W I

Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir Ernahrung,
Landnutzung und Umwelt

Untersuchungen zur Funktion der
MicroRNAs miR-199a/b-3p und miR-223
im kardiovaskularen System

Simon Johannes Leierseder

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Minchen zur Erlangung
des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. Michael W. Pfaffl

Priifer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. Bernhard Kister
2. Univ.-Prof. Dr. Dr. Stefan Engelhardt

Die Dissertation wurde am 18. Februar 2014 bei der Technischen Universitat Miinchen
eingereicht und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir Erndhrung,
Landnutzung und Umwelt am 27. Mai 2014 angenommen.



Abkirzungsverzeichnis

3 UTR
AAV
Actb
ADP
AMCF
AMCM
APC
ARCF
ARCM
AUC
BFU-MK
bp

BS
BSA
bzw.
ca.
cDNA
CF
CFU-MK
ctrl

d

DAPI
ddH,0
DNA
Dnm3os
dNTP
ECM
eGFP
engl.
FASP
FASP
FCS
FITC
FS
Gapdh
h

H&E
HCD
HCD
HPLC

HRP
HW

3’ untranslatierte Region

Adeno-assozierter Virus

B-Aktin

Adenosindiphosphat

adulte kardiale Mausfibroblasten (engl. adult mouse cardiac fibroblasts)
adulte Mauskardiomyozyten (engl. adult mouse cardiac myocytes)
Allophycocyanin

adulte kardiale Rattenfibroblasten (engl. adult rat cardiac fibroblasts)
adulte Rattenkardiomyozyten (engl. adult rat cardiac myocytes)
engl. area under the curve

engl. burst-forming unit megakaryocyte

Basenpaare

vorhergesagte MicroRNA-Bindestelle
Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)
beziehungsweise

circa

engl. complementary DNA

engl. cardiac fibroblast

engl. colony-forming unit megakaryocyte

Kontrolle (engl. control)

Tage (engl. days)

4’,6-Diamidin-2-phenylindol

bidestilliertes Wasser

Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid)
engl. dynamin 3 opposite strand
Desoxyribonukleotide

Extrazellularmatrix

engl. enhanced green fluorescent protein

englisch

engl. filter-aided sample preparation

engl. filter-aided sample preparation

engl. fetal calf serum

Fluoreszeinisothiocyanat

engl. fractional shortening
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Stunde

Hamatoxylin und Eosin

engl. higher energy collisional dissociation

engl. higher energy collisional dissociation
Hochleistungsflissigkeitschromatographie

(engl. high performance liquid chromatography)
Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
Herzgewicht



kDa
KO
LAD

LC-MS/MS

LV
MEP

min
miR-199-3p
MK
mm-Antagomir
mRNA

Myh6

Nppa

Nppb

NRCF

NRCM
P/S
P2ry12
P4hb

PBS

PCR

PE

PhE
Pre-miRNA
Pri-miRNA
PRP
PTCA

Purb

gPCR
Rhob

RNA

rem

RT

SAX

SDF-1
SDS-PAGE

sek
SEM
SILAC

Kilodalton

miR-223-defizient (engl. knockout)

linke absteigende Koronararterie

(engl. left anterior descending coronary artery)
Flissigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie
(engl. liquid chromatography - tandem mass spectrometry)
linker Herzventrikel
Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorlaufer

(engl. megakaryocyte-erythroid progenitor)

Minuten

miR-199a-3p/miR-199b-3p (identische Basensequenz)
Megakaryozyt

Kontroll-Antagomir (engl. mismatch)

engl. messenger RNA

engl. a-myosin heavy chain

Natriuretisches Peptid A

Natriuretisches Peptid B

Neonatale kardiale Rattenfibroblasten (engl. neonatal rat cardiac
fibroblasts)

Neonatale Rattenkardiomyozyten (engl. neonatal rat cardiac myocytes)
Penicillin/Streptomycin

P2Y, ADP Rezeptor

Gensymbol: Prolyl-4-hydroxylase 3

Phosphate-gepufferte Kochsalzlésung (engl. phosphate-buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phenylephrin

Phycoerythrin

Vorlaufer-MicroRNA (engl. precursor microRNA)

primares MicroRNA-Transkripte (engl. primary microRNA transcript)
Plattchenreiches Plasma

Perkutane transluminale Koronarangioplastie (engl. Percutaneous
transluminal coronary angioplasty)

engl. purine-rich element binding protein B
quantitative Real Time-PCR

engl. ras homolog family member B
Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)
Umdrehungen pro Minute (engl. rotations per minute)
Zimmertemperatur (engl. room temperature)

engl. strong anion exchange chromatography

engl. stromal-derived factor 1
Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamid-

Gradientengel Elektrophorese

Sekunden

engl. standard error of mean

engl. stable isotope labeling with amino acids in cell culture



siRNA engl. short interfering RNA
SV40 polyA Simian virus 40 Polyadenylierungsstelle

TAC Transversale Aortenkonstriktion (engl. transverse aortic constriction)

TL Tibialange

TPO Thrombopoietin

VS. versus

WT Wildtyp

Ywhae engl. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein, epsilon polypeptide

z.B. zum Beispiel

a-SMA engl. a-smooth muscle actin



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG ... s s e s s es s ss s s s e s e e s s mmaas s e s s s e e e e e rmmm s n e s e e e e e e nmmnasss s s ennennnnnnsnnnnn 1
1.1 Die Kontrolle der Genexpression durch MiCroRNAS ............ccccccccirrirrrnnnsr s e s e s s e e ee e e eeennne 1
1.2 Die Bedeutung von MicroRNAs im kardiovaskuldren System..........cccccccceecrciiiniinininnnereennns 4
1.3  Die therapeutische Anwendung von MIiCroRNAS..........cccceiiiiie e ceececemssssrsssss s ss e e 13
I A =Y (= =Y - ¥ oY= 14

2 MATERIALIEN ... e e s rr s s s s e s e s e s s s s s e e e e e e nmnm e e s s e e e e e nnmnnsnsssnssennnnn 15
7220t TR Y 41 41 ) o Y =Y 15
272 © 1T T 10114 1= 4 ' - 16
720 T O 4 = ¢ 4 1= 1Y 18
2 S = o A 1 1 - S 20
2 (= 21
2.6 Puffer, Losungen und Zellkulturmedien ............oooeiieiiemememmmeesscscsssssssss s s se e e s ee s e s e s s s e ssssennnes 21

3 METHODEN ... et s s s e e s e ss s s s s e e e e s nmaa s s s s s e s e e s nnmasssssssseenennnnnnsnssnnnsennenns 29
3.1 Aligemeine Kultivierung und Passagierung von Zellen ...........cccccceeiiiiiiininneeerreseesesseeeeennes 29
3.2 Experimente mit kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten .............ccccceeirereeveneeeecenees 29
3.3 Untersuchungen an isolierten Megakaryozyten..........cccccccceeeecrcrcssssssssssnsssesesssssssssssssssnnnne 34
3.4 Untersuchungen an isolierten Blutplattchen............ooeccccccirirrrr e 35
3.5 Methoden zur DNA- und RNA-ANAlYSE.......ccoeeiiieieieeeeeececsmsesssssssssssssssss s e s e s s e s e s e s e e e s s ssnnnnes 37
B T 417Xy (=Y ¢ o N = o S 45
3.7 Mikroskopische Untersuchung von Zellen und Gewebeschnitten...........cccccceevervevreeeeeeee 47
3.8  SILAC-basierte Proteomanalyse...........cccccerrrmmmirmrieceeeecemsmsssssssssssssssssssssssesesssssssssssssssnnnnes 50
B K T I 1Y 4= oY= 410 0 1= 3 52
3.10 StatistiSChe AUSWEITUNQ .......ccccciiiiiiiiiirirr e e rrrr s s sr s s e s s s s ssssssssssse s e s e s e e nenennnnnsnnnnnnnn 55

4 ERGEBNISSE ...t r s s r e s e s s s s e e e e e s rmnm e e s e e e e e e e nana s aannennenns 56
4.1 Die Identifikation von zelltypspezifischen MicroRNAs im Herz........ccccoovvviveivireeeveeeeeeeeees 56
4.2 Der Einfluss von miR-199-3p auf die Proliferation von kardialen Fibroblasten.............. 61
4.3 Charakterisierung des kardiovaskuldaren Phéanotyps von miR-223-defizienten

1 1 T =T o SO 72

5  DISKUSSION. ...t r s e s rr s s s s s e s e e s nm s s s s s s e e e e s s nmasssssssseenennnnnnsnsssnssennenns 83
5.1 MicroRNA-Expressionsprofile von kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten.......... 83
5.2 MiR-199-3p - eine in kardialen Fibroblasten angereicherte MicroRNA ...........ccccceeveeeeeee 85
5.3 MiR-223 und seine Funktion im kardiovaskuldren System...........cccccceivivirrrirrcneeeeeeeeecenees 94

6 ZUSAMMENFASSUNG ...t e s e s s s s s s s s e e s e e nm s s s e e e e e e s mnnsnssnnssennns 102



SUMMARY Lot a R aa e an e 103

ANHANG ... e 104
REFERENZEN........co it as s an s s 106
DANKSAGUNG ...t as e aa e s an e e 124
PUBLIKATIONEN ... sn s ss s ss e s ann s s an s s 125
LEBENSLAUF ...t s s as e s an s e s an s e 127



Vi



1 EINLEITUNG

1.1 Die Kontrolle der Genexpression durch MicroRNAs

MicroRNAs sind nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von ca. 21 Nukleotiden, die durch
die Regulation der Genexpression eine wichtige Kontrolle von physiologischen und
pathologischen Prozessen ausiben. lhr Vorkommen in verschiedensten Organismen wie
Saugern, Fliegen, Wiarmern, héheren Pflanzen und GrUnaIgen1 lasst darauf schlielRen, dass
es sich um eine phylogenetisch sehr alte Klasse von RNA-Molekilen handelt, deren
regulatorische Funktion wahrscheinlich unverzichtbar fir komplexe Lebewesen ist.
Dementsprechend Uberrascht es nicht, dass eine genetische Deletion eines
Schlisselenzyms der MicroRNA-Prozessierung zum Tod von Mausen schon wahrend der
Embryonalentwicklung fiihrt.>® Die Deletion von MicroRNAs hat dagegen gezeigt, dass
wenige Entwicklungsprozesse von einer einzigen MicroRNA abhingig sind.* Vielmehr
scheint hier eine deutliche Redundanz zwischen verschiedenen MicroRNAs und zwischen

MicroRNAs und Transkriptionsfaktoren zu bestehen.*

Reife MicroRNAs werden in einem mehrstufigen Prozess generiert (Abbildung 1).°¢ Zuerst
entstehen primare MicroRNA-Transkripte (Pri-miRNA) durch Transkription mittels RNA-
Polymerase Il oder lll. Diese enthalten eine oder mehrere Haarnadel-Strukturen (engl. stem
loop), die durch den aus den Untereinheiten DROSHA und DGCRS8 bestehenden
~Mikroprozessor-Komplex” co-transkriptional weiterprozessiert werden. Hierbei schneidet die
Endonuklease DROSHA den doppelstrangigen ,Stamm” der Haarnadelstruktur ca. 11 Basen
entfernt vom Ubergang zum einzelstrangigen Bereich und erzeugt so die Vorlaufer-
MicroRNA (Pre-miRNA), die anschlie®end von Exportin 5 (XPO5) aus dem Zellkern ins
Zytoplasma transportiert wird. Dort schneidet ein Komplex aus Dicer (DICER1) und TRBP
(TARBP2) die Schleife der Pre-miRNA ab und erzeugt damit einen MicroRNA-Duplex,
bestehend aus einem 5p- und einem 3p-Strang. Einer der beiden Strange, der sogenannte
guide strand, bildet die reife MicroRNA und wird Teil des RNA-induced silencing complex
(RISC), der die regulatorische Aktivitat der MicroRNA vermittelt. Der komplementare Strang
(passenger strand) wird dagegen abgebaut. Allerdings ist inzwischen eine Vielzahl von
Ausnahmen von dem hier dargestellten kanonischen MicroRNA-Biosyntheseweg bekannt,
die oft nur fiir einzelne MicroRNAs gelten.® So kann beispielsweise der DROSHA-vermittelte
Prozessierungsschritt in bestimmten Fallen umgangen werden.® Insbesondere wird auch
zunehmend klarer, dass in vielen Fallen beide Strange des MicroRNA-Duplex funktionell
aktiv sein kdnnen und nicht zwangslaufig einer von beiden abgebaut wird. So wurde die in

der vorliegenden Arbeit untersuchte miR-199a-3p urspringlich als miR-199a* (d.h. als



passenger strand) bezeichnet (www.mirbase.org), obwohl sie in manchen Zelltypen héher

exprimiert zu sein scheint als der 5p-Strang des gemeinsamen MicroRNA-Vorlaufers.’

Den wichtigsten Bestandteil von RISC bilden die Proteine der Argonaut-Familie, von denen
es in Saugern vier verschiedene Isoformen (AGO1-4) gibt.’> Einerseits stabilisieren sie
MicroRNAs,? andererseits sind sie die Effektorproteine des RISC.® Als Bestandteil dieses
Komplexes kdnnen MicroRNAs auf verschiedene Art und Weise ihre mRNA-Zielmolekiile
(engl. targets) regulieren. Bei sehr hoher Komplementaritat zwischen MicroRNA und mRNA
kann die mMRNA AGO2-abhangig gespalten werden, wahrend eine niedrigere
Komplementaritat die Inhibition ihrer Translation und/oder eine Deadenylierung und damit
einen beschleunigten Zerfall zur Folge hat."® Eine jiingere Studie berichtete dazu, dass
RNA-Abbau den weit Gberwiegenden Anteil an der Reduktion der Proteinproduktion durch

MicroRNAs ausmacht.®
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Abbildung 1. Biogenese und Funktion von MicroRNAs. Zu Details siehe Text. Adaptiert mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Dr. Stefan Engelhardt und Dr. Stanislas Werfel.



Die genaue Vorhersage von MicroRNA-Targets ist allerdings nach wie vor schwierig.
Konsens besteht dartiber, dass Komplementaritat der MicroRNA-Basen 2-7 (der sogenannte
seed) zu einem Abschnitt in der 3 UTR (engl. untranslated region) von mRNAs die
Wahrscheinlichkeit einer Interaktion stark erhoht, insbesondere, wenn diese Region
evolutionér konserviert ist." Allerdings sind fiir eine effektive Repression meist zusatzliche
Basenpaarungen nétig.' Neben diesen ,kanonischen” Interaktionen wurde aber auch eine
grof3e Anzahl an Ausnahmen von den genannten Regeln berichtet (z.B. das Vorkommen von
Bindestellen in 5 UTR bzw. kodierender Sequenz oder 3’-kompensatorische Basen-

% ynd nicht-kanonische Seed-Interaktionen {iberwiegen mdglicherweise

paarungen),
sogar,'® Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die MicroRNA-Target-Regulation vom zellularen
Kontext abhangen kénnte,"" Aus dieser Vielzahl von méglichen Interaktionen ergibt sich,
dass eine MicroRNA die Expression von vielen (moéglicherweise hunderten) Targets
beeinflussen sollte,"” Obwohl dies experimentell in Transkriptom- und Proteomanalysen

1315 ist die durch MicroRNAs verursachte Repression der einzelnen Targets

bestatigt wurde,
typischerweise relativ mild."”> Andererseits kann eine MicroRNA entweder durch die
Unterdriickung mehrerer Targets im selben Signalweg eine additive Wirkung entwickeln (wie
es auch von unserer Gruppe gezeigt wurde'®) oder eine physiologische ,Pufferfunktion”
Ubernehmen, indem sie zugleich Aktivatoren und Inhibitoren eines biologischen Prozesses

reguliert.*

Neben der Interaktion mit mMRNA Targets gibt es bemerkenswerterweise auch Berichte, dass
MicroRNAs, obwohl ihre Prozessierung im Zytoplasma endet, durch Bindung an homologe

DNA Sequenzen in Promotor-Regionen die Gentranskription inhibieren kdnnen." 2

Zunehmend deuten Forschungsergebnisse auch darauf hin, dass MicroRNAs, z.B. Uber
Mikrovesikel, von Zelle zu Zelle Gibertragen werden kénnen und so die Genexpression von

Zielzellen beeinflussen kdnnen.?' Méglicherweise spielen solche Mechanismen sogar im

22-24 25,26

Herz oder in Blutplatichen eine Rolle. Der Nachweis, dass der MicroRNA-Transfer in

vivo tatsachlich eine physiologisch relevante Funktion hat, ist allerdings schwierig zu flhren.

Zusammengenommen bleibt die Erkenntnis, dass MicroRNAs die Genexpression auf
vielfaltige Weise beeinflussen kdnnen, teilweise durch Mechanismen die noch im Detail

aufzuklaren sind.



1.2 Die Bedeutung von MicroRNAs im kardiovaskularen System

1.2.1 Herzinsuffizienz und Myokardinfarkt

Kardiovaskulare Krankheiten stellen mit einem Gesamtanteil von etwa 30% die haufigste
Todesursache weltweit dar.?’ Darunter sind atherosklerotische Verdnderungen von
Blutgefallen im Herz (Verursacher u.a. von Herzinfarkt und ischamischer Herzkrankheit) und
Gehirn (u.a. Schlaganfall) fiir die meisten Todesfalle verantwortlich.?” Neben der Schadigung
der Herzkranzgefale (Koronare Herzkrankheit / Ischamische Herzkrankheit) kénnen aber
auch eine Reihe weiterer Erkrankungen zu einer Unfahigkeit des Herzens flihren, den Korper
mit ausreichend Blut zu versorgen (Herzinsuffizienz), z.B. Hypertonie, Herzklappendefekte
oder angeborene Mutationen von sarkomerischen Proteinen. Charakteristisch flr die
chronische Herzinsuffizienz, die im Gegensatz zur akuten Form allmahlich fortschreitet, sind
dabei Kompensationsprozesse (Verdickung des Herzmuskels, schnellerer Herzschlag,
Vasokonstriktion), die anfanglich die verminderte Pumpleistung des Herzens ausgleichen
kdénnen, aber letztlich zur Progression der Erkrankung sogar beitragen.?® Die mit der
Entwicklung der chronischen Herzinsuffizienz (z.B. nach einem Herzinfarkt) einhergehenden
strukturellen und molekularen Veranderungen werden als kardiales Remodeling

bezeichnet.?®

Auf genetischer Ebene sind pathologische Herzerkrankungen eng verflochten
mit der Reaktivierung von fétalen Genprogrammen, einschlieRlich der Reexpression fotaler

MicroRNAs. 2%

1.2.2 Die Rolle von kardialen Fibroblasten im gesunden und erkrankten

Herz

Fibroblasten kommen in praktisch allen Organen vor und erfiillen als interstitielle Zellen
vielfaltige Funktionen. Im Herz von Menschen und Ratten stellen sie die zahlenmaRig grofite
Zellpopulation dar (Uber 60% aller Zellen), wahrend sie im Mausherz einen geringeren Antell
(ca. 26%) ausmachen.** Da kardiale Fibroblasten die Hauptproduzenten von Kollagen im
Herz sind, lassen sich diese artspezifischen Unterschiede méglicherweise mit dem Laplace-
Gesetz begriinden, laut welchem bei gleichbleibendem Innendruck ein linearer Zusammen-
hang zwischen der Wandspannung und dem Durchmesser eines elastischen Gefalles
besteht.*® Der groRere Herzdurchmesser von Menschen und Ratten im Vergleich zu Mausen
erfordert demnach madglicherweise relativ. mehr Fibroblasten, um den erhdhten

Kollagenbedarf zur Stabilisierung des Myokards abzudecken.*

Die Aufgaben von Kkardialen Fibroblasten gehen jedoch Uber die Erhaltung der
Extrazellularmatrix (ECM)-Homdostase deutlich hinaus. Beispielsweise scheint insbesondere

mit Kardiomyozyten eine lebhafte Kommunikation zu bestehen.**** So kontrollieren kardiale

4



Fibroblasten durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, durch die
Ablagerung bestimmter ECM-Faktoren und wahrscheinlich auch durch Konnexin-vermittelte
elektrische Kopplung und den Austausch von intrazellularem Material, die Zellgrole und das
Uberleben von Kardiomyozyten, ihre Proliferation wahrend der Organentwicklung und
vermutlich ihre elektrische Erregung.**™>" Auch eine Kontrolle der Angiogenese® und von
Entziindungsreaktionen®*™° durch diesen Zelltyp erscheint wahrscheinlich, ist aber bisher

noch unzureichend erforscht.

Sowohl die ECM-Produktion als auch die anderen genannten Funktionen Kkardialer
Fibroblasten scheinen extrem dynamisch in Abhangigkeit von chemischen, mechanischen
und elektrischen Signalen reguliert zu sein.*' Beispielsweise wurde berichtet, dass kardiale
Fibroblasten fiir die Sekretion von insulin-like growth factor 1 (IGF-1) bei exzessiver
Belastung zwingend notwendig sind, um die Funktionsfahigkeit von Kardiomyozyten zu
erhalten, wahrend sie bei moderater mechanischer Belastung eher einen lUberschielenden
Umbau des Myokards verursachen.*® Nach einem Myokardinfarkt dagegen miissen kardiale
Fibroblasten innerhalb kurzer Zeit eine stabile Narbe bilden, um eine Ruptur der Herzwand
zu verhindern.*? Umgekehrt ist eine (berschieRende Bildung von Bindegewebe durch
Fibroblasten (Fibrose) neben der Kardiomyozytenhypertrophie und -apoptose auch ein
wesentlicher Aspekt des kardialen Remodelings?® und tritt bei praktisch jeder Herzkrankheit
auf.***? Zugleich spielt Fibrose auch bei Erkrankungen anderer Organe einschlieBlich der
Leber, Lunge und Niere eine schadliche Rolle.*> Wahrend die vermehrte Ablagerung von
ECM anfanglich vermutlich die Zugspannung im druck- oder volumenlberlasteten Herz
vermindert und Infarktareale stabilisiert, flihrt eine dauerhafte Fibrosierung des Myokards zu
einer Versteifung des Herzmuskels und ist damit wahrscheinlich mitverantwortlich fir die
diastolischen Funktionsstérungen im hypertrophierten Herzen.?® Dariiber hinaus behindert
die ECM wahrscheinlich die elektrische Kopplung von Kardiomyozyten und ihre Versorgung
mit Sauerstoff.** Antifibrotische Strategien werden daher fiir die Behandlung vieler
Herzkrankheiten dringend benétigt und wurden in Einzelfallen auch bereits in Tiermodellen

erfolgreich eingesetzt.**™®

Mit der Entwicklung der Fibrose geht auch die Umwandlung von Fibroblasten in
Myofibroblasten und eine Zunahme der Fibroblastenzahl im Herz einher.***° Myofibroblasten
sind gekennzeichnet durch eine andauernde Kontraktion und das Vorhandensein von
Stressfasern, meistens in Assoziation mit a-smooth muscle actin (a-SMA).*® Dieser Zelltyp
kommt mit Ausnahme der Herzklappen nur im erkrankten Herz vor *' und tragt wesentlich zur
Infarktnarbenstabilisierung, aber auch zur pathologischen Herzfibrose bei.***° Ublicherweise
wird die Zunahme von (Myo)fibroblasten auf die Vermehrung von ortsstadndigen kardialen

49,51
o

Fibroblasten zurickgeflhr und eine vermehrte Fibroblasten-Proliferation wurde auch



experimentell an Mausmodellen fiir Myokardinfarkt und Druckiiberlastung bestétigt.**°®
Allerdings gibt es Hinweise, dass kardiale Myofibroblasten auch aus verschiedenen anderen
Zelltypen hervorgehen kénnen, z.B. epikardialen Epithelzellen, Endothelzellen, im Blut
zirkulierenden Knochenmarkszellen, glatten Muskelzellen, Perizyten und CD44-positiven
mesenchymalen Stammzellen.*®#°***® Dje Zusammensetzung der Quellen hangt dabei

mdglicherweise stark von den Fibrose-auslésenden Stimuli und Schaden ab.*®

1.2.3 Thrombozyten und ihr Einfluss auf kardiovaskulare Krankheiten

1.2.31 Die Bedeutung von Thrombozyten fiir die Hamostase und dariiber

hinaus

Blutplattchen bilden zusammen mit dem plasmatischen Gerinnungssystem die
Kernkomponenten der physiologischen Blutungsstillung (Hamostase) und pathologischer
Gerinnselbildung (Thrombose).”*®° Bei GefaRverletzungen werden Blutplattchen durch den
Kontakt mit adhasiven Proteinen (u.a. Kollagen, von Willebrand-Faktor) aktiviert und zur

.52  Zusatzlich sorgen ausgeschiittete Plattchenagonisten wie

Adhasion angereg
Adenosindiphosphat (ADP), Thrombin und Thromboxan A; in einer positiven Rickkopplung
fir eine massive Verstarkung der initialen Aktivierungssignale und fihren durch die
Aggregation weiterer Blutplattchen und die Aktivierung plasmatischer Gerinnungsfaktoren
zur Bildung eines stabilen Thrombus.?®®" Wahrend diese Plattchenaktivierungsmechanismen
die Beendigung der Blutung und die Wundheilung ermdglichen, sind sehr ahnliche
Vorgange auch verantwortlich fir die Bildung von Thrombosen in verschiedenen

Krankheiten, unter anderem im Rahmen der Atherosklerose.*®

Studien der letzten Jahre haben neben der bekannten Rolle von Blutplatichen in der
Hamostase unerwartete Funktionen in anderen Prozessen enthillt, z.B. in
Entzindungsreaktionen, angeborener Immunitat, Tumormetastasierung und
Neoangiogenese.®® Besonders ihre Beteiligung an Immunreaktionen hat viel Aufmerksamkeit
erfahren. Sie ist aber schon deswegen naheliegend, weil Plattchen in Saugern aus
denselben Vorlauferzellen wie Granulozyten und Makrophagen hervorgehen (siehe
Abschnitt 1.2.3.2). Im Pfeilschwanzkrebs, einem sogenannten ,lebenden Fossil“, erflllt
sogar ein einziger Blutzelltyp gleichzeitig die Aufgaben der Hdmostase und des angeborenen
Immunsystems.®* Blutplattchen sind zur Freisetzung von verschiedenen
immunmodulatorischen Zytokinen, Chemokinen und anderen Mediatoren in der Lage und
exprimieren pattern recognition-Rezeptoren, die spezifische Strukturen auf Mikroben

identifizieren kénnen.®® Bei Detektion eines Pathogens kdnnen sie direkt die Funktion von



Neutrophilen, Endothel und Lymphozyten modulieren und auch selbst an der Sequestration

von Krankheitserregern teilnehmen.®®

Aber auch bei sterilen Entziindungsprozessen, die bei Herzerkrankungen vorherrschen, sind
Blutplattchen wichtig. Bei Myokardinfarkten spielen Plattchen beispielsweise gleich mehrere
Rollen: Erstens scheint die Adhasion von Blutplatichen an intaktes Endothel unmittelbar an
der Entstehung von atherosklerotischen Plaques beteiligt zu sein. Wahrscheinlich sorgen sie
hier sowohl flr die inflammatorische Aktivierung von Endothelzellen als auch fir die
Anlockung von Leukozyten.®®®” Zweitens verursachen Blutplattchen nach der Ruptur oder
Erosion von atherosklerotischen Plaques durch Thrombusbildung den Verschluss der
Koronararterie.®? Drittens scheint die Interaktion von Plattchen mit Neutrophilen den
Entziindungsschaden in verschiedenen Organen zu verstarken.?®®® Dementsprechend
verringert die Depletion von Blutplatichen oder Neutrophilen in Mausen den kardialen

Ischamie-Reperfusion-Schaden erheblich.”

1.2.3.2 Die Bildung von Thrombozyten durch Megakaryozyten

Pro Tag entstehen in jedem Menschen ca. 1 x 10" neue Blutplattchen aus Fragmenten ihrer
Vorlauferzellen, den Megakaryozyten (MKs).®> Um diese enorme Anzahl zuverlassig
herzustellen, ist ein sorgfaltig regulierter Produktionsprozess (Abbildung 2) erforderlich, der
beim erwachsenen Menschen im Knochenmark (bei Mausen auch in der Milz) stattfindet.
Megakaryozyten gehoéren wie Granulozyten und Monozyten der myeloischen Reihe an und
entwickeln sich dort aus Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorlaufern (MEPs, engl.
megakaryocyte erythroid progenitors).”" Nach der Entscheidung fiir die megakaryozytire
Linie setzt die Differenzierung und rapide Proliferation der primitiven MK-Vorlaufer, den
burst-forming unit-megakaryocytes (BFU-MKs) und der etwas reiferen Stadien (colony-
forming unit-megakaryocytes (CFU-MKs)) ein.”’ Beim Heranwachsen zu reifen MKs werden
die Zellen durch mehrfache Endomitose polyploid und vergréRern ihr Zellvolumen enorm.”?
AnschlieRend bildet sich im Zytoplasma ein dichtes Netz von Zellmembranen, das
sogenannte Demarkationsmembransystem aus, das wahrscheinlich als Membranreservoir

t.”2 Wahrend der MK-Differenzierung findet auch eine

t73

fur die Plattchenbildung dien
Wanderung von der osteoblastischen Region zu perivaskularen Stellen statt.”” Allerdings ist
nicht klar, inwieweit es sich bei beiden Regionen um klar getrennte Nischen handelt.”® Reife
Blutplattchen entstehen schliellich in den Knochenmarkssinusoiden durch Abscherung aus
transendothelialen MK-Auslaufern (Proplattchen), ein Vorgang, der als Thrombopoese
bezeichnet wird.”* Nach einer Zirkulationszeit im Blut von wenigen Tagen werden die

Blutplattchen in der Niere und Leber abgebaut.®?
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Abbildung 2. Schematische Darstellung von Megakaryopoese und Thrombopoese. Basierend
auf Referenzen 727, Zy Details siehe Text.

