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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Arterielle Hypertonie, koronare Herzkrankheit, Schlaganfall und Herzinsuffizienz sind,
zusammengefasst als Herzkreislauferkrankungen, mit einem Anteil von 38,9% die haufigsten
Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2014). Infolge der alternden
Population, Nikotin- und Alkoholabusus, Ubergewicht und Bewegungsarmut sind
kardiovaskulare Erkrankungen auch weltweit ursachlich fir die hdéchste Mortalitat mit
17,5 Millionen Todesfallen im Jahr 2012 (World Health Organization, 2014).

Dabei spielt die Herzinsuffizienz, als gemeinsamer Endpunkt vieler, pathogenetisch
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen, eine prominente Rolle.

Das Syndrom ,Herzinsuffizienz® charakterisiert sich pathophysiologisch durch eine
unzureichende Auswurfleistung des Herzens und einer dadurch verursachten
Minderperfusion der Organe. Mit einer 5-Jahres-Mortalitdt von ~50% und einer weltweit
steigenden Inzidenz und Préavalenz ist die Herzinsuffizienz im Fokus aktueller Forschung
sowie neuer Therapieansatze (Conrad et al., 2017).

Bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz kdénnen akute von chronischen Ursachen
unterschieden werden. Akuter kardialer Stress, verursacht durch eine akute Ischamie z.B. im
Rahmen eines Myokardinfarktes, geht mit einem unmittelbaren Verlust der Pumpkraft einher.
Infolge des Infarktes entwickelt sich eine Myokardnarbe und je nach GrofRe kann es zu einer
Beeintrachtigung des Herzens durch eine ischamische Kardiomyopathie (ICM) kommen. Die
ICM ist durch eine systolische und diastolische Funktionseinschrankung gekennzeichnet,
daraus resultiert eine Risikoerhéhung fir den plétzlichen Herztod durch maligne ventrikulare
Arrhythmien.

Chronischer kardialer Stress wird durch mechanische Beanspruchung in Form von Druck-
und/oder Volumenbelastung hervorgerufen. Druckbelastung entsteht u. a. durch arterielle
Hypertonie oder Herzklappenstenosen (Sandler und Dodge, 1963). Eine Volumenbelastung
hingegen kann u. a. durch eine Herzklappeninsuffizienz verursacht werden. Die chronische
Druckbelastung fluihrt in erster Linie zu ventrikularer Wandverdickung und anschlieRender
konzentrischer Hypertrophie, wobei dauerhafte Volumenbelastung zur Erhéhung des
Kammervolumens, Ausdinnung der Ventrikelwand und daraus folgender exzentrischer
Hypertrophie fihrt (Wakatsuki et al., 2004).

Der akut oder chronisch entstehende biomechanische Stress auf die Zellen fordert eine

Anpassung an die veranderten Umgebungsfaktoren (Kultz, 2005). Die kardiale Plastizitat
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charakterisiert sich hier durch einen komplexen Adaptationsprozess (Abbildung 1, S. 10).
Apoptose, Fibrose, Hypertrophie, verminderte Kapillardichte, veranderte elektromechanische
Koppelung und Insulinresistenz sind maladaptive Prozesse des Herzens und werden als
sog. myokardiales Remodeling bezeichnet (Hill und Olson, 2008, Frey et al., 2012, Cohn et
al., 2000). Diese Antwort des Herzens bewirkt eine kurzfristige Aufrechterhaltung der
Pumpkraft, insbesondere durch die Kompensation der erhdhten Wandspannung. Langfristig
jedoch kénnen diese maladaptiven Vorgange zu kardialer Dysfunktion, Herzinsuffizienz und
plétzlichem Herztod fihren (Kehat und Molkentin, 2010).

Pathophysiological Stimuli

— ] N

Cardiomyocyte Cardiomyocyte Fibrosis Insulin Electrophysiological
Loss Hypertrophy Resistance Changes

Ischemic
Phenotype

Hypertrophic
Phenotype

Heart Failure

Abbildung 1: Mechanismen des myokardialen Remodelings

Pathophysiologische Stimuli wie Ischamie/Reperfusion oder biomechanischer Stress fiihren Uber
verschiedene zellulare und molekulare Prozesse zum myokardialen Remodeling. Durch Nekrose,
Apoptose und Autophagie kommt es zu einem Verlust von Kardiomyozyten und neurohumorale und
mechanische Ausldser lassen die Zellen hypertrophieren. Die Akkumulation von Extrazellularmatrix
fuhrt zu einer irreversiblen Fibrose, zudem koénnen metabolische Verdanderungen sowie
Insulinresistenzen auftreten. Veranderungen der elektromechanischen Transduktion kumulieren in
einem proarrhythmischen Phanotyp. Abbildung entommen aus Pathological Ventricular Remodeling
(Burchfield et al., 2013).
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Dabei stellt die Hypertrophie eine der ersten und gravierendsten Veranderungen des
Remodelings dar. Daraus resultierend kommt es zu einer Verminderung der Auswurffraktion
(EF, Ejektionsfraktion) mit dem klinischen Bild der Herzinsuffizienz (Frey et al., 2004).
Pathophysiologisch kommt es zur GroRenzunahme der Kardiomyozyten, sowie zu
Veranderungen des Zytoskeletts und der Genexpression (Frank et al., 2008, Hein et al.,
2003).

Trotz umfangreicher Forschung und groflen Erkenntnisfortschritten auf diesem Gebiet
bleiben viele Bereiche der zugrundeliegenden Signaltransduktion unzureichend verstanden.
Ein Fokus aktueller Forschung sind microRNAs (miRs) und ihre differentielle Genregulation
im kranken Herzen (s. Abschnitt 1.2, S. 19). Sie scheinen einen grolien regulatorischen
Einfluss sowohl auf kardiale Signalwege im gesunden Herzen zu nehmen als auch bei der
Modulation des kardialen Remodelings und der Entstehung einer Herzinsuffizienz eine
wichtige Rolle zu spielen (Small und Olson, 2011). Durch die Untersuchung der
Auswirkungen von microRNAs auf molekulare Signalwege, kdénnten sich dabei neue
Therapieoptionen ergeben, wie beispielsweise durch die Modulierung von miR-34 und damit
verbesserter Regeneration nach Myokardinfarkt in neonatalen Rattenherzen kirzlich gezeigt

werden konnte (Yang et al., 2015).

1.1.1 Das hypertrophische Genprogramm

Ein erster Schritt der kardialen Hypertrophie ist die wiederkehrende Expression von Genen,
die wahrend der Embryogenese von Bedeutung sind und im Erwachsenenalter Gberwiegend
nicht- oder wenig exprimiert werden. Diese sog. Reinduktion von fetalen Genen spielt beim
Progress des myokardialen Remodelings auf molekularer Ebene eine Uibergeordnete Rolle
(Olson, 2004). Prominenteste Vertreter des hypertrophischen Genprogramms sind die
natriuretischen Peptide ANF (Atrialer natriuretischer Faktor) und BNP (Natriuretisches Peptid
Typ B), a-skeletal Actin sowie B-MHC (engl. myosin heavy chain) (Chien et al., 1991).
Allerdings hangen diese Genexpressionsanderungen mit der Spezies und dessen
Entwicklungsstadium zusammen, weshalb es nicht als ein einheitliches hypertrophisches
Genrogramm betrachtet werden kann (Dorn et al., 2003).

In ausgewachsenen Nagetieren wird beispielsweise (Uberwiegend a-MHC (die schnell
kontrahierende Isoform) exprimiert, obgleich p-MHC (die langsam kontrahierende Isoform)
wahrend der embryonalen Entwicklung ausgebildet wird. ANF ist ein Peptidhormon, dass
durch erhéhte Dehnungsreize aus den Myozyten des Vorhofs freigesetzt wird und eine

Steigerung der Harnausscheidung bewirkt. Zudem besitzt ANF potente natriuretische,

11
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diuretische, vasodilatatorische und das Renin-Angiotensin-System supprimierende
Eigenschaften (Nishikimi et al., 2006). ANF-defiziente Mause entwickeln durch erhdhte
Volumenbelastung eine linksventrikuldre Hypertrophie (Mori et al., 2004). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die anti-hypertrophische Wirkung von ANF unabhangig von seinem
blutdrucksenkenden Effekt ist, indem das ANF-Gen in Mausen abgeschaltet wurde (engl.
Knockout) und mit dem Wildtyp verglichen wurde (Feng et al., 2003). ANF ist also ein
Gegenregulator der pathologischen Hypertrophie, jedoch reicht die alleinige Wirkung nicht
aus, um den hypertrophen Umbau zu verhindern (Barry et al., 2008).

BNP ist ein Uberwiegend in den Ventrikeln gebildetes Peptid, dessen Plasma-Konzentration
sich bei Herzinsuffizienz und akutem Myokardinfarkt erhoht. BNP-Knockout-Mause zeigten
im Vergleich zu Wildtyp-Mausen starke fibrotische Veranderungen der Ventrikel nach
erhohter Druckbelastung, wobei eine Hypertrophie des Herzens ausblieb. Dies stellt BNP als
Teil des hypertrophischen Genprogramms, anti-fibrotischen Einflussfaktor und mdglichen
Regulator des myokardialen Remodelings in das Interesse der Forschungsaktivitaten
(Tamura et al., 2000).

Das hypertrophische Genprogramm ist mit seinen prominentesten Vertretern ANF und BNP,
sowohl bei der Untersuchung der Konsequenzen von erhéhter Druck- und/oder
Volumenbelastung als auch bei der Uberpriifung von Therapiestrategien ein verlasslicher

Marker fUr die Reinduktion des fetalen Genprogramm.

1.1.2 Kardiale Hypertrophie

Ein frlher Schritt der kardialen Anpassung an veranderte Umgebungsbedingungen ist die
Hypertrophie. Dabei ist grundsatzlich eine physiologische- von einer pathologischen
Hypertrophie zu unterscheiden. So kann es infolge von kérperlichem Training, Wachstum
oder Schwangerschaft zu einer Zunahme der linksventrikularen Masse von bis zu 60%
kommen. Diese Prozesse sind vollstédndig reversibel und nicht maladaptiv (Fagard, 2003).
Kontrar zur pathologischen Hypertrophie bleibt die Reaktivierung des hypertrophischen
Genprogramms aus und die MHC-Isoformen werden gegensatzlich reguliert (Frey und
Olson, 2003). In diesen Fallen entwickelt sich keine myokardiale Fibrose und es besteht kein
erhdhtes Risiko flir kardiale Arrhythmien, kardiale Dysfunktion oder die Entstehung einer
Herzinsuffizienz (Kehat und Molkentin, 2010, Lorell und Carabello, 2000).

Pathologische Stimuli wie neurohumorale Aktivierung, gesteigerte hamodynamische

Belastung oder Myokardischamien induzieren eine pathologische Hypertrophie, mit
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Neuorganisation der Sarkomere, Fibrosierung und elektromechanischer Veranderung (Hill
und Olson, 2008).

Atrophie wiederum ist die Abnahme der Herzmasse bei dauerhafter Bettruhe, anhaltender
Schwerelosigkeit oder mechanischer Entlastung z.B. durch ein ventrikulares
Unterstltzungssystem (engl. left ventricular assist device, LVAD) (Razeghi und Taegtmeyer,
2006). Atrophische Herzen kdnnen ihre Masse bis zu 30% reduzieren, wodurch das Herz
prinzipiell einen dynamischen Wachstumsbereich von anndhernd 100% hat (Hill und Olson,
2008).
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Abbildung 2: Verschiedene Stimuli fiihren zu Hypertrophie oder Atrophie des Herzens

Abhangig vom Stimulus entwickelt das Herz eine physiologische oder pathologische Hypertrophie
oder Atrophie. Chronischer Stress, wie beispielsweise arterielle Hypertonie, flhrt in der Folge zu
ventrikularer Dilatation und/oder systolischer Dysfunktion. Damit einhergehend steigt das Risiko von
Herzinsuffizienz und malignen ventrikularen Arrhythmien. Abbildung entnommen aus Cardiac plasticity
(Hill und Olson, 2008).
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1.1.2.1 Adaptive Hypertrophie

Die GroRenzunahme des Herzens als Antwort auf physiologische Reize wie Wachstum,
korperliches Training oder Schwangerschaft ist verbunden mit der Aufrechterhaltung einer
normalen kardialen Funktion und wird als physiologische oder ,adaptive® Hypertrophie
bezeichnet (Fagard, 2003). Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Zunahme
des Koérpergewichtes und des Herzgewichtes. Interessanterweise ist die Gewichtszunahme
beim physiologischen Wachstum auf die Vergréierung der Kardiomyozyten zuriickzuflihren
und es kommt zu einer bis zu 3-fachen VergroRerung des Kardiomyozyten-Durchmessers
vom Neugeborenen zum Erwachsenen (Dorn, 2007). Dabei unterscheidet sich die
physiologische wesentlich von der pathologischen Hypertrophie, welche bei Patienten mit
arterieller Hypertonie, Klappenvitien oder Kardiomyopathien entsteht. Die physiologische
Hypertrophie entwickelt sich durch definierte Signalwege zwischen Wachstumshormonen
und Mechanosensoren. Die physiologische Hypertrophie wird beispielsweise nicht von einer
Akkumulation myokardialen Kollagens begleitet (Dorn, 2007). Abhangig vom Stimulus, wie
zum Beispiel physiologisches Training oder pathologische Druckbelastung wird zudem die
Expression der a- und B-MHC Isoformen gegensatzlich reguliert (Shiojima et al., 2005).
Aulerdem interagieren Wachstumshormone wie Insulin, IGF-1 (engl. Insulin-like growth
factor 1) oder Schilddriisenhormone mit Mechanosensoren und induzieren gemeinsam Uber
den PI3K/Akt-Kinasen-Signalweg (Phosphoinositid-3-Kinasen) die physiologische kardiale
Hypertrophie (Lyon et al., 2015, McMullen et al., 2004, Belke et al., 2002).

1.1.2.2 Maladaptive Hypertrophie

Obwohl es Anhaltspunkte gibt, dass ein kleiner Teil der Zellen im Ventrikel die Fahigkeit
besitzt, wieder in den Zellzyklus einzutreten (Porrello et al., 2011), ist der Grofteil der
Kardiomyozyten postmitotisch. Somit kdnnen die Zellen Uberwiegend mit Hypertrophie,
Atrophie oder Apoptose auf Stress antworten. Im Kontext vieler pathologischer Stimuli
kommt es zu einer hypertrophischen Transformation der Herzmuskelzellen. Bedeutendste
Ursachen der maladaptiven (pathologischen) Hypertrophie sind arterielle Hypertonie,
Adipositas, Klappenvitien, Myokardischamien, hereditare Mutationen in kardialen Proteinen
und neurohumorale Aktivierung (Wakatsuki et al., 2004). Infolgedessen kommt es zu
kardialen Anpassungsvorgangen wie Kontraktilitdtsverminderungen, einer Reorganisation
der Sarkomerstrukturen, Veranderungen im Calcium-Stoffwechsel, Verlust von
Kardiomyozyten mit fibrotischem Umbau, systolischer oder diastolischer Dysfunktion und

Veranderungen der elektromechanischen Transduktion (Kehat und Molkentin, 2010).
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Dabei ist die hypertrophische Transformation der Kardiomyozyten nicht nur einfach ein
Wachstum der Zellen, sondern vielmehr ein umfassender Umbauprozess der Zellarchitektur
und -mechanismen. Ein Teil dieses Prozesses ist die Dedifferenzierung der Zelle und einer
Reaktivierung von zahlreichen transkriptionellen, elektromechanischen und metabolischen
Signalwegen, die wahrend der Zellentwicklung eine Rolle spielten (Shimizu und Minamino,
2016). Die kardiale Hypertrophie kann als kompensiertes Stadium eines fortschreitenden
Prozesses verstanden werden (kompensierte Hypertrophie), der letztendlich zur
Herzinsuffizienz fuhrt (Frey et al., 2004).

Weitere komplex miteinander verbundene inter- und intrazellulare Signalkaskaden regulieren

diese hypertrophen Umbauprozesse und werden nachfolgend dargestellt.

Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Adrenorezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die malRgeblich an der Vermittlung
pathologischer kardialer Hypertrophie mitwirken. Uber diese Rezeptoren haben
Katecholamine, Endothelin-1 und Angiotensin Il Einfluss auf die kardiale Funktion, aber auch
auf den Stoffwechsel und den Gefaltonus (Esposito et al., 2001). Es existieren a- und B-
adrenerge Rezeptoren mit jeweils mehreren Subtypen, deren wichtigste intrazellulare
Signalvermittlung Uber Proteinkinase A (Ggs-gekoppelt) und Proteinkinase C
(Gag/Gar1-gekoppelt) stattfindet. Die Aktivierung der Rezeptoren erfolgt tber die endogenen
Liganden (Adrenalin, Noradrenalin, Endothelin-1 und Angiotensin Il), wobei einige Agonisten
an mehreren Rezeptorsubtypen binden kbénnen (Rockman et al, 2002). In
tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass adrenerge Signalwege einen
zentralen Einfluss auf die kardiale Hypertrophie haben: Transgene, B1-Adrenorezeptor-
Uberexprimierende Mause zeigten initial eine gesteigerte Kontraktilitat in Zusammenhang mit
einer kardiomyozytaren Hypertrophie und entwickelten daraufhin eine schwere
Herzinsuffizienz (Engelhardt et al., 1999). Die myokardiale Uberexpression von Ggs in
transgenen Mausen flhrte zu einer erhéhten Wirksamkeit von Noradrenalin am Herzen und
daraus resultierend zu einer dauerhaft gesteigerten Inotropie und Chronotropie. Dies filhrte
konsekutiv zu kardialer Hypertrophie und Fibrose (lwase et al., 1996). Transgene Mause, die
ein Gg-hemmendes Peptid exprimierten, zeigten nach Aortenligatur (Nachlasterh6hung
durch operativ angelegte Aortenstenose, engl. transverse aortic constriction) eine bessere
kardiale Funktion als Tiere der Wildtyp-Kontrollgruppe, obwohl bei den transgenen Mausen
die kardiale Hypertrophie unterbunden und die Wandspannung erhdht war (Esposito et al.,
2002). Jedoch kénnen auch diese Mause nach PE-, Ang ll- oder Serotonin-Infusion eine

kardiale Hypertrophie entwickeln. Diese kardiale Hypertrophie wird Gber die Aktivierung von
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vaskuldren Ggq-Rezeptoren vermittelt und nicht Uber die direkte Stimulation kardialer
Rezeptoren (Keys et al., 2002). G-Protein-gekoppelte Rezeptoren spielen eine zentrale Rolle
in der zellularen Signaltransduktion durch die Vermittlung von neurohumoralen Faktoren und

der damit verbundenen Entwicklung kardialer Hypertrophie.

Mitogen-Activated Protein-Kinasen (MAPK)

Die MAPK-Kaskaden stellen ein komplexes Netzwerk aus sich hierarchisch aktivierenden
Kinasen dar. Mittels dieser Signaltransduktionswege kénnen die MAP-Kinasen sowohl
Aktivator, Repressor als auch Modulator kardialer Hypertrophie sein. Es gibt drei
Subfamilien: Extracellular signal-regulated kinases (ERK), c-Jun N-terminal kinases (JNK)
und p38-MAPK, die jeweils spezifische Ketten von Kinasen aktivieren. Die initiale Aktivierung
erfolgt unter anderem durch G-Proteine, Tyrosinkinase-Rezeptoren und gp130-Rezeptoren
(Heineke und Molkentin, 2006). Die spezifische Inhibition der MAPK-Kaskaden p38 und
ERK1/2, sowie der JNK1/2 mithilfe einer Uberexpression der MAPK-Phosphatase 1 (MKP-1)
verhinderte die Progression von Kkardialer Hypertrophie nach Aortenligatur und
Katecholamin-Infusion (Bueno et al., 2001). Weiterhin zeigte sich eine gesteigerte Aktivitat
von ERK1/2 und p38 nach chronischer Druckbelastung und akuter mechanischer Dehnung
der Zellen (engl. stretch) (Takeishi et al., 2001). Der Stretch von Kardiomyozyten ist ein weit
verbreitetes in vivo Modell zur Simulation einer erhéhten Druckbelastung und Stimulation von
kardialem Remodeling durch biaxiale Dehnung der Zellen (Frank et al., 2008). In einem in
vivo Modell wurde an Mausen gezeigt, dass ERK1/2 hinreichend ist, um eine kardiale
Hypertrophie auszuldsen. Nach Uberexpression von MEK1, einer MAPK-Kinase welche
ausschliel3lich ERK1/2 aktiviert, entwickelten die Tiere eine konzentrische Hypertrophie,
ohne Zeichen einer Kardiomyopathie. Uberraschenderweise konnte eine verbesserte
linksventrikulare Funktion beobachtet werden, was nahelegt, dass ERK1/2 ein Mediator von
kompensierter Hypertrophie ist (Bueno et al., 2000). /n vitro Untersuchungen haben
unterdessen gezeigt, dass der hypertrophe Umbau durch ein koordiniertes Zusammenwirken
der Calcineurin-NFAT- und MEK1-ERK1/2-Signalwege reguliert wird (Sanna et al., 2005).
JNK und p38 besitzen, gegensatzlich zu ERK1/2, eine hemmende Wirkung auf die
Entwicklung einer Hypertrophie. Dieser Effekt kann durch die antagonistische Wirkung auf
den Calcineurin-NFAT-Signalweg erklart werden, indem JNK und p38 imstande sind,
spezifische NFAT-Transkriptionsfaktoren direkt zu phosphorylieren (Molkentin, 2004).
Gesteigerte Druck- und Volumenbelastung fluhrten zu einer differentiellen Regulation von
JNK und p38. Chronische Druckbelastung durch Aortenligatur fihrte zu einer Induktion von

JNK, wohingegen p38 nicht reguliert wurde (Molkentin, 2004). Erhéhte Volumenbelastung
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wiederum erhohte die p38-Aktivitat ohne Beeinflussung von JNK und ERK. Das legt nahe,
dass unterschiedliche hadmodynamische Belastungen zu verschiedenen Genexpressions-
Mustern flhren (Sopontammarak et al., 2005). Die hier dargestellten Interaktionen der
MAP-Kinasen im Rahmen der kardialen Hypertrophie beinhalten eine ausgedehnte
Interaktion mit anderen Signalwegen, wobei die MAP-Kinasen eine hemmende als auch eine

aktivierende Rolle einnehmen kénnen.

Calcineurin-NFAT-Signalweg

Eine Schllsselrolle bei der Vermittlung der pathologischen Myokardhypertrophie nimmt die
Calcium/Calmodulin-abhangig regulierte Phosphatase Calcineurin ein. Diese Serin/Threonin-
Phosphatase ist ein Heterodimer und besteht aus einer katalytischen Untereinheit
Calcineurin A (CnA) und einer kleinen, regulatorischen Untereinheit Calcineurin B (CnB)
(Molkentin, 2000). Durch lokal erhéhte Calciumkonzentrationen wird Calmodulin teilaktiviert
und bindet an der katalytischen Untereinheit CnA. Das hierdurch aktivierte Calcineurin
dephosphoryliert Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie im Zytoplasma (nuclear factor of
activated T-cells), wodurch deren nukledres Importsignal freigelegt wird (Li et al., 2010).
NFAT transloziert daraufhin in den Zellkern und aktiviert in Interaktion mit weiteren
Transkriptionsfaktoren wie GATA4 oder MEF2 das hypertrophische Genprogramm (Hogan et
al., 2003).

Die konstitutive Uberexpression von Calcineurin in transgenen Mausen fiihrt zu einer
ventrikuldaren Dilatation und daraus resultierender Herzinsuffizienz (Molkentin et al., 1998).
Die pharmakologische Inhibition von Calcineurin durch subkutane Injektion von
Cyclosporin A (CsA) wiederum hemmt die Ausbildung einer pathologischen Hypertrophie in
vivo (Molkentin et al., 1998). Neben Cyclosporin A wurde zudem beobachtet, dass
Tacrolimus (FK506) die Calcineurin-Aktivitat inhibiert. Diese beiden Substanzen werden als
Immunsuppressivum nach Organtransplantation eingesetzt, wobei der Mechanismus der
Inhibierung von Calcineurin lange unklar war. Spater konnte gezeigt werden, dass sie
Calcineurin nicht direkt inhibieren, sondern an endogenen Immunophilinen binden,
Cyclophilin A und FKBP12 (Liu et al., 1991).

Im Gegensatz dazu ist die Calcineurin-Aktivitat in Calcineurin AB-defizienten Mausen um bis
zu 80% herabgesetzt. Calcineurin AR (CnAp) stellt die am haufigsten exprimierte Isoform im
Herzen dar. Nach Aortenligatur, Ang II- oder Isoproterenol-Infusion zeigten diese transgenen
Tiere keine hypertrophe Antwort bei erhaltener linksventrikularer Funktion. Dies legt nahe,
dass Calcineurin ein notwendiger Regulator von myokardialer Hypertrophie in vivo ist (Bueno

et al., 2002). Auch in vitro kommt es zu einer gesteigerten Calcineurin-Aktivitat durch
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neurohumorale Stimuli kardialer Hypertrophie wie Angiotensin Il, Phenylephrin oder
Endothelin-1 (Zhu et al., 2000, Taigen et al., 2000).

Hier scheint Calcineurin insbesondere bei der Vermittlung einer pathologischen Hypertrophie
bedeutsam zu sein, wobei die Aktivitat dieser Phosphatase bei der Entwicklung einer
physiologischen Hypertrophie, durch z.B. sportliche Belastung oder Schwangerschaft, nicht
erhoht ist (Wilkins et al., 2004).

Mittlerweile ist eine Vielzahl an Regulationsmechanismen bekannt, welche Einfluss auf den
Calcineurin-Signalweg nehmen. Der regulator of calcineurin (Rcan) hemmt die Calcineurin-
Aktivitat und ist Teil eines negativen Rickkopplungsmechanismus. Dabei steht eines der
Genprodukte, Rcan1.4 (auch MCIP1.4), mit einer hohen Anzahl an NFAT-Bindungsstellen
unter direkter Kontrolle durch Calcineurin und wird durch aktiviertes Calcineurin und
anschlieBender NFAT-Dephosphorylierung vermehrt transkribiert (Yang et al., 2000). Bei
transgenen Mausen, welche Rcan1 Uberexprimierten, wurde eine Hemmung des
Calcineurin-Signalwegs sowie eine Attenuierung kardialer Hypertrophie in vivo beobachtet
(Rothermel et al., 2001). Gegensatzlich zu dieser Beobachtung entwickelte sich beim
kardialen Knockout von Rcan1 keine Exazerbation, sondern eine paradoxe Verminderung
der Hypertrophie nach Druckbelastung oder adrenerger Stimulation (Vega et al., 2003). Rcan
hat somit keine ausschlieRlich inhibierende Funktion. Die Komplexitat der Regulation Iasst
sich hier durch die NFAT-Konzentration im Zellkern erklaren: Erst beim Uberschreiten eines
Schwellenwertes entfaltet Rcan seine inhibierende Wirkung (Shin et al., 2006). Shin et al.
analysierten hierbei in vivo und in vitro Studien mittels Computersimulationen (in silico).
Unsere Arbeitsgruppe konnte mit Lmcd1/Dyxin ein neues Protein identifizieren, dass sowohl
durch Stretch als auch Phenylephrin-Stimulation in Kardiomyozyten heraufreguliert wird. In
weitergehenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Lmcd1/Dyxin Uber eine
Aktivierung von Rcan1.4 eine myokardiale Hypertrophie sowohl in vivo als auch in vitro
induziert. Der Knockdown wiederum verhindert die Entstehung einer myokardialen
Hypertrophie (Frank et al., 2010). Bernt et al. konnten klrzlich zeigen, dass mit SUMO2
(engl. Small ubiquitin-related modifier 2) ein weiterer direkter Cn-NFAT Aktivator existiert. Die
SUMO2-vermittelte Aktivierung des Cn-NFAT-Signalweges induziert einen hypertrophen
Phanotyp in Kardiomyozyten sowohl in vitro als auch in vivo. Zudem wurde eine erhdhte
SUMO2-vermittelte Sumoylierung bei humanen Kardiomyopathie Patienten sowie in

Kardiomyopathie Mausmodellen beobachtet (Bernt et al., 2016).
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Abbildung 3: Darstellung der aktivierten Signalwege bei pathologischer kardialer Belastung
Die komplexe Interaktion der biomechanischen und neurohumoralen Antwort auf kardialen Stress fihrt
letztendlich zur hypertrophischen Genexpression und zum Wachstum der Zelle. Abbildung

entnommen aus Cardiac plasticity (Hill und Olson, 2008).

