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Abstrakt 

 

Einleitung: MiRNAs als Teil nicht kodierender RNAs stellen potente Modulatoren der 

intrazellulären Signaltransduktion dar. Viele Studien der Knochenbiologie 

beschäftigen sich mit der Wirkung von miRNAs auf einzelne Ziel-mRNAs oder auf 

deren differenzielle Expression nach osteogener Induktion von Vorläuferzellen oder 

nach Signalwegaktivierung. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass der miR-497-195 

Cluster als intrazellulärer BMP-Antagonist wirkt, der die BMP-Signalkaskade an 

multiplen Stellen beeinflusst.  

Ergebnisse: Der miR-497-195 Cluster ist der bedeutendste Vertreter der miR-15-

Familie in der postnatalen Knochenentwicklung in vivo und im Verlauf der späteren 

Osteoblastendifferenzierung in vitro. Nach Überexpression von miR-195-5p in 

murinen Osteoblasten kommt es zu einer verzögerten Differenzierung und 

Mineralisierung.  

Mit Hilfe von Genexpressions-Mikroarrays und Q-PCR konnte gezeigt werden, dass 

es durch miR-195-5p Überexpression zu einer reduzierten Induktion BMP-

responsiver Gene kommt. Eine  Dosisabhängigkeit der BMP-Antwort in Abhängigkeit 

des Grades der miR-195-5p Überexpression wurde durch Luciferase Experimente 

mit BMP-sensitiven Reporterkonstrukten und Western Blots auf phospho Smad1/5/8 

bestätigt.  

Die Induktion BMP-responsiver Gene nach BMP2-Zugabe war sowohl bei 

Osteoblasten erniedrigt, in denen miR-195-5p überexprimiert wurde, als auch in 

untransfizierten Zellen eines späteren Differenzierungsstadiums, in welchem der 

miR-497-195 Cluster endogen hochreguliert ist.  

Schlussfolgerung: Diese Arbeit stellt eine wesentliche Grundlage für die 

Untersuchung des miR-497-195  Clusters im Tiermodell dar. Eine Hemmung dieses 

hier erstmals identifizierten intrazellulär wirkenden BMP-Antagonisten könnte eine 

BMP2-basierte Behandlung von Problemfrakturen hilfreich unterstützen. 
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Abstract 

 

Introduction: MiRNAs are noncoding RNAs that represent a powerful modulator of 

signal transduction. In bone cell biology many microRNA-studies focused on single 

miRNA-target interactions or differential miRNA expression after osteogenic induction 

of precursor cells or upon pathway activation. 

Here we present evidence that the miR-497-195 cluster microRNAs antagonize BMP 

signaling by downregulation of numerous genes that are part of this signaling 

cascade. 

Results: The miR-497-195 cluster is the most prominent member of the miR-15 

family in postnatal bone development in vivo and during later stages of osteoblast 

differentiation in vitro. An inhibitory effect on differentiation and mineralization was 

observed when miR-195-5p was overexpressed in murine osteoblasts. 

Using gene expression array experiments and quantitative PCR we demonstrate that 

miR-195-5p overexpression leads to reduced induction of BMP-responsive genes.  

A dose dependent impact of miR-195-5p overexpression on BMP-response was 

confirmed by Luciferase assays based on Bmp-response element containing reporter 

constructs and by phospho-Smad1/5/8 Western blots. 

Induction of Bmp-responsive genes following BMP2 treatment was not only reduced 

upon overexpression of miR-195-5p, but also at later stages of osteoblast 

differentiation, were we observed endogenous upregulation of the miR-497-195 

cluster.  

Conclusion: Based on this work we plan further investigation of the miR-497-195 

cluster in an animal model. Inhibition of the intracellular acting BMP-antagonist might 

be a useful therapeutic option to support treatment with recombinant BMP2 to 

promote healing of non-unions and large-size defects.  
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Ausführliche Anteilserklärung an der erfolgten Publikation 

 

Publikation: 

Grünhagen J, Bhushan R, Degenkolbe E, Jäger M, Knaus P, Mundlos S, Robinson 

P.N., Ott C.-E. MiR-497∼195  

Cluster MicroRNAs Regulate Osteoblast Differentiation by Targeting BMP Signaling  

J Bone Miner Res. 2015 May;30(5):796-808. doi: 10.1002/jbmr.2412. 