Megakaryopoese und Thrombopoese werden durch verschiedene Faktoren reguliert.®* Der
fur die Plattchenproduktion wichtigste Wachstumsfaktor ist Thrombopoetin (TPO), ein
Zytokin, das in der Leber und Niere, aber auch von Osteoblasten und Stromazellen des
Knochenmarks gebildet wird.”>”® Osteoblasten und Osteoklasten produzieren jedoch auch
Botenstoffe, die flr die Erhaltung und Aktivierung von hamatopoetischen Stammzellen
entscheidend sind, wahrend die relative Hypoxie und das vorherrschende Kollagen Typ | die
Proplattchenbildung in der osteoblastischen Nische unterdriicken.”® Fiir die Migration von
MKs zum Endothel, ihre Differenzierung und die Proplattchenbildung sind stattdessen
besonders parakrine Faktoren (z.B. stromal-derived factor 1 (SDF-1)), ECM-Komponenten
(z.B. Kollagen Typ Il und IV, Fibronektin) aus der vaskularen Nische und der direkte Kontakt

mit Endothelzellen entscheidend.®"



1.2.4 Bekannte Funktionen von MicroRNAs im kardiovaskularen System
1.2.41 MicroRNAs im Herz

Die kardiomyozytenspezifische Deletion essentieller Faktoren der MicroRNA-Biogenese in
Mausen hat gezeigt, dass MicroRNAs sowohl fiir die Herzentwicklung als auch fir die
Funktion von postnatalen Kardiomyozyten unabdingbar sind.””"® Die Zahl der MicroRNAs,
deren Rolle in Kardiomyozyten untersucht wurde, ist mittlerweile fast untberschaubar
geworden. Gezeigt wurden unter anderem Funktionen in der Entwicklung von
physiologischer und pathologischer Hypertrophie (u.a. miR-378, miR-23a, miR-133,
miR-208, miR-27b)'®"*®% in der Apoptose-Empfindlichkeit im alternden Herz (miR-34a)*
und unter kardialem Stress (u.a. miR-320, miR-15, miR-199b-5p, miR-214, miR-24, miR-494,
miR-499, miR-34-Familie)®*®, in der Weiterleitung von elektrischen Reizen (miR-1,
miR-208)">*% und in der Kardiomyozytenentwicklung und -differenzierung (u.a. miR-1,
miR-133, miR-15, miR-23, let-7c and miR-99a)*'%®  Ferner scheinen MicroRNAs den
Kardiomyozytenmetabolismus (miR-378, miR-214, miR-199a-5p),"**'% die systemische
Energichomdostase (miR-208, miR-378)""*'% und die Expression fdtaler bzw. adulter
Myosintypen zu kontrollieren (miR-208)."°"'% |n kardialen Stressmodellen sorgt eine
Korrektur der Kardiomyozytendysfunktion durch MicroRNA-Modulation dabei oft auch fir

16.82:84.88.107 \y a5 wahrscheinlich einem indirekten Effekt

eine verringerte Fibroseentwicklung,
auf die Fibroblastenaktivierung zuzuschreiben ist. Ermdglicht wurden diese Studien
hauptsachlich durch die Verwendung von genetischen Mausmodellen, die Verfligbarkeit von
spezifischen, systemisch applizierbaren MicroRNA-Inhibitoren und die virale MicroRNA-
Uberexpression oder -Inhibition. Haufig wurde dabei beobachtet, dass die Modulation der
MicroRNA-Konzentration nur in Mausmodellen von physiologischem oder pathologischem
Stress eine sichtbare Wirkung hervorruft.* Unter diesen Bedingungen scheinen MicroRNAs

also eine besondere Rolle zu spielen.

Im Vergleich zu Kardiomyozyten wissen wir sehr wenig Uber die Rolle von MicroRNAs in
kardialen Fibroblasten. Dies liegt neben der offensichtlicheren und klarer definierten Funktion
von Kardiomoyzyten im Herz wahrscheinlich hauptsachlich am Fehlen von Methoden, die in
vivo spezifisch an kardialen Fibroblasten angreifen. Im Gegensatz zu Kardiomyozyten sind
bislang beispielsweise keine transgenen Mauslinien verfiugbar, die Cre-Rekombinase
verlasslich nur in diesem Zelltyp exprimieren und ebenso wenig Viren mit einem hierfur
spezifischen Tropismus. Trotzdem gibt es mehrere Publikationen, die fir eine essentielle
Funktion von MicroRNAs in kardialen Fibroblasten sprechen. Beispielsweise hat unsere
Arbeitsgruppe gezeigt, dass die Inhibition von miR-21, einer in diesem Zelltyp angereicherten
MicroRNA, in einem Mausmodell flir kardiale Drucklberlastung die Fibroseentwicklung

verhindern und zugleich die Herzfunktion verbessern kann.** MiR-29, zu dessen Targets



mehrere fibroseassozierte Gene zahlen, soll die ECM-Produktion im Herz dagegen
unterdriicken.®"'%""2 Der in zwei kardialen Stressmodellen beobachtete Riickgang der
miR-26(a)-Expression soll dagegen zur Fibroblastenproliferation, der Umwandlung in
Myofibroblasten'"® und zur erhéhten Expression von connective tissue growth factor (CTGF)
und Kollagen Typ | beitragen."™ Auch miR-30c soll die CTGF-Produktion in kardialen

Fibroblasten steuern,'®'"?®

wahrend miR-145 mdglicherweise die Myofibroblasten-
differenzierung dieser Zellen im Bereich von Myokardinfarkten kontrolliert.""® Die
altersbedingte Hochregulation von miR-22 in Mausherzen wurde dagegen mit der
Aktivierung und Seneszenz von kardialen Fibroblasten in Zusammenhang gebracht.""” In
weiteren Publikationen wird berichtet, dass die virale Uberexpression von miR-101 bzw.
miR-24 in einem Myokardinfarktmodell die Fibrosierung verringert und die Herzleistung
steigert, was moglicherweise auf eine Unterdriickung der Aktivierung und Kollagenproduktion
von kardialen Fibroblasten zuriickgeht."'®''® Leider fehlt in den genannten Studien der
zweifelsfreie Nachweis, dass die untersuchte MicroRNA in vivo wirklich fibroblasten-
abhangig wirkt, was sicher auch durch die zuvor erwdhnten Limitationen bei der
Untersuchung von kardialen Fibroblasten bedingt ist. Zusatzlich verlieBen sich mehrere
Studien auch auf bloRe Uberexpression, was die Aussagekraft hinsichtlich der endogen
produzierten MicroRNA ebenfalls einschrankt.

Interessanterweise kann die ektope Expression von MicroRNAs (a&hnlich wie die von

120,121
)

Transkriptionsfaktoren auch genutzt werden, um Kkardiale Fibroblasten in einem

2

Mausherz in Kardiomyozyten umzuwandeln.'” Dies konnte fiir die therapeutische

Regeneration von Myokardgewebe noch wichtig werden.

Neben Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten sind MicroRNAs auch in anderen
Zelltypen im Herz relevant. Neben vaskularen MicroRNAs (siehe folgendes Kapitel) wurde
hier die Rolle von MicroRNAs in Leukozyten untersucht, die im Rahmen von
Entzindungsvorgangen ins Herz einwandern. Sehr gut beschrieben ist hier der Einfluss von
miR-155. lhre genetische Deletion oder pharmakologische Inhibition vermindert in einem
Mausmodell fir kardiale  Drucklberlastung Entziindungsparameter, Kardiomyo-
zytenhypertrophie und verbessert die Herzfunktion.'™ Durch Knochenmarkstransplantation
und weitere Experimente wurde gezeigt, dass hamatopoetische Zellen (sehr wahrscheinlich
Makrophagen) die beobachteten Effekte {iber parakrine Mechanismen verursachen.'?® In
ahnlicher Weise reduziert die Inhibition von miR-155 auch den Myokardschaden in einem
Mausmodell fiir Myokarditis.'** Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise, dass die Expression
von miR-125b in Makrophagen in einem kardialen Ischamie-Reperfusionsmodell einen

protektiven Einfluss haben kdnnte.'®
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1.2.4.2 Vaskulare MicroRNAs

Jede Herzmuskelzelle steht im Kontakt mit Kapillaren, die die nétige Blutversorgung
gewabhrleisten. Ist die Blutzufuhr gestoért, z.B. durch eine atherosklerotische Verengung der
Koronararterien oder einen Myokardinfarkt, hat das dramatische Folgen flir die Herzfunktion.
Ahnlich wie fiir Kardiomyozyten gibt es eine groe Anzahl von Studien, die sich mit

vaskuldren MicroRNAs befasst haben.'®'?’

Die fur die Neubildung von Gefalen
(Angiogenese) und Atherosklerose wichtigsten Zelltypen sind Endothelzellen, die die
Gefallwande auskleiden, und glatte Muskelzellen, die in der Media lokalisiert sind und durch

ihre Kontraktion den Vasotonus bestimmen.

In Endothelzellen besonders gut untersucht ist die Funktion von miR-126, einer in diesem

Zelltyp stark angereicherten MicroRNA. Neben ihrer zentralen Rolle fir die

128,129 130

Embryonalentwicklung und ischamieinduzierte ™ Angiogenese wirkt sie offensichtlich
auch protektiv gegen Entstehung von Atherosklerose.?*™' MiR-92a"®? und miR-223"%
unterdriicken dagegen die Angiogenese. Inbesondere wurde an kardialen Ischamiemodellen
gezeigt, dass die genetische Deletion bzw. Inhibition von miR-92a in Mausen und Schweinen
die InfarktgroRBe verringert und die Herzfunktion verbessert.”**"** Zusatzlich vermindert die
Inhibition von miR-92a in Mausen die GroRe von atherosklerotischen Plaques und erhdht
ihre Stabilitat." Im Zusammenhang mit Myokardinfarkten wurde auch gezeigt, dass eine
Blockade der Hochregulation von miR-24 die Angiogenese und die Uberlebensrate von
Endothelzellen erhdht, und damit sowohl die InfarktgréRe verringert als auch die
Herzfunktion in Mausmodellen verbessert.”*® Eine &hnlich positive Wirkung auf GefaR-
neubildung und Herzleistung wurde fiir die Uberexpression der hypoxieinduzierbaren
miR-210 berichtet.””” Bei den beobachteten Effekten der Modulation von miR-92a und
miR-210 in Myokardinfarktemodellen ist allerdings zu beachten, dass zumindest ein Teil der
positiven Effekte wahrscheinlich auf Kardiomyozyten zuriickgeht.”**'*” Dagegen widerspricht
die berichtete Wirkung der Inhibiton von miR-24 bei Myokardinfarkten'*® anderen
Publikationen, die eine protektive Wirkung einer Uberexpression im gleichen Tiermodell

berichten und das auf Kardiomyozyten®® bzw. kardiale Fibroblasten'"?® zuriickfiihren.

In glatten Muskelzellen ist dagegen die Funktion des miR-143/145-Clusters besonders gut
charakterisiert, der die Balance zwischen dem proliferativen und kontraktilen Phanotyp
steuert.”* ! Wird das Absinken von miR-145 (z.B. nach einer GefaRverletzung oder nach

139,140,142
und

Ischamie) verhindert, kann dies Atherosklerose und Restenosierung vorbeugen
die Bildung von koronaren KollateralgefaRen stimulieren.’*® Ebenso verringert die Inhibition

von miR-21"* miR-221">"® oder miR-222"*° die Neointimabildung.
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1.24.3 MicroRNAs in Thrombozyten und Megakaryozyten

MicroRNAs spielen eine zentrale Rolle im Knochenmark und hamatopoetischen Zellen™’
und sind offenbar auch flr die Megakaryopoese relevant. Am Uberzeugendsten ist hierbei
gezeigt worden, dass die Balance zwischen megakaryozytarer und erythroider
Differenzierung von miR-150 in Richtung der ersteren'® bzw. von miR-145 und miR-146a in

149150 v erschoben werden kann. Des Weiteren existieren Berichte,

Richtung der letzteren
dass auch miR-34a"™" miR-28"%2, miR-155"° und miR-10a™* diese Balance beeinflussen,

wobei hier der Nachweis einer Relevanz in vivo fehlt.

Im Gegensatz zur Rolle von MicroRNAs in der Megakaryopoese ist kaum etwas Uber ihre
Funktion in der Plattchenproduktion und in reifen Blutplatichen bekannt. Zumindest sind
Blutplattchen trotz des fehlenden Zellkerns zur mRNA-Translation in der Lage.'®® Darliber

hinaus besitzen sie laut Landry et al.'*®

einen funktionellen MicroRNA-Prozessierungsweg
sowie einen relativen hohen Anteil an MicroRNA gemessen an der Gesamt-RNA. Diese
Studie schlug auch den fir die Plattchenaktivierung wichtigen ADP-Rezeptor P2Y4, als
Target von miR-223 in humanen Blutplattchen vor."™® Allerdings fehlte hier der Nachweis,
dass miR-223 wirklich dieses mogliche Target unterdriickt. Uberzeugender wurde in einer
anderen Arbeit gezeigt, dass miR-376¢c sehr wahrscheinlich Einfluss auf die
Aggregationsantwort von Blutplattchen nimmt, indem es in Megakaryozyten Phosphatidyl-
cholin-Transfer-Protein reguliert, was sich mindestens bis zum Proplattchenstadium auf
dessen mRNA-Konzentration auswirkt.”” Daneben  wurden miR-96""®  und
miR-200b/miR-495/miR-107"* basierend auf Korrelationen mit der Plattchenreaktivitat als
maogliche Regulatoren der Plattchenaktivierung diskutiert. Es bleibt nach diesen Studien

allerdings unklar, ob MicroRNAs wirklich die Plattchenfunktion regulieren kdnnen.

Neben einer mdglichen regulatorischen Funktion in Blutplatichen selbst, wurde auch der
Transport zweier MicroRNAs (miR-320b, miR-223) aus aktivierten Blutplatichen Uber
Mikrovesikel in Endothelzellen beschrieben, wo sie ebenfalls die Genexpression kontrollieren
kénnten.??%'® Dank ihrer hohen Zahl enthalten Blutplattchen bezogen auf dasselbe
Blutvolumen trotz ihres geringen Zellvolumens deutlich mehr MicroRNA als beispielsweise
Neutrophile und Monozyten und koénnten damit moglicherweise auch im Koérper eine

relevante MicroRNA-Mengen transportieren.®
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1.3 Die therapeutische Anwendung von MicroRNAs

Die Entwicklung neuer Therapiestrategien fiir verschiedenste Krankheiten ist nach wie vor
dringend notwendig. Beispielsweise lasst sich die chronische Herzinsuffizienz bisher nicht
kausal behandeln und fihrt in mehr als der Halfte der diagnostizierten Falle innerhalb von
funf Jahren zum Tod."®" Bisher konzentrierten sich pharmakologische Eingriffe hauptsachlich
auf Proteine, die oft isoliert in einem bestimmten Signalweg wirken. MicroRNAs kdnnten
dazu eine interessante Alternative darstellen, da sie entweder Kompensationsmechanismen
umgehen kdnnen, wenn sie mehrere Targets innerhalb desselben Signalwegs steuern,®
oder durch Modulation ganzer Genprogramme eine Feinjustierung anstatt einer kompletten
Blockade erzielen."®® Dariiber hinaus eignen sich MicroRNAs trotz ihrer intrazelluldren
Lokalisation vermutlich gut als therapeutische Targets, da sie durch komplementare
Inhibitoren auf Basis von chemisch modifizierten RNA- oder DNA-Nukleotiden erreichbar
sind und inhibiert werden kénnen. Die Verabreichung von MicroRNA-Mimetika gestaltet sich
allerdings schwieriger, da sie auf Grund ihrer komplexeren, doppelstrangigen Struktur in
Vehikel (z.B. Liposomen) verpackt werden miissen.'® Festzuhalten ist, dass prinzipiell alle
MicroRNAs, deren Modulation in Experimenten mit Mausen positive Effekte auf
kardiovaskulare Krankheiten ohne deutliche Nebenwirkungen erzielte (siehe Abschnitte
1.2.41 und 1.2.4.2), prinzipiell fir eine therapeutische Anwendung beim Menschen

interessant sind.

Der klinische Fortschritt bei therapeutischen MicroRNAs ist trotzdem unerwartet langsam, mit
bisher einer Substanz in Phase I1I'® und einer weiteren am Beginn von Phase ['%%%
allerdings keiner davon im kardiovaskularen Feld. Die erfolgreiche Anwendung eines
miR-92a-Inhibitors in einem Herzinfarktmodell in Schweinen'* sowie weitere Stoffe in der
fortgeschrittenen praklinischen Phase'® geben aber Grund zur Hoffnung, dass es auch zu

kardiovaskularen Krankheiten bald klinische Studien geben wird.
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1.4 Ziele der Arbeit

Ausgehend von der Vermutung, dass selektiv in einem Zelltyp exprimierte MicroRNAs
wesentlich die Eigenschaften dieser Zellart formen, wurden zwei Studien in Ratten und
Mausen konzipiert, in denen die MicroRNA-Expressionsprofile von kardialen Fibroblasten
und Kardiomyozyten miteinander verglichen wurden. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
fibroblastenspezifische MicroRNAs im Herz zu identifizieren und deren zellulare Funktion
aufzuklaren. Die Auswirkungen von Uberexpression und Inhibition weniger ausgewahlter
MicroRNAs auf kardiale Fibroblasten sollte hierzu in Zellkulturexperimenten untersucht
werden, wobei der Fokus der Zellproliferation galt. Im Weiteren sollten durch die
Identifikation regulierter MicroRNA-Targets Rickschlliisse auf die beteiligten Signalwege
gezogen werden. Da eine der ausgewahlten MicroRNAs keinen regulatorischen Effekt auf
die Proliferation von kardialen Fibroblasten zeigte, aber dafliir Mause mit genetischer
Deletion dieser MicroRNA zur Verfligung standen, sollte der Phanotyp dieser Mauslinie im
Rahmen von kardialen Stressmodellen untersucht werden. Da letztere MicroRNA darlUber
hinaus in Blutplattchen und MKs hochabundant ist, sollte eine mdgliche Rolle auch in diesen

Zelltypen untersucht werden.

14



2 MATERIALIEN

2.1 Antikorper

Antikérper Klon Hergestellt in | Verdiin- Hersteller
(falls I Isotyp nung
monoklo- bzw.
nal) finale
Konzentr
ation
Thrombozytendepletion
GPlba (CD42b) (fur Mischung | Ratte IgG 2 mg/kg Emfret, Wirzburg, D
Thrombozytopenie) mehrerer far
monoklon Plattchend
aler epletion
Antikorper
Durchflusszytometrie
FITC-GPIba (CD42b) Xia.B2 Ratte IgG2a 1:100 Emfret, Wirzburg, D
Phycoerythrin (PhE)- HMB1-1 Armenischer 1:100 BioLegend, San
Integrin 1 (CD29) Hamster IgG1 Diego, USA
FITC-GPIX (CD42a) Xia.B4 Ratte 1gG1 1:100 Emfret, Wirzburg, D
FITC-P-Selectin (CD62P) | Wug.E9 Ratte 1gG1 1:100 Emfret, Wirzburg, D
FITC-Integrin allb (CD41) | MWReg30 | Ratte IgG1 1:100 BD Pharmingen,
Franklin Lakes, USA
APC-Integrin allb (CD41) | MWReg30 | Ratte IgG1 1:100 eBioscience,
Wembley, UK
PhE-Aktives Integrin JON/A Ratte 1gG1 1:100 Emfret, Wirzburg, D
allbBlll
FITC-CD45.1 A20 Maus IgG2a 1:100 eBioscience,
Wembley, UK
PhE-CD45.2 104 Maus IgG2a 1:100 eBioscience,
Wembley, UK
Isotypkontrolle PhE- HTK888 Armenischer 1:100 BioLegend, San
Armenischer Hamster IgG Hamster IgG Diego, USA
Isotypkontrolle FITC-Ratte | eBRG1 Ratte 1gG1 1:100 eBioscience,
1gG1 Wembley, UK
Isotypkontrolle PhE-Ratte | R3-34 Ratte 1gG1 1:100 BD Pharmingen
IgG1
Isotypkontrolle FITC-Ratte | eBR2a Ratte IgG2a 1:100 eBioscience,
IgG2a Wembley, UK
Mikroskopie
a-Aktinin (ACTN2) EA-53 Maus IgG1 1:1000 Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, D
a-smooth muscle actin 1A4 Maus IgG2a 1:1000 Sigma-Aldrich,
(ACTA2) Deisenhofen, D
Integrin allb (CD41) MWReg30 | Ratte IgG1 1:500 eBioscience,
Wembley, UK
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Alexa 488 anti-Maus IgG | - Ziege : 200 Life Technologies,
H+L Carlsbad, USA
Alexa 594 anti-Ratte - Esel : 200 Life Technologies,
Carlsbad, USA
Western Blot
YWHAE (14-3-3¢) - Kaninchen : 1000 Cell Signaling,
Danvers, USA
Glycerinaldehyd-3- 6C5 Maus : 5000 Merck Millipore,
phosphat-Dehydrogenase Billerica, USA
(GAPDH)
HRP (engl. horseradish - Ziege : 10000 | Jackson
peroxidase) anti- ImmunoResearch,
Kaninchen West Grove, USA
HRP anti-Maus - Ziege 10000 | Jackson
ImmunoResearch,
West Grove, USA

2.2 Oligonukleotide

2.2.1 Oligodesoxynukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotid-Primer wurden von den Firmen MWG

Biotech (Martinsried, D), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) und Invitrogen (Karlsruhe, D)

bezogen.

Zielgen Name Sequenz (5’2 3’) Lange des

(Spezies) oder PCR-

Anwendung Produkts

cDNA-Synthese | Oligo(dT) TTTTTTTTTTTTTT

Genotypisierung | mir223rev TTCTGCTATTCTGGCTGCAA Wildtyp: ca.

von miR-223-  "'mir223fwd CAGTGTCACGCTCCGTGTAT 400

,‘\j/le;'uzs'ir:e” Neofwd CTTCCTCGTGCTTTACGGTATCG (Bt)aps)?”paare

Knockout: ca.
500 bp

Fbxw7 (mmu) Foxw7_f ATCTGTCCAACCACCCACAG 90 bp
Fbxw7_r AGCTCATCTAAAGCCAGCAAC

Sp3 (mmu) Sp3_f GTCAGTTGCCAAATCTACAGACA | 127 bp
Sp3_r TCAGGGTCAGGTTCCTCTTC

Purb (mmu) Purb_f CACCTCCATCACCGTGGAC 103 bp
Purb_r ATTGCGGTAGGACGGCTTC

Rhob (mmu) RhoB_f GATGGCCAAGTCCAGTTCAT 115 bp
RhoN_r CGGAGGCAGAATGGTATTGT

P2ry12 (mmu) P2ry12_f TCCCGGAGACACTCATATCC 85 bp
P2ry12_r GTGGTATTGGCTGAGGTGGT
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P4hb (mmu) P4HB_f GTTTTGCCACCGCTTCTTAG 103 bp
P4HB_r CGCCCCAACCAGTACTTTTA

Myh6 (mmu) MYH6_f GCCCAGTACCTCCGAAAGTC 110 bp
MYH6_r GCCTTAACATACTCCTCCTTGTC

Gapdh (mmu) m_GAPDH(new)_f | GTGAAGGTCGGTGTGAACG 96 bp
m_GAPDH(new)_r | TCGTTGATGGCAACAATCTC

Actb (mmu) m_b-actin_f GCAGCTCCTTCGTTGCCGGT 132 bp
m_b-actin_r TACAGCCCGGGGAGCATCGT

Klonierung des | New3-F GACCGACAATTGCATGAAGA 4686 bp (falls

miR-199-3p- New4-R GGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGG | die Promoter-

Fluoreszenz- regionen

reporters in den mitamplifiziert

Gateway Entry- wuirden)

Vektor

2.2.1 Antagomirs

Antagomirs wurden von Fidelity Systems (Gaithersburg, USA) synthetisiert prinzipiell wie
andernorts beschrieben.'® Es handelt sich um vollstandig 2’-O-methyl-modifizierte RNA-
Nukleotide, die am 3’-Ende einen Cholesterinrest (Chol) tragen und bei denen einzelne
Basen durch Phosphorothioat-Bindungen (*) verknlpft sind. Antagomir-199-3p ist zur vollen
Sequenz von miR-199a/b-3p komplementar, wahrend fir die Negativkontrolle die zum

MicroRNA-Seed komplementaren sowie zwei weitere Basen mutiert wurden.

Name Sequenz (5’2 3’)

Antagomir-199-3p U*A*ACCAAUGUGCAGACUAC*U*G*U*-Chol*-T

mismatch (mm)-Antagomir | U*A*ACGAAUGCGCAGAAGUG*C*A*U*-Chol*-T

2.2.2 Antimirs

Antimirs wurden von Exigon (Vedbaek, DK) bezogen. Es handelt sich um
Oligodesoxynukleotide, bei denen einzelne Nukleotide locked-nucleic acid (LNA)-modifiziert
sind. Zusatzlich sind die ersten und letzten vier Basen durch Phosphorothioat-Bindungen
verknUpft. AntimiR-199-3p ist zu den Basen 2-21 von miR-199a/b-3p komplementar. Bei der
Negativkontrolle handelt es sich um eine Sequenz ohne Homologie zu bekannten MicroRNA-

oder mRNA-Sequenzen in Maus, Ratte oder Mensch.