1.2 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze, nichtcodierende, einzelstrangige RNAs, welche sich an
komplementare mRNA-Sequenzen anlagern und dadurch die Proteinexpression hemmen
(Bartel, 2004, Lee et al., 1993). Einzelne miRNAs kénnen hunderte Ziel-mRNAs regulieren
und damit Einfluss auf groRe Teile komplexer, intrazellularer Netzwerke nehmen. Demnach
kdnnen Veranderungen der miRNA-Expression oder -Funktion schwerwiegende
Auswirkungen auf den zellularen Phanotyp haben. Abhangig von der Expression einer
miRNA und seiner Zielstrukturen, als auch dem physiologischen Zustand einer Zelle,
scheinen miRNAs die Feinabstimmung der Genexpression zu Ubernehmen (Liu und Olson,

2010). Bei pathophysiologischem Stress oder Erkrankungen sind die funktionellen Einflisse
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von miRNAs erhéht, was sie als potentielle Kandidaten flir therapeutische Schlisselagenzien
attraktiv macht.

Gegenwartige miRNA-Datenbanken, wie miRBase, weisen aktuell 1881 precursor-miRNAs
und mehr als 2500 reife miRNAs aus (Kozomara und Griffiths-Jones, 2014). Es wird
vermutet, dass miRNAs die Expression von bis zu 50% der humanen Gene regulieren
(Ohtani und Dimmeler, 2011, Huntzinger und Izaurralde, 2011, Schmiedel et al., 2015).

Der erste humane Zusammenhang zwischen miRNAs und Herzkreislauferkrankungen wurde
2006 gestellt, indem gezeigt werden konnte, dass miRNA-Expressionsmuster mit der
Entwicklung von Herzinsuffizienz und kardialer Hypertrophie korrelieren (van Rooij et al.,
2006). Seitdem wurde evident, dass die differentielle Regulation von miRNAs auch bei
embryonalen Entwicklungsdefekten (Carraro et al., 2009) und der Onkogenese (Lee und
Dutta, 2009) eine entscheidende pathogenetische Rolle spielt.

Die Mdglichkeit, die miRNA-Expression und -Funktion durch systemische oder lokale
Bereitstellung von miRNA-Inhibitoren (AntimiRs, AntagomiRs) oder miRNA-Imitatoren
(Mimics) therapeutisch zu modifizieren sowie die erste erfolgreiche miRNA-Therapie zur
Suppression des Hepatitis-C-Virus, ermoéglichen die Entwicklung einer neuen Klasse von
Therapeutika auf miRNA-Basis (Lanford et al., 2010).

1.2.1 Biogenese und Funktionsprinzipien

Reife miRNAs sind hoch konservierte, ~22 Nukleotide lange RNAs, welche die post-
transkriptionelle Genexpression regulieren.

Sie werden von der RNA-Polymerase Il als lange Vorlaufer-RNA, sog. primary miRNAs (pri-
miRNAs), transkribiert. Diese bis zu 3000 Nukleotide lange pri-miRNA kann dabei fir
mehrere  miRNAs codierend sein und wird sequenziell im Zellkern und Zytoplasma
prozessiert. Im Zellkern wird mithilfe des Mikroprozessor-Komplexes, bestehend aus der
RNase lll Drosha und dem RNA bindenden Protein DGCRS8 (engl. DiGeorge syndrome
critical region 8), die pri-miRNA zu einer precursor miRNA (pre-miRNA) geschnitten. Diese
~70 Nukleotide lange pre-miRNA formt dabei eine charakteristische Haarnadelstruktur (engl.
hairpin), welche durch DNA-Duplexbildung eine Schleife bildet und somit zu Teilen
doppelstrangig vorliegt. Die pre-miRNA wird aktiv in das Zytoplasma exportiert und dort
durch die RNAse Ill Dicer und dem dsRNA-Bindeprotein TRBP zu einer 17-24 nt langen
doppelstrangigen miRNA (miRNA:miRNA*) geschnitten (Bartel, 2009). Diese miRNA-Duplex
wird mithilfe von Dicer und TRBP entwunden und zum Einzelstrang prozessiert. Dabei wird

die miRNA mit der geringeren Thermostabilitdt am 5’-Ende als erstes bearbeitet und somit
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als Fuhrungsstrang (engl. guide strand) bezeichnet. Die als Begleitstrang (engl. passenger
strand) bezeichnete miRNA* wird haufig degradiert. Mittlerweile wurde jedoch bekannt, dass
die miRNA* auch regulatorische Funktionen Ubernehmen kann, weshalb die Nomenklatur
zunehmend zu miRNA-5p (vom 5’-Strang) und miRNA-3p (vom 3’-Strang) geandert wird
(Ebelt et al., 2008).

Im Zytoplasma findet die Bindung der reifen miRNA mit der komplementaren mRNA in einem
Multiprotein-Komplex, dem RNA-induced silencing complex (RISC), statt. Dabei wird die
miRNA in den RISC aufgenommen und die Ziel-mRNA (engl. target mRNA) durch perfekte
oder inkomplett perfekte Basenpaarung identifiziert (Ameres et al., 2007, Lai, 2004).
Entscheidend fir die mRNA-Identifikation ist die sog. ,Saat“-Sequenz (engl. seed sequence),
eine 6-8 Basen lange Sequenz am 5-Ende der miR (Lewis et al., 2003). Diese Seed-
Sequenz ist komplementar zu einem Abschnitt der mRNA, meistens innerhalb der 3’-UTR
(engl. untranslated region = nicht translatierte Region) (Brennecke et al., 2005, Xie et al.,
2005). Kommt es nun zu einer perfekt komplementaren Basenpaarung, wird der RISC
gebildet, der dann den miRNA-mRNA-Komplex zerschneidet und somit die mRNA
degradiert. Bei nicht perfekt komplementarer Basenpaarung kommt es zu einer translationen
Repression durch Hemmung der ribosomalen Aktivitat (Martinez und Tuschl, 2004, Valencia-
Sanchez et al., 2006). Nach aktuellem Stand der Wissenschaft wird durch die miRNA-
mRNA-Interaktion Uberwiegend die Translation inhibiert (Cloonan, 2015).

Da die Seed-Sequenz - verglichen mit der 3'-UTR - sehr kurz ist, kann eine miRNA mit
hunderten bis tausenden mRNAs interagieren (Lewis et al., 2005). Die meisten 3’-UTRs
enthalten potentielle Bindungsstellen flir eine Vielzahl verschiedener miRNAs, was die
Redundanz und Interaktion zwischen offenbar nicht verwandten miRNAs ermdglicht (Ebert
und Sharp, 2012). Durch transkriptionelle Regulation kénnen auflerdem Ziel-mRNAs die
Expression von einzelnen miRNAs oder Gruppen von miRNAs modulieren und somit positive
und negative Rickkopplungsschleifen bilden (Small et al., 2010).

Mittlerweile gibt es verschiedene online verfligbare Datenbanken, die fur bestimmte miRNAs
potentielle Ziel-mRNAs (targets) vorhersagen. Diese Vorhersage-Algorithmen nutzen
ahnliche Modelle, um Zielstrukturen zu identifizieren und eine Rangliste zu erstellen (Yousef
et al., 2009). Die Bewertung der Zielstrukturen erfolgt nach der Komplementaritat zwischen
miRNA und 3’-UTR sowie der Konservierung der Sequenzen Uber verschiedene Spezies
hinweg. Einer einzelnen Zielstruktur wird dabei eine héhere Bedeutung beigemessen, wenn
die Sequenz hochkonserviert ist. Jedoch gestaltet sich die Identifizierung und Validierung der
Ziel-mRNAs mithilfe dieser Algorithmen schwierig, weil bei in vitro Untersuchungen oft nur

eine schwache oder keine Regulation beobachtet wird. Das kénnte zum Teil an einem relativ
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geringen Effekt einer einzelnen miRNA auf die Translationsveranderung der Ziel-mRNA
liegen. Zum anderen erweisen sich viele vorhergesagte miRNA-Bindungsstellen in einer
mRNA nicht als tatsachliche Zielstrukturen. Viele miRNAs beeinflussen nur in geringen
Mafien die Modulation der Proteinmenge und Reduktion der intrazelluldaren Konzentration
(Baek et al., 2008).

Eine Vielzahl von miRNAs regulieren verschiedene funktionell verwandte mRNAs. Die
Regulation eines komplexen physiologischen Prozesses wird dabei von einer einzelnen
miRNA oder einer Gruppe von miRNAs gesteuert. Als therapeutische Option bedeutet dies
einen entscheidenden Vorteil zur konventionellen Therapie, da prinzipiell mit einer einzelnen
miRNA gleichzeitig verschiedene Ebenen (patho-)physiologischer Prozesse beeinflusst

werden kdénnten (Small et al., 2010).
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Abbildung 4: Biogenese und Funktionsprinzipien von microRNAs

Die Prozessierung von microRNAs findet sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma statt. Die post-
transkriptionelle Genregulation wird dabei durch Inhibition der Translation, mRNA-Degradation oder
Zerschneiden der mRNA modifiziert. Abbildung enthommen aus MicroRNA therapeutics for

cardiovascular disease (van Rooij und Olson, 2012).

1.3 Die Rolle von miRNAs beim myokardialen Remodeling

Biomechanischer Stress auf Kardiomyozyten, verursacht durch z. B. arterielle Hypertonie
oder Klappenvitien, fihrt zu sog. myokardialem ,Remodeling“. Dieser komplexe Prozess
besteht aus zellularer Hypertrophie, einer erhdéhten Apoptoserate, der Induktion von Fibrose
und einer vermehrten Arrhythmogenitat (Hill und Olson, 2008). Durch diese maladaptiven

Vorgange kann es zu Herzinsuffizienz, bdsartigen Arrhythmien und plétzlichem Herztod
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kommen (Hill und Olson, 2008). Trotz umfangreicher Forschung auf diesem Gebiet bleiben
viele Teile der zugrundeliegenden Signaltransduktion unbekannt.

Die in den Fokus aktueller Untersuchungen gerlickten miRNAs kdnnten dabei einen
wichtigen, fehlenden Baustein bereitstellen. Verschiedene Publikationen zeigen, dass
miRNAs im Rahmen des myokardialen Remodelings differentiell reguliert sind und Einfluss
auf Hypertrophie, Apoptose, Fibrose und Arrhythmogenitat nehmen (Bonauer et al., 2010).
Aulerdem scheinen sie eine entscheidende Rolle bei der Homdostase von Kardiomyozyten
zu spielen. Demonstriert wurde dies unter anderem durch die Kardiomyozyten-spezifische
Deletion von Dicer und DGCRS8, zwei essentielle Komponenten zur Generierung von
miRNAs (Abbildung 4, S. 23) (Rao et al., 2009, Thum, 2008). Die embryonische Deletion von
Dicer in Kardiomyozyten resultierte in fetaler oder postnataler Letalitat, je nach Zeitpunkt der
Deletion (Chen et al., 2008, Zhao et al., 2007). Die friihe postnatale Deletion von Dicer in
Mausen flhrte zur Entwicklung von schweren Arrhythmien, wohingegen die Deletion von
Dicer in adulten Mausen zu einer schweren Herzinsuffizienz sowie einer signifikanten
Induktion des hypertrophischen Genprogramms fiihrte (da Costa Martins et al., 2008).

Die wichtigsten, bisher experimentell bestatigten miRNAs werden im Kontext des

myokardialen Remodelings nachfolgend naher erlautert.
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Abbildung 5: Funktionelle Aufgaben von miRNAs im gesunden und kranken Herzen
Schematische Darstellung von miRNAs, welche Einfluss auf die Erhaltung einer normalen
Herzfunktion haben oder die Entwicklung des pathologischen myokardialen Remodelings induzieren.
Abbildung entnommen aus Pervasive roles of microRNAs in cardiovascular biology (Small und Olson,
2011).

1.3.1 MiRNAs in der Hypertrophie

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass miRNAs wesentlich an dem Prozess der
pathologischen Hypertrophie im Rahmen des myokardialen Remodelings beteiligt sind.
MiR-1, miR-21, miR-23, miR-133 und miR-208a spielen dabei zentrale regulatorische Rollen.
Die vornehmlich in Herz- und Skelettmuskulatur exprimierte miR-1 wird durch die
Transkriptionsfaktoren Serum-Response-Faktor beziehungsweise Myocyte Enhancer
Factor-2 (MEF2) reguliert (Zhao et al., 2005). Es wird vermutet, dass miR-1 wahrend der
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Kardiogenese die Balance zwischen der Differenzierung und Proliferation von kardialen
Vorlauferzellen durch die Regulation von Hand2 modifiziert, ein Transkriptionsfaktor, der die
Expansion von ventrikularen Kardiomyozyten fordert (Zhao et al., 2005). Die unter Kontrolle
eines B-MHC-Promoters erfolgte miR-1-Uberexpression in pranatalen Kardiomyozyten fiihrte
zur Ausdinnung der Ventrikelwand und zum Entwicklungsstillstand an Tag 13,5 nach
Konzeption (Zhao et al., 2005). Neben dieser entscheidenden Rolle von miR-1 wahrend der
kardialen Organogenese, bleibt zunachst unklar, ob miR-1 auch positive Effekte auf das
Remodeling bei fortschreitender Herzinsuffizienz zeigt. Einige Publikationen fanden miR-1
bei Herzinsuffizienz heraufreguliert (Thum et al., 2007, Matkovich et al., 2009), eine andere
Publikation zeigte eine Herunterregulation von miR-1 (lkeda et al., 2007). lkeda et al. fanden
auBerdem miR-1 in Calcineurin-transgenen Mauseherzen - einem etablierten murinen Modell
fur Herzinsuffizienz - herunterreguliert. Die adenovirale Uberexpression von miR-1 im Herzen
attenuiert die kardiomyozytare Hypertrophie am wahrscheinlichsten durch die
Herunterregulation von Calmodulin und MEF2a und GATA4 (lkeda et al., 2009).

Die miR-21 ist eine der am bedeutendsten regulierten miRNAs bei kardialen Erkrankungen,
obwohl sie unter basalen Bedingungen nur schwach exprimiert wird. MiR-21 wird zudem bei
verschiedenen Tumorerkrankungen signifikant heraufreguliert und es wird angenommen,
dass miR-21 als Protoonkogen die Apoptose inhibiert (Wang und Lee, 2009). Im
Zusammenhang kardiovaskularer Erkankungen wird die Rolle der miR-21 kontrovers
diskutiert. Verschiedene Publikationen weisen eine durch miR-21 verursachte Induktion
kardialer Hypertrophie in vitro (Cheng et al., 2007) sowie verstarkte Fibrose in vivo nach
(Thum et al., 2008). Im Gegensatz dazu zeigten andere Studienergebnisse anti-
hypertrophische Effekte von miR-21 in isolierten Kardiomyozyten (Tatsuguchi et al., 2007),
einer reduzierten Grolke des Infarktareals (Yin et al., 2008) sowie einer Inhibition von H,O,-
induzierter Apoptose in isolierten Kardiomyozyten (Cheng et al., 2009). Die Grinde fir die
Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen bleiben unklar. Allerdings wird miR-21
Uberwiegend in kardialen Fibroblasten und weniger in Kardiomyozyten exprimiert (Thum et
al., 2008). So ist es mdglich, dass die Expressionsveranderung von miR-21 bei kardialen
Erkrankungen durch eine Erhdéhung der Fibroblasten-Zellzahl begriindet ist, was eine

geringere physiologische Relevanz von miR-21 in Kardiomyozyten implizieren kénnte.
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1.3.2 MiRNAs in der Apoptose

Nach dem heutigen Stand der Forschung spielt die Apoptose eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung des kardialen Remodelings und der daraus folgenden chronischen
Herzinsuffizienz (Dorn, 2009). Akuter ischamischer Stress und chronischer Stress durch
dauerhaft erhdéhte ventrikuldre Wandspannung fiihren sowohl zum kardialen Remodeling als
auch zur gesteigerten Apoptose (Ding et al., 2000, Hamacher-Brady et al., 2006, Hirota et
al., 1999, Khoynezhad et al., 2007, Teiger et al., 1996). Uber welche Signalwege dabei durch
den kardialen Stress die Initierung der Kardiomyozyten-Apoptose reguliert wird, ist bisher
unzureichend verstanden und bedarf weiterer Abklarung.

Unter physiologischen Bedingungen kommt es zur Apoptose von Kardiomyozyten wahrend
der neonatalen Entwicklung des Ausflusstraktes und der Herzklappen (Fisher et al., 2000).
Im gesunden adulten Herzgewebe wiederum spielt die Apoptose nur eine untergeordnete
Rolle. Mithilfe der sog. TUNEL-Farbung (engl. TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)
konnte nur 1 von 10.000 Kardiomyozyten als apoptotisch identifiziert werden (Soonpaa und
Field, 1998). Bedingt durch maladaptive Prozesse wie die ischamische (Narula et al., 1996,
Olivetti et al., 1997) oder hypertrophe Kardiomyopathie (Teiger et al., 1996) kommt es auch
im adulten Herzen zur gesteigerten Apoptose von Kardiomyozyten.

Bedingt durch die limitierten Regenerationsmoglichkeiten des adulten Herzens kann ein
exzessiver Verlust von Kardiomyozyten durch Myokardischadmie oder -infarkt eine
signifikante Reduktion der kardialen Pumpkraft verursachen. Einige miRNAs scheinen dabei
eine zentrale Bedeutung bei der Regulation der Apoptose in vivo zu spielen. MiRNAs sind
u. a. als einflussreiche Regulatoren des Zellzyklus und der Differenzierung von Stammzellen
bekannt (Xu et al., 2009). Man kann zwischen pro- und antiapoptotisch wirksamen miRNAs
unterscheiden, wobei deren Einfluss auf die Regeneration des adulten Herzens noch nicht
ganzlich erfasst ist.

Erst klrzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass miR-20a die Apoptose von
Kardiomyozyten bei hypoxischem Stress senkt. Dabei verursacht miR-20a eine Repression
seiner Zielgene EgIn3 und E2F1 (Frank et al., 2012).

MiR-195 gehoért mit miR-15a, miR15b, miR-16-1, miR-16-2, miR-424 und miR-497 zur
miR-16-Familie, die bei Myokardischamie und Herzinsuffizienz signifikant heraufreguliert
wird. Die Kardiomyozyten-spezifische Uberexpression von miR-195 resultierte in kardialer
Hypertrophie und einem rapiden Fortschreiten hin zur schweren dilatativen Kardiomyopathie
(van Rooij et al., 2006). Der genaue Wirkmechanismus der miR-16-Familie bleibt zunachst

unklar, jedoch wurde bei Untersuchungen in anderen Zelltypen beobachtet, dass die
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Apoptose-Induktion durch Herunterregulation des antiapoptotischen Bcl-2 Proteins
verursacht wird (Wang und Lee, 2009). Somit kénnte der AntimiR-vermittelte Knockdown der
miR-16-Familie als wirksames Mittel zur Pravention von Ischamie-induzierter Apoptose in
Kardiomyozyten dienen.

Allerdings kann die antiapoptotische Wirkung von miRNAs im Herzen auch mit einer
potentiell onkogenen Wirkung im nicht-kardialen Gewebe einhergehen. MiR-21
beispielsweise hat einen antiapoptischen Effekt im Herzen bei akuter Ischamie (Sayed et al.,
2010), jedoch flhrt in anderen Geweben, z.B. der Leber, eine Uberexpression von miR-21 zu
einer erhéhten Tumorproliferation (Zhu et al., 2011).

Fur zukinftige, antiapoptotische Therapieansatze bleibt daher das onkogene Potential
bestehen und macht Myokardspezifische Therapeutika unentbehrlich. Denkbar sind hier das
Ausschalten von Hypertrophie-induzierenden miRs, beziehungsweise das Anschalten von
Hypertrophie-hemmenden miRs. Diese Modulation muss zudem spezifisch in
Herzmuskelzellen erfolgen, um ungewolite Effekte auf andere Zellen und Organsysteme zu

minimieren.

1.3.3 Bedeutung der miRNAs fur die Pathogenese von Fibrose

Die Aktivierung und Proliferation von Fibroblasten im Rahmen des myokardialen
Remodelings flhrt zur inadaquaten Akkumulation von Extrazellularmatrix und damit
einhergehender interstitieller Fibrosierung (Weber, 1997). Die wiederum eine
Beeintrachtigung der kardialen Kontraktilitdt verursacht und zur Veradnderung der
elektromechanischen Kopplung des Myokards flhrt (Kohl, 2003). Dadurch kdénnen sich
maligne Arrhythmien entwickeln, eine haufige Mortalitatsursache bei kardialen Erkrankungen
(de Jong et al., 2011). Verschiedene miRNAs weisen Expressionsveranderungen nach
Myokardischamien oder fibrotischen Pathologien auf, wobei einige dieser miRNAs direkt
oder indirekt Einfluss auf die Regulation der kardialen Fibrose haben (Bauersachs, 2010).
Adulte miR-133a-Knockout-Mause entwickelten eine schwere Kkardiale Fibrose mit
konsekutiver Herzinsuffizienz (Liu et al., 2008b). Kongruent zu diesen Daten zeigten Duisters
et al. eine Regulation des Connective tissue growth factor (CTGF) durch miR-133 (Duisters
et al.,, 2009). Die Herunterregulation von miR-133 bei kardialen Erkrankungen scheint
dadurch zur erhdéhten Expression und Sekretion von CTGF in Kardiomyozyten zu fiihren,
was konsekutiv die Synthese von Extrazellularmatrix in Fibroblasten stimuliert.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass miR-503 die Entwicklung einer kardialen Fibrose

ebenfalls durch die Expressionserhdhung von CTGF beguinstigt. Die Uberexpression von
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miR-503 in neonatalen kardialen Fibroblasten von Mausen erhéhte die Zellproliferation und
Kollagensynthese. Dabei wurde beobachtet, dass Apelin als Zielstruktur von miR-503

herunterreguliert wird und auf diesem Weg die CTGF-Expression erhéht (Zhou et al., 2016).

1.3.4 MiRNAs und Arrhythmogenitat

Die Elektrophysiologie des Herzens ist ein sehr komplexes System. Wahrend die meisten
Kardiomyozyten die Aufgabe der koordinierten Kontraktion und Weiterleitung von
Aktionspotentialen Gbernommen haben, gibt es spezielle Kardiomyozyten, die sich auf die
Erzeugung (Sinusknoten) sowie die schnelle Weiterleitung (His-Purkinje-System) von
Aktionspotentialen spezialisiert haben. Dabei 16sen eine Vielzahl Spannungs- und Liganden-
gesteuerter lonenkanale koordiniert das Aktionspotential und die Kontraktion einzelner
Kardiomyozyten aus. Die Gap Junctions ermdglichen dabei die Diffusion der lonen in
benachbarte Zellen und somit eine kontinuierliche Erregungsausbreitung. Herzgewebe kann
also als anregbares Medium gesehen werden.

Speziell die Na*-, Ca*- und K*-Kanale sowie Gap junction Proteine wie Connexin 43 sind
wichtige Regulatoren von Depolarisation und Repolarisation wahrend der Kontraktion und
Relaxation. Ein bedeutender maladaptiver Schritt beim myokardialen Remodeling ist die
Veranderung der lonenkanalexpression und —funktion (Nattel et al., 2007). Durch diesen
auch als ,arrhythmogenes Remodeling“ bezeichneten Prozess wird vor allem der
Kalziumstoffwechsel beeinflusst, was die Entwicklung ventrikularer Arrhythmien beglnstigt
(Sandmann et al., 2001).

Fur einige miRNAs, wie miR-1 und miR-133, wurden lonenkanéle als relevante
Zielstrukturen vorhergesagt und sie scheinen eine wesentliche Rolle bei der Regulation der
myokardialen Erregungsausbreitung sowie der Entwicklung von malignen Arrhythmien im
Rahmen kardialer Erkrankungen zu spielen (Yang et al., 2007). Zhao et al. beobachteten,
dass erwachsene miR-1-2-Knockout-Mause erhebliche EKG-Veranderungen aufwiesen:
Eine reduzierte Herzfrequenz, verkirzte PR-Intervalle und verbreiterte QRS-Komplexe
fuhrten zu kardialen Arrhythmien und plétzlichem Herztod. Diese EKG-Veranderungen
waren - zumindest teilweise - auf die erhéhte Expression der miR-1-Zielstruktur [rx5
zurickzufuhren, ein Transkriptionsfaktor der die Expression von Kcnd2 reguliert und damit
einen flr die kardiale Repolarisation bedeutenden Kaliumkanal beeinflusst (Zhao et al.,
2007).
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1.4 MicroRNA-Microarray

Von groRem Interesse flir diese Arbeit waren die Expressionsveranderungen bestimmter
miRNAs in Kardiomyozyten, welche kardialem Stress in Form von Stretch ausgesetzt
wurden.

Um neue molekulare Modulatoren zu identifizieren, werden genomweite Analysen des
miRNA-Expressionsmusters benétigt. Diese aufwandige Untersuchung kann mittels eines
miRNA-Microarrays durchgeflhrt werden. Nach der erfolgten Expressionsanalyse kdnnen
vielversprechend regulierte miRNAs mit anderen Verfahren validiert werden. Northern Blots
oder quantitative Realtime-PCRs als Validierungsverfahren sind jedoch deutlich aufwandiger
und bei gleichzeitiger Untersuchung von bis zu zehn verschiedenen Proben in einem
einzigen Microarray wird nur ca. 15% der Zeit bendtigt (Git et al., 2010).

Die microRNA-Microarray Technologie stellt dabei eine leistungsfahige Hochdurchsatz-
Methode zur zeitgleichen Expressionsanalyse von Tausenden microRNAs (Liu et al., 2008a).
Die miRNA-Datenbank miRBase gibt in der aktuellen Veroéffentlichung (Release 21) 765 reife
miRNAs in Ratten (Rattus norvegicus) an, deren Expression mithilfe eines Microarrays
untersucht werden kann (Kozomara und Griffiths-Jones, 2014).

Ein Microarray besteht prinzipiell aus drei verschiedenen Schichten. Es wird eine Basis
bendtigt, die mit einer Oberflache beschichtet sein muss, auf der die Sonden gebunden
werden. Fur DNA-Microarrays beispielsweise wird in der Regel ein Glasobjekttrager oder
eine Silikonmembran als Basis genutzt. Mégliche Oberflachen stellen dann z.B.
Aminogruppen, aktivierte Ester, Aldehyde oder Isocyanate dar, um Sonden aus
Nukleinsauren daran kovalent zu binden (Koehler und Begley, 2007). AnschlieRend werden
die Sonden maschinell in einem fest definiertem Raster als Punkte (engl. spots) auf dem
Objekttrager verankert (sog. ,spotted Micorarrays®). Die Zuordnung der Lokalisation zu den
entsprechenden Sonden bzw. Bindungspartnern wird in einer Datei (sog. ,gene array list®)
gespeichert. Alternativ werden bei den sog. ,Oligonukleotid-Microarrays“ die Sonden direkt
auf den Objekttrager synthetisiert. Das gesuchte Molekil wird an der Sonde durch
komplementare Basenpaarung gebunden. Es existieren einige verschiedene Sondentypen,
auf die in dieser Arbeit verwendeten Sonden wird im Material- und Methodenteil genauer
eingegangen (siehe Abschnitt 2.2.4.18, S. 66).

Mit diesen vorlaufigen Expressionsdaten konnten anschlieBend zielgerichtete
Validierungsuntersuchungen vorgenommen werden. Dazu wurden vielversprechend
regulierte miRNAs durch quantitative Realtime-PCRs validiert, da die Varianz der Microarray-

Daten typischerweise hoch ist.
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Abbildung 6: Vereinfachtes Ablaufschema eines Agilent microRNA-Microarrays

() Die RNA der verschiedenen Bedingungen wird gereinigt und die Qualitat kontrolliert. (lI) Die

miRNAs werden mit einem Cyanine-3-Farbstoff fluoreszenzmarkiert. (Ill) Eine Microarray-Sonde ist

ein an der Oberflache verankertes Oligonukleotid, dass mit der miRNA im Hybridisierungsschritt eine

Bindung eingeht. Die eingebundene Guanin-Base (G) am 5‘-Ende der Hybridisierungssequenz geht

mit der Cytosin-Base (C) am 3‘-Ende der markierten miRNA eine komplementare Basenpaarung ein

und stabilisiert die Ziel-miRNA im Vergleich zur homologen RNA. (IV) Fluoreszenz-Detektion der

markierten Proben mithilfe eines Photomultipliers.