Impact Factor 6,589 

 

Beitrag im Einzelnen: 

Johannes Grünhagen hat murine Gewebe entnommen, RNA isoliert und miRNA 

Expression gemessen (Abbildung 1). Er hat murine Osteoblasten und die Zelllinien 

NIH3T3, MC3T3 S4 und C2C12 kultiviert, transfiziert, osteogen induziert und 

anschließend ALP Aktivität bestimmt und Mineral angefärbt sowie RNA isoliert, 

mRNA und miRNA Expression gemessen (Abbildung 1, 2, 5). RNA aus Osteoblasten 

hat Johannes Grünhagen ebenfalls zur Expressionsanalyse per Microarray 

verwendet (Abbildung 3 und 6). Johannes Grünhagen hat Osteoblasten osteogen 

induziert, gehungert und mit rhBMP2 stimuliert um anschließend mRNA Expression 

per Q-PCR zu messen (Abbildung4). Bestimmung von Luciferaseaktivität nach 

Transfektion von miRNAs wurde von Johannes Grünhagen ausgeführt (Abbildung 5).  

Die Bestätigung von Zielgenen wurde ebenfalls von Johannes Grünhagen 

durchgeführt (Abbildung 7). Johannes Grünhagen hat alle genannten Experimente 

selbstständig durchgeführt und das Manuskript zusammen mit Claus-Eric Ott und 

Raghu Bhushan verfasst.  

 

Die Reportervektoren stammen von Peter ten Dijke aus Leiden.  

Das Projekt wurde von Claus-Eric Ott, Johannes Grünhagen, Peter Nick Robinson 

und Stefan Mundlos konzipiert. 

C2C12 Zellen wurden von Raghu Bhushan zur Verfügung gestellt.  

Die Ergebnisse der Western Blots wurden von Raghu Bhushan erzeugt.  
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Elisa Degenkolbe war bei der Etablierung der Luciferaseexperimente und bei 

Bereitstellung von humanen Testproben behilflich.  

Frau Knaus begutachtete die Veröffentlichung intern.  

 

Unterschrift des Doktoranden 
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Auszug aus der Journal Summary Liste 

 

 

Journal of Bone and Mineral Research: Impact Faktor 6,589, Position 12 von 124 

Zeitschriften „Endocrinology & Metabolism“; Eigenfaktor 0,0433, Journal Summary 

List 2013 
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Publikation 

 

MiR-497~195 Cluster MicroRNAs Regulate Osteoblast Differentiation by Targeting 

BMP Signaling 

Johannes Grünhagen, Raghu Bhushan, Elisa Degenkolbe, Marten Jäger, Petra 

Knaus, Stefan Mundlos, Peter N Robinson, and Claus-Eric Ott 

Abstract 

MicroRNAs play important roles during cell reprogramming and differentiation. In this 

study, we identified the miR-497/195 cluster, a member of the miR-15 family, as 

strongly upregulated with age of postnatal bone development in vivo and late 

differentiation stages of primary osteoblasts cultured in vitro. Early expression of miR-

195–5p inhibits differentiation and mineralization. Microarray analyses along with 

quantitative PCR demonstrate that miR-195–5p alters the gene regulatory network of 

osteoblast differentiation and impairs the induction of bone morphogenetic protein 

(BMP) responsive genes. Applying reporter gene and Western blot assays, we show 

that miR-195–5p interferes with the BMP/Smad-pathway in a dose-dependent 

manner. Systematically comparing the changes in mRNA levels in response to miR-

195–5p overexpression with the changes observed in the natural course of 

osteoblast differentiation, we demonstrate that microRNAs of the miR-15 family affect 

several target genes involved in BMP signaling. Predicted targets including Furin, a 

protease that cleaves pro-forms, genes encoding receptors such as Acvr2a, Bmp1a, 

Dies1, and Tgfbr3, molecules within the cascade like Smad5, transcriptional 

regulators like Ski and Zfp423 as well as Mapk3 and Smurf1 were validated by 

quantitative PCR. Taken together, our data strongly suggest that miR-497/195 cluster 

microRNAs act as intracellular antagonists of BMP signaling in bone cells. 

J Bone Miner Res. 2015 May;30(5):796-808 

Diese Publikation ist unter folgender URL einsehbar: 

http://dx.doi.org/10.1002/jbmr.2412
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Lebenslauf  

 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 

Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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