Name Sequenz (5’2 3’)

Antimir-199-3p AACCAATGTGCAGACTACTG

Antimir-ctrl (Negative Control A) | GTGTAACACGTCTATACGCCCA
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2.3 Chemikalien

Chemikalie

1,4-Dithiothreitol (DTT) (Massenspektrometrie)

*H-Thymidin (1 mCi/ml, 25 Ci/mmol)
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Acetonitril

Acetylthiocholiniodid

Ameisensaure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bluing Reagent

Bouin’s Lésung

Bovine serum albumin (BSA)
Bromdesoxyuridin (BrdU)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)

Clarifier 2

Complete Mini, Proteinaseinhibitoren
Convulxin

Cotrimoxazol

Cryomatrix

Dekalzifizierungslésung Usedecalc
Depex

Desoxynucleosidtriphosphate (ANTPs)
Direct Red 80

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Eisessig

Eosin Y Lésung, wassrig

Eosin Y, wassrige Losung
Ethanol

Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fast Green FCF

Fibrinogen

Fibronektin

Fotales Kalberserum (FCS)
Glucose

Glycerin

Glycin

GoTaq Green Master Mix
Hamatoxylin 2

Hefeextrakt
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Hersteller
Carl Roth, Karlsruhe, D

Hartmann Analytic, Braunschweig, D

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Rathburn Chemicals, Walkerburn,
Schottland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Merck Chemicals, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Merck Chemicals, Darmstadt, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Thermo Scientific, Waltham, USA
Roche, Basel, CH

Alexis Biochemicals, San Diego, USA

Ratiopharm, Ulm, D

Thermo Scientific, Waltham, USA
Medite, Burgdorf, D

Serva, Amstetten, A

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Gibco, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
PAN, Aidenbach, D

Merck Chemicals, Darmstadt, D
Merck Chemicals, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
Promega, Mannheim, D

Thermo Scientific, Waltham, USA
AppliChem, Darmstadt, D



Heparin-Natrium (5000 U/ml)

HEPES

Hirudin (réhrchen) (Multiplate)

Horm-Kollagen

Interleukin-3, rekombinantes Maus- (rm IL-3)
lodacetamid, kristallin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

Isofluran
Isopropanol

ITS-Lésung 100x (Mischung aus 1 mg/ml Insulin,
0,55 mg/ml Transferrin, 0,5 ug/ml Natriumselenit)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,)
Kaliumhexacyanoferrat

Kanamycin

Kollagen Typ | aus Rattenschwanzen, gel6st in 0,1%

Essigsaure

Kupfersulfat

L-Prolin

Lipofectamine 2000

M199-Medium

Magnesiumchlorid (MgCly)
Magnesiumsulfat (MgSQ,)

Methanol

Minimum Essential Eagle Medium (MEM)
N-Hydroxysuccinimid-Biotin
Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid

Natriumchlorid (NaCl)-Lésung 0,9%
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPQ,) * 7 H,O
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorthovanadat (Nas;VO,)
Natriumphosphat

NP40

OptiMEM |

Paraffin (Parablast)

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin

Pepton

Phenylephrin (PE)

Phenylephrin (PE)

Phosphate-buffered saline (PBS) (steril)
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Ratiopharm, Ulm, D
AppliChem, Darmstadt, D
Roche, Basel, S

Nycomed, Miinchen, D
Immunotools, Friesoythe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

StemCell Technologies, Vancouver,

Canada

Abbott, Wiesbaden, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Fluka, Selze, D

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Gibco, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Pierce, Rockford, USA
AppliChem, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
Braun, Melsungen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck Chemicals, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
AppliChem, Darmstadt, D
Gibco, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
PAN Biotech, Aidenbach, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Gibco, Karlsruhe, D



PhE-Streptavidin

Pikrinsaurelésung 1,3%

Propidiumiodid

Rhodamin 6G-Chlorid

RNAse Out Recombinant Ribonuclease Inhibitor
Roti-Histol

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1 Acrylamid-Bisacrylamid)

Salzsaure (HCI) 37%

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Thrombin

Thrombopoietin, rekombinantes humanes (rh TPO)
Thrombopoietin, rekombinantes Maus- (rm TPO)
Toluol

Trichloressigsaure

TriFast

Trinatriumcitrat

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

Vectashield-DAPI

Vitamin B12

Xylencyanol
Zitronensaure (Anhydrat)
B-Mercaptoethanol

2.4 Enzyme

Enzym

AccuPrime Pfx DNA Polymerase (AccuPrime Pfx
SuperMix)

Antarctic Phosphatase

GoTaq Green Master Mix

Kollagenase Typ Il (280 U/mg)

Liberase Blendzyme 1

Notl-HF Restriktionsendonuklease

Pacl-HF Restriktionsendonuklease
Proteinase K

RNase A

Spel Restriktionsendonuklease

SuperScript Il Reverse Transcriptase

T4 DNA Ligase

Trypsin (Verdau fir die Massenspektrometrie)
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eBioscience, Wembley, UK
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Life Technologies, Carlsbad, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck Chemicals, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Immunotools, Friesoythe, D
Immunotools, Friesoythe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D

Peglab, Erlangen, D

AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Life Technologies, Carlsbad, USA
AppliChem, Darmstadt, D

Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Hersteller
Invitrogen, Karlsruhe, D

New England BiolLabs, Ipswich, USA
Promega, Mannheim, D
Worthington, Lakewood, USA
Roche, Basel, CH

New England BiolLabs, Ipswich, USA
New England BiolLabs, Ipswich, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

New England BiolLabs, Ipswich, USA
Invitrogen, Karlsruhe, D

New England BiolLabs, Ipswich, USA
Promega, Mannheim, D



Trypsin solution 2,5% (Verdau von adulten
Mausherzen)

Trypsin-EDTA (0,05%)
Xcml Restriktionsendonuklease

2.5 Kits

Kit

Adeno-X Rapid Titer Kit

BCA Kit

ECL

ECL Plus

EndoFree Plasmid Maxi Kit (endotoxinfrei)

Fast Start Universal SYBR Green Mastermix (ROX)

MegaCult-C Collagen and Medium without
Cytokines Kit

miRNeasy Mini Kit

miRNome microRNA Profilers QuantiMir Kits

miRVana miRNA lIsolation Kit
QIAGEN Plasmid Midi/Maxi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
SILAC-Lys4-Arg6 Kit

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit

Invitrogen, Karlsruhe, D

GIBCO, Karlsruhe, D
New England BiolLabs, Ipswich, USA

Hersteller

ClonTech, Mountain View, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
GE Healthcare, Freiburg, D
Qiagen, Hilden, D

Roche, Basel, CH

StemCell Technologies, Vancouver,
Canada

Qiagen, Hilden, D

System Biosciences, Mountainview,
USA

Ambion, Austin, USA
Qiagen, Hilden, D
Qiagen, Hilden, D
Silantes, Minchen, D
Applied Biosystems

2.6 Puffer, Losungen und Zellkulturmedien

2.6.1 Allgemeine Puffer und Losungen

BSA-Blockpuffer
Tris (1 M; pH 7,5)
NaCl

BSA

NP40

NaN;

ddH,0O
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50 ml
8,79
209
2ml
300 mg
ad 11



BSA-Waschpuffer
Tris (1 M; pH 7,5)
NaCl

BSA

NP40

ddH,0O

Citrat-Triton-X-Puffer
Zitronensaure (Anhydrat)
Triton X-100

ddH,O

CFU-MK-Farbepuffer
Natriumphosphat
Acetylthiocholiniodid
Trinatriumcitrat
Kupfersulfat
Kaliumhexacyanoferrat

DNA-Ladepuffer

50 ml
8,79
59

2ml
ad 11

199
0,5 ml
ad 100 ml

750 mM
1,73 mM
5 mM

3 mM
0,5 mM

Bromphenolblau (ca. 500bp) bzw. Xylencyanol 10 mg

(ca. 2500bp)
EDTA (0,5 M)
Glycerin
ddH,O

Eosin-Lésung (0,1%)
Eosin Y Lésung, wassrig
ddH,O

Essigsaure (100%)

Fast Green — Lésung (0,1%)

Fast Green FCF
ddH-»0

1,4 ml
3,6 ml
ad 12 ml

20 ml
80 ml
3 Tropfen

500 mg
ad 500 ml
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Laemmli-Puffer (6x)
SDS
Bromphenolblau

Tris (1 M, pH 6,8)
B-Mercaptoethanol
ddH,0O

Laufpuffer fiir Western Blots (10x)
Tris-HCI

Glycin

SDS

ddH,0O

Lysepuffer fiir Genotypisierung
Tris

EDTA

NaCl

SDS 10% (w/v)

ddH,O

Lysepuffer fiir Proteinlysate

Tris (pH 6,7)

SDS

NazVO,

Complete Mini, Proteinaseinhibitoren

Natriumchloridlésung, gesattigte
NaCl
ddH,O

Paraformaldehydlésung (4%)

Paraformaldehyd

PBS (1x)

Losung auf 60°C erhitzen
NaOH (1 M) bis pH 7,2
PBS (1x)

Lagerung bei -20°C

1,29
6 mg
0,6 ml
0,6 ml
3,1 ml

30¢g
144 g
15¢
ad 11

12,1 g/l (100mM)
1,87 g/l (5mM)
11,7 g/l (200mM)
20 ml (0.2% (w/v)
ad 11

50 mM

2%

1 mM

1 Tablette/10 ml Puffer

35,49 (6 M)
ad 100 ml

209
480 ml

ad 500 ml
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PBS (Phosphate-buffered saline) (10x)

NaCl 80 ¢
KCI 249
Na,HPO4 x 7H,O 11,59
KH2P04 2 g
ddH,0 ad 11
PBST

PBS (10x) 100 ml
Tween 20 1 mil
ddH,0O ad 11

Protein-Ladepuffer

Bromphenolblau 0,001% (m/v)
Glycerin 50%
ddH,O 50%

Puffer fir Sammelgel (4x)

Tris 6149
SDS-Ldsung (10%) 40 ml
ddH,O ad 11

HCI (37%) bis pH 6,7

Puffer fir Trenngel (4x)

Tris 182 g
SDS-Ldsung (10%) 40 ml
ddH,O ad 11

HCI (37%) bis pH 8,8

Sirius Rot — Lésung (0,01 %)

Direct Red 80 50 mg
ddH,O 15 ml
=> Filtration durch Rotilabo Rundfilter (Roth)
Pikrinsaurelésung 1,3 % 485 ml

Stripping-Puffer

Glycin 200 mM
SDS 0,1% (wiv)
HCI (37%) bis pH 2
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TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (50x)
Tris

Essigsaure

EDTA (0,5M)

ddH,O

TBS (Tris-buffered saline)-Puffer (10x)
Tris

NaCl

ddH,0O

HCI (37%) bis pH to 8,4

Transferpuffer
Tris (1M pH 8,3)
Glycin

Methanol
ddH,O

Zellzyklus-Farbepuffer

Na2HP04 * 7H20

Propidiumiodid

RNase A (flr 5 min bei 99°C hitzebehandelt,
um kontaminierende DNasen zu inaktivieren)

02M
5,7%
10%
ad 11

6149
90 g
ad 11

25 mi
11,26 g
100 ml
ad 11

134 ¢g
0,01 mg/mi
0,1 mg/mi

2.6.2 Medien, Puffer und Losungen fiir die Zellisolation und Zellkultur

Falls die Ausgangsstoffe nicht ohnehin steril waren, wurden alle Lésungen durch Filtration

(0,22 um Porengrélie; Corning, Corning, USA) entkeimt.

AMCM-Medium
BSA

P/S
BDM-Lo6sung
ITS
Glucose-Lésung
M199

BDM-L6sung
2,3-Butandionmonoxim (BDM)
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500 pl
5ml

10 ml

50 ul
5ml

ad 500 ml

500 mM



BrdU (Bromdesoxyuridin)-Losung
BrdU 230 mg
ddH,0O 74,8 ml

Calciumchloridlésungen (10 mM, 100 mM)
CaCl, 10 mM bzw. 100 mM

CBFHH (Calcium- and bicarbonate-free Hanks with Hepes)-Puffer

NaCl 137 mM
KCI 5,36 mM
MgSO4x7H,0 0,81 mM
Glucose 5,55 mM
KH,PO, 0,44 mM
Na;HPO,*7H,0 0,34 mM

NaOH bis pH 7,3

Citratpuffer
Trinatriumcitrat 3,13% (m/v) (106,4 mM)

Erythrozytenlysepuffer

NH,CI 150 mM
KHCO, 10 mM
EDTA 1 mM
pH 7,2-7,4

FLC-Medium (Kulturmedium fiir fotale Leberzellen)

FCS (10% finale Konzentration) 50 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml

rh TPO 50 ng/ml
DMEM ad 500 ml

Glucose-L6ésung (5%)

D-Glucose 5% (m/v)
LB-Medium

Pepton 109
Hefeextrakt 5¢

NaCl 5¢
NaOH (1 N) 1 ml
ddH,O ad 11
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LB-Agar
Agarose
LB-Medium

NRCM-Basismedium
MEM

Vitamin B,

NaHCO;

ddH,0

pH 7,3

NRCM-Kulturmedium

FCS (0,1% oder 5% finale Konzentration)

Penicillin/Streptomycin
BrdU
NRCM Basismedium

NRCF/ARCF-Kulturmedium

FCS (0,1%, 1% oder 10% finale
Konzentration)

Penicillin/Streptomycin
NRCM Basismedium

NRCM-Trypsin-Losung

Trypsin (BD)

DNase (10 ml/ 5 ml 0,15 M NaCl)
Penicillin/Streptomycin

CBFHH

Perfusionspuffer-Vorlésung
NaCl

KCI

KH,PO,
Na;HPO,
MgSO,x7H,0
NaHCO;
KHCO;
Phenol red
Taurine
HEPES buffer
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15¢
ad 11

10,8 g
1 ml
350 mg
ad 11

0,5 ml oder 25 ml
5ml

5 ml

ad 500 ml

0,5 ml, 5 ml oder 50 ml

5ml
ad 500 ml

200 mg
2ml

2ml

ad 200 ml

113 mM
4,7 mM
0,6 mM
0,6 mM
1,2 mM
12 mM
10 mM
0,032 mM
30 mM

1 mM



Perfusionspuffer
Perfusionspuffer-Vorlésung
BDM-Lo6sung

Puffer P1
Perfusionspuffer-Vorlésung
FCS

CacCl, solution 10 mM

Puffer P2
Perfusionspuffer-Vorlésung
FCS

CacCl, solution 10 mM

Verdauungspuffer (adulte Rattenherzen)
Perfusionspuffer-Vorlésung
Calciumchloridlésung 100 mM
Kollagenase Typ Il (280 U/mg)

SILAC-Medium

DMEM (aus SILAC-Lys4-Arg6-Kit)
Dialysiertes FCS (aus SILAC-Lys4-Arg6-Kit)
L-Glutamin (aus SILAC-Lys4-Arg6-Kit)
Lys-4 bzw. Lys-0 (aus SILAC-Lys4-Arg6-Kit)
Arg-6 bzw. Arg-0 (aus SILAC-Lys4-Arg6-Kit)
L-Prolin

Penicillin/Streptomycin

Tyrode’s Puffer

NaCl

KCI

NaHCO;

Glucose

HEPES

HCI bis pH 6,5 bzw. pH 7,4

288 ml
6 ml

9 ml
1 mi
12,5 ul

47,5 ml
2,5 ml
62,5 ul

20 ml
6 ul
70 mg

10% bzw. 1%
2mM

0,798 mM
0,398 mM
200 mg/Il
1/100 (v/v)

137 mM
2,8 mM
12 mM
5,5 mM
10 mM



3 METHODEN

3.1 Allgemeine Kultivierung und Passagierung von Zellen

Primare Zellen und Zellinien wurden in Zellkulturgefallen (falls nicht anders angegeben
Nunclon-beschichtet, Thermo Scientific, Bonn, D) in befeuchteten Inkubatoren bei 37°C
kultiviert. Die CO,-Konzentration wurde dabei passend zum jeweiligen Zellmedium gewahlt.
Zur Passagierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann mit Trypsin-EDTA
inkubiert. Wenn die Zellen begannen sich abzulésen, wurde Zellmedium zugegeben und die
Zellen resuspendiert. Nach Zentrifugation (5 min, 200 x g) wurde das Zellpellet im jeweiligen
Zellmedium resuspendiert, gegebenenfalls die Lebendzellzahl mittels Trypanblaufarbung
(Countess Cell Counter, Invitrogen, Karlsruhe, D) bestimmt und die Zellen ausgesat. Im Fall
von SILAC-gelabelten Zellen (Abschnitt 3.8.1) wurden die Zellen vor dem Aussaen mit PBS

gewaschen.

3.2 Experimente mit kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten

3.2.1 Isolation von kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten aus

neonatalen Ratten

Neonatale Rattenkardiomyozyten und kardiale Fibroblasten (engl. NRCM bzw. NRCF)
wurden aus 1-2 Tage alten Sprague Dawley-Ratten durch enzymatischen Verdau gewonnen.
Alle Vorgange wurden in einer sterilen Umgebung durchgefihrt. Nach der Entnahme wurden
die Herzen in eine 10 cm Zellkulturschale mit CBFHH-Puffer tberfihrt, die fir die nachsten
Schritte auf Eis gestellt wurde. Nach der Entfernung der Vorhofe wurden die Herzen in kleine
Teile geschnitten und mit 15 ml Trypsinlésung fir 20 min bei Zimmertemperatur (RT) auf
einem Magnetrihrer inkubiert. Die Lésung wurde verworfen und das Gewebe flr weitere 10
min unter Ridhren in 10 ml frischer Enzymlésung verdaut. Die Suspension wurde vorsichtig
10x auf- und abpipettiert und der Uberstand in ein mit 7,5 ml FCS gefiilites Rohrchen
Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei 37°C im Wasserbad gelagert. Dieser
Vorgang wurde mit frischer Trypsinldsung so oft wiederholt, bis die Herzen fast komplett
verdaut waren. Die isolierten Zellen in dem Réhrchen wurden pelletiert (800 x g, 10 min, RT)
und in 40 ml NRCM Pre-Plating-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension filtriert (40 ym PorengroRe; BD, Heidelberg, D), je 10 ml des Filtrats in eine
10 cm Zellkulturschale transferiert und in einem befeuchteten Inkubator inkubiert (1 h, 1%
CO,, 37°C). Fibroblasten adharieren wahrend dieses Schritts am Boden der Zellkulturschale,
wahrend Kardiomyozyten im Uberstand verbleiben. Der kardiomyozytenhaltige Uberstand

wurde in ein neues Roéhrchen Uberflihrt und die Lebendzellzahl mit Trypanblaufarbung
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ermittelt (Countess Cell Counter). Die Kardiomyozytensuspension wurde mit 1% FCS
NRCM-Kulturmedium auf die gewlinschte finale Zellmenge verdinnt, in 96-Well-Platten

ausgesat und die Zellen bis zur weiteren Verwendung bei 37°C/1% CO, inkubiert.

Die Zellkulturschalen mit den adharenten Fibroblasten wurden dagegen mit 12 ml PBS
gefillt und 5 min bei 37°C und 150 Umdrehungen pro Minute (rpm) geschittelt. Die dabei
abgeldsten Zellen wurden in 3 Waschschritten mit jeweils 6 ml PBS entfernt und die
adharenten Fibroblasten in NRCF/ARCF-Kulturmedium mit 10% FCS (RNA-/Protein-
praparation und Myofibroblastenumwandlung) oder 1% FCS (alle anderen Experimente) bei
37°C/1% CO; inkubiert.

3.2.2 Isolation von kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten aus adulten
Ratten

Adulte Rattenkardiomyozyten und kardiale Fibroblasten (engl. ARCM bzw. ARCF) wurden
aus Sprague Dawley-Ratten durch Perfusion des isolierten Herzens mit einer
Verdauungslosung gewonnen. Die ganze Prozedur wurden unter sterilen Bedingungen

durchgefihrt und die Puffer vor Benutzung auf 39°C erwarmt.

Zuerst wurden die Tiere mit Isofluran (4%) und einer intraperitonealen Injektion von Xylazin
(80 mg/kg) und Ketamin (12 mg/kg) betdubt und die Herzen entnommen. AnschlieRend
wurde die Aorta kandliert und die Koronararterien retrograd 3 min mit Perfusionspuffer
gefolgt von weiteren 28 min mit Verdauungspuffer bei einer Flussrate von 2,5 mi/min
perfundiert. Anschlieend wurden Atrien und grofRRe Blutgefalle entfernt, die Ventrikel
kleingeschnitten, 15 ml Puffer P1 zugegeben und die Gewebestiicke durch Auf- und
Abbewegen mit einer Spritze flir 3 min weiter dissoziiert. Die Zellsuspension wurde filtriert
(100 um Porengréfie; BD, Heidelberg, D) und flr 10 min bei 37°C inkubiert, damit sich die
Kardiomyozyten absetzen konnten. Um die restlichen Herzmuskelzellen nicht zu verlieren,
wurde der Uberstand abgenommen, zentrifugiert (1 min, 55 x g) und das Pellet mit dem
Sediment im Puffer P2 vereinigt. Die folgende Ca?* (CaCl,)-Rekonstitution erfolgte
schrittweise (2x 50 yl 10 mM, 100 uyl 10 mM, 30 pl 100 mM, 50 pl 100 mM; nach jeder
Zugabe 4 min Inkubation), um eine finale Ca**-Konzentration von 100 pM zu erreichen. Nach
erneuter Sedimentation (10 min, 37°C) und anschlieBender Pelletierung des Uberstands
(1 min, 55 x g) wurden die Zellen in Pre-Plating-Medium 1-2 h bei 37°C und 1% CO,
inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Kardiomyozyten pelletiert (1 min, 55 x g).

Fur eine anschlieRende RNA-Isolierung wurden sie direkt in TriFast resuspendiert.

Nach dem ersten Zentrifugationsschritt zum Sammeln der ARCM wurde der Uberstand 5 min

bei 250 x g zentrifugiert, um die ARCF zu pelletieren. Das Pellet wurde in 10% FCS
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NRCF/ARCF-Kulturmedium resuspendiert, je 10 ml davon in eine 10 cm Zellkulturschale
transferiert und 2 h bei 37°C/1% CO, inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten vorsichtig
zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, um kontaminierende Zellen zu entfernen. Die adharenten
Fibroblasten wurden entweder sofort in TriFast resuspendiert oder in NRCF/ARCF-
Kulturmedium mit 10% FCS bei 37°C/1% CO, kultiviert.

3.2.3 Isolation von kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten aus adulten

Mausen

Adulte Mauskardiomyozyten und kardiale Fibroblasten (engl. AMCM bzw. AMCF) wurden
aus C57BL/6N-Mausen durch Perfusion des isolierten Herzens mit einer Verdauungslésung
gewonnen. Die Prozedur erfolgte analog zur Isolation aus adulten Ratten (Abschnitt 3.2.2)
mit den folgenden Anderungen: 5 min vor der Entnahme der Herzen wurde den M&usen
intraperitoneal ein Gemisch aus 50 pl Heparinldsung und 250 pl 0,9%iger NaCl-Lésung
verabreicht. Der verwendete Verdauungspuffer enthielt Liberase Blendzyme 1 (60 pg/ml) und

Trypsin solution (5,56 pl/ml) anstatt Kollagenase und die Perfusion dauerte lediglich 9 min.

3.2.4 Modulation der MicroRNA-Konzentration und Transfektion mit siRNA

Vor Beginn der Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Die Transfektion von
25nM MicroRNA-Mimics (Pre-miR™ miR-199a-3p bzw. Negative Control #1; Applied
Biosystems, New Jersey, USA), 100 nM Antimirs oder 25 nM siRNA (Rn_Ywhae 3
FlexiTube siRNA bzw. Allstars negative Control siRNA; Qiagen, Hilden, D) erfolgte mit
Lipofectamine 2000 gemal den Herstellerangaben. Der finale Transfektionsansatz bestand
hierbei aus gleichen Teilen von normalem Zellmedium (ohne P/S) und OptiMEM | sowie
einer finalen FCS-Konzentration von 1%. Die einzige Ausnahme bildete hier das SILAC-
Experiment (Abschnitt 3.8.1), bei dem SILAC-DMEM statt OptiMEM | eingesetzt wurde, um
eine Kontamination mit unmarkierten Aminosauren zu vermeiden. 6 h nach der Transfektion
wurde das Transfektionsgemisch durch das jeweils angegebene Zellmedium ersetzt. Die
MicroRNA-Inhibition durch Antagomirs (500 nM Endkonzentration) erfolgte durch Zugabe ins

Medium.

3.2.5 Messung der *H-Thymidininkorporation

Einen Tag (NRCF) bzw. mindestens 3 Tage (ARCF) nach Isolation wurden die Zellen in 48-
Well-Zellkulturplatten in einer Konzentration von 12.000 (NRCF) bzw. 10.000 (ARCF) Zellen
pro Well in NRCF/ARCF-Kulturmedium mit 1% FCS ausgesat. Analog wurden NIH 3T3-
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Fibroblasten in einer Dichte von 2.500 Zellen pro Well ausgesat. Die Modulation der
MicroRNA-Konzentration bzw. die Transfektion mit siRNA wurde am Folgetag durchgefiihrt
wie im Abschnitt 3.2.4 beschrieben und die Zellen danach in Medium mit 10% FCS (3T3:
1% FCS) kultiviert. 48 h nach Beginn der Behandlung wurde das Zellmedium durch neues
Medium ersetzt, das zuséatzlich 1 puCi/ml *H-Thymidin enthielt. Nach weiteren 24 h in Kultur
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann in eiskalter 5% (w/v)
Trichloressigsaure fir mindestens 1 h bei 4°C inkubiert, um die genomische DNA zu
prazipitieren. Nach einem Waschschritt mit eiskaltem PBS wurden die Zellen in 0,2 M
Natronlauge 30 min bei 37°C unter em Schdtteln lysiert. AnschlieRend wurden die Lysate mit
Szintillationsflissigkeit (Rotiszint eco plus, Roth, Karlsruhe, D) gemischt und die radioaktive
Strahlung in einem B-Zahler (TriCarb 2100 TR, PerkinElmer, Rodgau, D) bestimmt.

3.2.6 Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse

Unmittelbar nach Isolation wurden NRCF trypsinisiert und in 6-Well-Zellkulturplatten in
NRCF/ARCF-Kulturmedium mit 1% FCS ausgesat (150.000-200.000 Zellen/Well). Die
Transfektion mit MicroRNA-Mimics wurde am Folgetag durchgefiihrt wie in Abschnitt 3.2.4
beschrieben und die Zellen danach in Medium mit 1% FCS gehalten. 42 h nach Transfektion
wurde das Zellmedium durch Medium ersetzt, das entweder 1% oder 10% FCS enthielt, um
den Zellzyklus unterschiedlich stark zu stimulieren. 72 h nach Transfektion, d.h. 30 h nach
Beginn der Stimulation, wurden die Zellen trypsinisiert, 5 min bei 300 x g zentrifugiert und
das Pellet in Citrat-Triton-X-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von -20°C kaltem Ethanol in
einer finalen Konzentration von 70% und anschlieRendes Vortexen fir circa 2 sek wurden
die Zellen fixiert und konnten anschlieRend bei Bedarf mehrere Wochen lang gelagert
werden. Fiur die Farbung wurden die Zellen erneut 5 min bei 300 x g zentrifugiert und in
einem sehr kleinen Volumen (40 ul) Citrat-Triton-X-Puffer resuspendiert. Danach wurde die
Zellsuspension mit der sechsfachen Menge Zellzyklus-Farbepuffer gemischt und 15 min bei
RT im Dunklen inkubiert. Die Messung der Propidiumiodidfluoreszenz erfolgte mit einem
FACSCalibur Durchflusszytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA). Die Zuordnung
der Ereignisse zu den Zellzyklusphasen und die Entfernung von Zellaggregaten erfolgte Gber
die Analyse der Signalflache (FL2-A, engl. area) und -breite (FL2-W, engl. width) in Weasel,

Version 3.0'%°).

3.2.7 Umwandlung in Myofibroblasten

24 h nach Isolation wurden NRCF in NRCF/ARCF-Kulturmedium mit 10% FCS in
mikroskopietauglichen 96-Well-Platten ausgesat (20.000 Zellen/Well). 24 h spater erfolgte
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die MicroRNA-Modulation wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben. Bis 48 h nach der
Behandlung wurden die Zellen in Medium mit 10% FCS kultiviert und anschlieRend mit PFA
fixiert und mit einem Antikdrper gegen a-smooth muscle actin sowie DAPI gefarbt (siehe
Abschnitt 3.7.1). Die Bildaufnahme erfolgte mit einem AxioObserver.Z1-Mikroskop und
einem 20x-Objektiv.

3.2.8 Myozytenhypertrophie bei Behandlung mit Fibroblasten-

konditioniertem Medium

4 bis 6 Tage nach lIsolation wurden ARCF in 6-Well-Zellkulturplatten in NRCF/ARCF-
Kulturmedium mit 10% FCS ausgesat (120.000 Zellen/Well). 24 h spater erfolgte die
MicroRNA-Modulation wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben. Bis 48 h nach Behandlung
wurden die Zellen in Medium mit 1% FCS kultiviert, anschliellend mit PBS gewaschen und
frisches Medium mit 0,1% FCS zugegeben. Parallel dazu wurde Medium, das spater als
Kontrolle dienen sollte, in leeren Zellkulturschalen im Inkubator gelagert. 24 h spater wurde
das konditionierte Medium gesammelt und bei 4°C fur kurze Zeit gelagert oder frisch

weiterverwendet.

Fir die Untersuchung der Myozytenhypertrophie wurden frisch isoliete NRCM in 5% FCS
NRCM-Kulturmedium in  mikroskopietauglichen  96-Well-Platten ausgesat (20.000
Zellen/Well). Am folgenden Morgen wurde das Medium durch solches mit 0,1% FCS ersetzt.
8 h spater wurden die Zellen fir einen Zeitraum von 48 h mit fibroblastenkonditioniertem
Medium, unkonditioniertem Medium oder unkonditioniertem Medium mit 50 uM Phenylephrin
behandelt. Die PFA-Fixierung und die Farbung mit einem Antikérper gegen a-Aktinin und
DAPI erfolgte wie in Abschnitt 3.8.1 beschrieben.

Die ZellgréRenanalyse erfolgte nach einem von uns bereits beschriebenen
vollautomatisierten Verfahren.®® Zusammengefasst wurden hier mit einem AxioObserver.Z1-
Mikroskop (Zeiss, Jena, D) und MetaMorph Software (Molecular Devices, Downingtown,
USA) an vier vordefinierten Positionen pro Well Aufnahmen mit einem 10x-Objektiv gemacht.
a-Aktinin-positive Zellen werden von der Software erkannt und die durchschnittliche

Zellgrolie in jeder Bedingung analysiert.

3.2.9 Behandlung von Zellen fiir die Analyse der Ywhae-Expression

Fur die Messung der Ywhae-Expression auf mRNA- und Proteinebene wurden NRCF nach
der Isolation 4 bis 7 Tage in NRCF/ARCF-Kulturmedium mit 10% FCS gehalten. Fur Real
Time PCR-Analysen wurden die Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten in 10% FCS NRCF/ARCF-

33



Kulturmedium ausgesat (100.000 Zellen/Well), am folgenden Tag transfiziert wie in
Abschnitt 3.2.4 beschrieben und anschlieffend in Medium mit 10% FCS gehalten. 48 h nach
der Transfektion wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und daraus Proben flr die
Real Time PCR hergestellt (siehe Abschnitte 3.5.7 und 3.5.8). Fir Western Blot-Analysen
wurden die Zellen stattdessen in Zellkulturschalen mit 6 cm Durchmesser in 10% FCS
NRCF/ARCF-Kulturmedium ausgesat (200.000 Zellen/Well) ausgesat und anschlieRend
transfiziert und gehalten wie zuvor beschrieben. 72 h nach Transfektion wurden die Zellen
mit eiskaltem PBS gewaschen und daraus Proben fir die Western Blot-Analyse hergestellt
(siehe Abschnitt 3.6).

3.3 Untersuchungen an isolierten Megakaryozyten

3.3.1 Isolation von adulten Knochenmarkszellen

Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten soweit moglich unter Sterilbedingungen.
Oberschenkelknochen von 12 Wochen alten Mausen wurden explantiert, gereinigt und kurz
in 80%igen Ethanol getaucht. AnschlieBend wurden die Enden abgeschnitten und das
Knochenmark mit eiskaltem PBS mit 2% FCS und 2 mM EDTA ausgespult. Nach einer
Filtration (70 um Porengroéflke; BD, Heidelberg, D) wurde die Zellsuspension zentrifugiert
(5min, 400 x g, 4°C) und das Pellet in Erythrozytenlysepuffer resuspendiert. Nach
5-mindtiger Inkubation auf Eis wurde die Lyse durch Zugabe von PBS mit 2% FCS beendet
und erneut zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4°C). Nach zwei Waschschritten mit PBS und jeweils
anschlieBender Zentrifugation wurde das Zellpellet in PBS resuspendiert und die

Lebendzellzahl mit Trypanblau-Farbung ermittelt (Countess Cell Counter) bestimmt.