31



Einleitung

1.5 Ziele dieser Arbeit

Durch zahlreiche Untersuchungen der Signaltransduktion des myokardialen Remodelings
konnten in den letzten zwei Jahrzehnten diverse Signalwege entschlisselt werden. Jedoch
bleiben viele Mechanismen der Entstehung verschiedener Herzerkrankungen weiterhin
unbekannt. Die vor einigen Jahren bekannt gewordenen microRNAs besitzen einen
regulatorischen Einfluss auf kardiale Signalwege sowohl im gesunden als auch im kranken
Herzen und kénnten deshalb zum weiteren Verstandnis beitragen (Small und Olson, 2011).
Unsere Arbeitsgruppe hat ein ausgezeichnetes in vitro Modell zur Simulation des
myokardialen Remodelings etabliert, indem Kardiomyozyten dynamisch biomechanisch
gedehnt werden (Frank et al., 2008).

Ziel dieser Arbeit ist es nun, das Expressionsmuster von microRNAs nach dynamischem
biomechanischen Stretch zu untersuchen, vielversprechende miRNAs zu validieren und
deren Zielstrukturen zu identifizieren. Relevante Ablaufe in der Signaltransduktion und
Einflisse auf Proteinebene kénnten somit beleuchtet werden und mdgliche Therapieoptionen

offenlegen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

AlphaDigiDoc Pro Gel Documentation System Alpha Innotech
Aufsicht-Mikroskop DC500 Leica

CFX96 RealTime PCR Detection System Bio-Rad Laboratories
Chromatographie-Papier Whatman
Deckglaser 18 mm Durchmesser Karl Hecht KG
Durchsicht-Mikroskop Axiovert 40 C Zeiss

Eppendorf Research Pro elektronische Pipette Eppendorf
Elektroporationskivette Peqglab

Flexcell® FX-5000™ Tension System Flexcell International Corp.
Gewebekulturflaschen Greiner Bio-One
GS-6KR Zentrifuge Beckmann

HD Rat miRNA Microarray, Release 16.0 Agilent

Hyper Processor Filmentwickler Amersham Pharmacia Biotech
Imobilon Blotting Membrane Millipore

Infinite® M200 Pro Luminometer Tecan Trading
J2-HS Zentrifuge Beckmann

Lucy 2 Anthos

Microarray Scanner GS2505_C Agilent

Microfuge 18 Zentrifuge Beckmann Coulter
Microfuge 22R Zentrifuge Beckmann Coulter
MicroPulser Bio-Rad Laboratories
Mini Protean 3 Elektrophorese System Bio-Rad Laboratories
Mini Trans-Blot Zelle Bio-Rad Laboratories
Multiwell-Platten Costar

MyCycler Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories
NanoDrop 2000 Spektralphotometer Thermo Scientific
Neubauer-Zdhlkammer Assistent

Odyssey Infrared Imager LI-COR Biosciences
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Pasteur Pipetten, Glas

Pipetten, manuell

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 pl
Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 ul, gestopft
Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Pipetus Pipettierhilfe

PJ 3600 Delta Range Waage

PowerPac Basic Power Supply
gRT-PCR Platten, 96-Well
Reaktionsgefalle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml
Reaktionsgefalie 1,5 ml, 2 ml, RNase-frei
Rohrchen 15 ml, 50 ml

Seven Easy pH-Meter

Spectra Mini

Sterilfilter, 0,2um Porengrolie

TE1502S Prazisionswaage

Thermomixer Comfort

Thermofast 96 Detection Plates

Tissue Tek

Ultra-Turrax T25

Vectashield Mounting Medium

Vortex-Genie 2

2.1.2 Chemikalien

Agarose

Acrylamid
Ampicillin
Bromphenolblau
Carbenicillin

DAPI

DEPC

DMEM

DMSO
DNA-Ladepuffer 6x

ROTH

Eppendorf
Eppendorf

Nerbe plus

Sarstedt

Hirschmann Laborgerate
Mettler-Toledo
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Sarstedt

Sarstedt

BD Falcon
Mettler-Toledo
Tecan

Nalgene Labware
Sartorius

Eppendorf

Thermo Scientific
Sakura

Janke & Kunkel 38
Vector Laboratories

Scientific Industries

Biozym Scientific GmbH
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich

Fermentas
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DreamTaq Grin-Puffer 10x

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS Gold

Formamid

GeneRuler 1kb Plus DNA-Leiter
HEPES

iQ PowerMix Reagenz, Multiplex qRT
Kanamycin

Kollagen I-Lésung aus Rinderhaut
Lipofectamin 2000 Reagenz
Lipofectamin LTX Reagenz
Methanol

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

NCS

Penicillin / Streptomycin

Percoll

Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol
Phenolrot

Phenylephrin

QlAzol Lyse Reagenz

SDS

Spectinomycin

TRIS-Base

TRIS-HCI

Triton X 100

Trypanblau

Tween 20

Vectashield HardSet Mounting-Medium

Thermo Scientific
Serva Electrophoresis
Carl Roth

Invitrogen

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Fermentas

Carl Roth

Bio-Rad Laboratories
Sigma-Aldrich

BD Biosciences
Invitrogen

Invitrogen

Carl Roth

AppliChem
AppliChem

PAA Laboratories
Invitrogen / GIBCO
Amersham Biosciences
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Qiagen

Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Vecta-Labs
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2.1.3 Puffer und Lésungen

ADS-Puffer

1,16 M
197 mM
94 mM
55,5 mM
53,6 mM
8,3 mM
pH 7,4

steril filtriert

NaCl

HEPES
NaH,PO4-H,0
Glukose

KCI

MgSO,

DNA-Ladepuffer (6x konzentriert)
0,005% (w/v) Bromphenolblau

15% (wiv)
50 mM
0,5% (wiv)

ELB-Puffer

PBS

50 mM
250 mM
5mM

0,1 % (viv)
1 mM

1 mM

4% (vIv)

137 mM
2,7 mM
4,3 mM
1,47 mM
pH 7,4

Ficoll Type 400 (Sigma)
EDTA pH 8,0
SDS

HEPES, pH 7,0
NaCl

EDTA

NP-40

DTT (Dithiothreitol)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Protease-Inhibitor, unmittelbar vor Gebrauch hinzugefiigt

NaCl

KCI
NaH;PO4
KH,PO,
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RIPA-Lyse-Puffer
50 mM
150 mM
0,5% (w/v)
1% (v/v)
0,2%
pH 7,5

TRIS-HCI

NaCl
Natriumdesoxycholat
NP-40

SDS

titriert mit 1 M NaOH

TAE-Puffer (50x konzentriert)

3M
0,05 M
pH 8,3

TE-Puffer
5mM
0,1 mM
pH 7,4

2.1.4 Medien

TRIS-Acetat
EDTA

TRIS
EDTA

Medien zur Bakterienkultur

Medien zur Bakterienkultur wurden vor ihrer Verwendung autoklaviert.

LB-Medium
1% (wiv)
0,5% (w/v)
0,5% (w/v)
pH 7,0

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Medien zur Zellkultur

Medien zur Zellkultur wurden bei 4 °C gelagert und vor ihrer Verwendung in einem

Wasserbad auf 37° C erwarmt.
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Complete-Medium

DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 110 mg/I Natriumpyruvat (Fertigmedium)

10% (viv)  FCS Gold

100 U/ Penicillin G
100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

Serumfreies Medium

DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 110 mg/I Natriumpyruvat (Fertigmedium)

100 U/ Penicillin G
100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

Transfektionsmedium

DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 110 mg/I Natriumpyruvat (Fertigmedium)

10% (v/v) FCS Gold
2 mM L-Glutamin

2.1.5 Kits

BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi Expression Vector Kit
pmirGLO Dual-Luciferase Assay System

miRNA Complete Labeling and Hybridization Kit
NucleoSpin® Plasmid Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

SuperScript™ Ill First-Strand Synthesis System
TagMan® MicroRNA Transcription Kit

TagMan® MicroRNA Assay

2.1.6 Enzyme

Collagenase Type 2
Complete-Proteinase Inhibitor Cocktail
Desoxyribonuklease | (DNase |)
DreamTaq DNA-Polymerase (GreenTaq)
LR Clonase™ Il

Invitrogen

Promega

Agilent
Machery-Nagel
Qiagen

Invitrogen

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Worthington Biochemical Corp.
Roche Diagnostics
Sigma-Aldrich

Thermo Scientific

Invitrogen
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Pac | Restriktionsendonuklease
BP Clonase™ II

Platinum® Pfx DNA Polymerase
Phosphatase-Inhibitor 2 und 3
Proteinase K

Trypsin-EDTA-L6sung

2.1.7 Plasmide

Tabelle 2-1: Verwendete Plasmide und Erklarung

BD Biosciences Clontech
Invitrogen

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Invitrogen
Invitrogen/GIBCO

Bezeichnung

Antibiotikaresistenz | Erklarung

Hersteller

pcDNAG6.2-GW/miR | Spectinomycin

Expressionsvektor | Invitrogen

pDONR " 221 Kanamycin

Donor-Vektor

Invitrogen

pAd/CMV/V5-DEST | Carbenicillin

Destinationsvektor | Invitrogen

pmirGLO Ampicillin

Luciferase-Assay

Promega Corp.

2.1.8 Antikorper

anti-a-Actinin (Sarkomer, mouse, monoklonal)
Alexa Fluour® 546 anti-Mouse IgG1 (donkey)
anti-Hexon FITC-konjugiert (goat)

2.1.9 Bakterien

OneShot® TOP10, elektrokompetent
DH10B, elektrokompetent

2.1.10 Oligonukleotide und Primer

2.1.10.1 MicroRNA TagMan® Assay

Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich

Life-Technologies

Life-Technologies

Tabelle 2-2: Verwendete MicroRNA TaqMan® Assays zur qRT-PCR

Bezeichnung

Identifikationsmerkmal

mmu-miR-31* ID 002495
hsa-miR-146a ID 000468
hsa-miR-188 ID 002320
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rno-miR-466b ID 002066
mmu-miR-494 ID 001293
mmu-miR-503 ID 002456
RNU6B ID 001093
2.1.10.2 MicroRNA-Sequenzen

Tabelle 2-3: MicroRNA-Sequenzen

Bezeichnung Sequenz 5' - 3'

miR-31* UGC UAU GCC AAC AUA UUG CCA UC
miR-146a UGA GAA CUG AAU UCC AUG GGU U
miR-188 CAU CCC UUG CAU GGU GGA GGG
miR-466b-1* UAU GUG UGU GUG UAU GUC CAU G
miR-494 UGA AAC AUA CAC GGG AAA CCU
miR-503 UAG CAG CGG GAA CAG UAC UGC AG
2.1.10.3 Klonierung rekombinanter Adenoviren

Tabelle 2-4: Oligonukleotide fiir die Anlagerung und Ligation zur Generierung von pcDNAG6.2-

GW/miR Expressionsvektoren und der nachfolgenden Uberexpression von microRNAs

Bezeichnung Sequenz 5' - 3'
] TGC TGT AGC AGC GGG AAC AGT ACT GCA GGT TTT GGC CAC TGA CTG
rno-miR-503_Top
- ACC TGC AGT AGT TCC CGC TGC TA
] CCT GTA GCA GCG GGA ACT ACT GCA GGT CAG TCA GTG GCC AAA ACC
rno-miR-503 Bot
- TGC AGT ACT GTT CCC GCT GCT AC
] TGC TGT GAA ACA TAC ACG GGA AAC CTC TGT TTT GGC CAC TGA CTG
rno-miR-494 Top
- ACA GAG GTT TCG TGT ATG TTT CA
] CCT GTG AAA CAT ACA CGA AAC CTC TGT CAG TCA GTG GCC AAA ACA
rno-miR-494 Bot
- GAG GTT TCC CGT GTA TGT TTC AC
] ) TGC TGA TAC ATA CAC ACA CAC ATA CAC GTT TTG GCC ACT GAC TGA
rno-miR-466b-1*_Top
- CGT GTA TGT GTG TGT ATG TAT
] ) CCT GAT ACA TAC ACA CAC ATA CAC GTC AGT CAG TGG CCA AAA CGT
rno-miR-466b-1* Bot
- GTA TGT GTG TGT GTA TGT ATC
] TGC TGC ATC CCT TGC ATG GIG GAG GGG TTT TGG CCA CTG ACT GAC
rno-miR-188_Top
- CCC TCC ACT GCA AGG GAT G
] CCT GCA TCC CTT GCA GTG GAG GGG TCA GTC AGT GGC CAA AAC CCC
rno-miR-188 Bot
- TCC ACC ATG CAA GGG ATG C
rno-miR-146a_Top TGC TGT GAG AAC TGAA TTC CAT GGG TTG TTT TGG CCA CTG ACT GAC
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AAC CCA TGA TTC AGT TCT CA
. CCT GTG AGA ACT GAA TCA TGG GTT GTC AGT CAG TGG CCA AAA CAA
rno-miR-146a_Bot
- CCC ATG GAA TTC AGT TCT CAC
. . TGC TGT GCT ATG CCA ACA TAT TGC CAT CGT TTT GGC CAC TGA CTG
rno-miR-31*_Top
- ACG ATG GCA ATG TTG GCA TAG CA
. . CCT GTG CTA TGC CAA CAT TGC CAT CGT CAG TCA GTG GCC AAA ACG
rno-miR-31*_Bot
- ATG GCA ATA TGT TGG CAT AGC AC
. GAA ATG TAC TGC GCG TGG AGA CGT TTT GGC CAC TGA CTG ACG TCT
miR-Neg_Top
- CCA CGC AGT ACA TTT
. AAA TGT ACT GCG TGG AGA CGT CAG TCA GTG GCC AAA ACG TCT cca
miR-Neg_Bot
- CGC GCA GTA CAT TTC
21104 Multiplex qRT-PCR

Tabelle 2-5: Gewdhlte Primer und Sonden fiir die quantitative Realtime-PCR (Multiplex)

Bezeichnung | Sequenz 5' -3’ Erklarung
Nppa_F GGA GCA AAT CCT GTG TAC AGT G Multiplex Primer und Sonde
Nppa_R ACC TCA TCT TCT ACC GGC AT konjugiert mit Farbstoff und
FAM - TGA TGG ATT TCA AGA ACC TGC Lsscher* fiir N ANE
Nppa_Sonde TAG ACC A - BHQL sLoscher” fur Nppa ( )
Nppb_F ACA AGA TAG ACC GGA TCG GA Multiplex Primer und Sonde
Nppb_R AGC CAG GAG GTC TTC CTA CA konjugiert mit Farbstoff und
HEX - TCA GTG CGT TAC AGC CCA AAC Lsscher* fiir Noob (BNP
Nppb_Sonde | ca - Buo1 sLoscher” fur Nppb ( )
Rpl32_F CTG CTG ATG TGC AAC ARA TCT Multiplex Primer und Sonde
Rpl32_R GCT GIG CTG CIC TIT CTA CAA T konjugiert mit Farbstoff und
Texas Red - ACT GIG CTG AGA TTG CTC Lsscher* fiir Roi32 (Kontroll
Rpl32_Sonde | aca aTG TGT - BHQ2 sLoscher” fur Rp/32 (Kontrolle)
Rcan1_F TAG CTC CCT GAT TGC TTG TG Multiplex Primer und Sonde
Rcan1_R GGA TTC AAA TTT GGC CCT GG konjugiert mit Farbstoff und
Cy5.5 — ACG ATG ATG TCT TCA GCG AAA Lsscher* fiir Rean1.4
Rcan1_Sonde | crc aca ¢ - Eclipse »LOSCher ur frcant.
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2.1.10.5 Luciferase-Assay

Tabelle 2-6: Sequenzen fiir die Klonierung potenzieller Zielstrukturen

Bezeichnung Sequenz 5° -> 3¢ Erklarung
Apin_3'UTR_F GAT CTC TAG AAG CAG GAT TGA AGG GCT | Sequenz ~ der  potentiellen
CTC

Zielstruktur  Apelin  fur die

Apln_3'UTR_R | ATG CCC TGC AGG GTA TTG AAC TCC TCG

Quantifizierung im Assay
CAT TTT ATT TTC

Cecnd2_3’'UTR_F | GAT CTC TAG AGG AAG CCA TTC GGG CGG | Sequenz ~ der  potentiellen

© Zielstruktur Cyclin D2 far die

Ccnd2 3'UTR R | ATG CCC TGC AGG TAA ATG GTT CAG TCG

TGT GGT TGG G Quantifizierung im Assay

Fzd1_3’'UTR_F | GAT CTC TAG AAA CCC AGA ATC TTA CCT | Sequenz  der  potentiellen

Gee ¢© Zielstruktur Frizzled 1 fiir die

Fzd1 3’3UTR R ATG CCC TGC AGG GTT ATA CTT TAA TGA

Quantifizierung im Assay
CGA CAT TGT TTG G

Stc1_3'UTR_F GAT CTC TAG AGC AGG GAG AGG TAT TCA | Sequenz  der  potentiellen

CAG Zielstruktur Stanniocalcin 1 flr

Stc1 33UTR R | ATG CCC TGC AGG GAT CCT ACA GAG ATG

- die Quantifizierung im Assay

2.1.11 Zelllinien

C2C12-NFAT

Diese murine Myoblasten-Zelllinie besitzt die Fahigkeit in Zellkultur zu Skelettmuskelzellen
zu differenzieren. Die Zellen wurden mit dem Reporter-Vektor pHTS-NFAT (Biomyx
Technology) transfiziert. Dieser Vektor trug eine Luciferase-Expressionskassette, welche von
vier NFAT-Enhancer Stellen kontrolliert wurde (Frey et al., 2008).

HEK-293A

Diese humane, embryonale Nierenzelllinie enthalt - durch Transformation mit dem humanen
Adenovirus Typ 5 - Anteile des viralen Genoms. HEK-293A exprimiert adenovirale E1- und
E3-Proteine und eignet sich daher fir die Herstellung und Amplifikation rekombinanter

Adenoviren.
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2.1.12 Versuchstiere

21121 Mause (Mus musculus)

Die verwendeten Mause vom C57BL/6-Stamm wurden von der Firma Charles River

Laboratories bezogen.

21.12.2 Ratten (Rattus norvegicus)

Die erwachsenen W.istar Ratten wurden ebenfalls von Charles River Laboratories
bereitgestellt. Neugeborene Ratten wurden 1 bis 3 Tage postnatal fir die Isolation von

ventrikularen Kardiomyozyten getotet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

Die Tiere wurden im Tierstall des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel
artgerecht gehalten. Die Tiere hatten jederzeit Zugang zu Trockenfutter und Trinkwasser.
Der Tag-Nacht-Rhythmus lag ganzjahrig bei 12 Stunden und die Raumtemperatur
betrug 24 + 1 °C. Alle geschilderten Tierversuche wurden von der zustandigen
Landesbehérde und der Tierschutzbehérde mit entsprechenden Tierschutzantragen

genehmigt.

2.2.1.1 Gewebeentnahme

Die Gewebeentnahme erfolgte ausschliel3lich an zuvor getdteten Tieren. Die Tiere wurden
durch zervikale Dislokation getdtet und anschlieBend das Fell durch einen medianen Schnitt
eroffnet. Das Fell wurde mit den Fingern beiseitegeschoben und das Abdomen eréffnet.
Hiernach wurde das Zwerchfell durchtrennt und die Organe vorsichtig frei prapariert. Von
jedem zu untersuchenden Organ wurde ein Stiick Gewebe sofort nach der Entnahme in
flissigem Stickstoff bei -196 °C tiefgefroren. Anschliefend wurde das Gewebe auf eine
Kulturschale gelegt und gewogen. Jeweils 100 mg Gewebe (Ausnahme: 50 mg Leber)

wurden zur weiteren RNA-Extraktion verwendet.

2.2.1.2 Transversale aortale Konstriktion

Das Ziel dieser Methode war es, pathologische Myokardhypertrophie zu generieren, um
damit Effekte eines Gens in vivo nachweisen zu kénnen. Die erhdhten pathologischen
Belastungszustadnde wurden durch thorakales aortales ,Banding” herbeigefliihrt. Sechs bis
acht Wochen alte Mause wurden mit Ketamin und Xylazin narkotisiert, endotracheal intubiert
und linkslateral thorakotomiert. In minimal-invasiver Methode wurde der Aortenbogen
freiprapariert und gegen eine 27 G Kandle ligiert. Die Kantule wurde entfernt und somit eine
Stenose von definiertem Durchmesser gebildet. Durch die Verengung der Aorta wurde die
Nachlast erhéht und eine konstante Druckbelastung auf das Herz ausgetibt. Es entwickelte
sich eine kardiale Hypertrophie und in der Folge eine Herzinsuffizienz. Bei scheinoperierten
Kontrolltieren wurde der Aortenbogen ebenfalls freigelegt, jedoch ohne eine Stenose zu
setzen. Nach zwei Wochen wurden die Tiere getdtet und es wurde eine RNA-Extraktion nach

genanntem Protokoll durchgeflihrt. Operateur: Dr. med Christian Kuhn, Mitglied der AG Frey
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2.2.2 Zellkultur

Um Kontaminationen zu vermeiden wurde mit allen verwendeten Zellen ausschliel3lich unter
einer sterilen Sicherheitswerkbank gearbeitet. Jede Zelllinie wurde separat bearbeitet. Alle
Zelllinien und primare Zellen wurden bei 37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit im

Brutschrank kultiviert.

2.2.2.1 KulturgefaRe

Fur die Kultur von Saugetierzellen wurden Kulturflaschen mit einer Grundflache von 75 und
175 cm?, Kulturschalen mit 10 cm Durchmesser sowie Kulturplatten mit 6, 12 oder 24 Wells
verwendet. Alle Kulturflaschen, -schalen und -platten, die zur Kultivierung von NRVCM
genutzt wurden, mussten zuvor mit Kollagen | beschichtet werden, damit Kardiomyozyten
adharent anwachsen konnten. Zur Beschichtung wurde eine Kollagen | Stammldésung (3,1
mg/ml) auf eine Konzentration von 50 ug/ml verdiinnt. Die Kulturgefalle wurden mit 5-10
ug/cm? Kollagen | Lésung fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur kultiviert. Nach
zweimaligem Waschen mit sterilem ddH,O wurden die Kulturgefale luftgetrocknet und bei
4 °C bis zur Verwendung gelagert. Die beschichteten Kulturgefalle wurden nicht langer als 7

Tage gelagert.

2.2.2.2 Isolation von neonatalen ventrikularen Rattenkardiomyozyten

Die Isolation von neonatalen ventrikuldaren Rattenkardiomyozyten (NRVCM) wurde an 1 -
3 Tage alten Ratten durchgeflihrt. Exemplarisch wird hier die Isolation von 40 Herzen
beschrieben. Die neugeborenen Ratten wurden kurz mit Kopf und Rumpf in 75% (v/v)
Ethanol getaucht und anschlieRend mit einer Schere dekapitiert. Die Sternotomie erfolgte mit
der Schere links parasternal durch eine Inzision von circa 2 cm Lange. Durch leichten Druck
auf das Abdomen konnte das Herz mobilisiert und danach vom Kdrper abgetrennt werden.
Das Herz wurde sofort in eine Petrischale mit auf Eis geklhlten ADS-Puffer gelegt. Unter der
sterilen Werkbank wurden die Vorhoéfe entfernt und die Ventrikel in frischen ADS-Puffer
uberfihrt. AnschlielRend wurden die Ventrikel mit der Schere in der Petrischale zerkleinert,
bis das Gewebe gleichmaRig verteilt war. Dieses Ventrikelgewebe wurde in 36 ml
Verdaulésung Uberfihrt, die 0,5 mg/ul Collagenase Type 2 sowie 0,6 mg/ml Pankreatin in
ADS-Puffer enthalt. Diese Verdaulésung wurde vor der Verwendung steril filtriert und auf
37 °C erwarmt. Das Ventrikelgewebe in der Verdaulésung wurde im Wasserbad bei 37 °C
und 40 U/min fir 20 min horizontal geschuttelt. Nach dem ersten Verdauschritt wurde der

Uberstand abgenommen und verworfen. 36 ml frische Verdaulésung wurde hinzugegeben
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und ein weiteres Mal fiir 20 min inkubiert. Der Uberstand nach dem zweiten Verdauschritt,
der schon freigesetzte Zellen enthielt, wurde durch einen Filter (engl. cell strainer) in ein
50 ml Reaktionsgefall Uberfihrt. Dieses Reaktionsgefall enthielt bereits 8 ml NCS (engl.
newborn calf serum), um die Collagenase und das Pankreatin zu inaktivieren. Diese
Zellsuspension wurde bei 3000 U/min fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das entstandene Zellpellet in 5 ml NCS resuspendiert. Die nun vorhandene Zellsuspension
wurde bis zur weiteren Verwendung im Inkubator bei 37 °C gelagert. Die oben genannten
Verdauschritte wurden so oft durchgefiihrt, bis kein Gewebe mehr sichtbar war.
Normalerweise reichten hierflr 5 - 6 Verdauschritte aus. Sobald das Gewebe vollstandig
verdaut war, wurden die ,gepoolten” und in NCS resuspendierten Zellen bei 3000 U/min flr
5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 50 ml ADS-Puffer
aufgenommen.

Diese Lésung enthielt jedoch Kardiomyozyten, Fibroblasten, Erythrozyten und andere
Zellarten des Herzens und es war notwendig, diese aufzureinigen. Deshalb wurden die
isolierten Zellen mittels eines Percoll-Gradienten ihrer Dichte nach aufgetrennt (Iwaki et al.,
1990). Zuerst wurde eine Percoll-Stammldsung aus 27 ml Percoll und 3 ml 10x ADS-Puffer
hergestellt. AnschlieRend wurde eine Lésung mit héherer und eine mit niedrigerer Dichte
hergestellt. Die Lésung mit niedrigerer Dichte enthielt 9 ml Stammlésung und 11 ml ADS-
Puffer sowie Phenolrot, zur besseren Darstellbarkeit der verschiedenen Phasen. Die Lésung
mit der héheren Dichte bestand aus 13 ml Stammldsung und 7 ml ADS-Puffer. Fir die
Bildung des Dichtegradienten wurden 4 ml der Lésung mit niedriger Dichte in ein 15 ml
Reaktionsgefald pipettiert. AnschlieRend wurde mit einer Pipette auf den Boden des Gefalles
3 ml der Lésung mit héherer Dichte gegeben. Dabei war es essentiell, die Phasen nicht zu
vermischen und keine Luftblaschen zu bilden. 500 ul der Zellsuspension wurde vorsichtig auf
den Gradienten pipettiert, sie bildete somit die dritte Phase. Um die Zellen nach ihrer Dichte
aufzutrennen, erfolgte eine Zentrifugation bei 10.000 U/min fir 30 min bei 4 °C mit
langsamer Be- und Entschleunigung ohne Pausen. Die Zellen trennten sich folgendermalien
auf: Zwischen der oberen und mittleren Phase befanden sich Fibroblasten und konnten
abgesaugt werden. Die Erythrozyten sammelten sich als Zellpellet am Boden des
Reaktionsgefales. Die Kardiomyozyten wanderten bis zum Ubergang zwischen mittlerer und
unterer Phase, diese konnten mit einer Transferpipette in ein 50 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt
werden. Die Zellsuspension wurde auf 50 ml mit ADS-Puffer aufgefillt und bei 3000 U/min
fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen und der Schritt
noch einmal wiederholt. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Kardiomyozyten in

37 °C warmem Complete-Medium resuspendiert.
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Im Anschluss erfolgte das Zahlen der Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer. Daflr wurde
1 ml der Zellsuspension abgenommen und 1:1 mit Trypanblau-Lésung gemischt. Dadurch
konnten bereits tote Zellen bei der Zahlung unberlcksichtigt bleiben. Die NRVCM wurden in
verschiedenen Konzentration auf verschiedenen Platten ausgesat, je nachdem welches
Experiment durchgeflhrt werden sollte (siehe Tabelle 2-7).

Die Zellen wurden flr die ersten 18 Stunden in Complete-Medium inkubiert. Fir alle weiteren
Experimente wurden die Kardiomyozyten nach 18 Stunden zwei Mal mit warmem PBS

gewaschen und fir die restliche Zeit in serumfreien Medium gehalten.

Tabelle 2-7: Eingesetzte Zellzahlen in verschiedenen Kulturschalen.

