGCGAAGAC 

ZIP 54 GTCCGCAGCCAACCAAACGC 

ZIP 55 GCAGAGCGTGGCCGAGGTCC 

ZIP 56 GTGGCGGACGGACGAGTGGC 

ZIP 57 GCAGGTGGGACGGGTCGGGT 

ZIP 58 AGACAGCGGCGAGAGCGGGT 

ZIP 59 CGAGAGCGGTCCCGGAGGTC 

ZIP 60 CCTCCGAGCACCGACGACGC 

ZIP 61 ACGCCCAAACGCAGACCCAA 

ZIP 62 GGTCCAGGTGGCGGTCGAGC 

ZIP 63 AGCGTCACGAGCCAGGCGGA 

ZIP 64 GAGCGTGGCGGAGGTCGGTC 

ZIP 65 GACGGCGAGGGTGCAGGCAG 

ZIP 66 CCTCGACGGTCCTGGCTGGC 

ZIP 67 GCGACAGGCGGAGAGCGGAA 

ZIP 68 GCAGTGGCGTCCGGGTGAGC 

ZIP 69 CGAGGGAAGTGGGCAGCGGA 

ZIP 70 TGGCGAGCGCAGTGGCAGAC 

ZIP 71 CGAGGCCTGCAGGGAAAGCG 

ZIP 72 CGAGGTCCGGGTGCGAGAGC 

ZIP 73 GTGGGAGCGACGCAGGGCAG 

ZIP 74 GGGTGCAGGCCTGTGGGTCC 

ZIP 75 GCCTACGCGAGCGACGGAGC 

ZIP 76 CACCGAGCTGCTGCCTTGGC 

ZIP 77 GGGTGGAAAGCGGAGCGTGG 

ZIP 78 CAGGCCAAGCAGACGCGACG 

ZIP 79 GCGAGGGTGCGAGGGTTGCT 

ZIP 80 GTCCCGAGGCAGCGAGAGCG 
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Tab. 29 Oligonukleotide des ZIP -Code-Arrays  (Fortsetzung)    

Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung)  

ZIP 81 GCAGTCACGGTCAGCGGCCT 

ZIP 82 GACGCCAACGGACGGAGGGT 

ZIP 83 TCACGCGACACCCGGACACC 

ZIP 84 CGAGCGGAGAGCGAGCCAGG 

ZIP 85 AGCGTGCTGGTCGTGGGCCT 

ZIP 86 AGCGCCAAGGGTCCTCGGGT 

ZIP 87 CCAAAGCGAGACCGGAGCGA 

ZIP 88 GACGCACCGAGCACGCACCA 

ZIP 89 TCACCCAAGACGGCAGGCGA 

ZIP 90 GGGTGGTCCGGAGCGAGCAG 

ZIP 91 CCTCAGACGGGTAGCGGCGA 

ZIP 92 GGAAGCAGCACCCGAGGCCT 

ZIP 93 CCTCGTCCGTCCGGTCACCA 

ZIP 94 GGGTGTGGACGCGGAAGCAG 

ZIP 95 CGGAGAGCCCAAACGCGCAG 

ZIP 96 ACGCGGTCGGAAGGGTGGTC 
Cy3-Positionskontrolle (Mai 2012) Cy3- GGAAACAGGAACGGAGATCTTGAGGTTATTACC 
Cy5-Positionskontrolle (Mai 2012) Cy5- GGAAACAGGAACGGAGATCTTGAGGTTATTACC 
 
 
 
Tab. 30 Primer und Universal Probe Library (UPL)-Sonden (Roche) für qRT-PCR von mRNA. 
(*HPLC-aufgereinigte Primer, bezogen von der Firma TIB Molbiol, Berlin) 

Gen                   
(NM-Nummer) 

UPL-
Sonden-
Nr. 

Primer links                             
(5´ - 3´-Richtung) 

Primer rechts                                   
(5´ - 3´-Richtung) 

CR2 (NM_001877) 31 TAAGACCCCTAACGGGAA
CC 

TGACATTCCAGGAGAAAATCG 

SLA (NM_006748) 57 TGACTTTCCCCGTCTGTCT
C 

TTTCATGCTGTTTCCCATTTC 

MYBL1 
(NM_1080416) 

68 AGGCTGGAGGAGGCTGAC TTCGCCATCCTTCAAGTACC 

IRF4 (NM_002460)* 44 AGCCATGCAACATGGATA
TG 

ACATCACTGCAGTTCACGAAA 

LMO2 (NM_005574) 43 GGTGCAAAGCAGGCAATT
AG 

TCCCCCATCAGATCTAGGC 

EDG1 (NM_001400) 19 AACTTCGCCCTGCTTGAG TCCAGGCTTTTTGTGTAGCTT 
CD44 
(NM_001001389.1) 