3.3.2 Bildung von CFU-MK-Kolonien

Knochenmarkszellen wurden isoliert wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben. Die Anzahl von
colony-forming unit —Megakaryozyten (CFU-MK) wurde mit dem Megacult-C-Kit gemaR den
Herstellerangaben bestimmt. Zusammengefasst wurden pro Tier 1x10°
Knochenmarkszellen pro Well einer 6-Well-Platte in Duplikaten ausgesat. Das (spater fest
werdende) Medium bestand dabei aus Megacult-C-Medium mit Kollagenlésung, 50 ng/ml
rm TPO und 10 ng/ml rm IL-3. Nach 7 Tagen in einem Zellinkubator bei 37°C und 5% CO,
wurden die Zellen 5 min mit eiskaltem Aceton fixiert und anschlieBend mit CFU-MK-
Farbepuffer im Dunklen 4 h bei RT inkubiert. Kolonien, die aus mindestens drei braun

gefarbten Zellen bestanden, wurden als CFU-MK-Kolonien gewertet.
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3.3.3 Proplattchenbildung

Fotale Leberzellen wurden am Tag 14,5-15,5 der Embryonalentwicklung von Mausen isoliert.
Hierzu wurde die Leber aus dem Foétus entnommen, mit einer 22 Gauge-Nadel in 2 ml FLC-
Medium dispergiert und durch einen Filter gestrichen (70 um PorengréRe; BD, Heidelberg,
D). Anschlielend wurde die Zellsuspension in eine 6-Well-Platte flr Suspensionszellkultur
Uberfuhrt und tUber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
Zellen resuspendiert und 5 min bei 400 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
frischem FLC-Medium resuspendiert, die Zellzahl bestimmt (Countess Cell Counter) und auf
2 x 10° Zellen/ml eingestellt. 400 pl Zellsuspension wurden in Triplikaten pro Well einer 24-
Well Platte fir Suspensionszellkultur ausgesat und erneut bei 37°C und 5% CO, kutliviert. 5
Tage nach Isolation wurden Proplatichen-bildende MKs in einem Hellfeldmikroskop

ausgezahilt.

3.3.4 Ausbreitung auf Extrazellularmatrix

Fotale Leberzellen wurden isoliert wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben, wobei am Tag nach
der Isolation 2 ml Zellsuspension in einer 6-Well-Platte fir Suspensionszellkultur ausgesat
wurden. 5 bis 6 Tage nach der Isolation wurden die Zellen resuspendiert und auf einen BSA-
Gradienten (2 ml 3% BSA in PBS + 2 ml 1,5% BSA in PBS + 2 ml PBS in 15 ml-Rdhrchen)
geladen. Nach 30 min Inkubation bei 37°C und 5% CO;, wurden die sedimentierten Zellen
(angereicherte MKs) in PBS resuspendiert, um das BSA zu entfernen, und 4 min bei 100 x g
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in einem kleinen Volumen DMEM mit 10%
FCS und P/S aufgenommen und in mikroskopietauglichen 96-Well-Platten (Ibidi) ausgesat,
die zuvor mit Fibronektin (20 pg/ml), Fibrinogen (100 pg/ml), Kollagen Typ | aus
Rattenschwanzen (25 ug/ml) oder 1,5 % BSA beschichtet worden waren. Nach 3 h
(Kollagen) bzw. 5 h (Fibronektin, Fibrinogen) Kultur bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen
durch Zugabe eines gleichen Volumens Paraformaldehydlésung fixiert. Hellfeldbilder wurden

mit einem AxioObserver.Z1-Mikroskop und einem 20x-Objektiv aufgenommen.

3.4 Untersuchungen an isolierten Blutplattchen

3.4.1 Bestimmung der peripheren Blutplattchenanzahl

Die Konzentration und das Zellvolumen von Blutplatichen wurde mit einem Hamozytometer

(Sysmex, Norderstedt, D) bestimmt.

35



3.4.2 Praparation von Blutplattchen

Mause wurden mit Isofluran an&sthesiert und Blut entweder aus dem retroorbitalen
Venenplexus oder intrakardial entnommen. Fur RNA-Extraktion, Flusskammer- und
Thrombusretraktionsversuche wurde Blut im Verhaltnis 1:9 mit Citratpuffer versetzt. Fir alle
anderen Experimente erfolgte die Antikoagulation durch Heparin in 20 U/ml finaler
Konzentration. Das Blut wurde danach entweder zweimal in einer Tischzentrifuge 5 min und
10 min bei 50 x g oder einmalig in einer groReren Zentrifuge 20 min bei 68 x g jeweils bei
ausgeschalteter Bremse zentrifugiert, um plattchenreiches Plasma (PRP) aus dem oberen
und mittleren Abschnitt des Buffy coats Uber der Erythrozytenphase zu gewinnen.
AnschlieRend wurde das PRP mit dem etwa doppelten Volumen Tyrode’s Puffer (pH 6,5)
vermengt und in einer Tischzentrifuge 5 min bei 1000 x g mit Bremse zentrifugiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit Tyrode’s Puffer (pH 6,5) wurden die Platichen erneut im
gleichen Puffer resuspendiert, um gewaschene Blutplatichen zu erhalten. Falls nétig, wurde

die Plattchenzahl hamozytometrisch bestimmt.

3.4.3 Lichttransmissionsaggregometrie

Gewaschene Blutplattchen wurden mit dem doppelten Volumen Tyrode’s Puffer (pH 7,4) und
je 1 mM Ca®" und Mg?* versetzt, um eine finale Plattchenkonzentration von 1 x 10® /ml zu
erhalten. AnschlieBend wurden die Blutplattchen mit Horm-Kollagen, Thrombin oder
Convulxin stimuliert und die Lichttransmission in einem Zweikanalaggregometer (Chrono-

Log, Havertown, USA) Uber einen Zeitraum von 10 min aufgenommen.

3.4.4 Impedanzbasierte Aggregometrie

Impedanzbasierte Aggregometrie wurde mit Hirudin-behandeltem Blut in einem Multiplate
Analyzer (Dynabyte Medical, Minchen, D) gemal den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Stimulation erfolgte in diesem Fall mit den zugehdérigen Reagenzien von Roche. Fir die

Auswertung der Aggregationsantwort wurde die Area under the curve (AUC) verwendet.

3.4.5 Thrombusretraktion

Platichenreiches Plasma wurde mit dem dreifachen Volumen Tyrode’s Puffer (pH 7,4)
gemischt und wenige ul rote Blutzellen zugegeben, um den Kontrast des Thrombus zu
erhohen. AnschlieRend wurden die Proben mit 0,75 U/ml Thrombin und 4 mM CaCl, unter
leichtem Schiitteln aktiviert und in Aggregometrierdhrchen (Chrono-Log, Havertown, USA)

ohne Ruhren bei 37°C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Fotografien
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aufgenommen und mit Image J (National Institutes of Health, Bethesda, USA) die

Thrombusflache relativ zur Gesamtflache der Probe ermittelt.

3.4.6 Flusskammerversuch

Flusskammern (u-slide VI°'; Ibidi) wurden mit 250 pg/ml Horm-Kollagen 1,5 h bei 37 °C
beschichtet. Anschlielend wurde Uberschissiges Kollagen mit PBS abgewaschen. Blut
wurde im Verhaltnis 1:9 mit Citrat antikoaguliert und mit 1/20 Volumen Rhodamin 6G-Chlorid
15 min bei 37°C gefarbt. Nach der Zugabe von Ca®" in 1 mM Endkonzentration wurde das
Blut 3 min bei einer Scherrate von 1000 sek™ durch die Flusskammer perfundiert. Nach
einen 3-mindtigen Waschvorgang mit PBS wurden Fluoreszenzbilder mit einem
AxioObserver.Z1 Mikroskop und einem 10x Objektiv aufgenommen und die von

Blutplattchen bedeckte Flache mit Image J quantifiziert.

3.4.7 Durchflusszytometrische Messung von Plattchenrezeptoren und

Aktivierungsmarkern

Gewaschene Blutplattchen wurden mit den jeweils angegebenen fluorophorgekoppelten
Antikérpern und gegebenenfalls Thrombin bzw. Convulxin in Tyrode’s Puffer (pH 7,4) 20 min
bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte an einem

FACSCalibur Durchflusszytometer (BD Biosciences).

3.5 Methoden zur DNA- und RNA-Analyse

3.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren wurden mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese entsprechend ihrer
GroRe aufgetrennt. Ethidiumbromid, das sequenzunspezifisch in doppelstrangige DNA
interkaliert, diente zur Visualisierung des resultierenden Bandenmusters unter UV-Licht
(312 nm).

Fur die Herstellung von Agarosegelen wurde Agarose in der gewlinschten Endkonzentration
in 100 ml 1x TAE-Puffer bis tzur vorllstandigen Auflésung erhitzt. Wenn sich die Lésung bis
auf Handwarme abgekihlt hatte, wurde Ethidiumbromid (1 mg/ml, 10 ul) zugegeben und die
Losung in Gelschlitten mit entsprechenden Taschenformern (Peqglab, Erlangen, D)
gegossen. Nach dem Ausharten der Gele wurden mit DNA-Ladepuffer versetzte Proben
zusammen mit einem Grélkenstandard (New England BiolLabs) aufgetragen und die

Elektrophorese bei ca. 130 V in Laufkammern mit 1x TAE-Puffer durchgefiihrt. Die
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Visualisierung erfolgte in einem UV-Geldokumentationsgerat (Decon Science Tec,
Hohengandern, D). Die DNA-Extraktion aus ausgeschnittenen Gelstlicken erfolgte nach den

Herstellerangaben mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit.

3.5.2 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli Zellen und

Plasmidpraparation

Plasmid-DNA bzw. Ligationsprodukte (max. 100 ng) wurden zu einem auf Eis aufgetauten
Aliquot von elektrokompetenten DH10B-Zellen (50 pl) gegeben und die Zellsuspension in
eine Glaskivette (Gene Pulser 0,1 cm Kuvette; BIO-RAD, Minchen, D) Uberfihrt. Die
Bakterien wurden einem kurzen elektrischen Puls (1,8 kV; Gene Pulser, BIO-RAD)
ausgesetzt und unmittelbar danach mit 400 yl warmem LB-Medium versetzt. Wahrend der
folgenden Stunde wurde die Zellsuspension bei 37°C und 400 rpm geschuttelt und
anschlieBend das gewlnschte Volumen auf einer LB-Agar-Platte mit dem passenden
Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin; 33 pg/ml Kanamycin) ausplattiert. Die Platte wurde
danach Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Fur die Gewinnung von Plasmid-DNA wurde ein Bakterienklon von der Agarplatte zum
Animpfen von 4 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin; 33 ug/ml Kanamycin) verwendet und
die Suspension bei 37°C und 100 rpm Uber Nacht geschittelt. Fir gréliere Ansatze wurden
3 ml dieser Vorkultur in 100 ml antibiotikumhaltiges Medium Uberflhrt und erneut tGber Nacht
inkubiert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte im Anschluss mit QIAGEN Plasmid Midi
bzw. Maxi Kits gemal den Herstellerangaben. Die DNA-Konzentration wurde an einem

Nanodrop Spektrophotometer ND 1000 (Peglab, Erlangen, D) bestimmt.

3.5.3 Restriktionsverdau und DNA-Ligation

Die gewiinschte DNA-Menge wurde mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen (ca.
10 U pro ug DNA) und dem mitgelieferten Reaktionspuffer ca. 1,5 h bei 37°C inkubiert. Die
Produkte wurden auf Agarosegelen aufgetrennt, unter UV-Licht Kkontrolliert und

gegebenenfalls gewlinschte Fragmente aus Gelstlicken eluiert (siehe Abschnitt 3.5.1).

DNA-Ligationen wurden mit T4 DNA-Ligase im zugehdrigen Puffer durchgefiihrt. Hierfir
wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul etwa 50 ng eines verdauten Vektors und die 3-
bis 10-fache Menge an verdautem Insert eingesetzt und der Gesamtansatz entweder 2 h bei
25°C oder 16 h bei 16°C inkubiert. Ligationsprodukte wurden in der Regel zur
Transformation von Bakterien verwendet und die Identitdt von Klonen durch

Antibiotikaresistenz, Restriktionsverdau oder Sequenzierung Uberprift. Falls nur ein
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Restriktionsenzym eingesetzt wurde, wurde der verdaute Vektor vor der Ligation mit
Antarctic Phosphatase und entsprechendem Puffer inkubiert (30 min bei 37°C, 30 min bei
50°C und anschliefiend 5 min bei 65°C), um ihn zu dephosphorylieren und damit eine Re-

Ligation des Vektors zu verhindern.

3.5.4 DNA-Sequenzierung

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden von MWG Biotech durchgefihrt. Hierflir wurden
DNA-Proben in einer Konzentration von ca. 1000 ng/pl an die Firma geschickt und mit
passenden Primern sequenziert. Der Abgleich der Ergebnisse mit den gewilnschten

Sequenzen fand in MacVector (Cary, USA) statt.

3.5.5 Herstellung von MicroRNA-Fluoreszenzreporterkonstrukten

Ein freundlicherweise von Prof. Dr. Markus Stoffel (ETH Zlrich) zur Verfigung gestellter
Vektor diente als Ausgangsplasmid fiir die Herstellung des miR-199-3p-Reporters (siehe
Abbildung 7A). Um die darin vorhandenen miR-22-Bindestellen durch miR-199-3p-
Bindestellen zu ersetzen, wurde eine 247 bp lange DNA-Sequenz synthetisiert (GeneArt,
Regensburg, D), die zwei komplementare miR-199-3p-Bindestellen enthielt und ansonsten
homolog zu einem Bereich des Ausgangsvektors war. Durch den Verdau mit den
Restriktionsenzymen Spel und Xcml, deren Erkennungssequenzen sich am Rand der
synthetisierten Sequenz und im Vektor befanden, und anschlielende Ligation wurde die
gewlinschte Sequenz in den Vektor eingebracht und endotoxin-freie Plasmid-DNA

hergestellt.

Adenovirale Vektoren wurden mit dem ViraPower Adenoviral Expression System (Invitrogen)
hergestellt. Hierflr wird erst ein relativ kleiner Entry-Vektor hergestellt, und die gewlinschte
Sequenz dann in einen Destinationsvektor Uberfiihrt, der zusatzliche Sequenzen fir die
Virusproduktion enthalt. Beide Vektoren wurden mit der Gateway-Technologie hergestellt,
bei der sogenannte att-Stellen spezifisch miteinander reagieren (BP- bzw. LR-
Rekombination). Es wurde zuerst versucht, den gesamten relevanten Bereich (Promotoren,
fluorophorkodierende Sequenzen, MicroRNA-Bindestellen und Polyadenylierungsstellen)
durch eine PCR mit AccuPrime Pfx DNA Polymerase und Primern mit att-Stellen zu
amplifizieren und das Produkt mittels BP-Reaktion in ein pDONR221-Plasmid (Invitrogen) zu
Uberfihren, der damit zum Entry-Vektor wirde. Dabei gingen allerdings bei allen Versuchen
die Promotorbereiche verloren. Es ist daher zu vermuten, dass die beiden identischen
Promotorregionen eine Sekundarstruktur bilden, die von der Polymerase Ubersprungen wird.

Um den fehlenden Bereich zu ersetzen, wurde mittels Restriktionsverdau und Ligation ein
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von Notl-Schnittstellen begrenztes Fragment, das die kompletten Promotorregionen enthielt,
aus dem originalen miR-199-3p-Reporter-Plasmid in den unvollstandigen Entry-Vektor
kloniert. Mittels einer LR-Reaktion wurde die gewtlinschte Region aus diesem (korrekten)
Vektor dann in den pAd-PL-DEST Destinationsvektor (Invitrogen) Gberfihrt. Die
Virusproduktion geschah gemafR den Empfehlungen zum ViraPower Adenoviral Expression
System. Zuerst wurde der Vektor mit dem Restriktionsenzym Pacl verdaut, um die inverted
terminal repeats freizulegen, die flr die Virusreplikation und —verpackung wichtig sind. Das
Produkt wurde mit Lipofectamine 2000 in HEK293-Zellen transfiziert und der Virus Uber drei
Passagen amplifiziert. Der Virustiter im Uberstand der dritten Passage wurde mit dem
Adeno-X Rapid Titer Kit in HEK293-Zellen bestimmt.

3.5.6 Genotypisierung von miR-223-defizienten Mausen

Fur die Genotypisierung wurde adulten Mausen oder Féten eine circa 2 mm grolRe
Gewebebiopsie enthommen und in 500 pl Lysispuffer bei 55°C und 900 rpm geschittelt. Am
folgenden Tag wurden die Proben mit 250 ul gesattigter Natriumchloridiésung versetzt, kurz
geschiittelt und 10 min aus Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (2 min, 20.000 x g, 4°C) wurde
der Uberstand in ein neues GefaR lberfiihrt, 650 pl Isopropanol zugegeben und die Proben
invertiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 20.000 x g, 4°C) wurde der Uberstand
verworfen und die prazipitierte genomische DNA durch Zugabe von 500 pl 70% Ethanol
gewaschen. Anschlielend wurden die Proben erneut zentrifugiert (5 min, 20.000 x g, 4°C),

der Uberstand verworfen und die DNA in 500 ul Wasser aufgeldst.

Fur die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) wurde ein
gemeinsamer Reaktionsansatz fir Mannchen (nur ein X-Chromosom, d.h. nur ein Mir223-

Allel) bzw. zwei Ansatze fir Weibchen hergestellt:

Ansatz fir Mannchen:

Substanz Volumen
Primer mir223rev (10 uM) 1l
Primer mir223fwd (10 uM) 1l
Primer Neofwd (10 uM) 1l
GoTaq Green Master Mix 10 pl
Aqua dest. 5ul
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Ansatze fur Weibchen:

Substanz Volumen
Primer mir223rev (10 uM) 1l
Primer mir223fwd (10 uM) 1l

bzw. Primer Neofwd (10 uM)

GoTaq Green Master Mix 10 pl
Aqua dest. 6 ul

In einem Thermocycler (Mastercycler Pro, Eppendorf, Hamburg, D) wurde die anschlieRende

Amplifikationsreaktion nach folgendem Temperaturprogramm durchgefihrt:

Schritt Temperatur | Zeit Zyklenzahl ‘
Vordenaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 30 sek

Hybridisierung 53,5°C 30 sek 35x
Elongation 72°C 40 sek

End-Elongation 72°C 5 min

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend elektrophoretisch auf 1,2%igen Agarosegelen
aufgetrennt und in einem UV-Geldokumentationsgerat analysiert, um Wildtypen und

miR-223-defiziente Tiere zu unterscheiden.

3.5.7 RNA-Extraktion

Gesamt-RNA wurde aus Zellen oder Geweben mit dem miRVana miRNA Isolation Kit, dem
miRNeasy Mini Kit oder TriFast gemall den Herstellerangaben gewonnen und die

Konzentration photometrisch bestimmt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

3.5.8 Quantitative Real-Time-PCR
3.5.8.1 Quantifizierung von MicroRNAs

Die Expression einzelner MicroRNAs und von U6 snRNA wurden mit TagMan MicroRNA

Assays (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) gemal’ den Herstellerangaben gemessen. Der
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Reaktionsansatz (Komponenten aus TagMan MicroRNA

Reverse Transkription lautete hierbei:

Reverse Transcription Kit) fur die

Substanz Volumen
10x Puffer 1,5 pl

5x RT-Primer 3 ul
dNTPs (10 mM) 0,15 ul
RNase Inhibitor 0,19 i
Reverse Transkriptase 1l

RNA (2 ng/ul) 5ul
ddH,O 4,16 pl

Temperaturprogramm flr die Reverse Transkription (Mastercycler Pro):

Temperatur | Zeit
16°C 30 min
42°C 30 min
85°C 5 min

Fur die TagMan-basierte quantitative Real-Time-PCR (qPCR) wurde folgender Ansatz

hergestellt:

Substanz Volumen
2x TagMan Universal PCR Master 10 pl

Mix I, no UNG

20x TagMan RNA Assay 1l
RT-Reaktion 1,33 pl
ddH,0O 7,67 pl

Temperaturprogramm (StepOne Plus; Applied Biosystems, New Jersey, USA):

Schritt Temperatur | Zeit Zyklenanzahl ‘
Vorinkubation 50°C 2 min

Enzymaktivierung 95°C 10 min

Denaturierung 95°C 15 sek

Hybridisierung/ 60°C 60 sek 40x

Elongation

Globale MicroRNA-Profile von ARCF und ARCM (500 ng RNA pro Probe) wurden mit Hilfe
des miRNome microRNA Profilers QuantiMir Kits (Rat, Version 14) erstellt. Die Analyse

wurde mit gPCR im 384 Well-Format gemaR der Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
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Die relative Abundanz von Transkripten wurde mit Hilfe der Cycle thresholds (Ct) nach der

AACt- Methode (=2 (ACt(Gruppe X)-ACH(Kontrollgruppe)y o gtimmt,

3.5.8.2 Quantifizierung von mRNAs

Fur die Synthese von complementary DNA (cDNA) fir die Quantifizierung von protein-
kodierenden mRNAs wurde das SuperScript || Reverse Transcriptase Kit benutzt. Oligo(dT)-
Primer, die an das polyadenylierte 3’-Ende der Transkripte binden, dienten hierbei als

Startpunkt fur die Reverse Transkription. Der hierfir verwendete Reaktionsansatz lautete:

Substanz Masse / Volumen
RNA 1000 ng
Oligo(dT) Primer (10 mM) 2 ul
RNase-freies Wasser ad 11,9 ul
Inkubation fiir 10 min bei 70°C

5x First Strand Puffer 4 ul

DTT (0,1 M) 2 ul
dNTPs (1 mM) 1ul
RNase Out Recombinant 0,1 ul
Ribonuclease Inhibitor

Reverse Transkriptase 1l

Der obige Ansatz wurde fir 1 h bei 42°C inkubiert und danach hitzeinaktiviert (10 min, 70°C).
AnschlieRend wurde cDNA auf eine Konzentration von 10 ng/pl verdinnt. Falls die RNA-
Konzentration einer Probe in einem Experiment nicht ausreichte, um 1000 ng in obigem
Ansatz zu erreichen, wurde die eingesetzte Konzentration in allen zu vergleichenden Proben

entsprechend reduziert.

Fur die folgende qPCR wurde cDNA auf 2,5 ng/ul weiter verdinnt. Der Reaktionsansatz

lautete:

Substanz Volumen

Fast Start Universal SYBR Green 6,25 pl
Mastermix (ROX)

5" Primer (20 pmol/ul) 0,25 i
3" Primer (20 pmol/ul) 0,25 i
cDNA (2,5 ng/ul) 2,50 pl
ddH,O 3,25 yl
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Temperaturprogramm (StepOne Plus; Applied Biosystems, New Jersey, USA):

Schritt Temperatur | Zeit Zyklenanzahl ‘
Vordenaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15 sek
Hybridisierung/ 60°C 60 sek 40x
Elongation
Haltestufe 65°C 90 sek

95°C 15 sek
Schmelzkurven- 60°C 1 min
analyse 60-95°C  in | 15 sek

0,3°C-

Schritten

Anhand des Schmelztemperaturprofils wurde die korrekte GréRe des PCR-Produkt Gberprift.
Die relative Abundanz von Transkripten wurde wie bei der Quantifizierung von MicroRNAs

mit Hilfe der Cycle Thresholds (Ct) nach der AACt- Methode bestimmt.

3.5.9 Microarrays

Fur die Erstellung der Micro-RNA-Profile von adulten kardialen Mausfibroblasten und
Mauskardiomyozyten mittels Microarrays wurden jeweils gleiche Mengen RNA aus den
jeweiligen Zellfraktionen von drei Mausen gepoolt. Zusatzlich wurden gleiche Mengen RNA
aus 5 neonatalen und adulten Mausherzen gemischt, um eine universelle Referenzprobe
herzustellen, die zur Normalisierung der Signale zwischen den einzelnen Microarrays dient.
Die Prozessierung der Proben und Microarray-Analyse wurde von Exigon durchgefihrt.
Hierfir wurden mit dem passenden Kit 250 ng jeder gepoolten Probe mit dem Fluorophor
Hy3 und dieselbe Menge der universellen Referenz mit Hy5 markiert. Die markierten Proben
wurden jeweils gemischt und auf miRCURY LNA arrays (Exiqon) hybridisiert. Die verwendete
Version (Version 10.0) enthielt Sonden zur Detektion aller MicroRNAs aus Mensch, Maus
und Ratte der miRBase Version 11.0 (www.mirbase.org). Die Hybridisierung erfolgte in einer
HS4800 Hybridisation Station (Tecan, Grodig, A) gemal den Angaben des Microarray-
Herstellers. Anschliellend wurden die Microarrays in ozonfreier Umgebung gelagert, um eine
Bleichung der Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern, und mit einem G2505B Microarray
Scanner System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) gescannt. Die Bildanalyse
erfolgte mit ImaGene 7.0 (BioDiscovery, EI Segundo, USA). Die maximalen Signale des
lokalen Hintergrunds und der Negativkontrollen wurden vom Vordergrundsignal abgezogen,
um das Rohsignal fir jede Sonde zu erhalten. Die weitere Prozessierung der Daten
umfasste die Entfernung von Regionen niedriger Qualitdt und die Normalisierung mit dem

globalen Lowess (engl. LOcally WEighted Scatterplot Smoothing) Regressionsalgorithmus
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(Exigon). Fur den Vergleich der MicroRNA-Expression von Fibroblasten und Kardiomyozyten
wurden die Signale der Hy3-markierten Proben nach Normalisierung auf die jeweiligen Werte
der universellen Referenz (Hy5) benutzt. Fir die Analyse der relativen Abundanz der
verschiedenen MicroRNAs in einem Zelltyp wurde dagegen allein mit den Hy3-Signalen

gearbeitet.

3.6 Western Blot

3.6.1 Herstellung von Proteinlysaten und Bestimmung der

Proteinkonzentration

Kultivierte Zellen wurden mit einem kleinen Volumen Lysepuffer (max. 400 pyl bedeckt, das
Lysat mit einem Zellschaber (Sarstedt) gesammelt und in ein 1,5 ml Réhrchen Uberfihrt. Die
folgenden Schritte wurden auf Eis durchgeflhrt, um eine Zersetzung der Proben zu
verhindern. Die Proben wurden mit einem Sonopuls Ultraschallhomogenisator (Bandelin,
Berlin, D) behandelt, um die Zellen vollstandig aufzuschliefen und genomische DNA zu
zerkleinern. Nicht geloste Bestandteile wurden in einem Zentrifugationsschritt (5 min,
14.000 x g) entfernt.

Die Proteinkonzentration wurde mit einer einer kolorimetrischen Methode, dem Bicinchoninic
Acid (BCA) Assay, gemessen. Diese Methode beruht auf dem linearen Anstieg der
Absorption in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. 10 pl Proteinlysat wurden im
Verhaltnis 1:3 bis 1:10 (abhangig von der erwarteten Proteinkonzentration) mit ddH,O
verdinnt. AuRerdem wurden die im Kit enthaltenen Reagenzien A und B im Verhaltnis 50:1
gemischt. Jetzt wurden jeweils 20 ul von verdinnten Proben, Standards mit bekannter
Proteinkonzentration und eine Leerprobe in Triplikaten auf eine transparente 96-Well-Platte
(Thermo Scientific) aufgetragen und je 200 pl der A/B-Mischung zugegeben. Nach
30-mindtiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Messung der Absorption bei 562 nm (Infinite
M200, Tecan, Mannedorf, CH).

AnschlieRend wurde die Lysate mit Lysepuffer auf eine einheitliche Proteinkonzentration
eingestellt und mit 1/6-Volumen Laemmli-Puffer gemischt. Die Lagerung erfolgte entweder
kurzfristig bei -20°C oder langfristig bei -80°C.
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3.6.2 Herstellung von Polyacrylamidgelen und Gelelektrophorese

Fir Western Blot-Analysen wurden 12%ige Polyacrylamidgele verwendet, die aus den

folgenden Ansatzen flir Sammel- und Trenngel bestanden:

Sammelgel | Substanz Menge
Rotiphorese Gel 30 0,50 ml
Puffer fir Sammelgel 1,25 ml
ddH,O 3,20 ml
TEMED 6,00 pl
APS (10%) 48,00 pl

Trenngel Rotiphorese Gel 30 7,50 ml
Puffer fir Trenngel 5,70 ml
Glycerol 3,75 ml
ddH,O 5,55 ml
TEMED 18,00 pl
APS (10%) 108,00 ul

Fur jedes Gel wurden zwei Glasplatten in einer GelgieRstation (Mini-Protean Tetra System,
BIO-RAD, Minchen, D) fixiert. Sobald die Radikalreaktion, die zur Polymerisierung fihrt,
durch Zugabe von APS und TEMED gestartet worden war, wurde das Gemisch fir das
Trenngel zwischen beide Glasplatten bis auf % der Gesamthdhe gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Ausharten wurde das Isopropanol entfernt, das
Gemisch flir das Sammelgel zugegeben und umgehend der gewlinschte Taschenformer
(BIO-RAD) eingesetzt. Fertig polymerisierte Gele wurden entweder sofort verwendet oder
Uber Nacht bei 4°C gelagert.

Fur die Gelelektrophorese wurde Proteinlysat mit 20 bis 50 ug Proteingehalt 10 min bei 90°C
denaturiert. Die Lysate wurden dann neben einem ProteingréRenmarker (5 pl pro Tasche;
Fermentas) in die Taschen des Gels Ubertragen, das sich in einer mit Laufpuffer gefillten

Kammer befand, und die Elektrophorese gestartet (30 mA pro Gel, 45-75 min).