Kulturschale Experiment Zellen/Well ml Medium/Well
6-Well Platte Stretch 1,56~ 10° 2
6-Well Platte Infektion 75*10° 2
6-Well Platte Transfektion 1*10° 2
12-Well Platte Luciferase-Assay 4*10° 1
12-Well-Platte mit Deckglédsern | Immunfluoreszenz 1,8 *10° 1

Gradient vor der Zentrifugation Gradient nach der Zentrifugation

1x ADS
Zellsuspension in

X ADS Interphase mit

Fibroblasten
Top-Layer mit

Phenolrot
enolro Interphase mit

Kardiomyozyten
Bottom-Layer

Erythrozytenpellet

Abbildung 7: Trennung der isolierten Zellen mittels eines Percoll-Gradienten.
Die Zellsuspension wird auf den Percoll-Gradienten pipettiert und nach der Zentrifugation

befinden sich die Kardiomyozyten im unteren Teil der Interphase.
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2.2.2.3 Biomechanischer Stress durch Stretch

Die in der bereits beschriebenen Methode gewonnen ventrikularen Kardiomyozyten wurden
in der Konzentration von 1,5 * 10° Zellen/Well mit 2 ml Complete-Medium je Well in Stretch-
geeigneten 6-Well Platten kultiviert. Diese Platten unterschieden sich insofern, als dass der
Boden der Platte aus einer mit Kollagen Typ 1 beschichteten Silikonmembran bestand, um
hier mit Unterdruck eine Dehnung der Membran zu erzielen. Die Stretch-geeigneten Platten
wurden bei 37 °C und 5% CO, fir 18 Stunden inkubiert. Die Vitalitat der Herzmuskelzellen
wurde regelmalig unter dem Mikroskop Uberprift. 18 Stunden nach Aussaat der NRVCM
wurden die Zellen zwei Mal mit 37 °C warmem PBS gewaschen. AnschlieRend wurde
warmes, serumfreies Medium hinzugegeben und die Platten flr weitere 24 Stunden im
Inkubator gelagert. Nach einer weiteren Vitalitatsprifung wurde das serumfreie Medium
gewechselt und die Platten in den Flexcel® FX-5000™ Tension System Stretch-Inkubator
gelegt. Ziel des Stretch-Experimentes war es, vier Bedingungen zu schaffen: Kontrolle,
2 h Stretch, 6 h Stretch und 24 h Stretch. Dazu wurde die erste 6-Well Platte (24 h Stretch) in
die Vorrichtung eingespannt, wo der Stretch-Inkubator einen Unterdruck ausiben konnte.
Die verbliebenen drei freien Platze wurden mit Dummys besetzt. Die anderen 6-Well Platten
(2 h, 6 h und Kontrolle) wurden ebenfalls in den Stretch-Inkubator gelegt, jedoch ohne
gedehnt zu werden. Im Stretch-Inkubator herrschten die folgenden Bedingungen: 37 °C und
5 % CO,. Mithilfe des Stretch-Inkubators war es mdglich, die Zellverbande dynamisch
biomechanisch zu dehnen. Es wurde mit den entsprechenden Parametern gearbeitet:
Frequenz = 1 Hz, Sinuskurve, biaxiale Dehnung = 116%. Nach 18 Stunden wurde das
Experiment kurz gestoppt, um die ,6 h Stretch Platte ebenfalls in die Stretch-Vorrichtung
einzuspannen und das Experiment fortzufihren. Nach weiteren 4 Stunden, also 22 Stunden
nach Beginn der Dehnung, wurde der Stretch angehalten, damit die ,2 h Stretch Platte®
ebenfalls mitgedehnt werden konnte.

Nach 24 Stunden Dehnung bei oben genannten Bedingungen wurden die Platten aus dem
Stretch-Inkubator genommen und mit 37 °C warmem PBS gewaschen. Danach wurde die
RNA-Extraktion nach dem erwahnten Protokoll durchgefiihrt. Dabei wurden von den 6-Well
Platten jeweils zwei Wells der gleichen Bedingung zusammengefiihrt, um eine mdglichst
hohe RNA-Ausbeute zu erhalten. Somit entstanden aus den vier Bedingungen (Kontrolle, 2
h, 6 h und 24 h Stretch) jeweils n = 3 Proben.
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2.2.2.4 Zellen splitten

Die Verdopplungszeit der in Kultur gehaltenen Zelllinien lag unter optimalen Bedingungen bei
20 Stunden. Bei einer Konfluenz von 70 - 80% wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 4 ml warmen PBS gewaschen. Zur Ablésung der
Zellen wurden 3 ml einer 0,25%igen Trypsin-EDTA-LAsung auf die Zellen gegeben und fir
3 - 4 min bei 37 °C inkubiert. Das Ablésen der Zellen wurde durch leichtes Klopfen gegen die
Kulturflasche erleichtert. Sobald einzelne Zellen unter dem Mikroskop sichtbar wurden,
erfolgte die Zugabe von 10 ml serumhaltigen Medium, um die Trypsin-Wirkung zu stoppen.
Die Zellsuspension wurde in 50 ml Falcon-Réhrchen wberfihrt und fir 5 min bei 1000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen und das Zell-Pellet in 10 ml warmem
Complete-Medium resuspendiert werden. Nun erfolgte die Bestimmung der Zellzahl: 100 pl
der Zellsuspension und 100 uyl Trypanblau wurden in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefald
Uberflhrt, gemischt und in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Nachfolgend wurde
entweder die gewinschte Zellzahl in neue Kulturgefale ausgesat oder die Zellsuspension im

Verhaltnis von 1:10 mit Complete-Medium in T75-Kulturflaschen inkubiert.

2.2.2.5 Transfektion von NRVCM

Fur verschiedene ,Knockdown“-Strategien wurden NRVCM mit AntimiR-Oligonukleotiden
transfiziert. Dieses Verfahren ermdoglichte eine spezifische Herunterregulation von
ausgewahlten miRNAs in vitro. Fiir die Transfektion wurde das Lipofectamine® RNAIMAX
Reagenz genutzt. Zum Zeitpunkt der Transfektion hatten die Zellen eine Konfluenz von 80 -
90%. Es wurde Transfektionsmedium ohne Antibiotika verwendet, da diese wahrend der
Transfektion toxisch wirken kénnen.

Zu Beginn wurden die 6-Well Platten einmal mit warmem PBS gewaschen und anschlielend
1,75 ml je Well Transfektionsmedium vorgelegt. Fir jede Bedingung wurden zwei Ansatze
gebildet: Im ersten Ansatz wurden 3 ul AntimiR-Oligonukleotid (10 uM) in 150 pl Medium
aufgenommen, im zweiten Ansatz 9 yl RNAIMAX Reagenz in 150 yl Medium. Die beiden
Ansatze wurden 1:1 vermischt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem Schritt
bildeten sich die Transfektionskomplexe aus AntimiR-Oligonukleotid und RNAIMAX.
Abschlielend wurden 250 ul des Transfektionsansatzes tropfenweise zu den Zellen
pipettiert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium abgenommen und nach

einem Waschschritt durch serumfreies Medium ersetzt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der miRNA Inhibition.

Das Antagonistenmolekil (AntimiR) bindet irreversibel an seiner Ziel-miRNA und inhibiert so die
Funktion. Durch das Fehlen der miRNA kann der RISC (engl. RNA-induced silencing complex) die
komplementare mRNA nicht mehr degradieren bzw. deren Translation hemmen.

Abbildung entnommen aus Inhibition of microRNA function by antimiR oligonucleotides (Stenvang et
al., 2012).

2.2.2.6 Infektion von NRVCM

Die zuverlassige Uberexpression von microRNAs in neonatalen Rattenkardiomyozyten
wurde durch die Infektion mit zuvor generierten adenoviralen Vektoren erreicht. Bei allen
Experimenten wurde mit einer Viruslast von 50 ifu/Zelle gearbeitet. Dies galt ebenso fiir die
adenovirale Uberexpression der Kontroll-miRNA (AdmiR-neg). Fir jedes Viruskonstrukt
wurde zuvor ein Mastermix vorbereitet. Dazu wurde ein Viren-Aliquot von -80 °C bei RT
aufgetaut und durch kurzes Vortexen gemischt. Entsprechend der vorher untersuchten
Virenzahl/ul wurde mit serumfreien Medium und der berechneten Menge des Viruskonstrukts
ein Mastermix hergestellt. Die Zellen wurden 16 h nach Aussaat drei Mal mit warmem PBS
gewaschen und anschlielend konnte tropfenweise die definierte Menge des Mastermix auf
die Zellen gegeben werden. Die Zellen wurden hiernach flir 24 h im Inkubator (37 °C,

5% CO,) belassen, um eine suffiziente virale Infektion sicherzustellen. Nach der erfolgten
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Infektion wurden die Zellen drei Mal mit warmem PBS gewaschen und frisches serumfreies

Medium hinzugegeben.

2.2.3 Mikrobiologie

2.2.3.1 Herstellung von Selektivhahrbéden

Fur die Herstellung von Selektivndhrbdden wurde LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar gemischt.
Die Losung wurde autoklaviert und im Wasserbad abgekihlt, bis 60 °C erreicht wurden. Die
Herstellung der Agarplatten wurde unter der Sterilwerkbank vorgenommen. Das jeweilige
Antibiotikum wurde in adaquater Menge mit der gleichen Temperatur zu der Ldsung
hinzugegeben. Statt Ampicillin wurde Carbenicillin genutzt (100 pg/ml). Kanamycin und
Spectinomycin wurden in einer Konzentration von 50 ug/ml hinzugegeben, um ein selektives
Bakterienwachstum zu ermdoglichen. Das antibiotikahaltige Medium wurde in 10 cm
Petrischalen gefilllt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur abgekulhlt. Nach dem Abkihlen

wurden die Agarplatten kopfliber bei 4 °C gelagert.

2.2.3.2 Transformation mittels Elektroporation

Fur die Transformation mittels Elektroporation werden elektrokompetente Bakterien bendétigt,
die fahig sind, Plasmid-DNA aus dem Kulturmedium nach der Anwendung einer hohen
elektrischen Spannung aufzunehmen. Es wurden elektrokompetente DH10B E. coli
Bakterien genutzt, die bei -80 °C lagerten. Die Bakterien wurden kurz vor der Elektroporation
auf Eis liegend aufgetaut. Es wurden 2 ul der Plasmid-DNA flr die Transformation
eingesetzt, was 5 ng DNA entsprachen. Die Plasmid-DNA wurde durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren in die 20 uyl Bakteriensuspension gemischt. Die erhaltene Suspension konnte in
die vorher tiefgekihlte Elektroporationskiivette Uberfiihrt werden und wurde mit folgenden
Parametern transformiert: 2,5 kV, 200 Q und 25 yF. Dabei sollte eine Dauer von 4 -5 ms
und eine Feldstarke von 12,5 kV/cm erreicht werden. Nach erfolgreicher Transformation
wurde 1 ml LB-Medium zur Bakteriensuspension hinzugegeben, gemischt und in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefall Uberflhrt. Es erfolgte eine Vorinkubation im Thermomixer bei 37 °C
und 700 U/min fir 60 min. AnschlieBend wurden die Bakterien auf speziellen

Selektivnahrbéden kultiviert, welche die Resistenz-spezifischen Antibiotika enthielten.

51



Material und Methoden

2.2.3.3 Aussaen von Bakterienkulturen

Erfolgreich transformierte Bakterien, die das Plasmid mit der jeweiligen Antibiotika-Resistenz
enthielten, konnten auf den spezifischen Agarplatten ausgesat werden. Dazu wurden auf
verschiedene Agarplatten 50 - 150 ul der Bakteriensuspension pipettiert und anschlielend
mit 4 - 6 sterilen Glaskugeln gleichmafig verteilt. Die Agarplatten wurden tber Kopf liegend
fur 14 -16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Gewachsene Kolonien konnten mit einer
Pipettenspitze gepickt werden und zum weiteren Wachstum in eine FlUssigkultur Uberfuhrt

werden.

2.2.3.4 Bakterienanzucht in Fliissigkultur

Die Bakterienanzucht in Flissigkultur erfolgte in 15 ml Réhrchen mit jeweils 6 ml LB-Medium
und der oben genannten Konzentration des spezifischen Antibiotikums. Es wurde entweder
eine gewachsene Kolonie mit einer Pipettenspitze von einem Selektivnahrboden geerntet
oder 100 pl einer Bakteriensuspension in das vorbereitete LB-Medium gegeben. Die
Vermehrung erfolgte fiir 14 - 16 h in einem horizontalen Schattler bei 37 °C und 200 U/min.

Die Plasmid-DNA wurde am nachsten Tag mit einer Mini- oder Midi-Prap geerntet.

2.2.3.5 Herstellung von Glycerolstocks

Um eine Retransformation von Plasmiden in E. coli Bakterien zu vermeiden, wurden positive
Klone in Glycerolstocks gelagert. Diese konnten bei Bedarf als Ubernachtkultur angeimpft
werden. Es wurden 100 ul Ubernachtkultur mit 100 pl 40%igem (w/v) Glycerol gemischt und
anschliel®end bei -80 °C gelagert.

2.2.4 Molekularbiologie

2.2.4.1 RNA-Extraktion aus Zellen

Vor den hier beschriebenen Arbeiten mit RNA wurde grundsatzlich der Arbeitsplatz sowie
alle benétigten Gebrauchsgegenstédnde mit 70 % (v/v) Ethanol gereinigt. Dies war notwendig,
um die ubiquitar vorhandenen RNasen zu entfernen. Beim Pipettieren wurden ausschliellich
gestopfte Pipettenspitzen verwendet, sowie RNase- und DNAse-freie Reaktionsgefalie. Alle
verwendeten Chemikalien wurden mit DEPC-behandelten ddH,O angesetzt. Die Extraktion
von RNA aus Zellen erfolgte mit QIAzol Lyse Reagenz. Dazu wurden die verwendeten 6-

Well Platten zwei Mal mit warmem PBS gewaschen und der Puffer anschlieRend abgesaugt.
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Je Well wurde 1 ml QlAzol Lyse Reagenz hinzugegeben und durch Auf- und Abpipettieren
konnten die Zellen von der Membran gelést und lysiert werden. Um die Ausbeute zu
erhdéhen, wurden je zwei Wells der gleichen Versuchsbedingung zu einer Probe ,gepoolt®.
Die gel6ste Zellsuspension wurde in RNase-freie 1,5 ml Reaktionsgefalle pipettiert. Zu der
Suspension wurden 200 pl Chloroform gegeben und das Reaktionsgefald vorsichtig flir 15 s
invertiert und anschlieBend flir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die
Zentrifugation mit 14.000 U/min flr 15 min bei 4 °C um die Phasen zu trennen. Es entstand
eine obere farblose, wassrige Phase mit der enthaltenen RNA, eine Interphase mit Proteinen
und eine untere rote Phenol-/Chloroformphase. Die farblose, wassrige Phase wurde
vorsichtig - ohne Berlhrung der Interphase - in ein neues RNase-freies 1,5 ml
Reaktionsgefall tberfihrt. Zur RNA-Fallung wurden 500 ul Isopropanol hinzugegeben und
durch Invertieren gemischt. Diese Ldsung wurde fir 10 min auf Eis inkubiert und
nachfolgend bei 14.000 U/min fir15 min bei 4 °C zentrifugiert. Am Boden des
Reaktionsgefafies sammelte sich das RNA-Pellet. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Um das Pellet zu waschen wurde 1 ml 75% (v/v) Ethanol in das Reaktionsgefaf
pipettiert und gemischt. Nach einer weiteren Zentrifugation mit 14.000 U/min bei 4 °C fir
5 min wurde der Uberstand abgekippt und das RNA-Pellet bei Raumtemperatur fiir 10 min
getrocknet. Das Pellet wurde in 30 pl DEPC-ddH,O aufgenommen und die Konzentration im

NanoDrop™ Spektralphotometer gemessen.

2.2.4.2 RNA-Extraktion aus Gewebe

Jeweils 100 mg (Ausnahme: Leber 50 mg) des zuvor in flissigem Stickstoff bei -196 °C
tiefgefrorenen Gewebes wurden in vorbereitete 15 ml Rdhrchen gegeben, welche 1 ml
QIAzol Lyse Reagenz enthielten. Das Gewebe wurde mit dem Ultra-Turrax 20 s lang
homogenisiert. Das Reaktionsgefald wurde wahrend der Homogenisierung gekuhlt, indem es
auf Eis lagerte. Anschlielend wurden die Reaktionsgefal’e bei 4700 U/min flr 15 min bei
4 °C zentrifugiert und der klare Uberstand vorsichtig in ein frisches DNAse- und RNase-freies
1,5 ml Reaktionsgefald Uberfihrt. Die nachfolgenden Schritte der RNA-Extraktion aus

Gewebe entsprechen denen der 0.g. Extraktion aus Zellen.

2.2.4.3 Aufreinigung der RNA

Nach der Isolation von RNA enthielten die Proben oft noch Anteile genomischer DNA und
andere Verunreinigungen. Diese sollten vor der weiteren Verarbeitung entfernt werden.

Hierfir wurde die Phenol-Chloroform-Extraktion angewendet. Es wurde explizit auf eine
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Aufreinigung mittels DNase-Verdau verzichtet, weil die Konzentration der fragilen microRNAs
durch diesen Verdauschritt oft stark sinkt.

Die in 30 yl DEPC-ddH,O aufgenommene RNA wurde auf 100 pl verdinnt und mit 100 pl
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol durch Vortexen vermischt. Die Lésung wurde flr 10 min
bei 14.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen: Die obere, wassrige
Phase enthielt die geldste RNA, die untere Phase enthielt Proteine, in der Interphase
befanden sich DNA-Anteile.

Die oberste Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues RNase- und DNase-
freies Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Die RNA wurde durch die Zugabe von 300 pl 99,99% (v/v)
Ethanol und 10 yl 3 M Natriumacetat Gber Nacht bei -20 °C prazipitiert. Es folgte eine
Zentrifugation fiir eine Stunde bei 14.000 U/min und 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen
und das RNA-Pellet in 500 pyl 75%igem (v/v) Ethanol gewaschen. Es schloss sich eine
weitere Zentrifugation an (5 min, 13.000 U/min, 4 °C). Nachdem der Uberstand
abgenommen wurde, folgte eine Lufttrocknung des RNA-Pellets bei Raumtemperatur fir 5 -
10 Minuten. Das Pellet wurde in 12 pl nukleasefreiem Wasser aufgenommen und die

Konzentration im NanoDrop" Spektralphotometer gemessen.

2.2.4.4 Plasmid-DNA Extraktion ,,Mini-Prap*“

Um Plasmid-DNA in kleinen Mengen aus Bakterienkulturen zu gewinnen, wurde das
NucleoSpin® Mini-Preparation-Kit verwendet. Jeweils 2 ml Bakteriensuspension aus einer
FlUssigkultur wurden in ein frisches 2 ml Reaktionsgefald Uberfihrt und fir 30s bei
13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene
Bakterien-Pellet in 500 yl auf 4 °C gekihlten A1 Resuspensionspuffer aufgenommen.
Nachfolgend wurden 500 ul des A2 Lyse Puffers zu der Suspension gegeben und durch
Invertieren gemischt. Es erfolgte eine Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur. Die
alkalische Lyse wurde durch Zugabe sowie Auf- und Abpipettieren von 600 ul A3
Neutralisierungspuffer beendet. Dabei fiel die chromosomale DNA aus. Bei der nachsten
Zentrifugation (10 min bei 13.000 U/min) konnte die Plasmid-DNA von der chromosomalen
DNA getrennt werden. Der Uberstand wurde auf eine vorbereitete Saule gegeben und fiir
1 min bei 13.000 U/min zentrifugiert. Wahrend dieses Schrittes bindet die Plasmid-DNA an
die Saulenmembran. Der Durchfluss wurde verworfen und ein Waschvorgang mit 500 ul des
50 °C warmen AW (Waschpuffer) fir 1 min bei 13.000 U/min durchgeflhrt. Es schloss sich
ein weiterer Waschschritt mit 600 pl A4 Puffer und einer Zentrifugation von 1 min bei
13.000 U/min an. Um die S&ulenmembran zu trocken und alle Rickstadnde des

ethanolhaltigen Puffers zu entfernen, erfolgte eine Zentrifugation flir 2 min bei 13.000 U/min.
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Die Saule wurde nun in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® tberflhrt und 40 ul des auf 70 °C
erwarmten AE (Elutionspuffer) auf die Saule gegeben. Es schloss sich eine Inkubation von
2 min bei Raumtemperatur an. Zuletzt wurde fir 1 min bei 13.000 U/min zentrifugiert und die

Konzentration des gewonnenen Eluats im NanoDrop™ Spektralphotometer gemessen.

2.2.4.5 Extraktion von Plasmid-DNA in groRem Umfang ,,Midi-Prap*“

Zur Extraktion groBer Mengen von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde das Qiagen®
Plasmid Plus Midi Kit genutzt. Die Ausbeute lag bei dieser Methode in der Regel zwischen
100 und 200 pg. Einzelne Kolonien oder 100 pl einer Bakteriensuspension wurden in LB-
Medium und dem spezifischen Antibiotikum tber Nacht in 50 oder 100 ml Kulturflaschen
amplifiziert, um das gewlinschte Plasmid in E. coli Bakterien zu gewinnen. Jeweils 50 ml der
Bakteriensuspension wurde in ein Falcon-Réhrchen tGberfihrt und flr 15 min bei 7000 U/min
und 4 °C zentrifugiert. Das so entstandene Bakterien-Pellet konnte in 2 ml P1 Puffer
(Resuspensionspuffer mit RNase A) aufgenommen werden. Zur alkalischen Lyse wurden
2 ml P2 Lyse Puffer zu der Suspension gegeben und durch Invertieren gemischt. Es folgte
eine Inkubation fir 3 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 2 ml
Neutralisierungspuffer (S3) hinzugegeben und durch Schitteln gemischt, um die alkalische
Lyse zu beenden. Das Lysat wurde sofort in ein neues QIAFilter Reaktionsgefal tUberfuhrt
und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Einbringen eines Stempels in das
Reaktionsgefall, konnte das Lysat durch die Membran in neues Reaktionsgefal} filtriert
werden. Dabei wurden Uberschissige Zelltrimmer in der Membran gesammelt. Das Filtrat
wurde auf eine Saule gegeben und an eine Unterdruckpumpe angeschlossen. Die
Suspension wurde mit einem Unterdruck von ~300 mbar durch die Saule gesogen, wobei die
Plasmid-DNA in der Saulenmembran gebunden wurde. Dem folgte ein erster Waschschritt:
700 ul ETR Puffer wurde auf die Saule gegeben und wiederholt ein Vakuum appliziert. Durch
diesen Schritt konnten die Endotoxine entfernt werden. Nachfolgend wurden 700 pl des
Ethanol-haltigen PE Waschpuffers auf die Sdule gegeben und erneut mit Unterdruck durch
die Membran gesogen. Um die vorhandenen Riickstande des Puffers zu entfernen, folgte
eine Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 U/min. Die Saule wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefall platziert und zur Elution mit 200 ul EB-Puffer (55 °C) fur 3 min bei 55 °C
inkubiert. Es erfolgte eine letzte Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 U/min, um die Plasmid-

DNA zu eluieren.
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2.2.4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach der jeweiligen GréRe und zur Uberpriifung der
Qualitdt des Degradierungsgrades der DNA wurde die Agarose-Gelelektrophorese
angewendet. Es wurde zuerst ein Agarose-Gel gegossen, wobei entsprechend der
nachzuweisenden Fragmente Agarose in TAE-Puffer geldst wurde: Bei Nukleotidketten tber
1000 Basenpaaren mit 1% (w/v) Agarose, bei kirzeren Fragmenten mit 1,5% (w/v) Agarose.
Das Gemisch wurde solange in der Mikrowelle erhitzt und zwischendurch geschwenkt, bis
die Agarose vollstandig gelost war. Das Gemisch kihlte auf 60 °C ab und es wurde
Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 ug/ml zugegeben.

Die Lésung wurde in einen Gelschlitten gegossen und ein Kamm fiir die Beladungstaschen
eingesetzt. Nach 30 - 60 Minuten war das Gel polymerisiert und konnte in eine mit TAE-
Puffer gefiillte Elektrophorese Kammer gelegt und der Kamm entfernt werden. Die DNA-
Proben wurden mit je 5 pl beschwerendem Ladepuffer versehen und danach konnten jeweils
20 ul der DNA-Proben in die Taschen pipettiert werden. Zusatzlich wurde in eine Tasche
12 pl von einem DNA-GréRenmarker gegeben.

Je nach GroRe der Kammer wurde eine Spannung von 100 - 140 V angelegt. Die negativ
geladene DNA konnte nun im Agarose-Gel wandern: Kleine DNA-Fragmente wandern
schneller als grélere. Das Ethidiumbromid interkalierte in die DNA und die Fragmente
konnten somit spater bei einer Wellenlange von 266 nm sichtbar gemacht werden. Nach der
Auftrennung wurde das Gel aus dem Schlitten enthommen und auf einem UV-

Transilluminator digital fotografiert.

2.2.4.7 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente, welche wahrend der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden,
konnten mit dieser Methode isoliert und dekontaminiert werden. Fur die Extraktion wurde das
QIAquick® Gel Extraction Kit verwendet. Auf dem UV-Transilluminator konnten die
DNA-Banden sichtbar gemacht werden und die gewiinschte Bande wurde mit einem Skalpell
herausgeschnitten. Das Gel-Fragment wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefall Uberfuhrt
und auf einer Feinwaage gewogen. Je 100 mg Gel wurden 300 pyl QG-Puffer zu dem
Fragment gegeben. Das Gemisch wurde anschlieend bei 50 °C flr 10 min im Schttler
inkubiert, bis es sich vollstdndig geldst hatte. 500 pl der Probe wurden auf eine Saule
gegeben und flr 1 min bei 13.000 U/min zentrifugiert. Die DNA konnte bei diesem Schritt in
der Silicium-Membran gebunden werden. Der Durchfluss wurde verworfen und dieser Schritt

so lange wiederholt, bis das Gel-Puffer-Gemisch vollstdndig aufgebraucht war. Zum
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Waschen wurden 750 ul des ethanolhaltigen PE-Puffers auf die Saule gegeben und fir 1 min
bei 13.000 U/min zentrifugiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation fir 2 min, um die Saule
zu trocknen. Um die DNA zu eluieren, wurde die Saule in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaly
Uberflhrt und 22 yl EB-Puffer hinzugegeben. Die Saule wurde flr 1 min bei 13.000 U/min

zentrifugiert, um somit die membrangebundene DNA zu eluieren.

2.2.4.8 Restriktionsverdauung von Plasmid-DNA

Die Vorbereitung von Plasmiden flr die Ligation erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen.
Diese Enzyme erkennen und schneiden palindromische DNA-Sequenzen an bestimmten

Positionen. Zum Verdau wurde folgender Reaktionsansatz gewahlt:

Tabelle 2-8: Restriktionsverdauung von Plasmid-DNA

0,1 - 10 yg Plasmid-DNA max. 8 ul
Reaktionspuffer 2x 10 pl
Restriktionsendonuklease (10 U/ul) 0,25 pl
DEPC-ddH,0 ad 20 pl

Die Restriktionsverdauung wurde fur 90 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die
Restriktion mithilfe einer Agarose-Gelelektrophorese verifiziert. Bei der Auftrennung wurde

Uberprift, ob das Bandenmuster mit dem gewlinschten Fragment Gbereinstimmt.

2.2.4.9 Photometrische DNA- und RNA-Quantifizierung

Mittels NanoDrop~  Spektralphotometer wurde die Konzentration und Reinheit der
verwendeten RNA- und DNA-Proben gemessen. Die optische Dichte wurde bei 260 und
280 nm bestimmt und die Konzentration je nach verwendeter Probenart automatisch
berechnet. Die Reinheit konnte mittels 260/280-Verhaltnis bestimmt werden. Normalerweise
lag der Wert fUr reine Nukleinsauren zwischen 1,8 und 2,0. Lag der Wert darunter, enthielt
die Probe Verunreinigungen durch Proteine. Jede Messung wurde drei Mal durchgefihrt und

fur den weiteren Versuchsablauf der Mittelwert bestimmt.
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22410 Reverse Transkription

2.2.4.10.1 SuperScript" First-Strand Synthese

Die Umwandlung von RNA zur komplementaren DNA (cDNA) wurde mit dem SuperScript"
Il First-Strand Synthesis System durchgeflhrt. Im ersten Schritt wurde die unten genannte
Reaktion angesetzt, flir 5 min bei 65 °C inkubiert und danach sofort auf Eis geklhlt. Dies

ermdoglichte eine Denaturierung von Sekundarstrukturen.