40 ATCCCTGCTACCAGTACG
TCTT 

TTCATCTTCATTTTCTTCATTTG
G 

MME (NM_000902) 24 AAGTTTAGAAGCTGAGAC
ACAAAGG 

CGAGAGCTTCTTCCTACCATC
A 

ITPKB 
(NM_002221)* 

34 TGAGGGGACCCTACCAGA
T 

CCAGGCTGGTGCTTCCTA 

CFLAR 
(NM_003879) 

30 TGTGGGTGTGGGTACCTG
TAT 

TCCTGGGTTCAAAAGATCCTC 

SH3BP5 
(NM_004844.3) 

19 GGAGGAGGAAGAGGGGA
TG 

CTTCTCCAGTTCTCCCTGGAT 

FOXP1 
(NM_032682.4) 

27 TCTGTGGTCACGCAAGAC
TTT 

CTGGCTACTGCCTGCACAT 
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Tab. 30 Primer und Universal Probe Library (UPL)-Sonden (Fortsetzung)  

Gen                   
(NM-Nummer) 

UPL-
Sonden-
Nr. 

Primer links                             
(5´ - 3´-Richtung) 

Primer rechts                                   
(5´ - 3´-Richtung) 

FN1 (NM_212475)* 52 GCGAGAGTGCCCCTACTA
CA 

TGGACCAATGTTGGTGAATC 

ETV6 (NM_001987) 64 TGCCAAGAATGGAATTAG
GC 

GTGGGAATGAGCCACACAG 
 

IL16 (NM_004513) 68 GGAAGGGCTCCCTACACG CACCCAGCTGCAAGATTTC 
NOMO1 
(NM_014287) 

44 TGCTCTTTTATCCCCCTTC
A 

CTGCCTTCCCATGGATCTC 
 

PIM1 (NM_002648) 80 CCCGACAGTTTCGTCCTG CCGTGATGAAGTCGAAGAGAT 
 

HDAC1 
(NM_004964) 

04 GTTGGCCTGAATGGACCT
C 

GGGAAGAAACGTGAGGGACT 

BCL6 
(NM_001706.3) 

09 CGAGAATTGAGCTCTGTT
GATTC 

CCGGCCTTTCCTAGAAACTT 
 

 
 
 
Tab. 31 Primer für qRT-PCR von microRNA. 
(a) Sequenzen selbst entworfener Vorläufer-microRNA-spezifischer Primer (f = forward Primer, r = 
reverse Primer); (b) verwendete MiScript Primer bzw. Precursor Assays (Qiagen).  

a 

microRNA-Name Sequenz (5´ - 3´-Richtung) Länge [nt]  Tm [°C] 

hsa-mir-9-3 f: GAGGCCCGTTTCTCTCTTTGG 21 59 
 r: CTAGCTTTATGACGGCTCTGTGG 23 59 
hsa-mir-16-1 f: GCAGCACGTAAATATTGGCGTTAAG 25 59 
 r: GTCAACCTTACTTCAGCAGCACAG 24 60 

b 

microRNA-Name  MiScript Assay (Qiagen)  

hsa-miR-9-5p Hs_miR-9_1 miScript Primer Assay 
hsa-miR-16-5p Hs_miR-16_2 miScript Primer Assay 
hsa-miR-199b-5p Hs_miR-199b_1 miScript Primer Assay 
hsa-mir-199b Hs_mir-199b_1_PR miScript Precursor Assay 
hsa-miR-99a-5p Hs_miR-99a_2 miScript Primer Assay 
hsa-mir-99a Hs_mir-99a_1_PR miScript Precursor Assay 
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Tab. 32 Kontrollsonden-cZIPs (KS) und synthetische Kontroll- Template (KT) zur SNP-Detektion. 
Sequenzen der Kontroll-Template wurden von Dr. Nicole Hauser, Fraunhofer IGB (hau), Michaela Mai, 
IGVT Universität Stuttgart (Mai 2012) und Rafael Martinez, DKFZ Heidelberg (mar) zur Verfügung 
gestellt. Die überhangenden Nukleotide der KT sind jeweils unterstrichen (_U = Kontrolle für Einbau 
von ddUTP, _C = Kontrolle für Einbau von ddCTP, _UC = Kontrolle für Einbau von ddCTP und 
ddUTP).  