3.6.3 Membrantransfer, Stripping und Detektion von Proteinen

Mit Wet Blotting wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran (Immobilon-FL, Millipore, Schwalbach, D) tbertragen. Hierfir wurde die Membran
erst durch Methanol 2 min bei RT aktiviert und anschlieRend zusammen mit sechs Blattern
Gel-Blotting-Papier (195 g/m? Hartenstein, Wiirzburg, D) fiir drei bis fiinf Minuten in
Transferpuffer getaucht. Fir den Blot wurden dann die Membran und das Acrylamidgel
zusammen zwischen jeweils drei Lagen Gel-Blotting-Papier gepackt und der Proteintransfer
in einer mit Transferpuffer und einer Eispackung gefiillten Mini-Protean-Kammer fir 1,5-2 h

bei 370 mA durchgefihrt. Anschlieliend wurden die Membran in Blockpuffer entweder 2 h
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bei RT oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Dieser Schritt und alle weiteren Inkubationen mit
Antikérpern und Waschlésungen wurden auf einem Taumelschittler bei 40 rpm
durchgefiihrt. Als Nachstes erfolgte eine Inkubation mit dem in Blockpuffer verdiinnten
YWHAE-Primarantikérper Uber Nacht bei 4°C. Am folgenden Tag wurde die
Primarantikérperlésung zur mehrmaligen Verwendung bei -20°C eingefroren. Die Membran
wurde sechsmal je 5 min mit Waschpuffer behandelt und dann mit dem in Waschpuffer
verdinnten Sekundarantikérper (HRP anti-Kaninchen) entweder 1,5 — 2 h bei RT oder Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach erneutem sechsmaligem Waschen erfolgte die
Lumineszenzdetektion mit ECL Plus gemal den Herstellerangaben. Fir die Visualisierung
und Quantifizierung von Proteinbanden wurde eine digitales Imaging-System (LAS 4000
Mini, Fuijifilm, Dusseldorf, D) und die dazugehdrige Software (MultiGauge) verwendet. Da die
verwendete endogene Kontrolle GAPDH auf Gelen mit einem apparenten Molekulargewicht
von 36 kDa fast auf der selben Hohe wie YWHAE (28 kDa) lauft, wurden beide Proteine
nacheinander detektiert, d.h. vor der GAPDH-Detektion wurden samtliche gebundenen
Antikorper von der Membran entfernt (engl. stripping). Hierflir wurde die Membran mit 50°C
heiRem Stripping-Puffer bedeckt und 10 min auf einem Taumelschittler inkubiert. Dieser
Schritt wurde zweimal wiederholt und die Membran anschlieRend sechsmal mit Waschpuffer
gewaschen. Die folgenden Schritte (Inkubation mit Blockpuffer, Primar- und Sekundar-
antikérper, Detektion) erfolgten wie fir YWHAE, auler dass hier als Sekundarantikorper

HRP anti-Maus verwendet wurde und mit ECL detektiert wurde.

3.7 Mikroskopische Untersuchung von Zellen und

Gewebeschnitten

3.7.1 Immunfluoreszenzfarbung kultivierter Zellen

Kultivierte Zellen wurden mit Paraformaldehydlésung fixiert (5 min, RT) und danach drei Mal
mit PBS gewaschen. Fixierte Zellen wurden bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Die
Permeablisierung der Zellmembran erfolgte durch Inkubation mit 0,2% Triton-X (verdiinnt in
PBS) fir 5 min bei RT. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die
Inkubation mit Erstantikérper bzw. einer Mischung aus Zweitantikérper und DAPI (20 mg/ml,
1:200, alle verdunnt in PBS) fiir jeweils 30-60 min im Dunklen bei RT, wobei ungebundenes
Reagenz jeweils anschliefend durch drei Waschschritte mit PBS entfernt wurde.
AbschlieRend wurden die Zellen mit 50% Glycerin Uberschichtet und bis zur Untersuchung
bei 4°C gelagert. Die Bildaufnahme erfolgte mit einem AxioObserver.Z1-Mikroskop und
einem 20x-Objektiv.
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3.7.2 Histologie
3.7.21 Herstellung und Farbung von Paraffinschnitten

Mausherzen wurden in Paraformaldehydlésung 24 h bei 4°C auf einem Rollschuttler fixiert
und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. In einem automatisierten Spin Tissue
Processor (STP 120, Thermo Scientific) wurden sie anschlieRend in einer ansteigenden
Ethanolreihe (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 2x 100%; je 2 h) dehydriert, dann in Roti-Histol
(2 x 2 h) und schlieBlich in flissiges Paraffinwachs (2 x 2 h) Uberflhrt. Danach wurden die
Herzen in Paraffinblécke gegossen. Es wurden 8 um dicke Gewebeschnitte hergestellt
(Mikrotom HM 335 E, Microm, Walldorf, DH), die auf Polylysin-beschichtete Objekttrager

aufgezogen und bei 42°C getrocknet wurden.

Vor den Farbungen wurden die Schnitte in Toluol entparaffiniert (2x 10 min) und in einer
absteigenden Ethanolreihe rehydriert (100%: 2 x 5 min, 90%: 5 min, 70%: 5 min, 50%: 5 min,
ddH;O: 5 min).

Interstitielles Bindegewebe wurde mit Sirius Rot angefarbt, einem Farbstoff, der spezifisch in
Kollagenfasern interkaliert und mit Fast Green gegengefarbt. Hierzu wurden entparaffinierte,
rehydrierte Gewebeschnitte in vorgewarmter Bouin’s Losung flr 1 h bei 58°C inkubiert und
anschlieRend 10 min mit flieRendem Leitungswasser gespdlt. Danach wurde mit 0,1% Fast
Green-Losung (30 min), 1% Essigsadure (1 min) und Leitungswasser (5 min) behandelt,
gefolgt von einem Farbeschritt mit 0,01% Sirius Rot-Lésung (30 min, alle bei RT). Nach einer
erneuten Dehydrierung in einer aufsteigender Ethanolreihe (70%: 10 sek, 100%: 1 min) und

Toluol (3 min) wurden die Schnitte mit Depex eingedeckt und Uber Nacht bei RT getrocknet.

Farbungen mit Hamatoxylin & Eosin (H&E) dienten zur morphologischen Untersuchung von
Gewebeschnitten. Das Zytoplasma erscheint dabei rosa, wahrend Zellkerne blau gefarbt
sind. Entparaffinierte, rehydrierte Gewebeschnitte wurden 2 min mit Hamatoxylin 2-Lésung
behandelt und anschlieend nacheinander in 3 Bader mit Leitungswasser getaucht (wenige
sek, 30 sek, 2 min). Anschlielend wurden sie 10 sek mit Clarifier 2 inkubiert und 60 sek in
Leitungswasser getaucht. Als Nachstes erfolgte eine Behandlung mit Bluing Reagent (30-60
sek) und erneut 60 sek Inkubation im Wasserbad. Nach dem folgenden Farbeschritt mit
Eosin-Lésung (1 min) wurden die Schnitte erneut 10 sek in Leitungswasser getaucht und
anschliel®end in einer aufsteigender Ethanolreihe (80%: 10-30 sek, 100%: 1 min) und Toluol

(3 min) dehydriert. Die Eindeckung mit Depex erfolgte wie oben beschrieben.

Fur die Auswertung der Farbungen wurden Hellfeld-Aufnahmen mit einem AxioObserver.Z1-
Mikroskop und einem 10x-Objektiv gemacht und mit der MetaMorph Software zu einer

Ubersichtsaufnahme des ganzen Herzens zusammengesetzt. Rot gefarbte Bereiche (Sirius
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Rot/Fast Green) bzw. von Leukozyten infiltrierte Bereiche (H&E) wurden im Verhaltnis zur

Flache des linken Ventrikels quantifiziert.

3.7.21 Herstellung und Farbung von Kryoschnitten

Die Femora von adulten Mausen wurden von Gewebeanhangseln befreit und mindestens
24 h bei 17°C und 500 rpm in Dekalzifizierungslésung inkubiert. Anschlie®end wurden die
nun weichen Knochen in Cryomatrix eingegossen und bei -80°C gelagert. Danach wurden an
einem Kryotom (CM 1900; Leica, Wetzlar, D) 5 um dicke Kryoschnitte hergestellt und diese

ca. 20 min bei RT getrocknet, bevor sie bei -80°C gelagert wurden.

Vor der Anfarbung wurden die Kryoschnitte in Paraformaldehydiésung 15 min bei RT fixiert
und anschlieend mit PBS gewaschen. Als Nachstes erfolgten die Unterdrickung
unspezifischer Fluoreszenz durch 2% Glycin-Lésung (5 min, RT), die Permeabilisierung mit
0,25% Triton-X (5 min, RT, beide verdinnt in PBS), jeweils unterbrochen von einem
Waschschritt in PBS. Nach der Blockade unspezifischer Bindungsstellen durch 3% BSA (1 h,
RT, verdinnt in PBS) erfolgte die Inkubation mit den Erst- und Zweitantikérpern (verdinnt in
PBS mit 3% BSA, jeweils 1 h, RT). Ungebundene Antikbrper wurden jeweils durch
dreimaliges Waschen mit TBS entfernt. AbschlieRend wurden die Schnitte mit Vectashield-

DAPI eingedeckt und bei 4°C bis zur Auswertung gelagert.

Pro Tier wurden mit einem AxioObserver.Z1-Mikroskop und einem 20x-Objektiv jeweils
mindestens vier Aufnahmen gemacht und CD41-positive Zellen mittels MetaMorph Software

in einer automatisierten Routine ausgewertet.

3.7.3 MicroRNA-Fluoreszenzreporter

Ein bis vier Tage nach Isolation wurden NRCF in NRCF/ARCF-Kulturmedium mit 10% FCS
in mikroskopietauglichen 96-Well-Platten ausgesat (20.000 — 30.000 Zellen/Well). 24 h
spater erfolgte die MicroRNA-Modulation wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben und weitere
Kultivierung unter 10% FCS. 48 h nach dieser Behandlung wurden die Zellen mit dem
adenoviralen miR-199-3p-Reporterkonstrukt (Abschnitt 3.5.5) in einer multiplicity of infection
von 1000 infiziert, wobei der Antagomir in den entsprechenden Bedingungen ersetzt wurde.
Weitere 24 h spater wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und Fluoreszenz-

aufnahmen mit einem AxioObserver.Z1-Mikroskop und einem 10x-Objektiv angefertigt.

NIH 3T3-Zellen wurden transfiziert oder mit Antagomir behandelt wie in Abschnitt 3.8.1
beschrieben. Um die Bedingungen vergleichbar zum SILAC-Experiment zu halten, wurde die

MicroRNA-Modulation in groRen Zellkulturschalen (6 cm oder 10 cm Durchmesser)
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durchgefihrt. 24 h spater wurden die Zellen allerdings mit Trypsin abgelést und in
mikroskopietauglichen 96-Well-Platten in DMEM mit 10% FCS ausgesat. Die Transfektion
mit dem miR-199-3p-Fluoreszenzreporter-Plasmid in einer Konzentration von 0,2 ug/Well
erfolgte 6 h spater mit Lipofectamin 2000 gemalf} den Empfehlungen des Herstellers. 48-50 h
nach Beginn der MicroRNA-Modulation wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit einem AxioObserver.Z1-Mikroskop und einem
10x-Objektiv angefertigt. Die Quantifizierung erfolgte in Metamorph, wobei ein unterer
Grenzwert fir den griinen Kanal definiert wurde, so dass nur fluoreszierende Zellen erfasst

wurden.

3.8 SILAC-basierte Proteomanalyse

Um einen moglichst umfassenden Datensatz der Proteinregulation durch miR-199-3p zu
erhalten, wurden NIH 3T3-Fibroblasten in einer SILAC-basierten Proteomanalyse untersucht.
Der Einfluss sowohl der Uberexpression als auch der Inhibition von miR-199-3p im Vergleich

zu jeweiligen Kontrollen wurde dabei in je zwei biologischen Replikaten gemessen.

3.8.1 SILAC-Markierung und miR-199-3p-Modulation von NIH 3T3-Fibro-

blasten

NIH 3T3-Fibroblasten wurden in der Anwesenheit von 10% FCS und L-Prolin im Uberschuss
in SILAC-Medium kultiviert, das entweder schweres L-Lysin (Lys-4 = ?H,-markiert) und
L-Arginin (Arg-6 = "*Ce-markiert) oder ihre unmarkierten, leichten Gegenstiicke (Lys-0, Arg-0)
enthielt, bis in der schweren Bedingung mindestens 295% der Peptide markiert waren.
Arginin und Lysin wurden gewahlt, weil das beim spateren Proteinverdau verwendete
Trypsin nach diesen Aminosauren spaltet und dadurch Peptide entstehen, die jeweils genau
eine dieser Aminosauren enthalten und anhand ihres spezifischen Massenunterschieds der

leichten oder schweren Fraktion zugeordnet werden kénnen.

Fur die Herstellung der Proben fir die Massenspektrometrie wurde miR-199-3p in zwei
getrennten Vergleichen entweder durch Transfektion mit miR-199-3p-Mimics Uberexprimiert
oder durch Zugabe von Antagomir-199a-3p inhibiert wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben. Die
Uberexpression/Inhibition erfolgte dabei jeweils in leichten Zellen mit leichtem Medium,
wahrend fur die jeweiligen Negativkontrollen (miR-ctrl-Mimics bzw. unbehandelte Zellen) die
schweren Pendants benutzt wurden. Fur die Dauer des Experiments wurde FCS in 1%
finaler Konzentration verwendet, um eine Beeinflussung der Zellproliferation durch zu hohe

Konfluenz auszuschlief3en.
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48 h nach Beginn der Behandlung wurden Proteinlysate hergestellt und die Protein-
konzentration im BCA-Assay gemessen wie in Abschnitt 3.6.1 beschrieben. Anschlieend

wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Parallel zur Herstellung von Proben fiir Proteinlysate wurde ein Teil der behandelten Zellen
fur die Uberpriifung der miR-199-3p-Modulation in einem Fluoreszenzreporterassay
verwendet (Abschnitt 3.7.3).

3.8.2 Proteinverdau

Leichte und zugehdrige schwere Proteinlysate wurden in gleichem Proteinmassenverhaltnis
gemischt, fiir 1 h bei 20°C und 52.000 x g ultrazentrifugiert und die Proteine im Uberstand
mit 10 mM DTT and 55 mM lodacetamid reduziert und alkyliert.

Jeweils 200 ug Proteinextrakt wurden durch Zugabe von 2 pg Trypsin mit Hilfe von filter-
aided sample preparation (FASP) verdaut wie zuvor beschrieben® und lyophilisiert (Univapo
150 ECH, UniEquip, Planegg, D). Um die Probenkomplexitdt zu verringern, wurden die
Peptide auf Saulen mittels Starker Anionenaustauschchromatographie (engl. strong anion
exchange chromatography (SAX)) in sechs Fraktionen (pH 11, pH 8, pH 6, pH 5, pH 4 und

9

pH 3) aufgetrennt’ und mit Hilfe von C18-Stage-Pipettenspitzen'® entsalzt und erneut

lyophilisiert.

3.8.3 LC-MS/MS

Eine Nanoflow LC-MS/MS (Flassigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie (engl.
liquid chromatography - tandem mass spectrometry) wurde durch Kopplung eines nanoLC-
Ultra 1D+ HPLC-Gerats (Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl. high performance
liquid chromatography; Eksigent, Dublin, USA) an ein Orbitrap Velos Massenspektrometer
(Thermo Scientific, Bremen, D) durchgeflihrt. Die getrockneten tryptischen Peptide wurden
hierfir in 20 pl 0,1% Ameisensaure aufgel6st und auf eine Reprosil PUR AQ Vorsaule
(75 ym x 2 cm, gefillt mit 5 ym C18-Harz, Dr. Maisch, Ammerbuch, D) bei einer Flussrate
von 5 pl/min in 100% Puffer A (0,1% Ameisensaure in Wasser in HPLC-Qualitat) geladen.
Nach 10 Minuten Lade- und Waschvorgang wurden die Peptide in eine Reprosil PUR 120
GOLD Analysensaule (75 ym x 40 cm, gefillt mit 3 ym C18-Harz, Dr. Maisch, Ammerbuch,
D) transferiert und Uber einen 225-Minuten-Lésungsmittelgradient von 7% bis 35% Puffer B
(0,1% Ameisensdure in Acetonitril) bei einer Flussrate von 300 nl/min aufgetrennt und mittels
Elektrospray eingespriht. Die Orbitrap Velos wurde im datenabhangigen Modus (DDA) mit

automatischer Umschaltung zwischen MS und MS2 und einer Auflosung von 30000
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betrieben. Fir die 10 intensivsten Peptide in jedem MS-Durchlauf wurden nach higher
energy collisional dissociation (HCD)-Fragmentierung bei einer normalisierten Kollisions-

energie von 40% MS2-Spektren bei einer Aufldsung von 7500 aufgenommen.

Die Identifizierung und Quantifizierung von Peptiden erfolgte mit MaxQuant (Version
1.2.3.3)"° anhand der Proteinsequenz-Datenbank IPI (ipi. MOUSE.v3.68), wobei Carbamido-
methylcystein als feste Modifikation und Oxidation von Methionin sowie Acetylierung des
Protein-N-terminus als variable Modifikationen verwendet wurden. Trypsin wurde als
proteolytisches Enzym angegeben und maximal zwei nicht verdaute Schnittstellen
zugelassen. Die Peptidtoleranz wurde auf 5 ppm fiir das Vorlauferion und auf 0,2 Da fir
MS/MS eingestellt. Proteinidentifikationen wurden mit einer peptide and protein false
discovery rate von 0,01% gefiltert. Zur Datenauswertung wurden die MaxQuantdaten dann in
Perseus (Version 1.2.3.3) geladen und auf reverse ldentifikationen (Falsch-Positive) und

Kontaminanten gefiltert.

3.8.4 Zuordnung zu Target-Vorhersagealgorithmen und zu den GO und
DAVID-Datenbanken

Uber Ensembl Biomart (www.ensembl.org/biomart) wurden die Proteingruppen anhand ihrer
IPl-Identifikationsnummern den zugehérigen Genen zugeordnet. Die 3 UTR (engl.
untranslated region) der entsprechenden mRNA-Transkripte wurde mit dem
bicinformatischen Vorhersagealgorithmus TargetScanMOUSE (version 6.2,
www.targetscan.org) auf die Anwesenheit einer moglichen Bindestelle fir miR-199-3p
Uberprift. Zusatzlich wurde fir die gefundenen Gene in den Datenbanken der Gene
Ontology (GO) (www.informatics.jax.org/searches/GO_form.shtml) und der Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) (david.abcc.ncifcrf.gov) nach
einer Assoziation mit den Kategorien ,proliferation” (Proliferation), ,cell cycle” (Zellzyklus),

.cell death” (Zelltod) oder ,apoptosis” (Apoptose) gesucht.

3.9 Tierexperimente

3.9.1 Mause und Ratten

Fur die Isolation von Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten wurden Sprague Dawley
Ratten bzw. C57BL/6N Mause verwendet.

MiR-223-defiziente Mause'”" wurden freundlicherweise von Dr. Camargo (MIT, Boston, USA)
bereitgestellt und wurden, da sie urspringlich einen CD45.1- C57BL/6N-Hintergrund hatten,

Uber mehrere Generationen auf CD45.2-C57BL/6N rlckgekreuzt. Fir alle Experimente
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aulBer der Untersuchung von 10 Monate alten miR-223-defizienten Mausen (Abbildungen
13A und B) dienten Wildtyp-Geschwister als Kontrollen. Bei der genannten Ausnahme
handelte es sich um getrennt gehaltene Wildtyp-Kontrollen, die zusammen mit den miR-223-

defizienten Mausen direkt von Dr. Camargo bezogen wurden.

Die ausschlielliche Anwesenheit von CD45.2-Allelen wurde bei Mausen, die als
Knochenmarkspender dienten, durchflusszytometrisch verifiziert (Daten nicht gezeigt).
Hierzu und zur Kontrolle des Chimarismus von knochenmarkstransplantierten Tieren wurde
Blut abgenommen und 5 min auf Eis in Erythrozytenlysepuffer inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und in Tyrode’s Puffer (pH 6,5)
resuspendiert. Die Zentrifugation wurde wiederholt und die Zellen in Tyrode’s Puffer (pH 7,4)
aufgenommen. Nach Zugabe von Antikdrpern gegen CD45.1 und CD45.2 wurden die Zellen
20 min bei RT inkubiert und die Fluoreszenzintensitat an einem FACSCalibur Durchfluss-

zytometer (BD Biosciences) gemessen.

3.9.2 Erzeugung von Knochenmarkschimaren

Knochenmarkszellen wurden aus mannlichen, 11 Wochen alten miR-223-defizienten und
Wildtyp-Mausen isoliert und Erythrozyten lysiert wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben.
3,5 x 10° Zellen wurden per Schwanzvene in 8 Wochen alte CD45.1-Mause injiziert, die
zweimal im Abstand von 5 h mit einer letalen Dosis (jeweils 7 Gray) bestrahlt worden waren.
Ab diesem Zeitpunkt wurde das Trinkwasser der Mause mit Cotrimoxazol versetzt, um
Infektionen zu verhindern. 6 Wochen nach Transplantation erfolgte die Plattchendepletion
wie in Abschnitt 3.9.6 beschrieben. 10 Wochen nach Transplantation wurde die kardiale
Ischamie-Reperfusion (Abschnitt 3.9.4) durchgefiihrt. Der Transplantationserfolg wurde auf
doppelte Weise kontrolliert: 6 Wochen nach der Transplantation wurden mittels
Durchflusszytometrie in Vollblut die relativen Anteile von CD45.1- und CD45.2-positiven
Zellen gemessen (Abschnitt 3.9.1). 8 Wochen nach Transplantation wurde der miR-223-
Gehalt in Blutplattchen mittels gPCR bestimmt.

3.9.3 Transverse Aortenkonstriktion

Die Konstriktion der thorakalen Aorta erfolgte wie zuvor beschrieben.'? Mannliche, im Mittel
8 Wochen alte Mause wurden nach Intubation mittels Inhalationsnarkose (Mischung aus 2%
Isofluran und 98% Sauerstoff) andsthesiert und auf einer Warmeplatte fixiert (40°C). Nach
Eréffnung des Thorax wurde der Aortenbogen zwischen den beiden Karotidarterien mit
einem 7-0 Nylonfaden um eine 27 Gauge Kanlle ligiert. Bei Sham-Operationen wurde

dagegen nur der Brustkorb gedffnet. 4 Wochen nach der Operation wurde die Herzfunktion
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mit Echokardiographie (Visual Sonics, Vevo 770 High-Resolution Imaging System) bestimmt

und das Herz flr weitere Untersuchungen enthommen.

3.9.4 Ischamie-Reperfusions (I-R)-Modell

Die reversible Ligation der LAD-Arterie erfolgte wie zuvor beschrieben.’® Mannliche, 14 bis
17 Wochen alte (im Fall der Knochenmarkschimaren 18,5 Wochen alte) Mause wurden mit
einer Mischung aus Medetomidin (0,5 mg/kg Korpergewicht), Midazolam (5 mg/kg) und
Fentanyl (0,05 mg/kg) anaesthesiert, auf einer Warmeplatte fixiert. Die Koérpertemperatur
wurde mittels einer Rektalsonde kontrolliert und auf 37°C eingestellt. Nach Tracheotomie
wurden die Mause intubiert und fir die Dauer der Prozedur mit 100% Sauerstoff beatmet.
Nach Eréffnung des Thorax und der Perikardhdhle wurde die LAD-Arterie mit einem
8-0 Seidenfaden unter Zuhilfenahme eines Polyethylen-Schlauchs fiir 30 min abgebunden.
Sowohl die Ischamie als auch die Reperfusion des Ischamieareals wurden dabei optisch

kontrolliert. Bei Sham-Operationen wurde hingegen nur eine Thorakotomie durchgefihrt.

Zu jeweils angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der Reperfusion wurde heparinisiertes
Blut aus dem submandibuldren Venenplexus oder der Nierenvene abgenommen und 7 min
bei 700 U/min zentrifugiert. Um ein ausreichendes Messvolumen zu erreichen, wurden 50 pl
des entstehenden Uberstands (Mausplasma) mit 150 pl menschlichem Plasma gemischt,
das zuvor negativ auf Troponin T getestet wurde. Die High-Sensitivity-Troponin T-Messung

wurde anschliefiend im Zentrallabor des Universitatsklinikums Innsbruck durchgefiihrt.

Nach der angegebenen Reperfusionsdauer wurden die Herzen flr weitere Untersuchungen

entnommen.

3.9.5 Bestimmung der Blutungszeit

Zur Bestimmung der Blutungszeit wurden Mause per Inhalationsnarkose (Mischung aus 2%
Isofluran und 98% Sauerstoff) andsthesiert. Sofort nach Entfernung eines ungefdhr 8 mm
langen Segments der Schwanzspitze wurde der Schwanz in 37°C warmes PBS getaucht und
die Zeit bis zur Beendigung der Blutung gemessen. Das Experiment wurde nach 10 min

beendet, falls die Blutung bis dahin nicht zum Stillstand gekommen war.

3.9.6 Experimentell induzierte Thrombozytopenie

Um eine voriibergehende Platichendepletion zu erzielen, wurde 10 bis 13 Wochen alten

Mausen intravendés ein Antikdrper gegen GPlba (2 mg/kg) gespritzt. Plattchen-
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konzentrationen im Blut wurden 24, 48, 72, 120 und 192 h nach Injektion gemessen. Ein Teil
der Tiere wurde bereits nach 72 h getétet und fir die Knochenmarksfarbung von

Megakaryozyten verwendet.

3.9.7 Bestimmung der Lebensdauer von Blutplattchen

Die Bestimmung der Plattchenlebensdauer erfolgte wie zuvor beschrieben.'”
N-Hydroxysuccinimid-Biotin (30 mg/kg) wurde Mausen per Schwanzveneninjektion
verabreicht. 24, 27, 120 und 168 h nach Injektion wurden 20 ul Blut abgenommen, in
Tyrode’s Puffer (pH 7,4) mit PhE-konjugiertem Strepatividin und FITC-Integrin allb (CD41)
doppelgefarbt und durchflusszytometrisch (FACSCalibur, BD Biosciences) analysiert. Der
relative Anteil biotinylierter Blutplatichen zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde dabei auf

den am Tag 1 gemessenen Anteil normalisiert.

3.10 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders angegeben sind alle Daten als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.
Statistische Analysen und Kurvenanpassung wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, San
Diego, USA) durchgefihrt. Die Normalverteilung der Daten wurde bei Stichprobengrélien ab
acht mit dem D’Agostino-Pearson-Omnibus-Test bzw. bei StichprobengréRen zwischen finf
und sieben mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test Uberpriift. Das Vorhandensein gleicher
Varianzen wurden mit dem F-Test gepriuft. Gegebenenfalls wurde eine Box-Cox-
Transformation der Daten durchgefiihrt, um eine Normalverteilung und gleiche Varianzen zu
erzielen. Statistische Signifikanz wurde danach danach mit t-Test bzw. mit Varianzanalyse
(ANOVA) gefolgt von Bonferronis Post-hoc-Test ermittelt. Falls die Voraussetzungen fir
parametrische Tests durch Transformation nicht erzielt werden konnten oder die
Stichprobengréfle fir den Nachweis nicht ausreichte, wurden entsprechende nicht-
parametrische Tests durchgefihrt. Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn
***P <0,001, P <0,01und*P <0,05 war.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Die Identifikation von zelltypspezifischen MicroRNAs im Herz

4.1.1 In Fibroblasten angereicherte MicroRNAs

Um fibroblastenspezifische MicroRNAs im Herz zu identifizieren, wurden zwei Studien
konzipiert. In beiden Analysen wurden die Expressionsprofile aller bis zu diesem Zeitpunkt
bekannten MicroRNAs in kardialen Fibroblasten und Herzmuskelzellen verglichen, jedoch

unter Verwendung zweier verschiedener Detektionsplattformen und Tierarten.

In der ersten Studie wurde mittels quantitativer Real Time-PCR (qPCR) die MicroRNA-
Expression in Zellisolaten aus den Herzen von adulten Ratten erfasst.” Die 15 gemaR diesen
Daten am starksten in adulten kardialen Fibroblasten gegenliber Kardiomyozyten
angereicherten MicroRNAs sind in Abbildung 3A gezeigt. Entscheidend flr die Wirksamkeit
einer MicroRNA ist natlrlich auch ihre Abundanz, unabhangig von einem Vergleich mit
anderen Zelltypen, d.h. hochkonzentrierte MicroRNAs sollten ihre mRNA-Targets starker
unterdriicken als in wenigen Kopien vorhandene. In Abbildung 3B sind daher die in
derselben Studie ermittelten 30 am hdchsten exprimierten MicroRNAs in kardialen

Rattenfibroblasten abgebildet.