Tabelle 2-9: Reaktionsansatz zur Denaturierung

1 ug RNA max. 12 ul
Random Hexamer Primer (50-250 ng) 0,5 ul
dNTPs 10 mM 1l
DEPC-ddH,0 ad 13,5

Anschlielend wurde der Master-Mix fiir die reverse Transkription angesetzt:

Tabelle 2-10: Master-Mix fiir die reverse Transkription

5x First-Strand Puffer 4 pl
DTT (0,1 M) 1ul
RNaseOUT RNA Inhibitor (40 U/pl) 1ul

SuperScript” Reverse Transkriptase (200 U/ul) 0,5 pl

Gesamt 6,5 pl

Der erste Reaktionsansatz wurde vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren zu dem Master-Mix
auf ein Gesamtvolumen von 20 ul hinzugefiigt. AnschlieRend wurde folgendes

Temperaturprotokoll in einem Thermocycler durchgefiihrt:

Tabelle 2-11: Thermocycler-Protokoll:

Anlagerung 10 min 25°C
Reverse Transkription 60 min 50 °C
Inaktivierung 15 min  70°C
Kihlen o0 4°C

Die Proben wurden danach sofort auf Eis gekihlt. Bei der reversen Transkription wurde
~1 pg cDNA synthetisiert, die anschlielliend auf 2 ng/pl verdiinnt und danach mithilfe einer

quantitativen Realtime-PCR weiter analysiert wurde.
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2.2.4.10.2 TagMan® MicroRNA Reverse Transkription

Die Umwandlung von microRNA zur komplementdren DNA (cDNA) wurde mit dem TagMan®

MicroRNA Reverse Transcription Kit durchgeflhrt. Bei dieser reversen Transkription (RT)
wurden spezifische RT-Primer eingesetzt, welche sich an die nachzuweisenden microRNAs
anlagerten. Die RT-Primer wiesen eine Haarnadelstruktur auf, damit trotz der geringen
Lange der miRNAs von 22-26 Nukleotiden, nur einzelstrangige und reife miRNAs gebunden
wurden.

Als erstes wurde ein RT-Master-Mix hergestellt:

Tabelle 2-12: Reaktionsansatz fiir RT-Master-Mix
100 mM dNTPs (mit dTTP) 0,15 i

MultiScribe™ Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1,00 pl

10x Reverse Transkription Puffer 1,50 pl
RNase Inhibitor (20 U/pl) 0,19 i
Nukleasefreies H,O 4,16 pl
Gesamt 7,00 pl

Im nachfolgenden Schritt wurden jeweils 7 ul des RT-Master-Mix mit 5 yl RNA (2 ng/ul)
zusammen pipettiert und kurz zentrifugiert. Fr die abschlielende Synthese wurde zu jedem
Reaktionsansatz noch 3 pl des spezifischen RT-Primers hinzugegeben. Die Reaktion wurde

mit folgenden Parametern durchgefihrt:

Tabelle 2-13: Thermocycler-Protokoll

Anlagerung 30 min 16 °C
Reverse Transkription 30min  42°C
Inaktivierung 5 min 85 °C
Kihlen o0 4°C

Die cDNA-Proben wurden umgehend auf Eis gekihlt und anschlieBend in einer

microRNA-spezifischen quantitativen Realtime-PCR (TagMan® MicroRNA Assay) analysiert.

22411 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist es
moglich, ausgewahlte DNA-Fragmente zu amplifizieren. Spezifische Abschnitte
genomischer DNA, Plasmid-DNA oder cDNA kdnnen durch den Einsatz einer hitzestabilen

Taqg-Polymerase beliebig vervielfaltigt werden. Im ersten Schritt wurde die Doppelstrang-
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DNA bei 94 °C denaturiert und lag demnach einzelstrangig vor. Es folgte die Anlagerung
(engl. annealing) der revers komplementaren Oligonukleotide (Primer), die bei ca. 55 °C mit
den zu amplifizierenden DNA-Abschnitten hybridisierten. AnschlieRend synthetisierte die
DNA-Polymerase, durch den Einbau von Nukleotiden, einen komplementaren Doppelstrang.
Diese Verlangerung (Elongation) erfolgte bei 72 °C, ausgehend von den hybridisierten
Primern. Bei jedem Zyklus verdoppelte sich die DNA, wodurch eine exponentielle
Vervielfaltigung erreicht werden konnte. Nachfolgend werden Reaktionsansatz und

Amplifizierungsprotokoll beschrieben:

Tabelle 2-14: Reaktionsansatz fiir Polymerase-Kettenreaktion

dNTPs (10 mM) 1l
DreamTaq DNA-Polymerase 1l
10x konzentrierter DreamTaq-Puffer 2,5 ul
Primer vorwarts 0,5 ul
Primer rickwarts 0,5 ul
MgCl; (25 mM) 2,5l
DNA-Probe 1l
ddH.O ad 25 pl

In Abhangigkeit der GroRe des gewlinschten DNA-Abschnittes wurde die entsprechende
Anzahl und Lange der Reaktionszyklen gewahlt. Die Anlagerungstemperatur wurde flr die

gewahlten Primer optimiert.

Tabelle 2-15: Amplifizierungsprotokoll fiir Polymerase-Kettenreaktion

Denaturierung 2 min 94 °C

Denaturierung 15-30s 94 °C

Anlagerung 30-60s 53,56 -58 °C 30 — 35 Zyklen
Verlangerung 30-60s 72 °C

Finale Verlangerung 7 min 72 °C

Kihlen o0 4°C

22412 Quantitative Realtime-PCR

Die quantitative Untersuchung der Genexpression bestimmter mRNAs wurde mit der
quantitativen Realtime-PCR (qRT-PCR) durchgeflhrt. Hierfir wurde von ausgewahlten
mRNAs die komplementare DNA (cDNA) synthetisiert und anschlie®end untersucht. Fir die
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gRT-PCR verwendeten wir den iQ™ Multiplex Powermix, mit dem es méglich ist, mehrere
Transkripte in einer Reaktion quantitativ zu messen. Dazu wurde ein Fluoreszenzfarbstoff
verwendet, der bei der Amplifikation in den neu synthetisierten DNA-Strang eingefligt wird.
Nach jedem Reaktionszyklus wurde die Emission detektiert und die Signalstarke entsprach
der gebildeten cDNA-Menge. Die Vervielfaltigung der cDNA erfolgte dabei mit spezifischen
Primern und Sonden fir die Transkripte der zu untersuchenden Gene. Als interne
Normalisierungs-Kontrolle wurde Rp/32 (housekeeping gene) verwendet.

Zunachst wurde ein Master-Mix vorbereitet, von dem jeweils 18 yl pro Well in eine
durchsichtige 96-Well Detektionsplatte vorgelegt wurden. Zu dem Master-Mix wurden jeweils
2 Ul cDNA-Probe (4 ng) hinzugefligt. AnschlieBend wurde die Platte mit einer durchsichtigen,
selbstklebenden Folie verschlossen, vorsichtig manuell gemischt, kurz zentrifugiert und in

den Realtime-PCR Detektor gelegt.

Tabelle 2-16: Reaktionsansatz fiir Multiplex quantitative Realtime-PCR

iQ Multiplex Powermix (2x) 10 pl
Primer vorwarts (10 uM) 0,5 ul
Primer rickwarts (10 uM) 0,5 ul
Sonde 1l
Nukleasefreies H,O 6 ul
Gesamt 18 pl

Nach jedem Reaktionszyklus wurde die Fluoreszenz jedes Wells detektiert. So konnte auf
einer Platte mit verschiedenen Primern und Sonden die Expression mehrerer Gene

quantifiziert werden. Das folgende Amplifizierungsprogramm wurde fir die Multiplex gPCR

verwendet:
Tabelle 2-17: Amplifizierungsprotokoll fir Multiplex qRT-PCR
Initiale Denaturierung 2 min 95 °C
Denaturierung 15s 95 °C
. . 40 Zyklen
Annealing und Elongation 60 s 60 °C

Die Quantifizierung erfolgte nach dem Prinzip des ,Cycle Threshold“. Dabei wurde ein
Fluoreszenzsignal erst detektiert und gezahlt, wenn es sich signifikant vom Hintergrund
abhebt. Die cDNA-Proben wurden in Triplets verwendet und jede Messung erfolgte mit

Duplikaten. AnschlieRend wurde der Mittelwert bestimmt und weiter analysiert.
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2.2.413 TagMan® microRNA Assay

Zur speziellen Quantifizierung von miRNAs wurde das TaqMan® microRNA Assay
verwendet. Die RNA-Templates wurden wie bereits beschrieben in die komplementadre DNA
(cDNA) transkribiert. Bei der TagMan® Realtime-PCR gibt es spezielle Sonden, die sich an
den gewinschten Abschnitt der cDNA anlagern (Annealing). Die Sonde enthalt einen
Reporter an dem ein Fluoreszenzfarbstoff und ein sog. Quencher (,Léscher) gebunden ist.
Kommt es nun zu einer Hybridisierung der Sonde mit der cDNA, kann die DNA-Polymerase
den DNA-Strang synthetisieren. Bei diesem Elongationsschritt schneidet die Polymerase den
Quencher vom Reporter ab, der Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt und kann somit
detektiert werden. Nicht bindende Sonden emittieren kein Signal. Mit jedem Reaktionszyklus
erfolgt - Annealing der Sonde vorausgesetzt - eine Vervielfaltigung des DNA-Abschnittes und
eine Fluoreszenzemission, die sichtbar gemacht werden kann. Als endogene
Normalisierungskontrolle wurde die snRNA RNU6B verwendet. Diese ist eine
~Housekeeping“-RNA und liegt konstitutiv exprimiert vor.

Folgender Reaktionsansatz wurde angesetzt und in eine 96-Well Detektionsplatte pipettiert:

Tabelle 2-18: Reaktionsansatz fiir TaqMan®

TagMan MicroRNA Assay Sonde (2x) 1,00 pl
cDNA-Produkt (aus reverser Transkription) 1,33 ul
TagMan 2x Universal PCR Master-Mix 10,00 pl
Nukleasefreies H,O 7,67 pl
Gesamt 20,00 pl

Es wurde unter einer sterilen, verdunkelten Werkbank gearbeitet, um die lichtempfindlichen
Sonden zu schitzen. AnschlieRend wurde die Detektionsplatte mit durchsichtiger Folie
zugeklebt, kurz zentrifugiert und auf Eis gekinhlt in den Detektor gesetzt. Das folgende PCR-
Protokoll wurde durchgeflihrt:

Tabelle 2-19: PCR-Protokoll
AmpliTaq Gold® Enzym-Aktivierung 10 min 95 °C

Denaturierung 15s 95 °C
) ) 40 Zyklen
Annealing und Elongation 60s 60 °C

Die Quantifizierung erfolgte ebenfalls nach dem Prinzip des Cycle Threshold. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit der Sequence Detection Software der Firma Applied

Biosystems.
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22414 Luciferase-Assay zur Bestatigung der Zielstrukturen

Um die Aktivitat des Firefly-Luciferase-Enzyms quantitativ zu bestimmen, wurde das
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression System der Firma Promega genutzt.
Dazu wurde das Luciferase-Gen hinter einen Promoter kloniert. Dieses Luciferase-Gen wird
auch als Reporter-Gen bezeichnet. Erfolgt die Luciferase-Expression in Abhangigkeit eines
bestimmten Signalweges, kann der Assay die Aktivitat in dem Signalweg indirekt messen.

Die Assays wurden mit NRVCM oder C2C12-Myoblasten in 12-Well Platten durchgefihrt.
48 Stunden nach der Kultivierung der Zellen wurde das Medium abgenommen und die Zellen
mit rekombinanten Adenoviren infiziert, welche die Expression der Firefly-Luciferase in
Kardiomyozyten bewirkten. Die Renilla-Luciferase-Aktivitdt wurde zur Normalisierung der
Messwerte genutzt. Nach 24 Stunden wurde das virushaltige Kulturmedium abgenommen
und die Zellen zwei Mal mit gekihltem PBS gewaschen. Pro Well wurden 100 pl des
Reporter-Lyse-Puffer dazugegeben, um die Zelllyse einzuleiten. Es folgten drei Einfrier-
Auftau-Zyklen bei -80 °C bzw. 37 °C, um die Freisetzung intrazellularer Proteine zu
verstarken. Anschliellend wurde die 12-Well Platte fir 15 min bei Raumtemperatur auf einen
horizontalen Schiuttler gelegt. Nachfolgend wurden 20 yl des Zelllysats in ein Well einer
Chemolumineszenz-kompatiblen 96-Well Platte Uberfihrt. Diese Platte wurde zur
Aktivitatsmessung in einen Infinite® M200 Pro Luminator gesetzt. Die Chemolumineszenz-
Lésungen wurden automatisch in die Wells injiziert. Zuerst wurde die Ldsung A
hinzugegeben, um die Aktivitat der Firefly-Luciferase zu messen. Die im nachsten Schritt
injizierte Losung B dampfte die Firefly-Lumineszenz. Dadurch konnte die Renilla-Luciferase-

Aktivitat gemessen und somit die Normalisierung der Chemolumineszenz bestimmt werden.

22415 Generierung rekombinanter Adenoviren

Rekombinante Adenoviren wurden generiert, um miRNAs in NRVCM transient zu
Uberexprimieren. Diese Klonierung erfolgte mithilfe des BLOCK-iT™ Pol I miR RNAi
Expression Vector Kits von Invitrogen. Dieser Vektor ist kompatibel zum
Gateway®-Klonierungssystem. Zur Generierung rekombinanter Adenoviren wurden folgende
Schritte durchgeflhrt:

1. Generierung von Expressionsvektoren (pcDNAG.2-GW/miR)
2. Rekombinierung des Entry-Klons in den Donor-Vektor (- DONR™221)
3. Klonierung eines Destinations-Vektors (pAd/CMV/V5-DEST)
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Generierung von Expressionsvektoren

Die zu Uberexprimierenden miRNA-Sequenzen wurden mithilfe von Oligonukleotiden
synthetisiert. Diese pre-miRNA Oligonukleotide lagen einzelstrangig vor und wurden mit 10x
Oligo-Annealing Puffer zu einem doppelstrangigen Oligonukleotid (ds Oligo) angelagert. Es
folgte die Ligation in den linearisierten pcDNAG6.2-GW/miR Expressionsvektor mit der T4
DNA Ligase (1 U/ul). Dabei konnte die zu amplifizierende Sequenz in die aftB-Bindungsstelle
inseriert werden. Der Vektor enthielt dementsprechend die gewlinschte attB-Sequenz, einen
CMV-Promoter und die Spectinomycin-Resistenzkassette.

Die so gebildeten Plasmide wurden in elektrokompetente OneShot® TOP10 E.coli-Bakterien
transformiert und auf speziellen Agarplatten mit Spectinomycin (50 ug/ml) kultiviert. Durch
die im Vektor inserierte Resistenzkassette Uberlebten nur die erfolgreich transformierten
Bakterien. Es folgte eine DNA-Extraktion und eine Sequenzierung, nach welcher nur positive

DNA-Plasmide weitergenutzt wurden.

Rekombinierung des Entry-Klons in den Donor-Vektor

Mit dem nachsten Schritt wurde die attB-flankierte Sequenz in den pDONR™221 Donor-
Vektor rekombiniert. Hier wurde die BP-Clonase-Reaktion genutzt: Dazu wurden 150 ng des
linearisierten atfB-Entry-Klons, 150 ng pDONR™221 Donor-Vektor und 1 pl BP Clonase" II
Enzym in einer 10 pl Reaktion Gber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die BP Clonase
kann in dem zirkularen Donor-Vektor die attP-Bindungsstelle schneiden. Dadurch kann die
attB-flankierte Sequenz an dieser Stelle eingesetzt werden. Mit diesem Schritt wird aus dem
urspringlichen attP-Vektor ein so genannter afttL-Vektor rekombiniert, welcher die
gewiinschte Sequenz enthalt. Die Plasmide werden durch Elektroporation in OneShot®
TOP10 E.coli-Bakterien transformiert und auf Agarplatten mit Kanamycin (50 ug/ml)

ausgesat. Der Donor-Vektor enthalt eine Kanamycin-Resistenzkassette.

Klonierung eines Destinations-Vektors:

Der letzte Schritt gleicht der BP-Clonase-Reaktion. Hier wird der Sequenz tragende Entry-
Klon des Donor-Vektors mithilfe der LR-Rekombinationsreaktion in den finalen
Destinationsvektor (pAd/CMV/V5-DEST) transferiert. Dazu wurde 1yl des Sequenz-
tragenden Donor-Vektors (150 ng), 1 pl des Expressionsvektors (150 ng) sowie 6 ul TE-
Puffer in ein ReaktionsgefaR gegeben. AnschlieBend wurden 2 pl LR Clonase™ Il durch Auf-
und Abpipettieren dazu gemischt und fir eine Stunde bei 25 °C inkubiert. Um die LR
Clonase abzubauen, wurde 1 pl Proteinase K hinzugegeben und fir 10 min bei 37 °C

inkubiert.
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Die entstandene Plasmid-DNA wurde durch Elektroporation in elektrokompetente
E. Coli-Bakterien transformiert und auf Selektivndhrbéden ausgesat. Die gewachsenen
Kolonien wurden geerntet und in Flissigkulturen angesetzt. Die DNA wurde mithilfe einer
-Mini-Prap“ extrahiert und anschlieliend mithilfe einer Sequenzierung Uberprift (GATC
Biotech AG). Positive Klone des Expressionsvektors wurden in Bakterienkulturen angesetzt,
um grofRere Mengen zu amplifizieren. Daran schloss sich eine ,Midi-Prap“ an und 5 ug des
extrahierten Expressionsvektors wurden mithilfe der Restriktionsendonuklease Pac/ verdaut.
Mit diesem Schritt konnte der fur den Adenovirus codierende DNA-Abschnitt aus dem
Plasmid herausgelést werden. Die Plasmid-Fragmente wurden in einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt, dargestellt und kontrolliert. Vor der Produktion des
rekombinanten Adenovirus wurden HEK-293A-Zellen in 6-Well Platten kultiviert. 24 h spater
erfolgte die Transfektion von 1 bzw. 2 ug der Adenovirus-DNA in den HEK-293A-Zellen mit
Transfektionsmedium. Das Transfektionsmedium wurde 24 h spater durch Complete-
Medium ersetzt. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und in eine
T75-Kulturflasche Uberfihrt, die 12 ml Complete-Medium enthielt. Die Zellen wurden im
weiteren Verlauf zwei Mal am Tag unter dem Mikroskop untersucht. Nach 10 - 12 Tagen
setzte die Lysierung der Zellen durch das Virus ein. Sobald ca. 80% der Zellen betroffen
waren, erfolgte die Extraktion der Adenoviren. Die Zellen mitsamt dem virushaltigen Medium
wurden in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen Uberflhrt. Es folgten drei Einfrier-Auftau-Zyklen bei -
80 °C bzw. 37 °C. Durch diesen Schritt wurden die restlichen Zellen lysiert und die Viren
freigesetzt. Nach einer Zentrifugation von 15 min bei 3000 U/min und 4 °C blieben am Boden
des Réhrchens die Zelltrimmer zuriick und der virushaltige Uberstand wurde in ein frisches
15 ml Réhrchen Uberfihrt. Dieses Réhrchen wurde anschlielend als ,crude lysate® bei -

80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.2.4.16 Amplifikation rekombinanter Adenoviren

Fur die Amplifikation von Adenoviren wurden HEK-293A-Zellen in T175 cm?-Flaschen
kultiviert. Sobald die Konfluenz der Zellen bei Uber 90% lag, wurde das Kulturmedium
abgesaugt. AnschlieBend wurden 35ml Complete-Medium mit 100 pl des
hochkonzentrierten Viruslysats (crude lIysate) vorsichtig auf die Zellen gegeben. Die
Inkubationszeit betrug 2 Tage bei 37 °C. Nachdem mehr als 90% der Zellen infiziert waren,
bewegten sie sich frei und infektionsbedingt abgerundet im Medium. Die Zellsuspension
wurde in ein 50 ml Falcon-Réhrchen Uberflhrt. Es folgten drei Einfrier-Auftau-Zyklen bei -
80 °C bzw. 37 °C. Die anschlieRende Zentrifugation fir 15 min bei 3000 U/min und 4 °C
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brachte die Zelltrimmer an den Boden des GefaRes. Als Uberstand blieb das Viruslysat und

wurde in 1 ml ,Aliquots” Uberflhrt und bei -80 °C gelagert.

2.2.417 Titerbestimmung von Adenoviren

Fur die Bestimmung des Adenovirus-Titers wurden HEK-293A-Zellen mit einer Konzentration
von 300.000 Zellen/Well auf 12-Well Platten ausgesat. Zunachst wurden mit Complete-
Medium folgende Verdiinnungen des Viruslysats hergestellt: 10?10, 10*, 10°, 10°, 107.

Das Medium wurde anschlieend von den Zellen abgenommen und je Well 900 pl
Complete-Medium vorgelegt. Jeweils 100 pl der virushaltigen Verdiinnung von 107 bis 107
wurden in Duplikaten zu den Zellen hinzu pipettiert. Die Konzentration von 10? wurde als
Positiv-Kontrolle nur in ein Well gegeben. Es folgte eine Inkubation flir 48 Stunden bei 37 °C.
Anschlielend wurde das Medium abgesaugt und einmal mit warmem PBS gewaschen. Die
Fixierung erfolgte durch die Zugabe von 500 yl Methanol (-20 °C) je Well und einer
Inkubation fir 10 min bei -20 °C. Es folgten drei Waschschritte mit 1% (w/v) BSA in PBS.
Nun wurden je Well 100 pl des FITC-konjugierten anti-Hexon-Antikérpers, 1:50 geldst in 1%
(w/v) BSA dazugegeben. Anschlieffiend wurden die Zellen abgedunkelt flr eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden danach drei Mal mit 1% (w/v) BSA in PBS
gewaschen. Die Titerbestimmung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die infizierten,
durch den Antikdrper markierten, Zellen leuchteten griin. Von jeder Verdlinnung wurden
10 Gesichtsfelder in beiden Duplikaten gezahlt. Die Titerbestimmung wurde folgendermalien

berechnet:

infizierte Zellen pro Gesichtsfeld * Gesichtsfelder pro Well

Titer [ifu/ml] =

Virusvolumen [ml] x Verdiinnungsfaktor

2.2.4.18 MicroRNA-Microarray

Fur die genomweite miRNA-Expressionsanalyse wurde ein Microarray durchgefiihrt. Mithilfe
des Agilent Ratten miRNA Microarray (Release 16.0: September 2010) konnten die
Expressionsprofile von 679 reifen microRNAs der Spezies Rattus norvegicus detektiert
werden. Die Markierung, Hybridisierung und Detektion wurde von der Comprehensive

Biomarker Center GmbH (Heidelberg) durchgeflhrt.

Vorbereitung und Markierung der Proben
Zunachst wurden neonatale ventrikulare Rattenkardiomyozyten biomechanischem Stress in
Form von dynamischer biaxialer Dehnung fir 2, 6 oder 24 Stunden (116% Dehnung, 1 Hz)

ausgesetzt. Es folgte eine RNA-Extraktion, sowie eine Qualitatskontrolle und eine
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Konzentrationsmessung. AnschlieBend wurde die RNA mithilfe des miRNA Complete
Labeling and Hyb Kits fluoreszenz-markiert. Dabei erfolgte die Ligation eines Cyanine 3-pCp
Molekuls an das 3‘-Ende eines RNA-Molekils mit einer Effizienz > 90%.

Als Erstes wurden in vier Verdlinnungsschritten (1:100) die Labeling- und Hyb-Spike-In
Lésungen hergestellt. Dazu wurden in jedem Schritt jeweils 2 yl der Lésung mit 198 pl
nukleasefreiem H,O bzw. Dilutionspuffer durch Schitteln vermischt. Nachfolgend wurden die

RNA-Proben dephosphoryliert. Dazu wurde ein CIP Master Mix vorbereitet:

Tabelle 2-20: Reaktionsansatz fiir CIP Master Mix

10x Calf Intestinal Phosphatase Puffer 0,40 pl
Labeling Spike-In Lésung (Verdinnung) 1,10 pl
Calf Intestinal Phosphatase (CIP) 0,50 pl
Gesamt 2,00 pl

Danach wurden 2 pl (50 ng/ul) RNA-Probe und 2 ul CIP Master Mix in einem nukleasefreiem
1,5 ml Reaktionsgefa® durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Es folgte die
Dephosphorylierung im Thermomixer bei 37 °C fir 30 Minuten. Um die RNA zu denaturieren,
wurde zu der oben genannten Ldsung jeweils 2,8 ul Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben,
gemischt und flir mindestens 5 und maximal 10 Minuten bei 100 °C in einem Wasserbad
inkubiert. Nach der Denaturierung wurde das Reaktionsgefald sofort auf Eis geklhlt, um eine
Wiederanlagerung der RNA zu vermeiden.

Anschlieliend wurde die RNA mit dem Fluoreszenz-Farbstoff ligiert. In diesem Schritt wurde
ein Cyanine 3-pCp Molekll an das 3‘-Ende eines RNA Molekiils gebunden. Dazu wurde

zunachst ein Ligation Master Mix hergestellt:

Tabelle 2-21: Reaktionsansatz fiir Ligation Master Mix

10x T4 RNA Ligase Puffer 1,00 pl
Cyanine 3-pCp 3,00 pl
T4 RNA Ligase 0,50 pl
Gesamt 4,50 pl

4,5 pl des Ligation Master Mix wurden mit der RNA-Probe (6,8 pl) zu einem Gesamt-
Reaktionsvolumen von 11,3 ul gemischt. Die Ligation erfolgte bei 16 °C fir 2 Stunden im
Klhlblock. Nach der Markierung mit dem Fluoreszenz-Farbstoff wurde die Probe mithilfe der
Micro Bio-Spin P-6 Gel-Séule gereinigt. Die Gel-Saule wurde in ein frisches nukleasefreies

1,5 ml Reaktionsgefald gegeben. AnschlieBend wurden 38,7 ul nukleasefreies H,O zu der
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fluoreszenz-markierten Probe hinzugegeben, um ein Gesamtvolumen von 50 ul zu erhalten.
Diese 50 pl wurden vorsichtig auf die Gel-Saule pipettiert, ohne das Gel zu berthren. Es
folgte eine Zentrifugation bei 3000 U/min flir 4 min, um die aufgereinigte RNA zu eluieren.
Die Saule wurde verworfen und das Eluat auf Eis gekuhlt.

Nachfolgend wurden die Proben mithilfe eines Vakuumkonzentrators bei konstantem
Unterdruck und einer Temperatur zwischen 45 °C und 55 °C getrocknet und konzentriert.
Alle 30 Minuten wurden die Proben durch leichtes Beklopfen kontrolliert und in der Regel
wurde nach 60 Minuten das RNA-Pellet sichtbar. Das Pellet wurde anschlielend in 17 pl

nukleasefreiem H,O aufgenommen.

Hybridisierung und Waschen

Als erstes wurde der Hybridisierungs-Mix vorbereitet:

Tabelle 2-22: Reaktionsansatz fiir Hybridisierungs-Mix

Fluoreszenz-markierte RNA-Probe 17,00 ul
Hyb Spike-In Lésung (Verdinnung) 1,00 pl
10x Gene Expression Blocklésung 4,50 pl
2x Hi-RPM Hybridisierungspuffer 22,50 pl
Gesamt 45,00 pl

Der Hybridisierungs-Mix wurde flr 5 min bei 100 °C inkubiert und danach sofort flir 5 min in
ein eisgekihltes Wasserbad Uberflhrt. Im Anschluss wurde ein sauberer Objekttrager in eine
mit einem Dichtungsring umrandete Agilent SureHyb Kammer gelegt und der
Hybridisierungs-Mix vorsichtig von links nach rechts blasenfrei auf den Objekttrager
pipettiert. Eine Sonden-markierte Microarray-Platte wurde parallel, kopfliber auf den
Objekttrager gelegt, sodass der Barcode und die Sonden nach unten zeigten. AnschlieRend
wurde die Kammer mit einer Abdeckplatte und einer Einspannklemme verschlossen. Diese
Kammer wurde nun in einen Rotator im Hybridisierungsofen gespannt und fir 20 h bei
20 U/min und 55 °C hybridisiert.

Zum Waschen nach der Hybridisierung wurden drei verschiedene Schalen vorbereitet: Die
Schalen #1 und #2 enthielten Gene Expression Waschpuffer 1 bei Raumtemperatur. Die
Schale #3 enthielt Gene Expression Waschpuffer 2 bei 37 °C. Die Schalen #2 und #3
wurden auf eine magnetische Rihrplatte gestellt und ein Rihrfisch in die Schale gegeben.

Nachfolgend wird das Waschprotokoll dargestellt:
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Tabelle 2-23: Waschprotokoll fiir Microarray-Detektionsplatte

Schritt Schale  Waschpuffer Temperatur Zeit
Demontieren #1 Gene Expression Waschpuffer 1 RT

1. Waschgang #2 Gene Expression Waschpuffer 1 RT 5 min
2. Waschgang #3 Gene Expression Waschpuffer 2 37 °C 5 min

Im ersten Schritt wurde der Objekttrager von der Microarray-Platte getrennt, indem beide
Platten gemeinsam in die Schale #1 getaucht und mit einer Zange vorsichtig voneinander
gelést wurden. Danach lie man die Objekttrager-Platte auf den Boden sinken und
Uberflhrte die Microarray-Platte umgehend in ein Rahmengestell in der Schale #2. Mithilfe
des Ruihrfisches wurde die Microarray-Platte fir 5 min gewaschen und anschliel3end in die

Schale #3 Gberflhrt. Es schloss sich der 2. Waschgang fir 5 min an.