Name Sequenz (5´- 3´-Richtung) Referenz  

Kontrollsonden-Set 1: 

KS_U_z33 TTGGTTGGGAGGCTGCGGTGGTTTACAACTTAGTATGGCAATATTTA  

KT_U TTATAAATATTGCCATACTAAGTTGTAAAC (hau) 

KS_C_z34 CGTCGACCTTCCGCCAACCCTTCATTAAGAAAAGATAGAGCTCC  

KT_C TTGGGAGCTCTATCTTTTCTTAATGAA (hau) 

KS_UC_z35 CGTCGCTCTGGTTCGCTCGCCAACAGATCAGTATATTATTAGGGG  

KT_UC_C TTG CCCCTAATAATATACTGATCTGTTG (hau) 

KT_UC_U TTA CCCCTAATAATATACTGATCTGTTG (hau) 

Kontrollsonden-Set 2:  

K_U2_z37 AGGCTTGGCGCTCGTCACCCTCTCCTACTGAAAAACGACCTT  

KT_U2 
 

ATAAAGGTCGTTTTTCAGTAGGAGA (Mai 
2012) 

K_C2_z38 GTCTCCACCGCTGCCATCGCTCTAGACAGCCACTCATATACT  

KT_C2 
 

TAGTCGGAGTATATGAGTGGCTGTCTAGA (Mai 
2012) 

K_UC2_z39 CGTCGTGAGCCATCGCCTGCCCGAACAACCTTATACCCTACG  

KT_UC2_U 
 

AAACGTAGGGTATAAGGTTGTTCGG (Mai 
2012) 

KT_UC2_C 
 

AAGCGTAGGGTATAAGGTTGTTCGG (Mai 
2012) 

Kontrollsonden-Set 3: 

K_UC3a_z47 GGTGTGGTCTCGCGCTTCCGTGCAGAGCCCACACGTGT  

KT_UC3a_U CGATAACACGTGTGGGCTCTGCA (mar) 

KT_UC3a_C CGATGACACGTGTGGGCTCTGCA (mar) 

K_UC3b_z48 TCCGTTCCGCCAGAGGGTGATGCATCTTGCCCACAGCA  

KT_UC3b_U CGATATGCTGTGGGCAAGATGCA (mar) 

KT_UC3b_C CGATGTGCTGTGGGCAAGATGCA (mar) 

K_C3_z49 TCGCCGTCCGCTGTCTTTGGGTGTGGCAGCTCTACCCC   

1_T_C CGATGGGGGTAGAGCTGCCACACATAT  (mar) 

K_U3_z50 GACCAGGCCTCGACCCACCCTGCATCTGTGGATAGAAC  

2_P_T CGATAGTTCTATCCACAGATGCAATAT (mar) 
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e 

 

f 

 

 
Abb. 39 SNP-Detektion in Patientenproben. 
(a) Darstellung der normalisierten Signalintensitäten der Probe L3777-06; (b - f) Darstellung der 
normalisierten Signalintensitäten unter Berücksichtigung der individuellen Schwellenwerte pro 
fluoreszenzmarkiertem Didesoxynukleotid: (b) L3777-06: ddUTP = 0,16/ ddGTP = 0,5/ ddATP = 0,2/ 
ddCTP = 0,05; (c) L2673-06: ddUTP = 0,19/ ddGTP = 0,23/ ddATP = 0,5/ ddCTP = 0,16; (d) L1651-
06: ddUTP = 0,14/ ddGTP = 0,51/ ddATP = 0,2/ ddCTP = 0,02; (e) L142-06: ddUTP = 0,28/ ddGTP = 
0,34/ ddATP = 0,21/ ddCTP = 0,14; (f) L1320-06: ddUTP = 0,2/ ddGTP = 0,54/ ddATP = 0,13/ ddCTP 
= 0,9. 
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Abb. 40 Genexpressionsanalysen  in den Zelllinien SU-DHL-6 und RI-1  unter Verwendung 
unterschiedlicher GSO-cZIP-Mengen. 
Signalintensitäten von 96 Genen aus dye-swap-Hybridisierungen (normalisiert auf 18S) nach 
Fluoreszenzmarkierung von je 10 µg Gesamt-RNA unter Verwendung von (a, b) je 10 pmol GSO-
cZIPs bzw. (c, d) je 0,25 pmol GSO-cZIPs. (a, c) SU-DHL-6: Cy3-CTP, RI-1: Cy5-dCTP; (b, d) RI-1: 
Cy3-dCTP, SU-DHL-6: Cy5-CTP. Darstellung von Cy-3 in schwarz, Cy-5 in weiß. 
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