Die qPCR-Messungen an den RNA-Isolaten wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr.
Thomas Thum (Hannover Medical School, Hannover, D) durchgefiihrt. Die kardiomyozytenbezogenen Daten aus
dieser Studie wurden auch zur Erstellung einer Liste der hdchstexprimierten MicroRNAs in diesem Zelltyp
verwendet.®
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Abbildung 3. Analyse des MicroRNA-Expressionsprofils von adulten kardialen
Rattenfibroblasten mittels quantitativer Real Time-PCR (qPCR). (A) Die 15 am starksten in
adulten Rattenfibroblasten (ARCF) gegeniber Kardiomyozyten (ARCM) angereicherten MicroRNAs.
Nur MicroRNAs, die zu den 100 héchst-exprimierten in ARCF gehéren, wurden berilcksichtigt. (B)
Die 30 hochst-exprimierten MicroRNAs in ARCF. Zellfraktionen aus n=4 Ratten.
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Um die gewonnenen Daten unabhangig zu (berprifen, wurde eine zweite Studie’
durchgefihrt in der erneut die MicroRNA-Expression von Fibroblasten und Kardiomyozyten
verglichen wurde. Hierbei stammten die Zellen jedoch aus den Herzen adulter Mause und
die Messungen erfolgten auf Microarrays. Die Reinheit der verwendeten Zellpraparationen
wurde anhand der Expression von zelltypspezifischen Marker-Genen mittels

Immunfluoreszenz (siehe dazu meine Master-Thesis'’®)

und quantitativer Real Time-PCR
(Abbildung 4) bestatigt. Trotz des zweifachen Wechsels von Spezies und Plattform fir die
MicroRNA-Messungen zeigte sich in diesem Experiment eine erhebliche Ubereinstimmung
mit den gPCR-Daten aus adulten Ratten bei den 15 am starksten in Fibroblasten
angereicherten MicroRNAs (miR-199a/b-3p, miR-223, miR-199a-5p, let-7b, miR-146a)
(Abbildung 3A und 5A). Deutliche Unterschiede zwischen beiden Studien wurden dagegen
bei der Rangfolge der héchstexprimierten MicroRNAs beobachtet (Abbildungen 3B und
5B). Auf Grund ihrer hohen Anreicherung in der Fibroblastenfraktion wurden miR-199-3p
(Rang 1 in beiden Studien) und miR-223 (Rang 2 bzw. 3) fir weiterfUhrende Experimente

ausgewahlt (siehe Abschnitte 4.2 und 4.3).
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Abbildung 4. Reinheit der fiir die Microarray-Analyse verwendeten Zellfraktionen aus adulten
Mausen. Die relative Expression des Fibroblastenmarkers P4hb (A) und des Kardiomyozytenmarkers
Myh6 (B) in aufgereinigten adulten Maus-Fibroblasten (AMCF) und -Kardiomyozyten (AMCM) wurde
mittels quantitativer Real Time-PCR bestimmt. P4hb = prolyl-4-hydroxylase B, Myh6 = a-myosin
heavy chain. Zellfraktionen aus n=6 Mausen.

’ Ergebnisse der Microarraystudie wurden bereits in Teilen in meiner Master-Thesis'’® verffentlicht.
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Abbildung 5. Analyse des MicroRNA-Expressionsprofils von adulten kardialen
Mausfibroblasten mittels Microarray-Detektion. (A) Die 15 am starksten in adulten Maus-
Fibroblasten (AMCF) gegenuber Kardiomyozyten (AMCM) angereicherten MicroRNAs. Nur
MicroRNAs, die zu den 100 héchst-exprimierten in AMCF gehoéren, wurden berlcksichtigt. (B) Die 30
hochstexprimierten MicroRNAs in AMCF. Messung von gepoolter RNA aus Zellfraktionen von n=3
Mausen.

4.1.2 In Kardiomyozyten angereicherte MicroRNAs

Die beiden vorhergehenden Expressionsstudien erlauben auch eine Identifikation
kardiomyozytenspezifischer MicroRNAs (Abbildung 6). Wie fir die in Fibroblasten
angereicherten MicroRNAs wurde hier eine hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse zwischen

Mausen (QPCR) und Ratten (Microarray) gefunden. Allerdings wurden ebenso wie bei den in
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Fibroblasten angereicherten MicroRNAs (Abbildungen 3A und 5A) generell hdhere relative
Expressionsunterschiede in der ersten verglichen mit der zweiten Studie gemessen.
Bemerkenswerterweise waren sowohl der Grad der relativen Anreicherung als auch die Zahl
der im entsprechenden Zelltyp praferentiell exprimierten MicroRNAs fir Herzmuskelzellen
deutlich héher als fur Fibroblasten (Abbildungen 3A, 5A, 6).
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Abbildung 6. Analyse der MicroRNA-Expressionsprofile von Kardiomyozyten aus adulten
Mausen und Ratten. (A) Die 15 am starksten in adulten Ratten-Kardiomyozyten (ARCM) verglichen
mit adulten kardialen Ratten-Fibroblasten (ARCF) angereicherten MicroRNAs gemessen mit qPCR.
Zellfraktionen aus n=4 Ratten. (B) Die 15 am starksten in adulten Maus-Kardiomyozyten (AMCM)
verglichen mit adulten kardialen Maus-Fibroblasten (AMCF) angereicherten MicroRNAs, ermittelt
durch Microarray-Analyse. Messung von gepoolter RNA aus Zellfraktionen von n=3 Mausen. Es
wurden jeweils nur MicroRNAs berticksichtigt, die zu den 100 hdchst-exprimierten in ARCM bzw.
AMCM gehoren.
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4.2 Der Einfluss von miR-199-3p auf die Proliferation von

kardialen Fibroblasten

4.2.1 Funktionelle Konsequenzen der Uberexpression und Inhibition von

miR-199-3p in kardialen Fibroblasten

In der Zusammenschau der MicroRNA-Expressions-Studien in kardialen Zellen wurde
miR-199a/b-3p als am hochsten in Fibroblasten im Vergleich zu Herzmuskelzellen
angereicherte MicroRNA gefunden (siehe Abschnitt 4.1, Abbildungen 3A, 5A). Gleichzeitig
schien das absolute Expressionsniveau relativ hoch (Platz 15 unter den am héchsten
exprimierten MicroRNAs in adulten kardialen Rattenfibroblasten bzw. Platz 32 in adulten
kardialen Mausfibroblasten (Abbildungen 3B und nicht gezeigte Daten)), weswegen der
Einfluss dieser MicroRNA auf die Funktion von kardialen Fibroblasten im Folgenden genauer
untersucht wurde. Wahrend in der Ratte bislang nur miR-199a-3p identifiziert wurde, gibt es
in der Maus und im Mensch formal zwei MicroRNAs identischer Basensequenz
(miR-199a-3p und MiR-199b-3p), die sich vom 3'-Ende der Pre-miRNAs pre-miR-199a und
pre-miR-199b ableiten (siehe auch Diskussion, Abschnitt 5.2). Da die Isoformen a und b in
allen drei Spezies dieselbe Basensequenz aufweisen, werden sie im Weiteren als
miR-199-3p bezeichnet. In den folgenden Experimenten wurde miR-199-3p in neonatalen
oder adulten kardialen Fibroblasten durch Transfektion eines MicroRNA-,Mimics®, einer
doppelstrangigen synthetischen RNA, Uberexprimiert. Um zu Uberprifen, dass diese
Behandlung prinzipiell erfolgreich war, wurden die Zellen mit einem adenoviralen
Reporterkonstrukt infiziert, dessen mCherry-Expression durch miR-199-3p Uber zwei
komplementare Bindestellen in der 3 UTR der mCherry-mRNA unterdriickt wird. Die
Fluoreszenz eines zusatzlich exprimierten eGFP (engl. enhanced green fluorescent protein)-
Gens, das unter der Kontrolle der ,Housekeeping“-MicroRNA miR-16 stand, wurde zur
Normalisierung verwendet (Abbildung 7A). Die Transfektion mit einem miR-199-3p-Mimic
fuhrte zu einem signifikanten Rickgang des mCherry/e GFP-Verhaltnisses (Abbildungen
7B und C), was eine erfolgreiche Uberexpression der MicroRNA anzeigt. Als N&chstes
wurde der Effekt von miR-199-3p auf die Proliferation von kardialen Fibroblasten untersucht,
da die Vermehrung der Fibroblastenpopulation als wichtiger Faktor fur die Fibrosierung des
Herzens, z.B. nach einem Infarkt oder in Folge andauernder mechanischer Uberlastung, gilt
(siehe Abschnitt 1.2.2). Hierzu wurde die Inkorporation von Tritium-markiertem Thymidin als
Malf fir die Aktivitat der DNA-Synthese gemessen. Sowohl in neonatalen als auch in adulten
kardialen Fibroblasten rief die Uberexpression von miR-199-3p einen signifikanten Anstieg
im Vergleich zur Negativkontrolle hervor (Abbildung 7D). Da eine erhdhte
Thymidininkorporation neben einer vermehrten Proliferation auch durch ein verringertes

Absterben von Zellen in Kultur ausgel6st werden kdnnte, wurde in neuen Experimenten die

61



Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyklus gemessen. Nach miR-199-3p-
Uberexpression befanden sich signifikant mehr Fibroblasten in der S- oder G,/M-Phase als in
der Kontrollgruppe, was auf eine Erhéhung der Zellzyklusaktivitat, d.h. einen direkten Effekt

auf die Proliferation schlieRen lasst (Abbildung 7E).
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Abbildung 7. Uberexpression von miR-199-3p erhoht die Proliferation von kardialen
Fibroblasten. (A) Schematischer Aufbau des miR-199-3p-Fluoreszenzreporters. Die Expression des
mCherry-Transkripts wird von zwei komplementaren miR-199-3p-Bindestellen in dessen 3° UTR
reprimiert und dient so als Reporter fir die miR-199-3p-Aktivitat. eGFP (unter der Kontrolle der
.Housekeeping“-MicroRNA miR-16) dient zur Normalisierung. Der gestrichelt dargestellte Bereich
enthalt zusatzliche Sequenzen (je nach Typ plasmidisch oder adenoviral; dieser Abschnitt ist nicht
malfistabsgetreu dargestellt), die fir die Funktion des Konstruktes relevant sind. (B,C) Detektion des
adenoviralen miR-199-3p-Fluoreszenzreporters 48 h nach Transfektion von neonatalen kardialen
Rattenfibroblasten (NRCF) mit MicroRNA-Mimics. Reprasentative Aufnahmen (B) und Quantifizierung
(C) von n=5 unabhangigen Experimenten. (D) 3H-Thymidininkorporation nach Transfektion mit
MicroRNA-Mimics. n=15 unabhangige Experimente mit NRCF, n=7 unabhangige Experimente mit
ARCF. (E) Analyse der Zellzyklusphasen in NRCF nach Transfektion mit MicroRNA-Mimics. n=7
unabhangige Experimente. miR-ctrl = Kontroll-MicroRNA, NRCF = neonatale kardiale Rattenfibro-
blasten, ARCF = adulte kardiale Rattenfibroblasten, FCS = fotales Kalberserum (engl. fetal calf
serum), SV40 polyA = Simian virus 40 Polyadenylierungsstelle. Skalierungsbalken, 100 um. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001 im Vergleich zur jeweiligen Kontrollbedingung.
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Da eine Erhdéhung des miR-199-3p-Gehalts eine erhéhte DNA-Synthese hervorruft
(Abbildung 7D), ware das Gegenteil bei einer Absenkung desselben zu erwarten. Um eine
Inhibition der MicroRNA zu erzielen, wurden deshalb kardiale Fibroblasten entweder mit
einem Cholesterol-konjugierten ,Antagomir” behandelt oder mit einem LNA (engl. locked
nucleic acid)-modifizierten ,Antimir® transfiziert. Beide Strategien fiihrten zu einem deutlichen
Anstieg des mCherry/eGFP-Signals des adenoviralen Reporterkonstrukts in NRCF
(Zunahme im Vergleich zu mismatch-Antagomir bzw. Antimir-Kontrolle; Abbildung 8A), was
auf einen erfolgreichen Knockdown von miR-199-3p schliellen lasst. Die Inhibition von
miR-199-3p fihrte jedoch nicht zu dem erwarteten Rickgang der Thymidin-Inkorporation
(Abbildungen 8B und C). Dies kénnte bedeuten, dass die in kardialen Fibroblasten basal
vorhandene miR-199-3p-Konzentration - zumindest in Zellkultur - zu schwach ist, um die
Proliferation zu beeinflussen. Auffallig war allerdings, dass die Zugabe eines Antagomirs
anscheinend per se, d.h. unabhangig von der Basensequenz, zu einer reduzierten Thymidin-
Inkorporation fihrt (Abbildung 8B).

Neben der Vermehrung kardialer Fibroblasten spielt auch deren Umwandlung in
Myofibroblasten und die Sekretion parakriner Botenstoffe eine wesentliche Rolle flir die
kardiale Antwort auf Drucklberlastung oder Infarzierung (siehe Abschnitt 1.2.2). Die
Modulation der miR-199-3p-Aktivitat scheint jedoch die Umdifferenzierung in Myofibroblasten
(angezeigt durch den Marker a-smooth muscle actin (a-SMA)) nicht zu beeinflussen
(Abbildung 9A). Allerdings ist die Aussagekraft dieses Versuchs beschrankt, da die Zellen
wahrend dieses Versuchs auf einer harten Unterlage (Zellkulturgefall) kultiviert wurden. Dies
fuhrt dazu, dass schon unter Kontrollbedingungen viele Zellen a-SMA in gewissem Ausmalf

exprimieren'’®1"’

. Dartber hinaus wurde getestet, ob miR-199-3p einen Effekt auf die
Ausschittung von Substanzen hat, Uber die Fibroblasten auf parakrinem Weg die
Hypertrophierung von Kardiomyozyten regulieren. Dazu wurden neonatale Herzmuskelzellen
mit Fibroblasten-konditioniertem Medium stimuliert und die Grélkenzunahme gemessen.
Wahrend konditioniertes verglichen mit normalem Zellmedium ein deutliches Wachstum
verursachte, wurde kein signifikanter Unterschied bei zusatzlicher Modulation von
miR-199-3p in Fibroblasten vor Herstellung des konditionierten Mediums festgestellt

(Abbildung 9B).

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass miR-199-3p-
Uberexpression selektiv die Proliferation von kardialen Fibroblasten beschleunigt,
wohingegen die in kultivierten Zellen vorhandene Konzentration keine wesentliche Kontrolle

auf ihre Vermehrung ausubt.
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Abbildung 8. Inhibition von miR-199-3p hat
keinen antiproliferativen Effekt in kardialen
Fibroblasten. (A) Detektion des adenoviralen
mMiR-199-3p-Fluoreszenzreporters (siehe Abbil-
dung 6A) 48 h nach Zugabe eines Antagomirs
oder nach Transfektion eines Antimirs in NRCF.
Reprasentative Aufnahmen (links) und Quanti-
fizierung der Daten je eines in Triplikaten
ausgefilhrten Experiments. Fehlerbalken zeigen
hier Standardabweichung. (B,C) 3H-Thymidin-
inkorporation in NRCF nach Zugabe eines
Antagomirs (B) oder nach Transfektion eines
Antimirs (C). Daten aus je n=2 unabhangigen
Experimenten. mm-Antagomir = Kontroll-Anta-
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Abbildung 9. Die Modulation des miR-199-3p-Gehalts in kardialen Fibroblasten beeinflusst
weder die Umwandlung in Myofibroblasten noch die Sekretion prohypertropher Faktoren. (A)
Detektion des Myofibroblasten-Markers a-SMA (griin) in NRCF nach Transfektion mit MicroRNA-
Mimics oder nach Behandlung mit einem Antagomir. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt.
Reprasentative Bilder aus einem in Triplikaten durchgefihrten Experiment. (B-D) NRCM wurden mit
purem Zellmedium, Zellmedium + Phenylephrin oder fibroblastenkonditioniertem Medium inkubiert,
das aus dem Uberstand von ARCF hergestellt wurde, die zuvor mit MicroRNA-Mimics transfiziert
oder mit Antagomir behandelt worden waren. (B) Reprasentative Aufnahmen von NRCM.
Kardiomyozytenmarker a-Aktinin griin und DAPI blau dargestellt. (C,D) Automatisierte Quantifizierung
der Grole von a-Aktinin-positiven Myozyten. Die grau dargestellten Balken beziehen sich auf
dieselben Daten, normalisiert auf die jeweilige Kontrollbedingung. n=5 unabhangige Experimente.
a-SMA = a-smooth muscle actin, PE = Phenylephrin, NRCF = neonatale kardiale Rattenfibroblasten,
ARCF = adulte kardiale Rattenfibroblasten, NRCM, neonatale Ratten-Kardiomyozyten, Skalierungs-
balken, 100 ym.
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4.2.2 Massenspektrometrische Untersuchung der durch miR-199-3p

regulierten Proteine

Um mehr Uber die Zielproteine zu erfahren, durch deren Repression der pro-proliferative
Effekt von miR-199-3p verursacht wird, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Bernhard Kuster (Technische Universitat Minchen, D) eine SILAC (engl. stable isotope
labeling with amino acids in cell culture)-basierte Proteomanalyse durchgefihrt. SILAC
funktioniert Gber die Markierung bestimmter Aminosauren mit einem schweren Isotop (hier:
2H, im Fall von Lysin und 3Ce im Fall von Arginin) bzw. ihrem Ublicherweise vorkommenden,
leichten Gegenstiick (‘H bzw. '?C). Diese sind massenspektrometrisch unterscheidbar, auch
wenn sie in Polypeptide inkorporiert sind, verhalten sich aber physiologisch identisch. Zuerst
werden hierbei Zellen Uber mehrere Passagen hinweg parallel mit den leichten
beziehungsweise schweren Aminosauren behandelt, bis mindestens 95% der Proteine
entsprechend markiert sind. Im eigentlichen Experiment werden dann die Zellfraktionen je
einer von zwei Bedingungen ausgesetzt, die miteinander verglichen werden sollen, und
Konzentrationsdnderungen fir individuelle Proteine als Verhaltnis von leichten zu schweren
Peptiden im Lysat mittels Massenspektrometrie detektiert (siehe Schema in Abbildung
11A). Durch die gemeinsame Aufarbeitung der beiden Fraktionen nach dem Lysieren
kénnen Verzerrungen durch unterschiedliches Handling weitgehend vermieden werden. Da
primare kardiale Fibroblasten sich in Zellkultur nur sehr langsam vermehren und deshalb
eine ausreichende Markierung wahrscheinlich nicht zu erreichen ware, wurde die SILAC-
Studie ersatzweise mit sich schneller teilenden NIH-3T3-Fibroblasten durchgeflhrt. Vorab
wurde bestatigt, dass die Modulation der MicroRNA-Aktivitdt auch in diesem Zelltyp
funktioniert (die gezeigten Daten enthalten auch die parallel mit den beiden SILAC-
Replikaten durchgefiihrten Reporter-Messungen) und dass die Uberexpression von
miR-199-3p ebenso wie in primaren kardialen Fibroblasten die Proliferation beschleunigt
(Abbildung 10).

In der folgenden SILAC-Studie wurde in zwei getrennten Vergleichen die Auswirkungen von
miR-199-3p-Uberexpression (miR-199-3p versus miR-ctrl) und -Inhibition (Antagomir-199-3p
versus Unbehandelt) untersucht. Jedes Experiment wurde in zwei biologischen Replikaten
durchgefiihrt. Da zu dem Zeitpunkt, als diese Studie durchgefiihrt wurde, der mismatch-
Antagomir nicht zur Verfigung stand, dienten unbehandelte Zellen als Negativkontrolle fiir
Antagomir-199-3p. In die Auswertung der Proteinregulation wurden nur solche Protein-
gruppen mit einbezogen, die in beiden Replikaten nachweisbar waren (Uberexpressions-
experiment: 2581 Proteingruppen, Inhibitionsexperiment: 3038 Proteingruppen). Der
bicinformatische Vorhersagealgorithmus TargetScan (www.targetscan.org) wurde verwen-

det, um die zu den Proteingruppen gehérigen Gene bzw. deren mRNA-Transkripte auf die
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Anwesenheit einer mdglichen Bindestelle flir miR-199-3p zu Uberprifen. Wie aus Abbildung
11B ersichtlich ist, fiihrte die Uberexpression von miR-199-3p wie erwartet zu einer globalen
Repression von Proteingruppen, deren zugehérige mRNAs mindestens eine evolutionar
konservierte, vorhergesagte miR-199-3p-Bindestelle besitzen (sogenannte vorhergesagte,
konservierte Targets). Solche mit ausschlieBlich nicht-konservierten Bindestellen wurden
dagegen kaum in ihrer Expression gehemmt. Die Inhibition von miR-199-3p hatte im
Gegensatz zu ihrer Uberexpression nur eine sehr schwache Disinhibition von Proteinen mit
zugeordneten konservierten Bindestellen und keine messbaren globalen Auswirkungen auf
solche mit nicht-konservierten Bindestellen zur Folge (Abbildung 11C). Fir alle vorher-
gesagten konservierten miR-199-3p-Targets wurden dariiber hinaus die Anderungen bei
miR-199-3p-Uberexpression und -Inhibition gegeneinander aufgetragen (Abbildung 11D).
Die erwartete Verschiebung in Richtung der linken oberen Ecke des Diagramms (Reduktion
der Proteinkonzentration bei Uberexpression und Erhéhung bei Inhibition der miRNA) war
zwar zu beobachten, jedoch fiel auch hier auf, dass viele durch Uberexpression reprimierte
Proteine kaum die vorhergesagte Disinhibition bei miRNA-Knockdown zeigen.
Zusammengefasst zeigen die globalen Analysen der SILAC-Daten, dass die Methodik gut
funktioniert hat, aber wie in primaren kardialen Fibroblasten (Abbildung 8) die Inhibition von

miR-199-3p nur geringe Auswirkungen hat.
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Abbildung 10. Nachweis der erfolgreichen Uberexpression und Inhibition von miR-199-3p in
NIH 3T3-Fibroblasten. (A) Detektion eines plasmidischen miR-199-3p-Fluoreszenzreporters (siehe
Abbildung 6A) 48h nach Transfektion von MicroRNA-Mimics oder nach Zugabe eines Antagomirs.
n=7 unabhangige Experimente. (B) 3H-Thymidininkorporation nach Transfektion mit MicroRNA-
Mimics. n=3 unabhangige Experimente. miR-ctrl = Kontroll-MicroRNA. Skalierungsbalken, 100 pym.
***P<0,001 im Vergleich zur jeweiligen Kontrollbedingung.
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Abbildung 11. Massenspektrometrische Untersuchung der Proteinregulation bei Modulation
des miR-199-3p-Aktivitit. (A) Schematischer Uberblick iber die miR-199-3p-Modulation in SILAC-
markierten NIH 3T3-Fibroblasten. (B,C) Antwort von Proteinen auf miR-199-3p-Uberexpression (B)
oder -Inhibition (C) in Abhangigkeit von der Anwesenheit von vorhergesagten miR-199-3p
Bindestellen in der zugehérigen mRNA. Dargestellt ist der Anteil an Proteinen, die mindestens zum
dem auf der x-Achse angegebenen Grad reguliert sind. Eine Linksverschiebung der Kurve gegenilber
LAlle Gene* zeigt eine Repression, eine Rechtsverschiebung eine Disinhibition der Proteinsynthese
an. Nur Proteine, die jeweils in beiden Replikaten von entweder Uberexpression oder Inhibition
detektiert wurden, sind dargestellt. (D) Regulation von Proteinen mit mindestens einer
vorhergesagten miR-199-3p Bindestelle in der zugehérigen mRNA in Abhangigkeit von miR-199-3p-
Uberexpression oder —Inhibition. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus zwei biologischen
Replikaten. Nur Proteine, die in beiden Replikaten sowohl bei Uberexpression als auch bei Inhibition
detektiert wurden, sind dargestellt. Die Vorhersage von miR-199-3p-Bindestellen erfolgte mit
TargetScan Mouse 6.2. BS = vorhergesagte miR-199-3p-Bindestellen, vs. = versus.
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4.2.1 Charakterisierung von Ywhae als moglichem Target von miR-199-3p

Um einzugrenzen, welches der von miR-199-3p regulierten Proteine fir den pro-
proliferativen Effekt dieser miRNA verantwortlich sein kénnte, wurde unter den vorher-
gesagten Targets, die am starksten nach miR-199-3p-Modulation reguliert waren, nach
mdoglichen Kandidaten gesucht (siehe Tabellen S1 und S2 im Anhang). Die MicroRNA-
Bindestelle sollte neben der Maus auch fiir den Menschen vorhergesagt sein. Bei der
Auswahl von Kandidaten lag der Fokus auf Proteinen, die bei miR-199-3p-Uberexpression
reprimiert waren, da hierflir konsistentere globale Effekte beobachtetet wurden als bei
Inhibition (Abbildungen 11B und C). Zusatzlich sollte ein bekannter Zusammenhang der
Genfunktion mit Proliferation, Zellzyklus, Zelltod oder Apoptose bestehen, woflir ein Abgleich
mit den Datenbanken von Gene Ontology (GO) (www.geneontology.org) und DAVID (engl.
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (david.abcc.ncifcrf.gov)

durchgefihrt wurde.

Die beschriebenen Schritte flhrten uns zur Identifikation von Ywhae (engl. tyrosine
3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, epsilon polypeptide,
auch 14-3-3¢ genannt) als moéglichem, fir die Proliferation relevanten miR-199-3p-Target.
Ywhae besitzt ein evolutionar konserviertes Bindemotiv fir miR-199-3p, das nicht nur in
Mensch, Maus und Ratte, sondern sogar in Krallenfroschen (Xenopus tropicalis) vorhanden
ist (Abbildung 12A). Wie flr andere potentielle miR-199-3p-Targets beobachtet
(Abbildungen 11A-C), reagierte das YWHAE-Protein gemafl den Ergebnissen der SILAC-
Studie deutlich starker auf miR-199-3p-Uberexpression als auf deren Blockade (Abbildung
12B). Die Quantifizierung ist dabei als sehr zuverlassig anzusehen, da pro Replikat jeweils
mindestens 115 Peptide in die Analyse miteinbezogen wurden (Tabelle $1 im Anhang).
Gleichzeitig spricht die hohe Zahl von gemessenen Peptiden fiir einen relativ hohe
Abundanz in NIH-3T3-Fibroblasten. Auch in NRCF ist Ywhae auf mRNA- und Proteinebene
gut detektierbar (Abbildungen 12C-F). Zunachst wurde die Regulation von Ywhae durch
miR-199-3p mittels qPCR und Western Blot bestatigt (Abbildungen 12C und D). Auf
Proteinebene (Abbildung 12D) wurde hierbei eine wesentlich starkere Repression
beobachtet als auf mRNA-Ebene (Abbildung 12C). Als Nachstes wurde der Einfluss von
Ywhae auf die Proliferation von NCRF untersucht. Der dazu verwendete Knockdown mittels
siRNA war erfolgreich (Abbildungen 12E und F) und flhrte zu einer deutlichen Erhéhung
der *H-Thymidin-Inkorporation (Abbildung 12G) im Vergleich zur Negativkontrolle, was die
erwartete anti-proliferative Funktion von Ywhae in kardialen Fibroblasten bestatigt.
Zusammenfassend lasst sich daher feststellen, dass mit Ywhae ein wahrscheinliches
miR-199-3p-Target identifiziert wurde, das den pro-proliferativen Effekt von miR-199-3p in

kardialen Fibroblasten mindestens teilweise erklaren konnte.
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Abbildung 12. YWHAE (14-3-3¢) wird durch miR-199-3p reguliert und seine Inhibition erhoht
die Proliferation von kardialen Fibroblasten. (A) Lokalisation der Bindestelle fir miR-199-3p in der
3" UTR der Ywhae mRNA und ihre evolutionare Konservierung. Der miR-199-3p-Seed und der dazu
komplementare Bereich sind gelb unterlegt. (B) Massenspektrometrische Messung der Regulation
von YWHAE in NIH 3T3-Fibroblasten bei miR-199-3p-Uberexpression und -Inhibition. (C,D)
Bestatigung der Regulation von Ywhae durch miR-199-3p in NRCF auf mRNA-Ebene (C) und auf
Proteinebene (D). Jeweils n=3 unabhangige Experimente. (E-G) Ywhae wurde in NRCF mittels RNA-
Interferenz inhibiert. Uberpriifung des Knockdowns auf mRNA- Ebene’ (E, n=3 unabhangige
Experimente) und auf Proteinebene (D, n=2 unabhanglge Experimente). (E) Einfluss des
Knockdowns von Ywhae auf die Inkorporation von *H- -Thymidin. n=7 unabhangige Experimente.
NRCF = neonatale kardiale Rattenfibroblasten, si-ctrl = Kontroll-siRNA, si-Ywhae = siRNA gegen
Ywhae, miR-ctrl = Kontroll-MicroRNA, CDS = engl. coding DNA sequence, UTR = engl. untranslated
region. **P<0,01 im Vergleich zur Kontrollbedingung.

" Der Autor dankt Johanna Donhauser, die wahrend ihres Praktikums in unserer Arbeitsgruppe gPCR-Messungen
zum siRNA-vermittelten Knockdown von Ywhae durchflhrte.
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4.3 Charakterisierung des kardiovaskularen Phanotyps von

miR-223-defizienten Mausen

4.3.1 Linksventrikulare Druckiiberlastung durch Aortenkonstriktion

MiR-223(-3p) wurde ahnlich wie miR-199-3p in den MicroRNA-Expressionsstudien an
Zellfraktionen aus adulten Ratten- und Mauseherzen als eine stark in kardialen Fibroblasten
im Vergleich zu Herzmuskelzellen angereicherte MicroRNA identifiziert (siehe Abschnitt 4.1,
Abbildungen 3A, 5A). Im Gegensatz zu miR-199-3p gibt es Mause mit einer globalen
genetischen Deletion des miR-223-Gens, deren kardiovaskularer Phanotyp hier genauer
untersucht wurde. Zunachst wurden relativ alte Mause (10 Monate) analysiert, da manche
Herzerkrankungen erst mit fortgeschrittener Lebensdauer manifest werden. Jedoch waren
die Expression der Hypertrophiemarker Natriuretisches Peptid A (Nppa) und B (Nppb) sowie
des fibroserelevanten Kollagens Typ | a2 (Col1a2) und das Herzgewicht in miR-223-
defizienten Mause im Vergleich zum Wildtyp unverandert (Abbildungen 13A und B). Als
Nachstes erzeugten wir operativ eine Transverse Aortenkonstriktion (TAC), die zu einer
chronischen Druckiberlastung des Herzens einhergehend mit Hypertrophierung und/oder
Untergang von Herzmuskelzellen und Fibrosierung des Myokards flhrt. Auch unter diesen
Stressbedingungen unterschieden sich miR-223-defiziente Mause nicht von ihren nicht-
transgenen Geschwistern hinsichtlich ihrer Herzfunktion und der Entwicklung von
Hypertrophie und Fibrose (Abbildungen 13C-E).
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Abbildung 13. Deletion von miR-223 in Mausen verdndert nicht die Herzfunktion unter
Basalbedingungen und nach transverser Aortenkonstriktion. (A) Bestimmung der Expression
der Hypertrophiemarker Natriuretisches Peptid A (Nppa) und B (Nppb) sowie von Kollagen Typ | a2
(Col1a2) im Myokard von 10 Monate alten Mausen mittels qPCR. n=7 Wildtyp (WT) und n=6
miR-223-defiziente (KO) Mause. (B) Verhaltnis von Herzgewicht (HW) zu Tibialdnge (TL) in 10
Monate alten Mausen. n=7-11 Mause pro Genotyp. (C-F) Untersuchung von Mausen vier Wochen
nach Transverser Aortenkonstriktion (TAC, flhrt zu chronischer Drucklberlastung) oder
Scheinoperation (engl. sham). (C) Echokardiographische Analyse der linksventrikularen Kontraktilitat
(engl. fractional shortening) von n=6 (Sham) bzw. n=11-14 (TAC) Tieren. (D) Verhaltnis von
Herzgewicht zu Tibialange in n=6 (Sham) bzw. n=20-21 (TAC) Tieren. (E) Sirius Rot/Fast Green-
Farbung von Herzschnitten (links) und Quantifizierung der Sirius Rot-Farbung (rechts) in n=6 (Sham)
bzw. n=20-21 (TAC) Tieren. LV = Linker Ventrikel, Skalierungsbalken, 100 um.