Scannen der Objekttrager

Nach dem zweiten Waschgang wurde die Microarray-Platte vorsichtig aus dem
Rahmengestell entnommen, in einen Plattenhalter gelegt und dieser mit einer
ozongeschutzten Abdeckplatte verschlossen. Der verschlossene Plattenhalter wurde in einer
Scan-Kassette in den Agilent Microarray Scanners GS2505_C eingesetzt. Danach wurde
das AgilentG3_miRNA Scan-Protokoll durchgefiihrt. Mithilfe eines SHG-YAG-Lasers (532
nm) konnten Cyanine 3-pCp markierte RNA-Moleklle angeregt, durch eine Scan-Linse
detektiert und mithilfe eines Hochleistungs-PMT (Photovervielfacher) in ein elektrisches
Signal umgewandelt werden. Die aufgenommenen Bilder wurden durch die Scan-
Steuerungssoftware in einer Bild-Datei zusammengefasst. Die gesammelten Daten wurden
bioinformatisch mithilfe der Agilent Feature Extraction Software 10.7.3 analysiert und durch
die GeneSpring GX Software normalisiert sowie die Korrelationen berechnet. Um Ausreiler

zu identifizieren wurde die Hampel’s Regel angewendet (Hampel, 1985).

2.2.5 Histologie

2.2.5.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz-Methode wurde genutzt, um spezielle Zellstrukturen (Antigene) mit
spezifischen Antikdrpern sichtbar zu machen. Dadurch war es mdglich, die Zellgrélien
mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops exakt zu bestimmen.

Fur die Immunfluoreszenz wurden ventrikulare Kardiomyozyten auf Kollagen-beschichteten

Deckglasern (engl. Coverslips) kultiviert. Das Kulturmedium wurde abgenommen und die
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Zellen einmal mit gekihltem PBS gewaschen. Es folgte die Fixierung der Zellen flir 10 min
bei Raumtemperatur mit 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS geldst. Die fixierten Zellen
wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und anschlieBend permeabilisiert. Die
Permeabilisierung erfolgte mit Methanol fir 10 min bei -20 °C. Die Zellen wurden danach
zwei Mal mit PBS gewaschen, um restliches Methanol zu entfernen. Es wurde eine Blockier-
Lésung hinzugegeben, die aus 2,5% BSA in PBS bestand. Die Inkubation erfolgte fur eine
Stunde bei Raumtemperatur. Die auf den Deckglasern fixierten Zellen wurden dann mit dem
primaren Antikdrper fur 90 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu wurden die Deckglaser
kopfuber auf einen Tropfen der Antikérper-Losung gelegt. Der Antikdrper war in 4% BSA in
PBS geldst. Nach der Inkubation wurden die Deckglaser drei Mal fur jeweils 10 min mit PBS
gewaschen. Der verwendete Sekundarantikérper richtet sich gegen die konstante Region
des primaren Antikdérpers und ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert. Der
Sekundarantikdérper war in 4% BSA in PBS gelést und wurde fir eine Stunde bei
Raumtemperatur nach dem gleichen Prinzip auf die Zellen gegeben. Anschlieliend wurden
die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen.

Die Deckglaser wurden danach auf einen Objekttrager mit jeweils 14 yl Mounting-Medium
gelegt. Die Zellen zeigten dabei in Richtung des Objekttragers und wurden tGber Nacht bei
4 °C trocknen gelassen.

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Keyence BZ-9000 Fluoreszenzmikroskop

vorgenommen und die aufgezeichneten Bilder mit der BZ-Il Analyzer Software ausgewertet.

2.2.5.2 ZellgroRenbestimmung

Die Zellgréllen wurden bestimmt, in dem 5x5x5 (X-, Y-, Z-Ebene) Fotos aufgenommen
wurden. Die Fotos wurden Seite-an-Seite, 20% Uberlappend mit einer 20-fachen
VergroRerung aufgenommen. AnschlieRend wurden die Einzelbilder mit der BZ-1l Software
zusammengefiigt. So entstand eine Aufnahme der Z-Ebene in einem einzelnen
zweidimensionalen Gesamtbild. Die ZellgroRe wurde anschlieBend mit der Keyence
HybridCellCount Software bestimmt. Zuerst wurden die Schwellenwerte an einer
Referenzaufnahme festgelegt. Dazu wurde die a-Actinin Farbung als Marker fir die
Zelloberflache gewahlt. Die DAPI-gefarbten Zellkerne wurden dann durch die Software von
der Zelloberflache abgezogen. Dadurch war es mdéglich, die Anzahl der Zellkerne in einer
gemessenen Zelle zu bestimmen. Es wurden nur die Zellen vermessen, die einen Zellkern
enthielten. Damit wurde sichergestellt, dass nur Einzelzellen und keine Zell-Zell-Kontakte

gezahlt wurden.
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2.2.6 Statistik

Alle statistischen Auswertungen dieser Arbeit wurden mit den Programmen GraphPad
Prism 7 und SigmaPlot 13 durchgeflihrt. Insofern nicht anders aufgeflihrt, wurden jeweils die
Mittelwerte + Standardfehler [SEM] angegeben. Zur Bestimmung des Signifikanzniveaus
wurde entweder der zweiseitige Student’sche T-Test oder ANOVA mit Newman-Keuls post
hoc Test zum Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen durchgefiihrt. Eine signifikante
Abweichung lag bei einem Signifikanzwert von p<0,05 vor. Hochsignifikant waren Ergebnisse
bei p<0,01 und hdéchstsignifikant bei p<0,001.
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3 Ergebnisse

3.1 Akuter biomechanischer Stress fuhrt zur differentiellen

Regulation von miRNAs

3.1.1 Analyse des miRNA-Expressionsprofils mittels Microarray

MiRNAs haben einen erheblichen Einfluss auf die post-transkriptionelle Regulation der
Proteinexpression. Zudem werden physiologische und pathologische Prozesse in den
Herzmuskelzellen durch miRNAs beeinflusst. Durch diese Beobachtungen sind die miRNAs

in den Fokus aktueller Untersuchungen gelangt.

Zur in vitro Untersuchung der miR-Expressionsprofile nach biomechanischem Stress in Form
von dynamischem Stretch wurde ein genomweites miRNA-Microarray-Screening Experiment
durchgeflihrt. Dabei wurde in den Untersuchungen dieser Arbeit ein neues Modell zur
biomechanischen Belastung von neonatalen Rattenkardiomyozyten verwendet. Im
Gegensatz zu vorhergehenden Untersuchungen mittels statischem Stretch, wurden dabei die
Kardiomyozyten dynamisch mit einer Frequenz von 1 Hz und einer Dehnung von 116 %
gedehnt. Auf dem verwendeten Microarray waren alle in der Sanger miRBase (Release 16.0)
Datenbank bekannten miRNA-5p und miRNA-3p-Sequenzen der Spezies Rattus norvegicus
(n=679) abgebildet. Im dynamischen biomechanischem Stretch wurden vier Bedingungen
gewahlt: 2 h Stretch, 6 h Stretch, 24 h Stretch sowie eine Kontrolle mit jeweils n=3 Proben.
Als Kontrolle dienten native, unstimulierte Kardiomyozyten, die ebenfalls in der Stretch-
Vorrichtung auf einer Kollagen-beschicheteten Silikonmembran, allerdings ohne Dehnung,
kultiviert wurden.

Biomechanischer Stress flhrte zur differentiellen Regulation von 30 miRNAs, wobei sechs
dieser regulierten miRs aufgrund ihrer hohen Expressionsveranderungen (log fold change -
die logarithmische n-fache Expressionsveranderung) und einer hohen Wahrscheinlichkeit
dieser miRNA differentiell reguliert zu sein (log odds ratio) als besonders vielversprechend
angesehen wurden: miR-31*, miR-146a, miR-188, miR-466b-1*, miR-494, miR-503.

Nach 2 h Stretch waren zwei der oben genannten sechs miRs signifikant herunterreguliert.
Die miR-494 war 0,89-fach und die miR-188 war 0,51-fach herunterreguliert (Tabelle 3-1).
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Tabelle 3-1: Differentielle Regulation von miRNAs nach 2 h Stretch

miRNAs korrigierter p-Wert log fold change Regulation
p-Wert (2 h Stretch vs Control)

rno-miR-494 0,042 0,034 -0,89 Herunter

rno-miR-188 0,050 0,016 -0,51 Herunter

Bei einer langeren Exposition von 6 h Stretch zeigten sich drei der sechs spezifisch
untersuchten miRs zum Teil signifikant herunterreguliert: miR-494 (log fold change -0,71),
miR-466-b-1* (log fold change -0,53) und miR-188 (log fold change -0,39) (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: Differentielle Regulation von miRNAs nach 6 h Stretch

miRNAs korrigierter  p-Wert log fold change Regulation
p-Wert (6 h Stretch vs Control)

rno-miR-494 0,218 0,044 -0,71 Herunter

rno-miR-188 0,379 0,170 -0,39 Herunter

rno-miR-466b-1* 0,119 0,007 -0,53 Herunter

Nach 24 h Stretch konnten wir eine signifikante Expressionsveranderung von folgenden
miRNAs feststellen: Heraufregulation von miR-503 (/og fold change +0,77) und miR-31* (log
fold change +0,54) sowie eine Herunterregulation von miR-494 (log fold change -1,05), miR-
146a (log fold change -1,02), miR-188 (log fold change -0,74) und miR-466b-1* (log fold
change -0,67) (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Differentielle Regulation von miRNAs nach 24 h Stretch

miRNAs korrigierter  p-Wert log fold change Regulation
p-Wert (24 h Stretch vs Control)

rno-miR-494 0,008 0,080 -1,05 Herunter
rno-miR-146a 0,031 0,000 -1,02 Herunter
rno-miR-503 0,040 0,001 +0,77 Herauf
rno-miR-188 0,217 0,084 -0,74 Herunter
rno-miR-466b-1* 0,202 0,071 -0,67 Herunter
rno-miR-31* 0,102 0,013 +0,54 Herauf
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Zwei der am starksten regulierten miRs wurden in einem Volcano Plot dargestellt: miR-503
(log fold change +0,77; log odds ratio 2,60) und miR-146a (log fold change -1,02; log odds
ratio +6,58) (Abbildung 9).

Ein Volcano Plot ist eine besondere Variante eines Streudiagramms und somit eine
graphische Darstellung der Expressionsveranderung (log fold change) und der
Wahrscheinlichkeit einer miRNA differentiell reguliert zu sein (log odds ratio). Der Volcano
Plot wird genutzt, um schnell und einfach Veranderungen in grol’en Datensatzen zu
identifizieren (Cui und Churchill, 2003). Mithilfe des Volcano Plots kann hier graphisch
gezeigt werden, dass miR-146a und miR-503 die am starksten und am signifikantesten

regulierten miRs des in dieser Arbeit verwendeten Microarrays sind.
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Abbildung 9: Volcano Plot zum Vergleich von 24 h Stretch vs. Kontrolle
Darstellung der Korrelation zwischen n-facher Induktion (engl. fold change) einer miRNA nach 24 h
Stretch und der Wahrscheinlichkeit einer miRNA differentiell reguliert zu sein (Darstellung als

natirlicher Logarithmus). Es wurden exemplarisch miR-146a und miR-503 dargestellt.
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Dieses Screening-Experiment wurde bereits vorher in Zusammenarbeit mit Jost Pott (Klinik
fur Innere Medizin Ill, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein) in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Frank durchgefihrt. Die vorlaufigen Ergebnisse wurden fir diese Arbeit zu Beginn
der Experimente zur Verfiigung gestellt und werden daher als vorhergehende Leistungen

angesehen.

3.1.2 MiRNA-146a und miRNA-503 werden durch Stretch reguliert

Um die Microarray-Ergebnisse zu validieren, wurde die Expression der sechs am starksten
regulierten miRNAs mittels gRT-PCR untersucht. Zur Uberpriifung wurde ein TagMan Assay
verwendet, welcher auch bei geringer endogener Expression der miRNA eine hohe
Sensitivitat aufweist.

Wir konnten zeigen, dass miR-494 im Gegensatz zu den Microarray-Ergebnissen keine
Expressionsveranderung durch Stretch in der TagMan-Analyse aufwies (Abbildung 10 A).
Laut Microarray-Untersuchungen zeigte sich sowohl miR-146a als auch miR-503 nach 2
bzw. 6 h Stretch nicht signifikant reguliert.

Wir konnten jedoch auch nachweisen, dass miR-146a nach 2 h heraufreguliert wurde (1,79-
fach, 0,29, p<0,01, Abbildung 10 B). Nach 6 h Stretch jedoch zeigte sich eine
Herunterregulation um 45% (£0,24, p<0,05). Den Microarray-Ergebnissen entsprechend war
miR-146a nach 24 h Stretch auf 31,5% (0,05, p<0,01) herunterreguliert.

Die Ursache hierflr bleibt zunachst unklar, lasst jedoch vermuten, dass durch die kurzfristige
Anpassung an biomechanischen Stress die miR-146a herauf- und nach langerem Stress
herunterreguliert wird und dabei verschiedene Signalwege genutzt werden kénnten.

In Abbildung 10 C erkennt man, dass bereits nach 2 h biomechanischem Stress eine
2,30-fache (0,21, p<0,01) Induktion von miR-503 erfolgte. Nach 6 h Stretch wies miR-503
eine 2,00-fach (+0,34, p<0,05) Heraufregulation auf. Konkordant zu den Microarray-
Ergebnissen zeigte sich miR-503 nach 24 h Stretch signifikant heraufreguliert (2,34-fach,
10,28, p<0,01).

MiR-188 sowie miR-466b-1* zeigten in der Validierungsuntersuchung eine signifikante
Heraufregulation nach 2 h Stretch, jedoch wiesen die beiden miRs nach 6 bzw. 24 h keine
signifikante Regulation auf (Abbildung 10 D, E).

Interessanterweise zeigte miR-31* in der qRT-PCR nach 24 h Stretch eine gegensatzliche
Regulation zum Microarray, namlich eine 0,11-fache (x0,19) Herunterregulation, anstelle der

erwarteten 0,54-fachen Heraufregulation (Abbildung 10 F). Dieses Ergebnis unterstreicht die

75



Ergebnisse

Notwendigkeit, Screening-Ergebnisse durch quantitative Realtime-PCRs zu validieren, da

typischerweise eine Varianz der Microarray-Daten besteht.
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Abbildung 10: MicroRNA-Expression nach 2, 6 und 24 h Stretch

Validierung der miRNA-Expression mittels TagMan Assay qRT-PCR.
N=3, * p<0,05, 1 p<0,01.
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Wie in Abbildung 10, dargestellt, wiesen miR-146a und miR-503 nach 24 h Stretch in der
Validierung mittels TagMan Assay die ausgepragteste differentielle Regulation auf. Diese
Regulation stimmte mit den Microarray-Ergebnissen Uberein. MicroRNA-146a war nach 24 h
Stretch sowohl im Microarray als auch im TagMan Assay signifikant herunterreguliert,
miR-503 zeigte nach 24 h eine signifikante Heraufregulation. Im Verlauf dieser
Untersuchungen sind Forschungsergebnisse bekannt geworden, die miR-146a und miR-503
in Verbindung mit myokardialen Erkrankungen bringen (Zhou et al., 2016, Halkein et al.,
2013, Wang et al., 2013b).

Aufgrund der ausgepragten differentiellen, signifikanten Regulation und der bekannten
myokardialen Spezifitdt wurden alle weitergehenden Untersuchungen mit miR-146a sowie
miR-503 durchgeflhrt.
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Abbildung 11: Validierung der miRNA-Expression durch qRT-PCR nach 24 h Stretch

Vergleich der sechs am starksten regulieten miRNAs und deren Expression nach 24 h
biomechanischem Stress (Stretch) im Microarray-Screening und im TagMan Assay. Mehr als 80% der
miRNA-Expressionsergebnisse im TagMan Assay (grau) entsprechen den Beobachtungen im
Microarray (schwarz). Als interne Normalisierungskontrolle wurde die konstitutiv exprimierte snRNA
RNUG6B gewahilt.
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3.2 Chronischer Stress in vivo verandert die miR-Expression

Zur Untersuchung der miR-Expression bei chronischem Stress wurde das etablierte
»1ransverse Aortic Constriction® (TAC, Aortic Banding) Mausmodell angewandt.
Uberraschenderweise zeigte sich miR-146a, gegensatzlich zum akuten Stress, nach
zweiwochigem Aortic Banding signifikant heraufreguliert (4,44-fach, +0,65, p<0,01, Abbildung
12 A). Die bei akutem Stress induzierte miR-503 ist auch nach 14 Tagen chronischem Stress
4,18-fach (+0,67, p<0,05) heraufreguliert (Abbildung 12 B). Dies deutet daraufhin, dass die
Anpassungsvorgange der Kardiomyozyten bei biomechanischem Stress chronologisch
unterschiedlich ablaufen kdnnten. Des Weiteren wurde in vorherigen Arbeiten beobachtet,
dass sich das myokardiale miR-Expressionsmuster bei Aortenstenose, ischamischer
Kardiomyopathie und dilatativer Kardiomyopathie signifikant unterscheiden kann (lkeda und
Pu, 2010, Thum et al., 2007).
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Abbildung 12: Regulation von miR-146a und miR-503 durch chronischen kardialen Stress in
vivo

Chronische Druckbelastung von 14 Tagen Dauer (verursacht durch ,Transverse Aortic Constriction®,
TAC) flhrt zur Regulation von miR-146a und miR-503 im Vergleich zu scheinoperierten Kontrolltieren
(Sham). (A) MiR-146a wird 4,44-fach heraufreguliert (+0,65). (B) Chronischer Stress fihrt zu einer
4,18-fachen Induktion (x0,67) von miR-503. N=3, * p<0,05, 1 p<0,01.

3.3 MiR-146a wird liberwiegend im Herzen exprimiert
Fur die Untersuchung des endogenen Expressionsmusters von miR-146a und miR-503 in
vivo wurden verschiedene Gewebetypen von adulten weiblichen Ratten untersucht. Von

jedem Gewebetyp wurden 3 Proben untersucht.
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MicroRNA-146a wird ubiquitdr in den untersuchten Gewebetypen exprimiert. Die hdchste
Expression zeigte die miR-146a im Herzen, schnell zuckenden Muskelfasern
(M. vastus med.) sowie langsam zuckenden Muskelfasern (M. soleus) (Abbildung 13 A).
Somit wird miR-146a Uberwiegend in quergestreifter Muskulatur ausgebildet. Reprasentativ
fur das arterielle Widerstandsgefalisystem, wies die Aorta eine etwas geringere Expression
als die quergestreifte Muskulatur auf. Ein &hnliches Expressionsniveau wie die Aorta zeigte
die Lunge und die Ovarien (engl. ovary) (Abbildung 13 A).

Die miR-503 wies, analog zur miR-146a, ein hohes Expressionsniveau in der quergestreiften
Muskulatur auf (Herz, M. vastus med., M. soleus) (Abbildung 13 B). Eine &hnliche
Ausbildung zeigte die Lunge, geringer exprimiert wurde die miR-503 in der Aorta. Die
hochste Expression wurde in den Ovarien festgestellt (Abbildung 13 B).

Mit den Nachweisen der stabilen Expression von miR-146a und miR-503 im
kardiovaskuldaren Gewebe wird die potentielle Bedeutung der bereits dargestellten
Regulation durch Stretch unterstrichen. Somit kdnnten Rlckschlisse aus den
weiterfiUhrenden Untersuchungen in vitro Uber vorhandene Mechanismen in vivo gezogen

werden.
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Abbildung 13: Multi-Gewebe gRT-PCR von adultem weiblichen Rattengewebe
(A) miR-146a wird Uberwiegend im Herzen und schnell zuckender Skelettmuskulatur (M. vastus med.)
exprimiert. (B) miR-503 zeigt die hdchste Expression im Ovar, ebenfalls stark exprimiert wird miR-503

im Herzen und Skelettmuskulatur (M. vastus med.). N=3.
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3.4 Kardiomyozyten und Fibroblasten haben eine ahnliche miR-

Expression

Die untersuchten miRNAs waren wie bereits beschrieben vor allem im Herzen, Gehirn und
Ovarien exprimiert. Da bei der Isolation von ventrikularen Kardiomyozyten aus neonatelen
Ratten sowohl Herzmuskelzellen als auch zu einem kleinen Teil Fibroblasten isoliert werden,
war das Ziel dieses Versuchs die Expression der miRNAs in Kardiomyozyten und
Fibroblasten gegeniberzustellen.

Die miR-146a ist in NRVCM 1,38-fach (0,11, p<0,05) héher als in Fibroblasten exprimiert
(Abbildung 14 A). Die miR-503 wird in Kardiomyozyten 0,79-fach (0,13, p=n.s.) geringer als
in Fibroblasten ausgebildet (Abbildung 14 B). Dieses Ergebnis zeigt, dass die miR-
Expression der von uns untersuchtern miRs sowohl in Herzmuskelzellen als auch in

Fibroblasten annahernd gleich ist.

A miR-146a B miR-503
2.0+ 1.5
c c
<] o n.s.
2 1.5- — @ : '
g £ 1.0 I
] 3
wwi w [
g 101 : v
£ £
[ [ 0.5
2 0.5- 2
5 s
e e
0-0 L] L] 0-0 L] L
N N N
) ) 3 )
\@9\ OS' \'69\ 013\
& 3 & )
<® & <® &
¢ ¢

Abbildung 14: Expression von miR-146a und miR-503 in Fibroblasten und Kardiomyozyten
TagMan Assay zur Untersuchung von miR-146a (A) und miR-503 (B) in Kardiomyozyten und

Fibroblasten. Das Profil in beiden untersuchten Zelllinien ist annahernd gleich. N=3, * p<0,05.

3.5 Adenovirale Uberexpression von miR-146a und miR-503

MiR-146a und miR-503 waren im in vitro Stretch-Modell, zur Induktion von Hypertrophie,
signifikant differentiell reguliert. Um die Fragestellung zu klaren, ob diese beiden miRs die
kardiomyozytare Hypertrophie beeinflussen, Uberexprimierten wir miR-146a und miR-503
mittels von uns generierten adenoviralen Konstrukten. Diese sog. ,AdmiRs" flihrten nach

Infektion der Zellen zu einer bestéandigen Uberexpression in NRVCM.
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3.5.1 Validierung der Uberexpression mittels TagMan® Assay

Wir wollten anschlieRend die suffiziente Uberexpression von miR-146a und miR-503 nach
adenoviraler Infektion von AdmiR-146a und AdmiR-503 in NRVCM sowie die optimale
Virusdosierung Gberprifen. Dazu wurden NRVCM mit verschiedenen Viruslasten infiziert und
das miR-Expressionsmuster mithilfe eines TagMan Assay quantifiziert.

Ab einer Viruslast von 50 ifu zeigte sich auf RNA-Ebene eine bedeutende und
reproduzierbare Uberexpression von beiden untersuchten miRs (146a und 503) im Vergleich
zu den mit Kontrollvirus (neg) infizierten Zellen (Abbildung 15 A, B). Bei einer geringeren
Dosierung zeigte sich nur eine schwache Uberexpression von miR-146a und miR-503. Bei
einer Viruslast von 100 ifu wurde zwar eine starkere Uberexpression erkennbar, jedoch war
diese mit grollen Schwankungen verbunden und wies somit eine geringere Reliabilitat auf.
Zudem stiegen die zytotoxischen Nebenwirkungen der Virusinfektion, erkennbar durch eine
geringere Zellvitalitat. Alle nachfolgenden Versuche mit adenoviraler Uberexpression von

miR-146a und miR-503 wurden daher mit einer Viruslast von 50 ifu durchgefihrt.
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Abbildung 15: TagMan Assay zum Nachweis der adenoviralen Uberexpression verschiedener
Viruslasten von AdmiR-146a und AdmiR-503
Nach adenoviraler Infektion mit 12,5, 25, 50 und 100 ifu wurde ab 50 ifu eine ausreichende

adenovirale Uberexpression von miR-146a (A) und miR-503 (B) in NRVCM erreicht.
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3.6 Stretch fihrt zur Suppression der miR-146a-Expression

3.6.1 Adenovirale Uberexpression und dynamischer Stretch

Um den Einfluss von biomechanischem Stress in Form von Stretch auf Kardiomyozyten und
gleichzeitiger miR-Uberexpression zu untersuchen, wurde ein in vitro Modell entwickelt,
welches das miR-Profil nach 24 h dynamischen Stretch darstellt. Dazu wurden NRVCM mit
adenoviralen Vektoren zur Uberexpression von miR-146a und miR-503 infiziert und
dynamisch biomechanisch fur 24 Stunden gedehnt (116%, 1 Hz). Als Kontrollzellen dienten
nicht gedehnte bzw. nicht infizierte NRVCM.

Die adenovirale Uberexpression fiihrte zu einer 29-fachen (£3,78, p<0,001) Induktion von
miR-146a im Vergleich zu Kontrolizellen (miR-neg) (Abbildung 16 A). Dieses Ergebnis
validiert nochmals die suffiziente Uberexpression durch die rekombinanten Adenoviren. Nach
24 h dynamischem biomechanischen Stress wurde miR-146a um 49% herunterreguliert
(£3,04, p<0,01). Dies zeigt, dass in miR-146a-Uberexprimierenden Zellen eine weitere

Suppression durch Stretch induzierbar ist (Abbildung 16 A).

Nach adenoviraler Infektion zeigte sich miR-503 2,8-fach heraufreguliert (0,24, p<0,01)
(Abbildung 16 B). Durch Stretch stellte sich eine 4,7-fache Induktion von miR-503 heraus
(£1,04, p<0,05) (Abbildung 16 B). Es ist also auch nach erfolgter Uberexpression von
miR-503 eine weitere Induktion durch Stretch mdglich. Dies unterstreicht eine mdgliche

Relevanz von miR-503 flUr die Stretch-induzierte Signaltransduktion in Kardiomyozyten.
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Abbildung 16: Stretch Uber 24 h induziert eine Herunterregulation von miR-146a auch in
adenoviral-iiberexprimierten Zellen

TagMan Assay nach adenoviraler Uberexpression von miR-146a (A) und miR-503 (B) mit/ohne
Stretch fur 24 h. (A) Signifikante Suppression von miR-146a auf 51% (3,04, p<0,01) nach
biomechanischem Stress. (B) Suffiziente adenovirale Uberexpression von mir-503 (2,8-fach, +0,24,
p<0,01) und weitere Induktion durch Stretch (4,7-fach, +1,04, p<0,05). N=3, * p<0,05, 1 p<0,01,
¥ p<0,001.

3.7 Die Uberexpression von miR-146a fiihrt zur Induktion des

hypertrophischen Genprogramms in vitro

Um den Einfluss von miR-146a auf die Expression von zwei typischen, stressabhangig
kardial vermehrt exprimierten Gene (ANF und BNP) sowie des spezifischen Inhibitors von
Calcineurin (Rcan1.4) zu untersuchen, wurden NRVCM mit einer Virulslast von 50 ifu
infiziert.

Die Uberexpression von miR-146a filhrte zu einer 2,4-fachen Heraufregulation von ANF
(Nppa) (£0,27, p<0,01) und einer 3,2-fachen Induktion von Rcani1.4 (+0,18, p<0,001)
verglichen mit miR-neg-behandelten Kontrollzellen (Abbildung 17 A, B).

Bei miR-neg-behandelten NRVCM, die biomechanischem Stress ausgesetzt waren, flhrte
der Stretch zu einem 2,1-fachem Anstieg von ANF (10,43, p<0,05) im Vergleich zu nicht
gedehnten Zellen (Abbildung 17 A). Die Uberexpression von miR-146a induzierte eine
weitere 1,9-fache Erhéhung von ANF (10,36, p<0,01) (Abbildung 17 A).

Zudem wurde die Expression des Calcineurin-abhangigen Gens Rcan1.4 durch Stretch bei

Kontrollzellen 2,2-fach  heraufreguliert (£0,19, p<0,05), wahrend die miR-146a
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Uberexpression zu einer weiteren 2,4-fachen Induktion (+0,51, p<0,01) im Vergleich zu
gedehnten miR-neg Zellen fihrte (Abbildung 17 B). Interessanterweise beeinflusst bereits
die alleinige adenovirale Uberexpression von miR-146a die Expression einiger durch Stretch

induzierbarer fetaler Gene in Kardiomyozyten.

A B
5, | L , 61 |
| 1
§ 4] — . <5 .
23 s : 3 4 '
E £ Y E *
52 2- L z2 _
¥ £8 2
€ 1] — ©e
0 L] T 0 T T
O X P X () X P X
.QJ& < & '\,,g: < & .Q:(& R & '\bfo ¥ &
& K2 & K2 & k2 & K2
(&Q \@0 QQQ \b‘Gb
& & & &

Abbildung 17: Induktion der pro-hypertrophen Gene ANF (Nppa) (A) und Rcan1.4 (B) nach
adenoviraler Uberexpression und 24 h dynamischem, biomechanischen Stretch

(A) Die Uberexpression von miR-146a fiihrte zu einer 2,4-fachen (+0,27) Steigerung der ANF (Nppa)
Expression. Nach 24 h Stretch ist die ANF-Expression in miR-146a-Uberexprimierenden Zellen
1,9-fach (+0,36) erhoht. (B) Die Rcan1.4-Expression wird durch die miR-146a-Uberexpression
3,2-fach (£0,18) gesteigert. Nach der Belastung durch Stretch erfolgte eine weitere 2,4-fache (x0,51)
Induktion verglichen mit gedehnten miR-neg-Kontrollzellen. N=6, * p<0,05, 1 p<0,01, 1 p<0,001.

3.8 Biomechanischer Stress fuhrt zur Regulation des Calcineurin-
Signalwegs
Um weitere Erkenntnisse Uber die Regulationsmechanismen von miR-503 zu gewinnen,
wurde miR-503 in NRVCM adenoviral Uberexprimiert und eine Gruppe der Zellen
anschlieBend dynamisch biomechanisch flr 24 Stunden gedehnt. In miR-neg behandelten
Kontrollzellen  zeigte sich  eine  signifikante =~ ANF-Expressionserhbhung  nach
biomechanischem Stress (1,7-fach, £0,16, p<0,05) (Abbildung 18 A). Dies weist die Stretch-
vermittelte Aktivierung des hypertrophischen Genprogramms nach. Nach der alleinigen
adenoviralen Uberexpression von miR-503 zeigte sich jedoch keine signifikante Veranderung

der ANF-Expression. Stretch und miR-503 Uberexpression wiederum fiihrten zu einer
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signifikanten Erhdhung der ANF-Expression (+71%, 0,19, p<0,01) (Abbildung 18 A). Dieses
Ergebnis zeigt, dass die miR-503 ohne pathologische Stimuli keine relevanten Einflisse auf
die Aktivierung des hypertrophischen Genprogramms ausibt, jedoch in biomechanisch
gestrechten Kardiomyozyten hinreichend wie auch notwendig zur Aktivierung des
hypertrophischen Genprogramms zu sein scheint (Abbildung 18 A). Analog zur
ANF-Expression aktiviert miR-503 nach Uberexpression und Stretch den Calcineurin-
abhangigen Signalweg durch Rcan1.4. Nach 24-stiindigem Stretch zeigte sich eine 3,6-fache
Induktion von Rcan1.4 in miR-neg gedehnten Zellen (0,18, p<0,05) (Abbildung 18 B). In
miR-503-Uberexprimierenden Zellen liel3 sich nach biomechanischem Stress fiir 24 h eine
3,1-fache Erhéhung der Rcan1.4-Expression nachweisen, verglichen mit gedehnten miR-neg
Zellen (+2,3, p<0,01) (Abbildung 18 B).

A B

41 T 15 T

10+

ANF mRNA
n-fache Induktion
»
RCAN1-4 mRNA
n-fache Induktion

Abbildung 18: Biomechanischer Stress und miR-503 Uberexpression aktivieren gemeinsam
das hypertrophische Genprogramm

Multiplex qRT-PCR von ANF (Nppa) und Rcan1.4 nach adenoviraler Uberexpression und Stretch.

(A) Stretch flhrt zu einer 1,7-fachen Expressionssteigerung von Rcani.4 und zu einer weiteren
1,7-fachen Induktion durch miR-503 Uberexpression. (B) 3,6-fache Erhéhung der Rcan1.4-Expression
nach biomechanischem Stress und Verdreifachung der Rcani.4-Expression infolge der miR-503
Uberexpression. N=6, * p<0,05, 1 p<0,01, 1 p<0,001.
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3.9 Knockdown von miR-146a reduziert Hypertrophie in vitro

Zur Beurteilung des Einflusses von miR-146a und miR-503 auf die kardiomyozytare
Hypertrophie wurde die ZellgréRe von NRVCM nach Uberexpression und Knockdown
bestimmt.

MiR-146a und miR-503 wurden dazu Uberexprimiert bzw. herunterreguliert und mit nicht
behandelten Kontrollzellen verglichen. Zusatzlich wurde eine Gruppe von Zellen mit dem
pro-hypertrophisch wirksamen a1-Rezeptor-Agonisten Phenylephrin (PE) stimuliert, um eine
maogliche hypertrophische Wirkung von miR-146a und miR-503 zu evaluieren.

Zur zuverlassigen Uberexpression der microRNAs wurden zuvor generierte adenovirale
Konstrukte verwendet. Die suffiziente Herunterregulation von miR-146a und miR-503 wurde
mit sog. Anti-microRNAs (AntimiRs) erreicht, die an der reifen microRNA binden und
prinzipiell die Degradation bzw. Translationshemmung der Ziel-mRNA verhindern. Um die
Zellgréflen zu bestimmen, wurden die Zellen immunhistochemisch mit einem Anti-a-Actinin-
Antikdrper markiert und bioinformatisch vermessen.

Wie bereits publiziert, zeigte sich, dass die mit PE stimulierten Kontrollzellen
(AntimiR-neg + PE) 37% grdlRer waren als die Kontrollzellen ohne PE-Stimulation (0,05,
p<0,001) (Abbildung 19 A, B). Durch den Knockdown von miR-503 zeigte sich eine deutliche
Abschwachung dieser pro-hypertrophischen Wirkung von PE. So war die
Zellquerschnittsflache nach Stimulation mit PE 29% (+0,06, p<0,001) geringer als bei den mit
Kontroll-AntimiR transfizierten und mit PE stimulierten Zellen (Abbildung 19 B). Der
Knockdown von miR-146a zeigte ebenfalls einen anti-hypertrophischen Effekt auf die
ZellgroRe bei PE-Stimulation (-28%, +0,05, p<0,001) (Abbildung 19 B). Dabei wurde die
Wirkung von Phenylephrin nahezu aufgehoben. Die durchschnittliche Zellquerschnittsflache
betrug ohne PE-Stimulus 359,53 pm? und mit PE-Simulation 381,99 um?. Das entspricht
einer VergroRerung von nur 6,24% und liegt damit im normalen Schwankungsbereich
zwischen einzelnen Experimenten (Abbildung 19 B). Die subjektive mikroskopische Analyse
der Zellen wies ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Virusgruppen auf
(Abbildung 19 A).

Wie in Abbildung 19 C dargestellt, filhrte die Uberexpression von miR-146a und miR-503 zu
keiner signifikanten Veranderung der ZellgréRe (AdmiR-146a 1,06-fach, +0,11, p=n.s. und
AdmiR-503 0,97-fach, 0,14, p=n.s). Nach Stimulation der Zellen mit Phenylephrin zeigte
sich, wie erwartet, eine deutliche Hypertrophie der Kontrollzellen
(AdmiR-neg + PE 1,36-fach, +0,29, p<0,001). Die adenovirale Uberexpression und

gleichzeitige Stimulation mit PE flihrte zu einer signifikanten Zellhypertrophie verglichen mit
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den Kontroll-miR (berexprimierenden Zellen (AdmiR-146a + PE 1,34-fach, +0,22, p<0,001
und AdmiR-503 + PE 1,19-fach, +0,18, p<0,001) (Abbildung 19 C).

Im PE-Stimulations-Modell zeigte die Uberexpression von miR-146a und miR-503 keinen
Einfluss auf die Hypertrophie von Kardiomyozyten im Vergleich zu Kontrollzellen. Der
Knockdown von miR-146a und miR-503 wiederum =zeigt eine signifikante anti-
hypertrophische Wirkung von AntimiR-146a und AntimiR-503 im PE-Stimulations-Modell
(Abbildung 19 A, B). Somit kann hier dargestellt werden, dass ein Knockdown von miR-146a

und miR-503 die Zellen in vitro vor pathologischen Stimuli schitzen kénnte.
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Abbildung 19: Knockdown von miR-146a reduziert pro-hypertrophische Effekte

(A) Immunhistochemische Farbung von NRVCM mit Anti-a-Actinin zur Darstellung der Zelloberflache
mit und ohne Stimulation mit Phenylephrin (xPE). (B) Der Knockdown von miR-146a hebt die pro-
hypertrophischen Effekte von PE auf. (C) Uberexpression von miR-146a und miR-503 und Stimulation
mit PE fUhrt zu einer signifikanten Zellhypertrophie. Mal3stabbalken 20 um. N=3, ¥ p<0,001.
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3.10Target Scan

MicroRNAs beeinflussen die post-transkriptionelle Genregulation durch komplementare
Bindung der Seed-Sequenz der microRNA an die 3’ untranslatierte Region (3’-UTR) der
mRNA (Bartel, 2004).

Die spezifischen miR-Funktionen kénnen nur verstanden werden, wenn die Regulation der
Zielstrukturen und die damit verbundene Inhibition der Proteinsynthese bekannt ist.

Fur die Vorhersage von Zielstrukturen der miR-146a und miR-503 wurden verschiedene

web-basierte Suchmaschinen genutzt:

TargetScan (http://www.targetscan.org/),
microRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/getDownloads.do),

DIANA microT v4 (http://diana.imis.athena-innovation.gr),

=~ N =

PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/new_PicTar_mouse.cgi).

A miR-146a B miR-503

TargetScan microRNA.org TargetScan microRNA.org

microT v4 PicTar

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Vorhersagemodelle mithilfe von Venn-
Diagrammen

Zur ldentifizierung potenzieller Ziel-mRNAs wurden die web-basierten Suchmaschinen TargetScan,
microRNA.org, microT v4 und PicTar angewendet. Die resultierenden Schnittmengen wurden

beziglich ihrer microRNA-mRNA Wechselwirkungen in Kardiomyozyten Gberpriift.

In  Zusammenarbeit mit Dr. Inka Boomgarden (Klinik fir Innere Medizin I,
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein) flihrten wir eine bioinformatische Analyse zur
Verifizierung von mdglichen Zielstrukturen der untersuchten miRs aus. Dabei verwendet jede

Suchmaschine andere statistische Algorithmen zur Vorhersage von miR-Bindungsstellen an
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der Ziel-mRNA. Die vorhergesagten Zielgene wurden anschliel3end bezlglich ihrer Spezifitat
und Relevanz in Herzmuskelzellen analysiert. Dabei konnten wir vier vielversprechende
Zielstrukturen identifizieren, die mit groRer Wahrscheinlichkeit durch miR-146a bzw. miR-503
reguliert werden und deren Wechselwirkungen mit den oben genannten miRs vermutlich

einen Einfluss auf die Signaltransduktion in Kardiomyozyten haben.

Fuir die von uns untersuchte miR-146a wurden drei vielversprechende Zielgene
Ubereinstimmend vorausgesagt: Apelin, Frizzled class receptor 1 und Stanniocalcin 1
(Tabelle 3-4). Fir miR-503 wurde Apelin sowie Cyclin D2 als potentielle Zielstruktur
vorhergesagt (Tabelle 3-4).

Apelin ist ein Peptid, welches in humanen Organismen durch das Ap/n-Gen codiert wird
(Tatemoto et al.,, 1998) und der endogene Ligand fir den G-Protein-gekoppelten
APJ-Rezeptor ist (Lee et al., 2000).

Cyclin D2 (CCNDZ2) ist ein Protein, welches eine Schllsselrolle in der Regulation des
Zellzyklus spielt, indem es den Eintritt von der G1-Phase in die S-Phase steuert (Bertoli et
al.,, 2013). AuBerdem ist CCND2 bedeutend fiir die Proliferation und Hypertrophie von
Kardiomyozyten (Pasumarthi et al., 2005, Zhong et al., 2006).

Das Protein Frizzled class receptor 1 wird durch das Fzd7-Gen codiert wird und gehdrt zur
JFrizzled“-Genfamilie (Sagara et al., 1998). Diese Familie von G-Protein-gekoppelten
Rezeptor Proteinen fungieren als Mediatoren im Whnt Signaling Pathway (Malbon, 2004).
Stanniocalcin 1 ist ein Glykoprotein, welches homolog zu dem Hormon Stanniocalcin ist. Es
wird im humanen Organismus durch das Stc7-Gen codiert. Stanniocalcin gehort zu einer
Familie von Hormonen, die den Calcium-Phosphat-Haushalt im Kdrper reguliert (Madsen et
al., 1998).

Zusammenfassend ist zu erwahnen, dass die vier identifizierten Zielstrukturen relevante
Einflisse bei der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen tragen (Sato et al., 2013,
Busk et al.,, 2002). Somit kdénnten weitergehende Untersuchungen der Interaktionen
zwischen den von uns gefundenen miRs und diesen Zielstrukturen interessante Aufschliisse

Uber die Entstehung und auch Therapie von Herzkreislauferkrankungen liefern.
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Tabelle 3-4: Vorhersage von microRNA-mRNA Interaktionen

Nummer microRNA Zielgen Position der Bindungsstellen-
mRNA Bindungsstelle Typ?
1 rno-miR-146a Apin 49 — 55 7mer-A1
Fzd1 1517 — 1523 7mer-M8
Stc1 2378 — 2385 8mer
2 rno-miR-503 Apin 1490 — 1496 7mer-A1
Ccnd2 631 - 637 7mer-A1
Ccnd2 1762 — 1768 7mer-A1

@ TargetScan 7.0 sagt folgende Bindungsstellen vorher: 8mer — exakte Ubereinstimmung der

Positionen 2-8 der reifen miRNA (Seed-Sequenz und Position 8) gefolgt von einem Adenosin;
7mer-M8 — exakte Ubereinstimmung der Positionen 2-8 der reifen miRNA (Seed-Sequenz und
Position 8); 7mer-A1 — exakte Ubereinstimmung der Positionen 2-7 der reifen miRNA (Seed-Sequenz

und Position 7) gefolgt von einem Adenosin.

3.11 MiR-146a reguliert Stanniocalcin 1

Zur Verifizierung der biostatistischen Zielgen-Voraussage von Apln, Ccnd2, Fzd1 und Stc1
wurden 3’'UTR-Luciferase-Konstrukte generiert.

Zur Uberprifung der Regulation von Zielstrukturen der miR-146a wurden die
3'UTR-Luciferase-Konstrukte von Apln, Fzd1 und Stc1 mit miR-146a Mimics (5, 10, 25 pmol)
co-transfiziert.

Nach der Uberexpression von miR-146a kam es zu einem signifikanten Abfall der
Luiferaseaktivitdt der Reportergenkonstrukte von Apelin und Stanniocalcin 1 (Abbildung
21 A, C). Die Aktivitat von Frizzled class receptor 1 hingegen verringerte sich ebenfalls
signifikant in den beiden héheren Dosen (Abbildung 21 B).

Dieses Ergebnis zeigt, dass miR-146a die post-transkriptionelle Translation von Apelin und
Stanniocalcin 1 wesentlich inhibiert und diese als Zielstrukturen von miR-146a relevant sein

konnten.
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Abbildung 21: Apelin und Stanniocalcin 1 sind Zielstrukturen von miR-146a

(A) Die dosisabhangige Uberexpression von miR-146a fiihrt zur signifikanten Aktivitatsverringerung
des Luciferasekonstrukts, welches die miR-146a-Bindungsstelle der 3'UTR von Apelin enthalt. (B)
Geringe Aktivitatsveranderungen des Luciferasekonstrukts von Fzd1. (C) Signifikant niedrigere
Luciferaseaktivitat von Stanniocalcin 1 bei Uberexpression von miR-146a.

Stoffmenge miRNA Mimics: 5, 10, 25 pmol. N=3, * p<0,05, 1 p<0,01, £ p<0,001.

3.12 Apelin ist eine Ziel-mRNA von miR-503

Zur Uberprifung der Zielstrukturvorhersage wurden fir miR-503 verschiedene
3'UTR-Luciferase-Assays durchgefiihrt. Potentielle Zielstrukturen waren dabei Ap/n und
Ccnd2.

Hierbei zeigte sich eine hochsignifikante Verringerung der Luciferaseaktivitat von Apelin
durch Uberexpression von miR-503 (Abbildung 22 A). Trotz zweier vorhergesagter
Bindungsstellen zwischen der Seed-Sequenz von miR-503 und der 3'UTR von Cyclin D2,
wurde die Aktivitdt des Cyclin D2-Konstruktes von miR-503 nicht wesentlich beeinflusst

(Abbildung 22 B). Der Grund dafir kénnte sein, dass trotz biocinformatischer Vorhersage der
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Bindungsstellen schlichtweg die miR-503 nicht an der 3'UTR von Cyclin D2 binden kann,
bzw. die Bindung nicht stabil genug ist, um eine signifikante Verringerung der
Luciferaseaktivitat zu bewirken.

Somit konnte gezeigt werden, dass Apelin eine von miR-503 regulierte Zielstruktur ist.
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Abbildung 22: Verifizierung der biostatistischen Zielgen-Vorhersage mithilfe von
Luciferasekonstrukten

(A) Signifikante Verringerung der Luciferaseaktivitdt des 3'UTR-Konstruktes von Apelin durch
Uberexpression von miR-503. (B) Fehlende Aktivititsveranderung des Cyclin D2-Konstruktes nach
Uberexpression von miR-503. Stoffmenge miRNA Mimics: 5, 10, 25 pmol. N=3, 1 p<0,01.
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4 Diskussion

4.1 MiR-146a und miR-503 werden durch Stress reguliert

Biomechanischer Stress auf Kardiomyozyten in Form von dynamischer biphasischer
Dehnung (Stretch) fihrt zur Hypertrophie der Zellen. Diese geht einher mit einer erhéhten
Sarkomer-Organisation sowie der Induktion des hypertrophischen Genprogramms. Bisher
blieb jedoch unklar, welche Signalwege durch biomechanischen Stress spezifisch aktiviert
werden und welchen Einfluss miRNAs dabei aufweisen.

Dieses ist eine erste vergleichende, genomweite Analyse des miR-Expressionsmusters von
dynamisch biomechanisch gedehnten Kardiomyozyten. Wir konnten zeigen, dass sowohl
biomechanischer Stress als auch die pharmakologische Stimulation durch Phenylephrin zu
einer differentiellen Regulation von miR-146a und miR-503 fihrt.

Akuter Stress (Stunden) fihrt zur Herunterregulation von miR-146a und zur Heraufregulation
von miR-503. Chronischer Stress (Wochen) wiederum fuhrt zur Induktion beider miRNAs.
Dabei scheinen interessanterweise die primaren Kompensationsmechanismen der miR-146a
eine differentielle Regulation zwischen akutem und chronischen Stress zu bewirken. Dieses
Phanomen wurde bereits in anderen Untersuchungen beobachtet (Frank et al., 2012,
Pimentel et al., 2001, Li et al., 2015).

4.1.1 MicroRNA-146a beeinflusst das myokardiale Remodeling

Die miR-146a wird in der Literatur als anti-inflammatorische miRNA, mit tiefgreifenden
Effekten bei der Hemmung der angeborenen Immunantwort, beschrieben (Saba et al., 2014).
Lokalisiert im nichtcodierenden Abschnitt von Chromosom 5 (5933.3) wird miR-146a als
einzelne MiRNA transkribiert und gehoért somit keinem Cluster an. Huang et al. konnten
zeigen, dass die simultane in vivo Stimulation von miR-21 und miR-146a bei myokardialen
Ischamien in Mausen eine kardiale Dysfunktion abmildert und Apoptose reduziert (Huang et
al., 2016). Dabei beeinflussen miR-21 und miR-146a synergistisch dieselben Signalwege.
Wir konnten ebenfalls zeigen, dass durch akuten Stress auf Kardiomyozyten die Expression
von miR-146a verringert wird und somit eine in vivo Stimulation von miR-146a
maoglicherweise die kardiale Antwort auf Stress verbessern kdnnte.

Der kardiovaskulare Einfluss von miR-146a wurde kirzlich auch bei Patienten mit
ischamischen Hirninfarkt erkannt. Die miR-146a-Expression war im akuten Stadium

supprimiert, im subakuten Stadium wiederum erhoht (Li et al., 2015). Diese Beobachtung ist
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kongruent mit unserem Ergebnis und lasst den Einfluss von miR-146a auf kardiovaskulare
Ereignisse vermuten. Des Weiteren wurde miR-146a in Zusammenhang mit der
Pathogenese von kardialen Erkrankungen gebracht. Durch die Uberexpression von NF-kB,
TNF-a und Fos wird miR-146a ebenfalls induziert und damit einhergehend eine
Entzindungsreaktion im Herzen vermittelt, die eine Induktion des myokardialen Remodelings
verursacht, die kardiale Funktion verschlechtert und den Prozess der Herzinsuffizienz
beschleunigt (Palomer et al., 2015). Interessanterweise zeigten auch unsere
Untersuchungen einer chronischen Druckbelastung (Aortic Banding) miR-146a
heraufreguliert, weshalb es als plausibel erscheint, dass auch durch die Nachlasterhéhung
eine Expressionssteigerung von miR-146a das myokardiale Remodeling beeinflusst.

Nach einem stattgefundenen Myokardinfarkt kann die Entzindungsreaktion in der
Infarktregion zu einer Ventrikelruptur filhren. Humane postmortale Myokardproben zeigten
miR-146a  heraufreguliet und lassen einen Zusammenhang zwischen dem
miR-146a-vermittelten Entziindungsprozess und der Ventrikelrupter nach Myokardinfarkt
herstellen (Zidar et al., 2011). AuBerdem scheint miR-146a eine SchlUsselrolle bei der
Vermittlung von immunologischen und kardialen Signalwegen zu haben. In Monozyten und
Kardiomyozyten bildet miR-146a eine negative Rickkopplungsschleife und inhibiert die
Expression pathologischer Molekile wie NF-kB und TNF-a und verhindert somit die
Vermittlung pathologischer Signale (van de Vrie et al., 2011). In Ubereinstimmung dazu
konnten wir zeigen, dass die adenovirale Uberexpression von miR-146a die Expression von
Rcan1.4 3,2-fach erhdhte. Zudem haben Zheng et al. festgestellt, dass Rcan1.4 Uber den
NF-kB Signalweg aktiviert werden kann (Zheng et al., 2014), was flr unsere Untersuchungen
den Zusammenhang zwischen der Uberexpression von miR-146a, der Heraufregulation von
Rcan1.4 und der daraus folgenden Aktivierung von NF-kB herstellen kénnte.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Polymorphismus der miR-146a zu einem
erhdhten Myokardinfarkt-Risiko flhrt (Chen et al., 2014) sowie die Bindung zur mRNA von
TCF21 verhindert und damit eine Risikoerhéhung fir die koronare Herzkrankheit assoziiert
ist (Bastami et al., 2016). Zusatzlich zur Vermittlung pathologischer Signale zeigten Athyros
et al., dass miR-146a mit der Plaque-Destabilisierung in Koronararterien in Beziehung steht
und die Expression von miR-146a durch Statine sowie der Inhibition des Renin-Angiotensin-

Systems positiv beeinflusst wird (Athyros et al., 2014).

95



Diskussion

4.1.2 Der Einfluss von miR-503 auf Herzkreislauferkrankungen

MiR-503 und miR-424 werden als polycistronische pri-miRNA co-transkribiert und als
miR-424-503 Gencluster zusammengefasst (Finnerty et al.,, 2010). Zudem ist miR-503 ein
Mitglied der erweiterten miR-16 Familie und wird in der Literatur Uberwiegend als
Tumor-suppressive miRNA beschrieben, die den Ablauf des Zellzyklus und die Proliferation
von Zellen reguliert (Qiu et al., 2013, Xiao et al., 2013, Yang et al., 2014).

Die miR-16 Familie, bestehend aus miR-15a, miR-15b, miR-16, miR-103 und miR-107, nur in
Saugetieren exprimiert werden miR-195, miR-424, miR-497, miR-503 und miR-646. Diese
10 miRNAs fihren eine homologe Seed-Sequenz mit 6 gleichen Nukleotiden. MiR-503
unterscheidet sich insofern, als dass das letzte Nukleotid der Seed-Sequenz Guanin statt
Adenosin ist. Es wurde evident, dass verschiedene Mitglieder der miR-16 Familie
Uberlappende miR-Zielstrukturen regulieren koénnen (Forrest et al., 2010). Unsere
Untersuchungen haben gezeigt, dass nur miR-503 als Teil der miR-16 Familie durch
biomechanischen Stress differentiell reguliert wird. Uber den Einfluss von miR-503 auf
kardiovaskulare Ereignisse ist bisher wenig bekannt.

Eine wichtige kardiovaskulare Beobachtung wurde kirzlich publiziert. MiR-503 beglnstigt die
kardiale Fibrosierung durch eine erhéhte Apelin-induzierte Kollagenproduktion (Zhou et al.,
2016). In Ubereinstimmung dazu konnten wir in unseren Untersuchungen feststellen, dass
miR-503 bei akutem und chronischen biomechanischen Stress signifikant heraufreguliert
wird und eine Uberexpression von miR-503 ebenfalls ANF (Nppa) und Rcan1.4 induziert.
Zudem deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass Uber die neu identifizierte Zielstruktur
Apelin auch die Hypertrophie von Kardiomyozyten induziert werden kann.

Caporali et al. konnten demonstrierten, dass miR-503 einen bedeutenden Einfluss auf die
Inhibition der Angiogenese im Kontext von Diabetes mellitus nimmt. Die Adenovirus- und
AntimiR-vermittelte Inhibition von miR-503 verbesserte die postischamische regenerative
Neovaskularisation sowie den Blutfluss bei Diabetespatienten (Caporali et al., 2011).
Kongruent dazu konnten wir zeigen, dass die AntimiR-vermittelte Inhibition von miR-503 die
Hypertrophie von Kardiomyozyten nach Stimulation mit Phenylephrin attenuiert. Weiterhin
wurde bekannt, dass miR-503 simultan FGF2 und VEGFA, die beiden potentesten
angiogenetischen Faktoren, herunterreguliert. Diese anti-angiogenetische Funktion von

miR-503 konnte bei der Tumorgenese in HCC-Zellen beobachtet werden (Zhou et al., 2013).
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4.2 Induktion des hypetrophischen Genprogramms

Es konnte in vorhergehenden Arbeiten gezeigt und in dieser Arbeit bestatigt werden, dass
die biomechanische Belastung von Kardiomyozyten durch Stretch eine Zellhypertrophie und
die Induktion des hypertrophischen Genprogramms bewirkt (Frank et al., 2008, De Jong et
al., 2013). Wir konnten aufl’erdem zeigen, dass die Stimulation von Kardiomyozyten mit
Phenylephrin, einem starken Induktor der Myokardhypertrophie, zur Hypertrophie der Zellen
in vitro fuhrte.

In beiden Modellen kam es zu einer Expressionsverringerung von miR-146a und einer
Expressionserhéhung von miR-503. Auch nach adenoviraler Uberexpression fiihrte der
Stretch zu einer Halbierung der miR-146a Expression und einer 67%-igen Induktion von
miR-503. Dies zeigt den bedeutenden Einfluss der biomechanischen Belastung auf die

differentielle Regulation von miR-146a und miR-503.

Ungeklart blieb bisher, wie miR-146a die Induktion der Hypertrophie beeinflusst. Unter
basalen Bedingungen fiihrte bereits die adenovirale Uberexpression von miR-146a zu einer
signifikanten Induktion des hypertrophischen Genprogramms. Nach 24 h Stretch wurde eine
weitere Gen-Induktion (Nppa) des natriuretischen Peptides (ANF) sowie des regulator of
calcineurin (Rcan1.4) beobachtet. Interessanterweise reduzierte der Knockdown von
miR-146a die pro-hypertrophischen Effekte in vitro: Nach Stimulation mit PE bleibt die
Zellgroe der Kardiomyozyten annahernd gleich. Somit scheint die Regulation von miR-146a
durch biomechanischen und pharmakologischen Stress Uber gleiche Signalwege gesteuert
zu werden. Ein potentieller Signalweg kann hier die Expressionséanderung der
anti-hypertrophischen MAP-Kinase (MKP-1) sein. In Monozyten wurde beobachtet, dass der
miR-146a-Knockdown die Expression von MKP-1 inhibiert (Brudecki et al., 2013b). Die von
uns beobachtete Stretch-bedingte Herunterregulation von miR-146a kdnnte somit auch zu
einer geringeren Expression von MKP-1 und subsequent zu einer Hypertrophie-Induktion
fuhren.