4.3.2 Kardiale Ischamie-Reperfusion

Da eine regulatorische Funktion von miR-223 in mehreren myeloischen Immunzelltypen (u.a.
Granulozyten und Makrophagen; siehe Abschnitt 5.3.1) beschrieben ist, untersuchten wir
miR-223-defiziente Mause in einem kardialen Ischamie-Reperfusions-Stress-Modell, bei dem
Entziindungsreaktionen eine wichtigere Rolle spielen als bei TAC. Bei diesem in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bernhard Metzler (Universitatsklinikum Innsbruck, D)
durchgefiihrten Verfahren wird eine Koronararterie (engl. LAD = left anterior descending
coronary artery) flr einen gewissen Zeitraum (hier 30 min) abgebunden und danach wieder

perfundiert (siehe Abbildung 14A), analog zu einem Patienten mit Myokardinfarkt, dessen
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betroffenes Koronargefal nach Ankunft in der Klinik mittels Perkutaner Transluminaler
Koronarangioplastie (PTCA) und/oder Thrombolyse wiedereréffnet wird. Zunachst wurde die
Blutplasma-Konzentration von kardialem Troponin T untersucht, einem Protein, das aus
geschadigten Herzmuskelzellen freigesetzt wird und das Ausmall des Infarktschadens
widerspiegelt. Sowohl nach 3 h als auch nach 48 h Reperfusion war dessen Konzentration in
miR-223-defizienten Mausen etwa doppelt so hoch wie im Wildtyp (Abbildung 14B). Damit
Ubereinstimmend wurde sowohl nach 48 h als auch nach einer Woche Reperfusion eine
signifikant erhdhte InfarktgroRe (Bereiche in denen Immunzellen eingewandert waren) in
H&E-gefarbten Herzschnitten von miR-223-defizienten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet (Abbildungen 14C und D). Ebenso erschien die GrofRe der
Infarktnarbe tendenziell erhéht (Abbildung 14E). Da das Ausmall der Narbenbildung
individuell jedoch sehr unterschiedlich ausfiel und mehrere Tiere in beiden Gruppen keine

sichtbare Fibrosierung entwickelten, wurde hier kein signifikantes Ergebnis erreicht.

Um zu untersuchen, ob Immunzellen fir den erhéhten Infarktschaden bei globaler miR-223-
Deletion entscheidend sind, generierten wir Knochenmarkschimaren durch Transplantation
von miR-223-defizientem Knochenmark in letal bestrahlte Mause (zur Bestatigung des
Chimarismus siehe auch Abbildungen 19A und B). Im Gegensatz zum globalen miR-223-
Knockout wurde nach 48 h Reperfusion zwischen Mausen, die miR-223-defizientes
Knochenmark, und solchen, die Wildtyp-Knochenmark erhalten hatten, kein Unterschied bei
der Troponin T-Konzentration beobachtet (Abbildung 14F). Dies spricht dafiir, dass die
Ursache flr die erhéhte Myokardschadigung im Ischamie-Reperfusions-Modell bei globaler
Deletion von miR-223 weder in Immunzellen noch in einem anderen hamatopoetischen

Zelltyp zu suchen ist.

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass miR-223-defiziente Mause deutlich empfindlicher

auf kardiale Ischamie mit folgender Reperfusion reagieren als Wildtyp-Tiere.
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Abbildung 14. Deletion von miR-223 in Mausen erhéht den Infarktschaden im kardialen
Ischamie-Reperfusionsmodell. (A) Schematischer Uberblick iiber die Ischamie-Reperfusions (I-R)-
Experimente. (B) Messung von kardialem Troponin T im Blutplasma von miR-223-defizienten (KO)
und Wildtyp- (WT) Mausen 3 h und 48 h nach Beginn der Reperfusion. n=4 scheinoperierte und n=15
ischamische Mause pro Genotyp flir 48 h Reperfusion bzw. n=9 ischamische Mause pro Genotyp flr
3 h Reperfusion. (C) H&E-Farbung von Herzschnitten (links) nach 48 h Reperfusion und Quantifi-
zierung inflammatorischer Areale (rechts) als Mal fir die InfarktgréRe. n=9 ischamische Mause pro
Genotyp. (D) Quantifizierung inflammatorischer Areale (InfarktgréfRe) wie in (C) nach 7 Tagen (d;
engl. day) Reperfusion. n=7-9 Mause pro Genotyp. (E) Sirius-Rot/Fast Green-Farbung von
Herzschnitten (links) und Quantifizierung der Sirius Rot-gefarbten Narbenareale (rechts). n=7-9
Mause pro Genotyp. (F) Knochenmark von miR-223-defizienten oder WT-Mausen wurde in WT-
Mause transplantiert und die Empfanger einer I-R-Operation unterzogen. Messung von kardialem
Troponin T im Blutplasma der Empfangertiere nach 48 h Reperfusion. n=5-7 Tiere pro Bedingung.
Sham (engl.) = Scheinoperation, LAD Arterie = linke absteigende Koronararterie (engl. left anterior
descending coronary artery), LV = Linker Ventrikel, n.s. = nicht signifikant. Skalierungsbalken, 100 pm
in (C) und 1 mm in (E). *P<0,05, ***P<0,001 im Vergleich zur jeweiligen Kontrollbedingung.
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4.3.3 Charakterisierung der Thrombozyten- und Megakaryozytenfunktion

von miR-223-defizienten-Mausen’

Auf Grund mehrerer Berichte, die besagen, dass miR-223 eine der hdchstexprimierten

156,159.180-186 st  beschlossen wir, die

MicroRNAs in Blutplattchen'®'”® und Megakaryozyten
Funktion dieser beiden Zelltypen in miR-223-defizienten Mausen zu untersuchen. Die
hamozytometrische Blutuntersuchung ergab keine Unterschiede hinsichtlich von
Plattchenzahl und -volumen zwischen miR-223-defizienten Mausen und Wildtyp-
Geschwistern (Abbildungen 15A und B). Ebenso unverandert waren die Lebensdauer
zirkulierender Plattchen (ermittelt durch Durchflusszytometrie nach in vivo-Markierung mit
Biotin) sowie das Aussehen und Gewicht der Milz als dem vorwiegenden Organ des
Platichenabbaus (Abbildungen 15C und D). Als Nachstes untersuchten wir die
Oberflachenexpression der Integrine allb und 1 sowie der Glykoproteine Iba und IX mittels
Durchflusszytometrie. Alle diese Plattchenrezeptoren waren unverandert,
bemerkenswerterweise auch Integrin 1, dessen mRNA laut dem Vorhersagealgorithmus
TargetScan (Version 6.2) eine putative miR-223-Bindestelle enthalt (Abbildung 15E). Als
Mafly flr die Aktivierbarkeit von Blutplatichen bestimmten wir durchflusszytometrisch die
Menge von aktiviertem Integrin allbB3 sowie von P-Selektin, einem Bestandteil der a-
Granula, der bei Aktivierung auf der Plattchenoberflache exponiert wird. Bei beiden
Parametern war in Abwesenheit von miR-223 eine normale Antwort auf die Stimulation mit
Thrombin bzw. Convulxin zu beobachten (Abbildung 16A). Auch Aggregometrieversuche
mit Vollblut und gewaschenen Plattchen ergaben keine Hinweise auf eine veranderte
Aggregation von miR-223-defizienten Plattchen bei Stimulation mit ADP, Kollagen oder
Thrombin (Abbildungen 16B und C). Ebenso beeintrachtigte die genetische Deletion von
miR-223 weder die Thrombusretraktion, noch die Plattchenadhasion an kollagenbeschichtete
Flusskammern oder die Blutungszeiten (Abbildungen 16D-F). Diese Ergebnisse sprechen

fur eine im Wesentlichen unveranderte Plattchenfunktion in der Abwesenheit von miR-223.

*
274

Dieser Abschnitt (inklusive Abbildungen) wurde in leicht veranderter Fassung in Leierseder et al.”"" in der

Fachzeitschrift Thrombosis and Haemostasis veroffentlicht.
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Abbildung 15. Blutplattchen von miR-223-defizienten Mause erscheinen normal unter
Basalbedingungen. (A-B) Anzahl (A) und mittleres Zellvolumen (B) zirkulierender Blutplattchen in
miR-223-defizienten (KO) und Wildtyp- (WT) Mé&usen. n=6 Mé&use pro Genotyp. (C) Uberlebens-
kurven von Blutplattchen. Biotin wurde intravenés zum Zeitpunkt 0 injiziert und mittels Durchfluss-
zytometrie der Anteil markierter Zellen tGber mehrere Tage hinweg bestimmt. n=3-4 Mause pro
Genotyp. Die Kurvenanpassung wurde mit der Least-Squares-Methode unter der Annahme eines
einphasischen Zerfalls durchgefiihrt. (D) Morphologie und Gewicht der Milz. n=9 Mause pro Genotyp.
Skala in cm. (E) Durchflusszytometrische Messung der Expression der Integrine allb (CD41) und B1
sowie der Glykoproteine Iba und IX auf der Oberflache von Blutplattchen. n=7-8 Mause pro Genotyp
fur Integrin 1 und n=5 Mause pro Genotyp fir alle anderen getesteten Proteine. Fehlerbalken sind
nicht gezeigt, wenn sie kleiner als die Symbole sind (C).
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Abbildung 16. Intakte Plattchenfunktion in miR-223-defizienten Mausen. (A) Blutplatichen aus
miR-223-defizienten und Wildtyp-Mausen wurden mit Thrombin (1 U/ml) oder Convulxin (50 ng/ml)
stimuliert und die Aktivierung von Integrin allbB3 sowie die Oberflachenexpression von P-Selektin
durchflusszytometrisch bestimmt. n=5 Mause pro Genotyp. (B) Messung der Aggregation von
Blutplattchen in Vollblut mittels impedanzbasierter Aggregometrie. Die Stimulation erfolgte mit ADP
(6,5 uM) bzw. mit Kollagen (3,2 ug/ml). n=3 Mause pro Genotyp flir ADP und n=6 Mause pro Genotyp
fur Kollagen. (C) Messung der Aggregation von gewaschenen Blutplattchen mittels
Lichttransmissions-Aggregometrie. Die Stimulation erfolgte mit Kollagen (5 pg/ml), Convulxin (50
ng/ml) bzw. Thrombin (1 U/ml). n=4-9 Mause pro Gruppe. (D) Thrombusretraktion durch Blutplattchen
bei Stimulation mit 0,75 U/ml Thrombin und 4 mM CaCl,. Das Bild zeigt reprasentative Thromben
nach 20 min Inkubation. n=7-9 Mause pro Genotyp. (E) Plattchenadhasion in kollagenbeschichteten
Flusskammern unter arteriellen Flussbedingungen (Scherrate 1000 sek'1). Reprasentative
Fluoreszenzaufnahmen von Rhodamin 6G-gefarbten Thromben (links) und Quantifizierung der
thrombenbedeckten Flache relativ zur Gesamtflache nach 3 min Laufzeit (rechts). n=4 Mause pro
Genotyp. (F) Blutungszeit nach Entfernung der Schwanzspitze. Fehlerbalken sind nicht gezeigt, wenn
sie kleiner als die Symbole sind (D). Skalierungsbalken, 100 um. AUC = area under the curve.
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Auf Grund der offensichtlichen Diskrepanz zwischen der hohen Abundanz von miR-223 in
Blutplattchen und seiner scheinbaren Vernachlassigbarkeit flr die Plattchenfunktion, stellte
sich die Frage, ob Uberhaupt vorhergesagte Targets von miR-223 in miR-223-defizienten
Plattchen de-reprimiert sind. Hierzu wahlten wir aus den zehn putativen miR-223-Targets mit
dem hoéchsten Rang in TargetScan Human (Version 6.2) all jene, die ebenso eine
konservierte Bindestelle in Mausen haben und in Blutplattchen nachweisbar waren. Die
gPCR-Analyse zeigte eine signifikant erhdéhte Expression in miR-223-defizienten im
Vergleich zu Wildtypplattchen flr zwei der vier ausgewahlten mRNAs, namlich Fbxw7 und
Sp3 (Abbildung 17A). Aus diesen Daten folgt, dass miR-223 in Blutplattchen (bzw. in MK
als ihren kernhaltigen Vorlaufern) funktionell aktiv ist, da es die Expression seiner Targets

reguliert. Dies wirkt sich aber offensichtlich nicht auf die Plattchenfunktion aus.

Eine frihere Studie schlug den ADP-Rezeptor P2Y4, als Target von miR-223 in humanen
Plattchen vor,’® weswegen wir auch die Expression dieses Gens untersuchten. Bioinforma-
tische Analysen zeigten jedoch, dass, im Gegensatz zur Situation im Menschen, die P2ry12
3’ UTR der Maus keine vorhergesagte Bindestelle fir miR-223 enthalt. Dementsprechend
fanden wir keinen veranderten Gehalt an P2ry712 mRNA in miR-223-defizienten Plattchen
(Abbildung 17B). Dieser Befund stimmt mit der unveranderten Antwort auf die Stimulation
mit ADP Uberein (Abbildung 16B).

A B
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Abbildung 17. Expression vorhergesagter miR-223 Targets in Blutplattchen. (A) QPCR-Analyse
der mRNAs fur die E3-Ubiquitin-Proteinligase Fbxw7, den Transkriptionsfaktor Sp3, den
Transkriptionsaktivator Pur-g (Purb) und das kleine G-Protein Rhob in Blutplattchen aus miR-223-
defizienten und Wildtyp-Mausen. (B) Bestimmung der mRNA-Expression wie in (A) fir den ADP-
Rezeptor P2Y4, (P2ry12), dessen mRNA im Mensch, jedoch nicht in der Maus eine vorhergesagte
miR-223-Bindestelle enthalt. n=3-4 Mause pro Genotyp. * P<0.05 im Vergleich zum Wildtyp.

Dartber hinaus untersuchten wir die Plattchenproduktion in miR-223-defizienten Mausen, da
miR-223 auch in myeloischen Vorlauferzellen einschlieBlich der platichenproduzierenden
MKs hochabundant ist."®'® Da die Plattchenzahl in unbehandelten Mausen normal war

(Abbildung 15A), ware es denkbar, dass milde Defekte der Thrombopoese unter Steady
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State-Bedingungen kompensiert werden. Folglich setzten wir die Plattchenproduktion in
Mausen durch die Injektion eines platichendepletierenden Antikérpers unter Druck. Die
Erholung der Plattchenzahlen, die auf die experimentell induzierte Thrombozytopenie folgt,
wies bei miR-223-defizienten Mausen eine milde und voribergehende Verzégerung im
Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern auf (Abbildung 18A). Um festzustellen, ob die leicht
verringerte Plattchenzahl von miR-223-defizienten Mausen 72 h nach Antikdrperinjektion
einen zellautonomen Ursprung hat, erzeugten wir Knochenmarkschimaren durch
Transplantation von miR-223-defizientem Knochenmark in letal bestrahlte Empfangermause.
Der Erfolg der Transplantation wurde dabei auf zwei Arten bestatigt: Erstens wurden
CDA45.1-exprimierende Mause als Empfanger verwendet, was uns erlaubte, den relativen
Anteil der aus den Spenderknochenmark abgeleiteten CD45.2-tragenden Zellen an allen
CD45-positiven Zellen im Blut der Empfanger abzuschéatzen. Dieser lag zwischen 77% und
93% CD45.2-positiven Zellen und war in beiden transplantierten Gruppen sehr ahnlich
(Abbildung 19A). Zweitens war in der Real Time-PCR fast kein miR-223 in Blutzellen von
Mausen nachweisbar, die miR-223-defizientes Knochenmark erhalten hatten (Abbildung
19B). Jedoch lag das Expressionsniveau immer noch Gber dem von Mausen mit globaler
miR-223-Deletion (Abbildung 19C), was bestatigt, dass einzelne Zellen nicht durch die
Transplantation ausgetauscht wurden. 72 h nach der Injektion des plattchendepletierenden
Antikorpers war die Plattchenzahl in Empfangern von miR-223-defizientem Knochenmark
ahnlich wie die in Wildtyp-transplantierten Mausen (Abbildung 18B). Dies deutet darauf hin,
dass die verzogerte Erholung der Plattchenzahl in Mausen mit globaler miR-223-Deletion

nicht von miR-223 in MKs abhangt und folglich kein zellautonomer Effekt ist.

Um diese Vermutung weiter zu untermauern, wurden zusatzliche Versuche zur Charak-
terisierung und Funktion miR-223-defizienter MKs durchgefiihrt (Abbildung 20). Da die
Interaktion mit Extrazellularmatrix sowohl flir die Wanderung von MKs in die vaskulare
Nische als auch fir die Plattchenfreisetzung essentiell ist,"® untersuchten wir die
Ausbreitung von MKs auf Fibronektin, Fibrinogen und Kollagen und beobachteten keine
Anderung beim Fehlen von miR-223 (Abbildung 20A). Ebenfalls ungestért war die Bildung
von Proplattchen durch miR-223-defiziente MKs in vitro (Abbildung 20B). Darlber hinaus
scheint die Reifung von MKs nicht behindert zu sein, da miR-223-defiziente colony-forming
unit (CFU)-MKs die Fahigkeit behielten, zu Kolonien heranzuwachsen (Abbildung 20C).
Zuletzt untersuchten wir die MK-Zahlen im Knochenmark 72 h nach der Induktion der
Thrombozytopenie und fanden auch hier keine Anderung in miR-223-defizienten Mausen im
Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 20D). Auler der (anscheinend nicht zellautonomen)
Verzdgerung der Platichenproduktion nach Depletion bieten unsere Daten also keinen

Anhaltspunkt fir eine gestérte Funktion von miR-223-defizienten MKs.
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Abbildung 18. Leichte Verzogerung der depletionsinduzierten Plattchenneubildung in miR-223-
defizienten Mausen gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle. (A) Zeitverlauf der Anzahl zirkulierender
Blutplattchen in  miR-223-defizienten und  Wildtyp-Mausen nach  antikérperinduzierter
Plattchendepletion. Die gestrichelte Linie zeigt die mittlere Plattchenzahl unbehandelter
Wildtypmause (aus Abbildung 14A). n=14-15 Mause pro Gruppe bei 72 h und n=3-5 Mause bei allen
anderen Zeitpunkten. (B) Knochenmark von miR-223-defizienten oder Wildtyp-Mausen wurde in
Wildtyp-Mause transplantiert und die Anzahl zirkulierender Blutplattchen in Empfangertieren 72 h
nach Plattchendepletion gemessen. n=4-6 Mause pro Gruppe. ***P<0,001 im Vergleich zum Wildtyp
72 h nach Plattchendepletion.
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Abbildung 19. Abschatzung des Chimerismus von knochenmarkstransplantierten Mausen. (A)
Durchflusszytometrische Messung von CD45.1- und CD45.2-tragenden Zellen im Blut.
Quantifizierung des Anteils von CD45.2-positiven (d.h. vom Spender stammenden) Zellen im Blut von
CD45.1-Empfangertieren, in die Knochenmark aus miR-223-defizienten oder Wildtyp-Mausen (beide
CD45.2) transplantiert wurde. n=7-8 Tiere pro Transplantationsbedingung. (B) Bestimmung des
miR-223-Gehalts in zirkulierenden Zellen aus knochenmarkstransplantierten Tieren mittels qPCR.
n=4-5 Mause pro Gruppe. (C) Bestimmung des miR-223-Gehalts in zirkulierenden Blutplatichen von
Tieren mit globaler miR-223-Deletion bzw. Wildtyp-Kontrollen mittels qPCR. n=3-4 Mause pro
Genotyp.
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A Ausbreitung von MKs in vitro B
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Abbildung 20. Normale Megakaryozytenzahl und -funktion in miR-223-defizienten Mausen. (A)
Megakaryozyten (MKs) aus fotalen Leberzellen von miR-223-defizienten Mausen besitzen eine
unveranderte Fahigkeit zur Ausbreitung auf verschieden beschichteten Oberflachen. BSA (engl.
bovine serum albumin) diente als Negativkontrolle. Wegen unterschiedlicher
Ausbreitungsgeschwindigkeiten wurden reprasentative Bilder entweder 5 h (Fibronektin, Fibrinogen,
BSA) oder 3 h (Kollagen) nach Aussaen aufgenommen. Die Zellumrisse sind mit gestrichelten Linien
hervorgehoben. Zellen von n=3-4 Féten pro Genotyp wurden untersucht. (B) Proplattchen-Bildung
durch MKs aus fétalen Leberzellen. Gezeigt ist die Zahl der MKs, die nach 5 Tagen Kultur in der
Anwesenheit von 50 ng/ml Thrombopoetin Proplattchen gebildet hatten. Zellen von n=6-7 Féten pro
Genotyp. (C). Anzahl gebildeter colony-forming unit (CFU)-MK-Kolonien aus adulten
Knochenmarkszellen nach 7 Tagen Kultur. n=2 Mause pro Genotyp. (D) Mikroskopische Analyse der
MK-Zahlen im Knochenmark 72 h nach Plattchendepletion bzw. ohne Behandlung. Integrin allb
(CD41) (rot) wurde als Marker fir MKs verwendet und Zellkerne mit DAPI (blau) gegengefarbt.
Mindestens vier 200x-Blickfelder pro Tier wurden fir die Quantifizierung ausgewertet. n=7-10 Mause
pro Gruppe. Skalierungsbalken, 50 ym in (A) und 100 uym in (E).
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5 DISKUSSION

5.1 MicroRNA-Expressionsprofile von kardialen Fibroblasten und

Kardiomyozyten

Die essentielle Rolle diverser MicroRNAs in Herzmuskelzellen ist mittlerweile breit akzeptiert
und in vielen Publikationen beschrieben,* wahrend MicroRNAs in kardialen Fibroblasten
bisher kaum untersucht sind. Ein Ziel dieser Arbeit war es, diese Llicke ein Stlick weit zu
schlieBen. Unseren MicroRNA-Expressionstudien lag die Vermutung zu Grunde, dass
MicroRNAs, die selektiv nur in kardialen Fibroblasten exprimiert oder zumindest stark in
diesen Zellen gegeniber Kardiomyozyten angereichert sind, wahrscheinlich zelltyp-
spezifische Funktionen erflllen und deshalb besonders interessante Kandidaten fir weitere
Untersuchungen darstellen. Meines Wissens wurden in der vorliegenden Studie zum ersten
Mal die Expressionsprofile beider Zelltypen systematisch verglichen. Ein zusatzlicher
Vergleich mit den anderen zwei in nennenswerter Zahl im Herz vorkommenden Zelltypen,
Endothelzellen und glattmuskularen Zellen, war leider nicht mdglich, da hierflr in unserem
Labor keine etablierten lIsolationsprozeduren zur Verfigung stehen. Die Reinheit der
verwendeten Zellpraparationen von kardialen Fibroblasten und Myozyten war hingegen
schon im Rahmen meiner Masterarbeit'”® durch Immunfluoreszenzanalysen im Detail
charakterisiert worden und wurde hier mittels qPCR flr Kulturen aus adulten Mausen
bestatigt (Abbildung 4). Die vergleichsweise schwache, circa sechsfache Anreicherung des
Fibroblastenmarkers P4hb in Fibroblastenkulturen (Abbildung 4A) verglichen mit der mehr
als 50-fachen Anreicherung des Kardiomyozytenmarkers Myh6 in Kardiomyozyten
(Abbildung 4B) ist wahrscheinlich durch die nicht vollkommene Spezifitit des
Fibroblastenmarkers P4hb zu erklaren, der zumindest in Immunfluoreszenzfarbungen auch
eine Restexpression in Herzmuskelzellen aufzuweisen scheint (eigene, nicht gezeigte

Beobachtungen).

Der Vergleich der MicroRNA-Expressionsprofile von kardialen Fibroblasten und
Kardiomyozyten in der vorliegenden Studie wurde einerseits mittels gqPCR an Praparationen
aus adulten Ratten (Abbildungen 3 und 6A), andererseits mittels Microarrays an Isolaten
aus adulten Mausen (Abbildungen 5 und 6B) durchgeflihrt. Sowohl bei den am starksten in
Fibroblasten angereicherten MicroRNAs (Abbildungen 3A und 5A) als auch bei den
praferentiell in Kardiomyozyten exprimierten MicroRNAs (Abbildungen 6A und B) wurde
eine erhebliche Ubereinstimmung zwischen beiden Detektionsplattformen und Spezies
gefunden (Ubereinstimmend angereichert in Fibroblasten: miR-199a/b-3p, miR-223,
miR-199a-5p, let-7b, miR-146a; in Kardiomyozyten: miR-1, miR-133a/b, miR-378,

miR-208(a), miR-499). Der tatséchliche Grad an Ubereinstimmung ist eventuell noch héher,
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da in manchen Fallen verschiedene Mitglieder derselben MicroRNA-Familie bei den beiden
unterschiedlichen Studien gefunden wurden (miR-125b-5p, let-7b, let-7c, let-7i angereichert
in ARCF versus miR-125a-5p und let-7b in AMCF; Abbildungen 3A und 5A), was
moglicherweise mit einer unvollstdndigen Spezifitdt der Detektionssysteme flir die
verschiedenen MicroRNA-Isoformen zu erklaren ist. Einen deutlichen Hinweis auf die
prinzipielle Zuverlassigkeit der vorliegenden Daten liefert Gberdies die Tatsache, dass alle
erwahnten Ubereinstimmend in Kardiomyozyten angereicherten MicroRNAs (miR-1,
miR-133a/b, miR-208(a), miR-378, miR-499) bereits in frlheren Publikationen als muskel-
bzw. kardiomyozytenspezifisch beschrieben wurden und bekannte Funktionen in diesem
Zelltyp ausiiben.'®%9719718 Bgj ynseren beiden MicroRNA-Expressionsstudien mit Zellen
aus adulten Mausen und Ratten fiel auf, dass insgesamt mehr bevorzugt in Kardiomyozyten
exprimierte MicroRNAs zu beobachten waren und diese auch relativ starker gegeniber dem
anderen Zelltyp angereichert waren als dies umgekehrt fir Fibroblasten der Fall war. Dies
kénnte einerseits als Ausdruck des hoheren Differenzierungsgrades von Muskelzellen
aufgefasst werden, andererseits aber auch durch die relativ etwas geringere Reinheit der

Kardiomyozyten- verglichen mit den Fibroblastenpraparationen bedingt sein.

Im Gegensatz zur Rangfolge der in jedem Zelltyp angereicherten MicroRNAs gab es
deutliche Unterschiede zwischen beiden MicroRNA-Expressionsstudien hinsichtlich der
gemessenen relativen Expressionsstarke der verschiedenen MicroRNAs zueinander
(Abbildungen 3B und 5B) und bezlglich der relativen Anreicherung der MicroRNAs im
jeweiligen Zelltyp (generell niedrigere Anreicherung der MicroRNAs bei Detektion mit
Microarray als mit gqPCR, Abbildungen 3A und 5A bzw. 6A und B). Dies ist wahrscheinlich
eher auf plattformabhangige (Messung der Fluoreszenzintensitdt nach Hybridisierung der
RNA an DNA-Sonden im Microarray vs. Amplifikation mit Stem-Loop-Primern in der gPCR)
als auf spezies-abhangige Unterschiede zurlickzuflihren. Bezlglich der verwendeten Stem-
Loop-Primer berichteten Petriv et al.'® bei einem auf Microfluidics basierenden System
Amplifikationseffizienzen, die meist zwischen 70% und 130% lagen, wahrend Lu et al."® bei

drei gezeigten Primern sehr stabile Primer-Effizienzen zwischen 105% und 109% malen.