Ein weiterer durch die miR-146a modellierter Signalweg scheint die Phosphorylierung von
p38-MAPK, Bestandteil der maladaptiven Hypertrophie, sowie die Aktivierung des
Akt-Signalweges, ein Induktor der physiologischen Hypertrophie, zu sein. So wirkt die
Kombination aus miR-21 und miR-146a Uber die genannten Signalwege protektiv bei
Myokardischamien in Mausen, resultierend in einer verringerten Infarkigréfle und
verbesserter kardialer Funktion (Huang et al., 2016). Der Knockdown von miR-146a
wiederum induziert die p38-MAPK-Phosphorylierung in humanen Monozyten und kénnte

somit zumindest teilweise die maladaptive Hypertrophie forcieren (Brudecki et al., 2013a).
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Die Stretch-induzierte Suppression von miR-146a und daraus resultierende Induktion von
ANF (Nppa) und Rcan1.4 koénnte also Uber die p38-MAPK-Phosphorylierung und

Inaktivierung des Akt-Signalweges gesteuert sein.

Die adenovirale Uberexpression von miR-503 fiihrte bereits unter basalen Bedingungen zu
einer Regulation von typischen Vertretern des hypertrophischen Genprogramms sowie der
Aktivierung des Calcineurin/NFAT-Signalweges, welche durch Stretch nochmals verstarkt
wurde. Der AntimiR-vermittelte Knockdown von miR-503 reduzierte die hypertrophische
Zellantwort nach Stimulation mit PE. In diesem Zusammenhang ist es also mdglich, dass
durch den Knockdown von miR-503 die Aktivierung des Calcineurin/NFAT-Signalweges
ausbleibt und eine Hypertrophie zumindest abgeschwacht wird. Zusammengenommen wirkt
miR-503 somit pro-hypertroph und die Inhibition von miR-503 schwacht diese Effekte
deutlich ab.

Eine weitere mdgliche Interaktion von miR-503 stellt dabei der PI3K-Signalweg dar, ein
positiver Regulator der adaptiven Hypertrophie. Bisher ist bekannt, dass miR-503 im
Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) supprimiert
(Yang et al., 2014). Supprimiert miR-503 ebenfalls in Kardiomyozyten die P13-Kinase, kdnnte

dies eine mogliche Erklarung fir die pro-hypertrophe Wirkung von miR-503 sein.

Somit konnten wir zeigen, dass miR-146a und miR-503 Einfluss sowohl auf die Induktion des
hypertrophischen Genprogramms als auch die Aktivierung des Calcineurin/NFAT-
Signalweges haben. Dabei scheint die Hypertrophie Gber den p38-MAPK- und den PI3K/Akt-

Signalweg induziert zu sein.

4.3 MiR-146a hat eine hypertrophische Funktion in Kardiomyozyten

Unsere bioinformatische Analyse deckte Apelin, Frizzled class receptor 1 (Fzd1) und
Stanniocalcin 1 (Stc?1) als relevante Zielstrukturen von miR-146a auf. Mittels
3'UTR-Luciferase-Assay konnten wir Apelin und Stanniocalcin 1 als Zielstruktur bestatigen.

Das Glykoprotein Stanniocalcin 1 gehoért zu einer Familie von Hormonen, die den Calcium-
Phosphat-Haushalt im Korper reguliert (Madsen et al., 1998) und wurde urspringlich als
Calcium-regulierendes Hormon in Fischen identifiziert (Sheikh-Hamad, 2010, Yeung et al.,
2012). Aktuelle Studienergebnisse zeigen jedoch, dass Stc1 auch ubiquitar in humanen
Geweben gebildet wird und Uberwiegend als para- und autokriner Faktor verschiedene
biologische Prozesse reguliert (Mohammadipoor et al., 2016). Darlber hinaus kann Stc1

auch als intrakriner Faktor in Mitochondrien translozieren, die auch von anderen Faktoren
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wie Angiotensin-Il, TGF-B, Wachstumshormon und ANF beeinflusst werden (Re und Cook,
2010).

Aulerdem scheint Stc1 eine signifikante Rolle bei der Regulation der adaptiven und
maladaptiven Prozesse zu spielen, die zum Phanotyp der Herzinsuffizienz fihren. Sheikh-
Hamad et al. fanden Stc1 in Kardiomyozyten und vaskularen, glatten Muskelzellen von
herzinsuffizienten Patienten auf Proteinebene signifikant heraufreguliert, wobei nicht
abschlieRend geklart ist, ob dies Ursache oder Folge der Herzinsuffizienz ist. Nach der
Behandlung mit einem ventrikularen Unterstltzungssystem (LVAD) beispielsweise zeigte
sich Stc1 signifikant herunterreguliert (Sheikh-Hamad et al., 2003).

In Ubereinstimmung zu unseren Untersuchungen kénnte in diesem Kontext auch miR-146a
eine wesentliche Rolle spielen. Nach akutem biomechanischen Stress wird miR-146a
signifikant herunterreguliert. Eine Herunterregulation von miR-146a koénnte eine erhoéhte
Translation der Ziel-mRNA, in diesem Fall Stc1, verursachen und somit zu einer
Expressionserhéhung von Stc1 auf Proteinebene mit den oben genannten maladaptiven
Prozessen fihren.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Hinzugabe von rekombinantem Stc1 in das Medium
von neonatalen Rattenkardiomyozyten die endogene Schlagfrequenz senkt und den
kontraktionsbedingten Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration verringert (Sheikh-
Hamad et al., 2003). Die differentielle Regulation der myokardialen Stc1-Expression bei
Herzinsuffizienz scheint auch die Verdnderungen des Calcium-Haushalts insuffizienter
Herzen zu bedingen.

Weiterhin wurde bekannt, dass Stc1 Einfluss auf die TLR4-Konzentration (engl. toll-like
receptor) nimmt (Mohammadipoor et al., 2016). Verschiedene Arbeitsgruppen
demonstrierten, dass die TLR4-Inhibition mit einer verbesserten kardialen Funktion nach
Myokardischamien verknupft ist, durch die Abschwachung der myokardialen Inflammation
und der Reduktion der InfarkigréfRe (Shimamoto et al., 2006, Chong et al., 2004). Ferner
vermittelt TLR4 das maladaptive linksventrikuldre Remodeling und beeintrachtigt die kardiale
Funktion nach Myokardischamien (Timmers et al., 2008). Stc1 reguliert die Feinabstimmung
der TLR4- und TLR2-Antwort durch die Balanceverschiebung zwischen konkurrierenden
MAP-Kinasen wie ERK1/2 und p38, beide modulieren die Signalwege der maladaptiven
Hypertrophie (Mohammadipoor et al., 2016).

Mit unseren Untersuchungen kénnen wir diesen Signalweg auch fir die Stretch-bedingte
Herunterregulation von miR-146a und einer damit erhéhten Phosphorylierung der p38-MAPK

bestatigen. Hier scheint Stc1 eine wichtige regulatorische Funktion zu tUbernehmen und
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durch die Expressionserhdhung von Stc1 die Balance in Richtung einer maladaptiven
Hypertrophie verschieben.

Kirzlich wurde bekannt, dass Stc1 zudem antioxidative und anti-inflammatorische
Eigenschaften besitzt und eine ischdmische kardiale Schadigung abmildert
(Mohammadipoor et al., 2016).

Somit stellt sich hier ein sehr interessanter mdglicher Signalweg bei der Vermittlung kardialer
Hypertrophie im Rahmen des myokardialen Remodelings dar. Mit Stc1 als Zielstruktur von
miR-146a kénnte somit ein neuer, vielversprechender Regulationsmechanismus tber TLR4

und die ,maladaptiven“ MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 gefunden worden sein.

4.4 Regulierung der Hypertrophie durch miR-503

Ubereinstimmend haben die verwendeten Biodatenbanken Apelin und Cyclin D2 als
Zielstrukturen der miR-503 ermittelt. Unsere in vitro Untersuchung bestatigte nur Apelin als
Ziel-mRNA von miR-503.

Apelin ist ein Peptid, welches in humanen Organismen durch das APLN-Gen codiert wird
(Tatemoto et al.,, 1998) und der endogene Ligand fir den G-Protein-gekoppelten
APJ-Rezeptor ist (Lee et al., 2000). Dieser wird an der Oberflache von verschiedenen
Zelltypen exprimiert und zeigt eine signifikante Homologie zum Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor
(O'Dowd et al., 1993). Kardiovaskular hat Apelin eine zentrale Bedeutung: Die vaskulare
Expression des Rezeptors nimmt einen wesentlichen Einfluss auf die Blutdruck Kontrolle und
die Aktivierung des Rezeptors fordert die Ausbildung von neuen Gefallen (Angiogenese)
(Lee et al., 2000, Kasai et al., 2004). Der Apelin-Rezeptor wird zudem in Kardiomyozyten
von Erwachsenen exprimiert und ist einer der potentesten Stimulatoren der kardialen
Kontraktilitat (Szokodi et al., 2002, Ashley et al., 2005). Aullerdem konnte gezeigt werden,
dass Apelin die ACE-2 Aktivitat erhdht und das myokardiale Remodeling verbessert (Sato et
al., 2013). In Ubereinstimmung dazu zeigten erwachsene Apelin-Knockout-Mause eine
progressive Verschlechterung der kardialen Kontraktilitat (Kuba et al., 2007). Apelin agiert
somit als Mediator des kardiovaskuldaren Systems und spielt eine bedeutende Rolle beim
post-Myokardinfarkt-Remodeling (Wang et al., 2013a).

Mit unseren Untersuchungen kdnnen wir diese Beobachtungen bestatigen. Die Stretch-
induzierte Heraufregulation von miR-503 flhrt zu einer Induktion des hypertrophischen
Genprogramms und einer Hypertrophie von Kardiomyozyten. Die Uberexpression von
miR-503 wiederum bewirkt eine Expressionsverringerung von Apelin und somit eine

Verschlechterung der kardialen Kontraktilitat.
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Den ersten relevanten kardiovaskuldaren Zusammenhang zwischen miR-503 und Apelin
haben kirzlich Zhou et al. hergestellt. In TAC-Mausen (engl. Transverse aortic constriction —
Nachlasterhéhung durch Aortenligatur) fanden sie miR-503 heraufreguliert und
stellten deckungsgleich mit unseren Beobachtungen fest, dass eine Uberexpression von
miR-503 zu einer Suppression von Apelin auf mRNA- und Proteinebene flhrt (Zhou et al.,
2016). Zhou et al. beobachteten weiterhin, dass die spezifische Inhibition von miR-503 die
kardiale Funktion von TAC-Mausen verbessert und eine Uberexpression von miR-503 die
kardiale Fibrosierung Uber den Apelin-TGF-B-CTGF-Signalweg (engl. Transforming growth
factor; Connective tissue growth factor) beglnstigt (Zhou et al., 2016).

Mit unseren Experimenten konnten wir nun Hinweise auf einen weiteren pathologischen
Prozess des myokardialen Remodelings liefern, namlich die Verbindung von miR-503 zu
Apelin im Kontext einer Stretch-bedingten pathologischen Hypertrophie von Kardiomyozyten.
Kim et al. konnten zeigen, dass bei der Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie miR-503
gemeinsam mit ihrer Zielstruktur Apelin den FGF (engl. Fibroblastic growth factor) reguliert.
Es ist also denkbar, dass der komplexe Prozess des myokardialen Remodelings tber die
Fibrosierung und Hypertrophie teilweise durch miR-503 und Apelin reguliert wird.

In unserer in vitro Untersuchung zur Bestatigung der vorhergesagten Zielstrukturen zeigte
nach Uberexpression von miR-503 die Cyclin D2 Aktivitat nur eine geringe, nicht signifikante
Abschwachung. Rieswijk et al. Haben in einem anderen Modell eine Interaktion zwischen
miR-503 und Cyclin D2 in Kardiomyozyten feststellen kdénnen. Die Arbeitsgruppe
demonstrierte eine gegensatzliche Regulation von miR-503 und Cyclin D2 in Hepatozyten
von Mausen. Dabei zeigte sich eine miR-503-induzierte Herunterregulation von Cyclin D2
(Rieswijk et al., 2015). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass bei der Entwicklung einer
linksventrikularen Hypertrophie in Ratten der ERK1/2-Cyclin D2-Signalweg signifikant
heraufreguliert wird (Tang et al., 2015).

In Zusammenfassung unserer Untersuchungen und der aktuellen Publikationen kénnte die
Expressionsveranderung von miR-503 mit seinen Zielstrukturen Apelin und Cyclin D2 einen
moglichen Signalweg der Induktion kardialer Hypertrophie in vitro und in vivo darstellen.
Dabei stellt insbesondere die MAP-Kinase ERK1/2, die Uber miR-503 und den
Cyclin D2-Signalweg  heraufreguliert sein  kdnnte, einen interessanten, weil

Hypertrophie-induzierenden Ansatzpunkt dar.
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4.5 Therapiepotenzial von microRNAs

Ein entscheidender therapeutischer Ansatzpunkt des myokardialen Remodelings ist die
Abschwachung dieses maladaptiven Prozesses sowie dessen friihzeitige Diagnostik. Dabei
sind microRNAs als Biomarker und therapeutische Zielstrukturen in den letzten zehn Jahren
vermehrt in den Fokus der Wissenschaft gertickt (Budhu et al., 2010, Elmen et al., 2008,
Oerlemans et al., 2012). Im kardiovaskularen Bereich gibt es bereits therapeutische Ansatze
zur gezielten Uberexpression oder Hemmung einzelner microRNAs (Suarez et al., 2008,
Hinkel et al., 2013).

MiR-146a wird in der Literatur als anti-inflammatorische miRNA beschrieben (Saba et al.,
2014). Das therapeutische und diagnostische Potential von miR-146a wurde erstmalig bei
peripartaler Kardioymopathie (PPCM) in Mausen beobachtet. Dabei induzierte Prolaktin die
Freisetzung von miR-146a-angereicherten Exosomen aus Endothelzellen. Diese wurden von
Kardiomyozyten aufgenommen und flhrten zu einer erhéhten miR-146a-Expression, zur
Herunterregulation der miR-146a-Zielstrukturen Erbb4, Notch1 sowie Irak1 und konsekutiv
zur Verschlechterung der kontraktilen Funktion (Halkein et al., 2013). Mause mit einem
Kardiomyozyten-spezifischen Knockout von Stat3 (sog. CKO-Mause) entwickelten einen
PPCM-ahnlichen Phanotyp mit einer erhéhten kardialen miR-146a-Expression sowie einer
Herunterregulation von Erbb4, Nras, Notch1 und Irak1. Unsere bioinformatische Analyse
hingegen zeigte fir die hier genannten Zielstrukturen keine Bindungsstellen mit der
miR-146a.

Interessanterweise fihrte die Inhibition von miR-146a mittels LNA-modifizierter
Antisense-Oligonukleotide (engl. locked nucleic acid) oder AntimiRs in CKO-Mausen zu einer
Abschwachung der kardialen Dysfunktion, einer verringerten Fibrosierung und einer
Verbesserung der peripartalen Kardiomyopathie. Weiterhin zeigten Halkein et al., dass die
miR-146a-Expression im Plasma und Herz von Patienten mit peripartaler Kardiomyopathie
erhoht war, bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie hingegen nicht (Halkein et al.,
2013). Somit konnte hier erstmalig der therapeutische und diagnostische Nutzen einer
einzelnen miRNA gezeigt werden. Dabei scheint eine erhéhte miR-146a-Expression pradiktiv
fur das Auftreten einer peripartalen Kardiomyopathie zu sein.

Mit der von uns gezeigten Heraufregulation von miR-146a im Zusammenhang von
chronischem biomechanischen Stress auf Kardiomyozyten und der damit einhergehenden
Hypertrophie, kénnte miR-146a auch fir kardiovaskulare Erkrankungen einen sensitiven
Biomarker sowie eine therapeutische Option in Form einer miR-146a-Inhibition darstellen.
Kongruent zu dieser Hypothese zeigten Liu et al. kirzlich, dass miR-146a und miR-21

gemeinsam als pradiktive Biomarker flr das linksventrikulare Remodeling nach
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Myokardinfarkt eingesetzt werden kénnen (Liu et al., 2015). Zudem konnte die dargestellte
Kombination aus miR-146a und miR-21 die kardiale Dysfunktion und Apoptose in Mausen
reduzieren (Huang et al., 2016). Die Synergie der beiden miRs hat hier anscheinend eine
groRere Wirkung an denselben Zielstrukturen. Interessant erscheint vor allem die
prognostische Wertigkeit beide miRs flr das ventrikulare Remodeling. Zudem wurde gezeigt,
dass der AT1-Rezeptorblocker Azilsartan die Plasmawerte von miR-146a und miR-342-3p in
murinen Herzinsuffizienz-Modellen normalisieren kann (Kaneko et al., 2016).

Die als Tumor-suppressiv beschriebene miR-503 zeigte in unseren Untersuchungen eine
pro-hypertrophe Wirkung in Kardiomyozyten, welche Stress in Form von biomechanischem
dynamischen Stretch, transversaler aortaler Konstriktion (TAC) oder pharmakologischen
Stimuli (PE) ausgesetzt waren. Wir konnten zeigen, dass der AntimiR-vermittelte Knockdown
die pro-hypertrophen Effekte von miR-503 in vitro reduziert. Zudem konnte die Regulation
des kardiovaskular-wirksamen Peptides Apelin durch miR-503 von uns und einer anderen
Arbeitsgruppe nachgewiesen werden (Zhou et al., 2016).

Therapeutisch mdglich kénnte die Inhibition von miR-503 durch LNA-modifizierte Antisense-
Oligonukleotide oder AntimiRs zur Attenuierung einer Stress-responsiven Hypertrophie in
vivo sein.

Dabei kann sich jedoch durch die Inhibition von miR-503 eine potentiell neoplastische
Nebenwirkung ergeben, denn zwei der bisher validierten Zielstrukturen von miR-503 sind die
Zellzyklus-regulierenden Proteine Cyclin D1 und Cyclin D2 (Jiang et al., 2009). Die Folgen
einer Uberexpression von miR-503 wird in der Literatur hingegen ambivalent beschrieben.
Einerseits bewirkt die Uberexpression von miR-503 eine Inhibition der Zellproliferation in
humanen Brustkrebszellen durch Suppression der Cyclin D1-Expression (Long et al., 2015).
Andere Untersuchungen ergaben eine miR-503-induzierte Tumorprogression beim
Osophaguskarzinom (Ide et al., 2015).

Somit bliebe fir die miR-503 basierte kardiale Therapie eine Myokard-spezifische
Distribution unentbehrlich. Eine kardiale Applikation mittels myokardialer oder koronarer
Injektion ware hierbei denkbar (Caroli et al., 2013). Idealerweise ware also die kardiotrope
miR-503 basierte Therapie durch LNA-modifizierte Antisense-Oligonukleotide oder AntimiRs,
wobei Wirkdauer und Nebenwirkungen bisher noch unzureichend verstanden sind (Biglino et
al., 2017).

Eine weitere Problematik ergibt sich durch die nahezu vollstandige Homologie der Seed-
Sequenz von miR-503 und den Mitgliedern der miR-16 Familie. Durch die teils
Uberschneidende Regulation derselben Zielstrukturen kdnnte sich eine parallele Wirkung der

miR-503 Therapie ergeben. Auch wenn aus der erweiterten miR-16 Familie in unseren

103



Diskussion

Untersuchungen nur miR-503 durch dynamischen biomechanischen Stretch reguliert wurde,
kénnte reziprok eine Inhibition von miR-503 auch die Zielstrukturen der miR-16 Familie
beeinflussen.

Eine neuartige Therapieform zur Bereitstellung von miRNAs wurde kirzlich mit miR-503 in
Endothelzellen getestet. Masoftti et al. beschichteten spezielle Kohlenstoffnanoréhren
(CNT, engl. carbon nanotubes) mit pre- oder AntimiR-Oligonukleotiden und gewahrleisteten
somit die kontinuierliche Distribution von miR-503 in Endothelzellen (Masotti et al., 2016).
Zudem konnte demonstriert werden, dass die gelésten miRNAs die Zellproliferation
regulieren und durch Modulation ihrer Zielstrukturen die Angiogenese in vivo und in vitro
beeinflussen.

Somit 6ffnet sich hier eine Mdglichkeit fir miR-503, indem beispielsweise koronare Stents
oder CNTs mit einer AntimiR-Beschichtung implantiert werden und durch die Freisetzung der

jeweiligen miRNA das myokardiale Remodeling positiv beeinflusst wird (Dai und Tan, 2015).

104



Diskussion

4.6 Ausblick

Ein weiterer Schritt ist die Untersuchung der Rolle von miR-146a und miR-503 bei der
Entwicklung einer pathologischen kardialen Hypertrophie in vivo. Ein mdglicher Ansatz ware
dabei die Entwicklung von spezifischen Adeno-assoziierten Viren (AAV). AAV-Subtypen
kénnen spezifisch modifiziert und fir die gewebsspezifische Expression einer bestimmten
Nukleinsaure in Mausschwanz-Venen injiziert werden (Ying et al., 2010, Pleger et al., 2011).
Deshalb ist zur Fortfllhrung dieses Projekts als nachstes eine Myokard-spezifische
Uberexpression von miR-146a und miR-503 mithilfe des kardiotropen Adeno-assoziierten
Virus 9 (AAV9) in Herzen von Wildtyp-Mausen geplant. So kénnte die mdgliche Entwicklung
einer kardialen Hypertrophie durch miR-146a oder miR-503 in vivo untersucht werden.
Gleichermalien kdnnen die Auswirkungen eines Knockdowns von miR-146a oder miR-503 in
Mausen untersucht werden, die durch Aortic Banding eine Nachlasterhdhung erfahren haben

und daraus folgend eine kardiale Hypertrophie entwickeln.

Wichtig fur weiterflihrende Untersuchungen bleibt auBerdem die Verifizierung der Regulation
von Stc1 durch miR-146a sowie von Apelin durch miR-503 und die Untersuchung der

beteiligten Signalwege.

Der mdgliche therapeutische Einsatz von miR-503 wird - aufgrund der potentiell onkogenen
Nebenwirkung - eine Kardiomyozyten-spezifische Distribution unabdingbar machen, bliebe
aber riskant. Mittels der kirzlich etablierten CNT (engl. carbon nanotubes) ist eine
LNA-modifizierte Antisense-Oligonukleotid- oder AntimiR-vermittelte Therapie des Myokards
denkbar. Hierzu missten genaue Evaluationen der Organspezifitat der miR-146a-Expression

und Aufnahme erfolgen, um Effekte an anderen Organen ausschlieen zu kénnen.

Die untersuchte miR-146a hat weniger systemische Nebenwirkungen und wird in der
Literatur als anti-inflammatorische miRNA beschrieben. Somit ware eine systemische
Distribution mittels adenoviraler Uberexpression denkbar, jedoch ist es therapeutisch
sinnvoller eine spezifische Applikation zu wahlen, um systemische Wechselwirkungen zu

minimieren.
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5 Zusammenfassung

Biomechanischer Stress, beispielsweise verursacht durch arterielle Hypertonie oder
Klappenvitien, ist ein typischer Ausloser des myokardialen Remodelings, einem
maladaptiven Prozess der sich durch Hypertrophie, Apoptose und Fibrose von
Kardiomyozyten kennzeichnet. Durch diese maladaptiven Vorgadnge kommt es zu
Herzinsuffizienz, bésartigen Arrhythmien und schlieBlich plétzlichem Herztod.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in vorhergehenden Untersuchungen zeigen, dass durch
biaxialen mechanischen Stretch eine Vielzahl von Genen und microRNAs differentiell
reguliert werden. MicroRNAs sind hoch konservierte, kurze RNAs, welche
posttranskriptionell die Genexpression beeinflussen.

Die als anti-inflammatorisch beschriebene miR-146a wird durch akuten Stress herunter- und
chronischen Stress heraufreguliert. Die miR-503, Mitglied der erweiterten miR-16-Familie,
wird durch akuten und chronischen biomechanischen Stress vermehrt exprimiert.
Interessanterweise fihrt die adenovirale Uberexpression von miR-146a bzw. miR-503 zur
Induktion des hypertrophischen Genprogramms. Umgekehrt reduziert der AntimiR-vermittelte
Knockdown von miR-146a oder miR-503 ihre ,pro-hypertrophe“ Wirkung in Phenylephrin-
stimulierten neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRVCM).

Um den Einfluss von miR-146a und miR-503 auf die Stressregulation in Kardiomyozyten und
deren Signalwege zu untersuchen, fihrten wir eine bioinformatische Zielgen-Vorhersage
mithilfe der webbasierten Suchmaschinen TargetScan, microRNA.org, DIANA microT v4 und
PicTar durch.

Wir Uberpriften die in silico Ergebnisse mithilfe eines 3’'UTR-Luciferase-Assays und konnten
neben bereits validierten Zielstrukturen Stanniocalcin 1 (Stc1) und Apelin als Zielstrukturen
validieren. Eine Steigerung der miR-146a-Aktivitat mittels Uberexpression filhrte zu einer
signifikanten Reduzierung der Luciferaseaktivitat eines Stc7-Luciferase-3’UTR-Konstruktes
in HEK-Zellen. Die gleiche Beobachtung konnte fir miR-503 und das Apelin-Konstrukt
gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit miR-146a und miR-503 zwei differentiell regulierte
miRs entdeckt, die Uber ihre Zielstrukturen Stc7 und Apelin kardiomyozytare Signalwege
modulieren und damit einen Teil der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen erklaren

konnten.
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Introduction

Biomechanical stress on the heart, e.g. induced by hypertension, myocardial infarction or valve disease contributes to a
complex process termed myocardial remodeling, which involves hypertrophy, apoptosis and fibrosis. These maladaptive
processes cause heart failure, malignant cardiac arrhythmias and sudden cardiac death. Despite substantial research on the
molecular pathophysiology, many components of the signal transduction of myocardial remodeling still remain unknown.
During the last decade, the small, non-coding microRNAs (miRs) have come into the focus as crucial regulators of the heart’s
response to increased cardiac stress.

Methods and results

To identify unknown miRs involved in stress-dependent remodeling, we conducted a genome-wide miR-microarray of
dynamically biomechanically stretched neonatal rat cardiomyocytes (NRCM) at 2, 6 and 24 hours stretch (1Hz, 15%). Out of
679 miRs, bioinformatical analyses of the microarray data revealed several differentially regulated miRs including miR-146a.
Expression was confirmed by RT-gPCR and we found miR-146a downregulated to 63.6% (+/- 0.08, p<0.05) after 6 h and
down to 49.5% (+/-0.08, p<0.05) after 24h of stretch. In contrast, chronic biomechanical stress in vivo (pressure overload
mediated by transverse aortic constriction, TAC) caused a significant upregulation of the miR-146a (4.4-fold, +/-0.67, p<0.01).
Multi tissue expression analyses revealed highest expression of the miR-146a in both heart and (fast-twitch) skeletal muscle
tissue. In myocardial tissue, miR-146a was expressed at higher levels in NRCM than in fibroblasts (p<0.05).

To gain further information about the potential role of the microRNA in cardiomyocytes, we performed
knockdown/overexpression NRCM stretch experiments in vitro to verify the influence of the selected miR on the expression of
the hypertrophic gene program and the calcineurin-dependent regulated marker RCAN1-4. Interestingly, adenovirus-mediated
overexpression of miR-146a upregulated nppa 2.4-fold (+/-0.4, p<0.05) and RCAN1-4 3.2-fold (+/-0.4, p<0.001) compared to a
non-sense miR (miR-neg). In NRCM subjected to biomechanical stress, stretch itself led to an induction of nppa in miR-neg-
treated NRCM 2.1-fold (+/-0.4, p<0.05) compared to unstretched control cells while miR-146a caused a further induction of 1.9
fold (+/-0.4, p<0.01) compared to stretched miR-neg control cells.

Besides already validated targets of miR-146a (such as Notch1, Erbb4, Irak1, Trafé and Nras), our target site prediction
search also revealed three more novel targets which could be confirmed using 3'UTR luciferase fusion constructs.

Conclusions

Taken together, we here show that phasic stretch leads to differential regulation of a subset of miRs including downregulation
of miR-146a. Mechanistically, its overexpression induces the hypertrophic gene program at baseline and in the setting of
biomechanical stretch. These data suggest a role for miR-146a in cardiac hypertrophy and remodeling besides its known
relevance in the pathogenesis of peripartum cardiomyopathy and ischemia/reperfusion injury. Ongoing work now focuses on
the further characterization of potential targets.
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