Insgesamt scheinen unsere Daten zur Fibroblastenspezifitit von MicroRNAs also
hinreichend verlasslich, um darauf basierend funktionelle Studien in kardialen Fibroblasten

zu konzipieren.
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5.2 MiR-199-3p - eine in kardialen Fibroblasten angereicherte
MicroRNA

5.2.1 Expressionsmuster und bekannte Funktionen von miR-199 und

verwandten MicroRNAs

Die MicroRNAs miR-199a-3p und miR-199b-3p (wie erwahnt mit identischer Basenfolge,
siehe Abschnitt 4.2) entstehen aus dem nahe dem 3‘-Ende gelegenen Teil der Pre-miRNAs
pre-miR-199a und pre-miR-199b und sind in ihrer Sequenz fast vdllig konserviert von
Saugern bis hin zum Zebrafisch (www.mirbase.org). Insgesamt liegen in den Spezies
Mensch und Maus drei potentielle Loci fir die Produktion von MicroRNAs der miR-199-
Familie vor, ndmlich miR-199a-1 und miR-199a-2 sowie miR-199b, die alle auf dem
Gegenstrang eines Dynamin-Gens (DNM2, DNM3, DNM1) liegen (Abbildung 21). Der
miR-199a-2-Locus befindet sich zudem in unmittelbarer Nachbarschaft zu dem miR-214-
Locus und wird zusammen mit diesem im nicht-kodierenden Gen DNM30OS (engl. Dynamin 3
opposite strand) transkribiert.”*'®" Im generell weniger gut annotierten Genom der Ratte ist
bisher nur ein miR-199a-Gen (ebenfalls im Cluster mit miR-214), d.h. analog zu miR-199a-2,

und kein miR-199b-Gen identifiziert worden (www.mirbase.org und www.ensembl.org).

Bemerkenswerterweise scheinen alle beteiligten Gene, d.h. miR-199-3p, miR-199a-5p,
mMiR-199b-5p und mMiR-214 (MiR-214* war kaum nachweisbar) im Herz praferentiell in
Fibroblasten gegenlber Kardiomyozyten exprimiert zu sein (Abbildungen 3A und 5A).
Darunter wies miR-199-3p jedoch sowohl die scheinbar starkste Anreicherung als auch die
hdchste Abundanz auf Abbildungen 3 und 5), weswegen der Einfluss dieser MicroRNA auf

die Funktion von kardialen Fibroblasten genauer untersucht wurde.

Mehrere Veroffentlichungen bestatigen die Anreicherung von MicroRNAs aus der
mMiR-199/miR-214-Gruppe in mesenchymalen Zellen. Sie deuten aber auch darauf hin, dass
mMiR-199-3p nicht nur im Herz vorhanden ist: DNM30OS scheint pranatal spatestens ab dem
Tag E9,5 der Embryonalentwicklung von Mausen vor allem in mesenchymalen Zellen
exprimiert zu sein.''*! Hierbei erfahrt die globale Expression sowohl von DNM3OS als auch
von miR-199a-3p/-5p/miR-214 einen Héhepunkt um den Tag E12,5 und sinkt danach wieder
ab.’9? Das Gewebeexpressionsmuster der einzelnen MicroRNAs zu diesem Zeitpunkt
unterscheidet sich dabei allerdings moglicherweise deutlich, da in situ-Hybridisierungen fir
miR-199a-3p das starkste Signal im Hinterhirn zeigten, wahrend miR-199-a-5p und miR-214
in den Extremitaten hochexprimiert waren.' Die pra- und postnatale Expression von
DNM30S ist jedoch auch im Herz ausgeprigt.' Innerhalb des Herzens beobachteten
Schneider et al. eine klar begrenzte Expression von miR-199a-5p in Bindegewebszellen

(Herzklappen, Nicht-Myozyten des Epi- und Endokards, und a-SMA-negative Zellen der
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Gefalwande)." Ebenso belegen Deep Sequencing-Daten eine Anreicherung von der pre-
miR-199a-1 und pre-miR-199b in Bindegewebe,' sowie innerhalb des Herzens eine
Anreicherung von miR-199-3p in den bindegewebsreichen Herzklappen.” Interessanterweise
ergab auch ein Vergleich verschiedener Zelllinien eine ausschliel3liche Expression von
miR-199a-5p und miR-199-3p in Fibroblasten.'®

E E ~ DNM30S

miR-199a-2 miR-214

miR-199b

Abbildung 21. Genetische Lokalisation von miR-199-3p-kodierenden Loci. MicroRNA-Stem
Loop-Strukturen sind blau und miR-199-3p griin dargestellt. Zu Details siehe Text.

Trotz dieser relativ eindeutigen Datenlage bezlglich der zelltypspezifischen Expression von
MicroRNAs der miR-199-/miR-214-Gruppe im Herz war ihre Rolle in Kardiomyozyten
Gegenstand mehrerer Studien. Die Funktion von miR-199-3p wurde bisher allerdings nicht
gesondert untersucht. In vielen Fallen wurde eine Hochregulation von miR-199a-5p,3%10%19¢
198 MiR-199b-5p2> 19199 gder miR-2148"89.92105.196.198.200 i, \Myokard von Méusen, Schweinen
und Menschen unter Kkardialem Stress berichtet. Mehrere globale MicroRNA-

Expressionsstudien deuten auch auf einen myokardialen Anstieg von miR-199-3p in
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Tiermodellen mehrere Tage nach TAC,'® Ischidmie-Reperfusion’® und Myokardinfarkt
hin,2"® wahrend wenige Stunden nach Beginn einer Ischamie ein Riickgang berichtet
wurde.?' Die Zunahme von miR-199a-5p und miR-214 sowie ihres Vorlaufertranskriptes
DNM30S soll durch Hypoxie Uber eine Aktivierung von HIF1a und Twist1 induzierbar zu

105192 \wobei es auch einen Bericht liber schnellen Abfall der miR-199a-5p-Expression

sein,
unter Sauerstoffmangel und in kardialer Ischamie gibt.?®* Unter den zuvor erwahnten
Publikationen zeigten zwei Arbeiten aus dem Labor von De Windt, dass eine
Antagomir-basierte Inhibition entweder von miR-199b-5p allein oder von miR-199a-5p und
miR-214 in Kombination zu einer Verbesserung der Herzfunktion und verringerten Fibrose in
Mausen nach TAC flhrt, was einer Blockade des NFAT-Signalweges bzw. einer verstarkten
Fettsdurenmetabolismus in Kardiomyozyten zugeschrieben wurde.?*"'®® Umgekehrt fiihrt eine
kardiomyozytenspezifische Uberexpression von miR-199a-5p gemaR Haghikia et al.'®® zu
einer gestdrten Sarkomerstruktur durch eine Behinderung des Ubiquitin-Proteasom-Systems
sowie Uber parakrine Mechanismen zu einer verschlechterten Endothelfunktion. Dagegen
berichteten Aurora et al.,”* dass die globale genetische Deletion von miR-214 in Mausen zu
einer erhdhten Empfindlichkeit in einem [-R-Modell fiuhrt. Vermutet wurde hier eine
kardioprotektive Rolle von miR-214 durch Kontrolle der Calcium-Homdostase in
Kardiomyozyten.®? Eine weitere Studie berichtet, dass Uberexpression von miR-199a-5p in

107
t,

isolierten Kardiomyozyten zu einer Elongation flhr wahrend in Analysen unserer Gruppe

die Uberexpression von MicroRNAs der miR-199/214-Gruppe die KardiomyozytenzellgroRe

nicht beeinflusste (Referenz %

und weitere nicht publizierte Daten). Es muss allerdings
betont werden, dass die genannten in vivo-Experimente die Expression der endogen
vorhandenen MicroRNA nicht myozytenspezifisch adressierten. Die Effekte der MicroRNA-

Inhibition auf isolierte Kardiomyozyten®9210%19

sprechen aber fir eine tatsachlich
bestehende Rolle von MicroRNAs der miR-199-/miR-214-Gruppe in Kardiomyozyten, trotz
ihrer hdheren Expression in Fibroblasten. Hinzugefiigt werden sollte allerdings auch noch,
dass der Anstieg der zuvor genannten MicroRNAs unter kardialem Stress prinzipiell ebenso
durch eine Zunahme der Fibroblastenzahl im Rahmen der Fibrosierung erklart werden
kénnte. Dies erscheint insbesondere plausibel, da der myokardiale Anstieg im Mausherz
circa eine bis drei Wochen nach Beginn des kardialen Stress am prominentesten zu sein

scheint’®""%2% und nach 24 h Ischamie oder TAC noch nicht nachweisbar ist.?*'®®

5.2.2 Beobachtete funktionelle Effekte von miR-199-3p in kardialen

Fibroblasten

Um Rickschlisse auf die Funktion von miR-199-3p in kardialen Fibroblasten treffen zu

kénnen, wurde diese MicroRNA in kultivierten Zellen Uberexprimiert bzw. inhibiert. Die
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Modulation von miR-199-3p in NRCF und NIH 3T3-Fibroblasten mittels MicroRNA-Mimic,
Antagomir und Antimir war dabei prinzipiell erfolgreich, wie Versuche mit einem Fluoreszenz-
Reporter-Konstrukt zeigen (Abbildungen 7A-C, 8A, 10A).

Die Uberexpression von miR-199-3p fiihrte in NRCF und ARCF zu einem deutlichen Anstieg
der DNA-Synthese (Abbildung 7D), der in der Zellzyklusanalyse mit einer Zunahme von
Zellen in der S- oder G,/M-Phase korreliert (Abbildung 7E). MiR-199-3p scheint daher einen
unmittelbar pro-proliferativen Einfluss auf kardiale Fibroblasten auszuliben, obwohl ein
zusatzlicher inhibitorischer Einfluss auf die Apoptose nicht ausgeschlossen werden kann.
Dagegen flhrte die Inhibition von miR-199-3p durch einen Antagomir oder Antimir
unerwarteterweise nicht zu einem Rickgang der Fibroblastenproliferation (Abbildungen 8B
und C). Die in kultivierten kardialen Fibroblasten vorhandene miR-199-3p-Konzentration ist
demnach hoch genug, um den Fluoreszenzreporter zu unterdriicken, jedoch nicht
ausreichend, um die Proliferation zu beeinflussen. Diese Diskrepanz lasst sich
moglicherweise damit erklaren, dass die vollstdindig komplementaren miR-199-3p-
Bindestellen des Reporters sehr empfindlich schon auf geringe MicroRNA-Konzentrationen
reagieren, wahrend natirlicherweise vorkommende MicroRNA-Targets Ublicherweise nur
teilweise komplementar sind und deshalb erst durch héhere Konzentrationen reprimiert
werden.  Nichtsdestoweniger wurden  zur  MicroRNA  perfekt  komplementare

Luciferasereporter bereits zuvor zum Nachweis einer MicroRNA-Inhibition verwendet.?*®

Kann die beobachtete pro-proliferative Wirkung von miR-199-3p trotz des fehlenden in vitro-
Effekts der Inhibition relevant fir die Situation im Herz sein? Diese Frage sollte aus
mehreren Grinden mit ,ja” beantwortet werden: Erstens ist nicht auszuschlieRen, dass
kardiale Fibroblasten in Zellkultur miR-199-3p verlieren, denn die Situation isolierter Zellen
ahnelt nur wenig der im Myokard, wo Fibroblasten allseitig von Extrazellularmatrix und
benachbarten Zellen umschlossen sind. Dartber hinaus ist bekannt, dass die Kultivierung
von kardialen Fibroblasten auf harten Oberflachen die Umwandlung in Myofibroblasten

t,"*'" was die Genexpression sicher wesentlich beeinflusst. Zweitens stammten

beglinstig
die verwendeten NRCF und ARCF aus gesunden Herzen, d.h. sie befanden sich in einem
weitgehend quieszenten Zustand. Moglicherweise wirden aktivierte Fibroblasten aus
fibrotischen Herzen hier besser die natlrliche Proliferation abbilden. Drittens ist es mdglich,
dass die Hauptfunktion von miR-199-3p in der Embryonalentwicklung liegt, da ihre
Ganzkoérper-Expression in dieser Phase wesentlich hoher ist als postnatal.”®? In diesem
Zusammenhang ist es interessant, dass die genetische Deletion von Dnm3os (welches die
Loci fur miR-199a-2 und miR-214 beherbergt) in Mausen zu Skelett-Defekten, vermindertem
Wachstum und Tod innerhalb eines Monats nach Geburt filhrt."' Die beobachteten Defekte

in der Entwicklung sind allerdings auch gut kompatibel mit einer Funktion von miR-199-3p
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und -5p aul3er in Fibroblasten in anderen mesenchymalen Zelltypen (z.B. Chondrozyten und

osteogenen Zellen).?%+2%

Einen weiteren Hinweis auf eine pro-proliferative Rolle von miR-199-3p lieferte eine Studie
von Eulalio et al.**” Hier wurde miR-199-3p bei der Untersuchung einer MicroRNA-Bibliothek
als eine der MicroRNAs identifiziert, die am starksten die Proliferation von neonatalen
Kardiomyozyten und sogar den Zellzyklus von quieszenten postnatalen Kardiomyozyten
reaktivieren kénnen. Jedoch wurde in dieser Arbeit - allerdings unter Verwendung eines
anderen Assays als den in dieser Dissertation gezeigten - kein Einfluss auf die
Fibroblastenproliferation festgestellt.”®’ In Krebszellen scheint miR-199-3p sowohl pro- als
auch anti-proliferative Funktionen Ubernehmen zu kénnen, wahrscheinlich abhangig vom

208y Eventuell relevant beziglich einer

jeweiligen Zelltyp (siehe Ubersicht in Referenz
maoglichen Funktion dieser MicroRNA fir die Fibroseentwicklung ist auch die Beobachtung,
dass miR-199-3p (und auch miR-199a-5p) in einem Mausmodell fir Leberfibrose stark
hochreguliert ist, was einer Induktion von pro-fibrotischen Genen in Ito-Zellen zugeschrieben
wird 2%

AulRer dem Einfluss auf die Proliferation wurde in dieser Dissertation auch eine mogliche
Rolle von miR-199-3p bei der Fibroblasten-zu-Myofibroblasten-Differenzierung und der
Ausschittung pro-hypertropher parakriner Botenstoffe untersucht. Die Ergebnisse zeigten
allerdings, dass diese MicroRNA anscheinend bei der Expression des Myofibroblasten-
markers a-SMA sowie der Erzeugung von Myozytenhypertrophie durch fibroblasten-
konditioniertes Medium keine besondere Rolle spielt (Abbildung 9). Wir konzentrierten uns

folglich auf die mechanistische Aufklarung der pro-proliferativen Wirkung von miR-199-3p.

5.2.3 Massenspektrometrische Identifikation von miR-199-3p-Targets

MiR-199-3p erzeugt seine positive Wirkung auf die Fibroblastenproliferation sehr
wahrscheinlich durch Repression anti-proliferativer Proteine. Um solche Targets zu finden,
entschieden wir uns fir eine Proteom-Analyse mit der SILAC-Methode. Dieser
massenspektrometrische Ansatz bietet mehrere Vorteile: Erstens ist eine Analyse auf
Proteinebene einer mRNA-Studie Uberlegen, da die Regulation von Proteinen der letztlich fir
die MicroRNA-Funktion entscheidende Faktor ist und manche MicroRNA-Targets
Uberwiegend auf Proteinebene, d.h. durch translationale Inhibition reguliert werden. Zweitens
erlaubt eine Proteomanalyse eine Untersuchung von sehr vielen Proteinen ohne
Vorauswahl. (Ein Microarray- oder RNA-Sequencing-Ansatz wirde allerdings in dieser
Hinsicht eine noch hoéhere Abdeckung erreichen.) Mehrere Gruppen haben in der

Vergangenheit Proteomanalysen nach MicroRNA-Modulation durchgeflihrt, um entweder
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13,14 oder

105,109,133,141,210-214 Die

Aussagen Uber die globale Regulation von Proteinen durch MicroRNAs zu treffen
spezifisch unbekannte Targets flr ausgewahlte MicroRNAs zu finden
Quantifizierung mit dem SILAC-Verfahren erlaubt zusétzlich eine sehr zuverlassige
Quantifizierung selbst von relativ kleinen Anderungen der Konzentration von Proteinen, wie
sie bei der Regulation durch MicroRNAs zu erwarten ist. Der fir die Durchfihrung des
SILAC-Verfahrens noétige Wechsel auf eine Fibroblasten-Zelllinie (NIH 3T3) erscheint
akzeptabel, da die Modulation der MicroRNA-Aktivitat auch hier funktionierte und die
Uberexpression von miR-199-3p ebenso wie in kardialen Fibroblasten die DNA-Synthese
erhohte (Abbildung 10). Die Auswertung der in je zwei Replikaten durchgeflihrten
Massenspektrometrie zeigte fiir die miR-199-3p-Uberexpression eine klare Repression von
Proteinen, deren mRNAs konservierte, vorhergesagte Bindestellen fiir diese MicroRNA
aufwiesen (Abbildung 11B und D), obwohl die relative Anderung der Proteinkonzentration
in den meisten Fallen im Vergleich zu anderen Publikationen relativ gering ausfiel. Nicht-
konservierte Bindestellen fiihrten dagegen zu einem kaum nachweisbaren Rickgang der
zugehorigen Proteine (Abbildung 11B), was den Befund einer anderen Proteomstudie
bestatigt, dass die Berlcksichtigung evolutionarer Konservierung die Zuverlassigkeit von
Algorithmen zur Targetvorhersage deutlich verbessert.”> Dagegen hatte die Inhibition von
miR-199-3p nur eine minimale Derepression von vorhergesagten Targets zur Folge
(Abbildung 11C). Auch dieses Ergebnis war nicht unerwartet, da in anderen MicroRNA-
Proteomstudien schwéchere oder fast keine'® globalen Effekte der MicroRNA-Inhibition im
Vergleich zur Uberexpression beobachtet wurden und in den mir bekannten weiteren

Analysen in Zellkultur ausschlieBlich MicroRNA-Uberexpression zum Einsatz kam'#'3%210:212-

215 (soweit nicht mit genetischer Deletion gearbeitet wurde'). Andererseits konnte die
ausbleibende Derepression von vorhergesagten Targets bei Inhibition von miR-199-3p
(Abbildung 11C) auch auf eine niedrige Aktivitat dieser MicroRNA in kultivierten
Fibroblasten hinweisen und somit den fehlenden Rilckgang der Proliferation bestatigen
(Abbildungen 8B und C). Die Derepression des Fluoreszenzreporters ist hier kein Malstab,
da dieser wegen seiner perfekt zur MicroRNA komplementaren Bindestellen vermutlich sehr

sensitiv auf kleine MicroRNA-Konzentrationen reagiert (siehe Abschnitt 5.2.1).

5.2.4 YWHAE (14-3-3¢) — ein multifunktionelles Adapterprotein und sein

Einfluss auf den Zellzyklus

Ein Protein, das basierend auf den Massenspektrometriedaten flr Folgeversuche
ausgewahlt wurde, ist YWHAE (14-3-3¢). Die in der Proteomstudie beobachtete Reduktion
seiner Proteinexpression in NIH 3T3-Fibroblasten bei Uberexpression von miR-199-3p

(Abbildung 12B) ist hierbei als sehr zuverlassig zu betrachten, da in jedem Replikat eine
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sehr hohe Anzahl (zwischen 116 und 134) an tryptischen Peptiden quantifiziert wurde.
Dartber hinaus wurde der Rickgang von YWHAE mittels Western Blots in neonatalen
kardialen Rattenfibroblasten bestatigt (Abbildung 12D). Auf mRNA-Ebene wurde eine
ebenfalls signifikante, jedoch wesentlich schwachere Repression beobachtet (Abbildung
12C), was fir einen kombinierten Effekt der MicroRNA auf mRNA-Stabilitat und
Translationseffizienz spricht. Eine siRNA-vermittelte Inhibition von Ywhae (Abbildungen
12E-G) flhrte schlieBlich zu einem Anstieg der Proliferation von kardialen Fibroblasten, der
allerdings nicht so stark ausfiel wie bei der Uberexpression von miR-199-3p (Abbildung 7D).
Dies spricht daflir, dass Ywhae eines, wenn auch wahrscheinlich nicht das einzige der
Targets ist, die den pro-proliferativen Effekt von miR-199-3p vermitteln. Fir den Nachweis
einer direkten Interaktion von Ywhae mit miR-199-3p ware ein Reportersystem notwendig,
bei dem die vermutete Bindestelle in der 3° UTR von Ywhae hinter die kodierende Sequenz
des Reporter-Gens kloniert ist. Vorlaufige Studien mit einem Luciferase-Konstrukt (nicht
gezeigt) ergaben die fir eine direkte Interaktion erwartete Repression der Lumineszenz bei
Uberexpression von miR-199-3p. Da aber die endogene Kontrolle (Renilla-Luciferase)
hierbei nicht stabil war, wirde sich eine Wiederholung des Experiments in einem

Fluoreszenzreporter-System empfehlen.

YWHAE/14-3-3¢ ist ein Mitglied der 14-3-3-Proteinfamilie, die noch aus sechs weiteren
Mitgliedern, namlich 14-3-3 (YWHAB), y (YWHAG), ¢ (YWHAZ), 1 (YWHAQ), n (YWHAH)
und o (SFN) besteht, die alle bis auf letzteres in unseren Proteomstudien detektiert wurden.
Interessanterweise, besitzt neben Ywhae noch ein weiteres der zugehoérigen Transkripte,
namlich Ywhag, eine vorhergesagte konservierte miR-199-3p-Bindestelle und ist auch als
einziges aus dieser Gruppe bei Uberexpression von miR-199-3p nennenswert
herunterreguliert, allerdings mit einer Repression von im Mittel 16,3% schwacher als Ywhae
(23,4%). Bei miR-199-3p-Inhibition hingegen war keines der 14-3-3-Proteine um mehr als
10% hochreguliert. 14-3-3-Proteine binden spezifisch an Phosphothreonin- und
Phosphoserinmotive sowie bestimmte unphosphorylierte Motive und bilden (mit der
Ausnahme von 14-3-30) Homo- bzw. Heterodimere, wobei jede Untereinheit eine eigene
Bindestelle besitzt.?'® Dadurch kann die Bindung eines 14-3-3-Dimers auf vielfltige Weise
Proteinfunktionen regulieren, z.B. durch Induktion einer Konformationsdnderung im
Zielprotein, die Vermittelung oder Blockade von Proteininteraktionen, das Maskieren von
Lokalisationsmotiven oder durch die Inhibition der Zuganglichkeit fir Kinasen, Phosphatasen
oder Proteasen.?' Ahnlich breit sind daher auch die biologischen Funktionen, mit denen 14-
3-3-Proteine in Zusammenhang gebracht werden, unter anderem die Regulation von

Zellzyklus, Proliferation, Metabolismus und Apoptose.?"’
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Besonders zwei beschriebene Funktionen von 14-3-3-Proteinen kommen in Frage, um die
beobachteten Effekte von miR-199-3p in kardialen Fibroblasten (Zunahme der DNA-
Synthese und des relativen Anteils an Zellen in S/G,/M-Phase, Abbildungen 7D und E) zu
erklaren, die negative Regulation der Zyklinaktivitat sowie die Vermittlung der anti-

proliferativen Wirkung des Hippo-Signalweges (siehe dazu auch Abbildung 22):

Die Aktivitat der Zykline A, B, D und E bestimmt wesentlich den Ablauf des Zellzyklus.*'® 14-
3-3-Proteine greifen hier an mehreren Stellen ins Geschehen ein. Zum einen inhibieren sie
die Funktion von cdc25-Phosphatasen, die durch Aktivierung von zyklinabhangigen Kinasen
den Eintritt in den Zellzyklus und das Durchlaufen verschiedener Zellzyklusphasen steuern.
Sehr gut beschrieben ist hierbei die phosphorylierungsabhangige Translokation von cdc25-
Phosphatasen durch 14-3-3-Proteine ins Zytoplasma am G./M-Checkpoint. 14-3-3¢ ist

h?'® und ist auch in

hierbei der vorwiegende Bindungspartner von cdc25C im Krallenfrosc
Zellen von Saugetieren essentiell fir Interaktion mit cdc25C und die Inhibition des Zellzyklus
vor dem Ubergang von der G,- zur S-Phase.?”® Zum anderen inhibieren 14-3-3-Proteine im
Krallenfrosch und in humanen Zellen den Ubergang in die Mitose durch Aktivierung der
Wee1-Kinase, eines Inhibitors des G,/M-Ubergangs und direkten Gegenspielers von cdc25
bei der Aktivierung von Cdk1 (cdc2).??"?? Da bei Uberexpression von miR-199-3p in
kardialen Fibroblasten aber eine relative Zunahme von Zellen in S- bzw. G,/M-Phase
gemessen wurde, ist hier moglicherweise die Interaktion von 14-3-3-Proteinen mit cdc25A
wichtiger, da diese Phosphatase vor allem fir ihre essentielle Funktion beim Eintritt in die
S-Phase bekannt ist.?*?*" Bisher gezeigt ist allerdings nur, dass 14-3-3¢ ein direkter
Bindungspartner von cdc25A ist und das eine Mutation der Bindestelle zum vorzeitigen

Eintritt in die Mitose fiihrt.??

Der zweite Signalweg, Uber den 14-3-3-Proteine die Proliferation von kardialen Fibroblasten
unterdriicken koénnten, ist der Hippo-Signalweg, der in Drosophila und in Wirbeltieren das
Wachstum von Organen reguliert.?® In Reaktion auf mechanische Signale und die
Anwesenheit benachbarter Zellen werden in Vertebraten die Kinasen MST1/2 (Drosophila-
Homolog: Hippo-Kinase) aktiviert, die ihrerseits Uber die Aktivierung der Kinasen LATS1/2
zur Phosphorylierung von YAP und TAZ fiihren.?®® Nicht-phosphoryliertes YAP bzw. TAZ
beschleunigen die Zellproliferation und unterdriicken Apoptose durch Assoziation mit

Transkriptionsfaktoren im Kern.?*%2*

Dagegen binden 14-3-3-Proteine spezifisch an
phosphoryliertes YAP und flhren 2zu seiner Inhibition durch Translokation ins
Zytoplasma.?**?*® |n Keratinozyten wurde (iberdies eine 14-3-3-abhangige Kontrolle von YAP
durch a-catenin entdeckt, die anscheinend nicht die kanonischen Kinasekomponenten des

Hippo-Signalweges erfordert.?**
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Abbildung 22. Anti-proliferative Funktionen von 14-3-3 Proteinen. Zu Details siehe Text.

Es soll allerdings nicht iibergangen werden, dass 14-3-3-Proteinen auch pro-proliferative und
anti-apoptotische Funktionen zugeschrieben werden, beispielsweise in Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen-Signalwegen?®'” oder bei der Inhibition von anti-apoptotischen Proteinen.?** Es ist
anzunehmen, dass die Wirkung von 14-3-3-Proteinen vom zelltypspezifischen
Vorhandensein von 14-3-3-Isoformen und -Bindungspartnern sowie der Voraktivierung von
Signalwegen abhangt. Wahrend 14-3-3¢ wichtig fir das Fortschreiten des Zellzyklus in
Kardiomyozyten und manchen Zellinien zu sein scheint,?**?*" deuten die hier gezeigten
Ergebnisse auf eine anti-proliferative Funktion in kardialen Fibroblasten hin (Abbildung
12G). In Ubereinstimmung damit wurde in zwei Publikationen berichtet, dass isoform-
unabhangige 14-3-3-Inhibition die durch Serum bzw. IGF1 induzierte Proliferation von

kardialen Fibroblasten erhéht. 2%

5.2.5 Ausblick auf eine mogliche Fortfiihrung des miR-199-3p-Projekts

Der Rolle von miR-199-3p im Herz sollte mdglichst im nachsten Schritt in einem Tiermodell
Uberprift werden, insbesondere, da in Zellkultur die Blockade von miR-199-3p im Gegensatz

zur Uberexpression die Proliferation von kardialen Fibroblasten nicht beeinflusste. Hier
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bieten sich vor allem Mausmodelle fir kardialen Stress an, die eine starke
Fibroseentwicklung hervorrufen, z.B. TAC. Die ebenfalls in Frage kommenden
Myokardinfarkt- und I-R-Modelle hatten dagegen den Nachteil, das sich hier gegensatzliche
Wirkungen der Fibroblastenaktivierung Uberlappen (positiv: Stabilisierung der Infarktzone;
negativ: Fibrotisches Remodelling nicht-infarzierter Bereiche), was Schlussfolgerungen
erschweren konnte. Da die genetische Deletion aller drei miR-199-3p-Loci sehr aufwandig
erscheint und Uberdies die Expression benachbarter MicroRNAs beeinflusst werden kdnnte,
ware vermutlich eine virale oder pharmakologische Inhibition von miR-199-3p angezeigt. Die
virale oder genetische Uberexpression von miR-199-3p konnte dagegen auf Grund des
gemeinsamen Stem Loops nur in Kombination mit miR-199a-5p bzw. miR-199b-5p erfolgen,
denen aber auch Rollen in Kardiomyozyten zugeschrieben werden.?*'%%° Angesichts der
beschriebenen Funktionen der 5p-Isoformen in Kardiomyozyten ware zusatzlich eine
spezifische in vivo-Modulation von miR-199-3p in kardialen Fibroblasten wiinschenswert,
z.B. mittels viraler Vektoren. Allerdings sind bisher flir die Maus nur Viren mit einem
kardiomyozytenspezifischen Tropismus (Adeno-assozierter Virus (AAV) 9) etabliert. Wenn
die beschriebenen Experimente zeigen, dass die Inhibition von miR-199-3p wie erwartet die
kardiale Fibroblastenproliferation und Fibrosierung vermindert, sollte die Regulation von
Ywhae und anderer mdoglicher Targets untersucht und ihre Rolle in Folgeexperimenten

weiter definiert werden.

Interessant ware aullerdem die Untersuchung eines moglichen Einflusses von miR-199-3p
auf die Fibroblastenmigration, da 14-3-3-Proteine, zu denen Ywhae gehdrt, neben der
Proliferation auch diese Zellfunktion regulieren.?’’ Weitere Studien erfordert zudem die
Frage, ob die Expression von miR-199-3p in kardialen Fibroblasten durch Hypoxie induziert

werden kann, wie es fiir miR-199a-5p in Kardiomyozyten gezeigt wurde.'®

5.3 MiR-223 und seine Funktion im kardiovaskularen System

5.3.1 Allgemeine Charakterisierung von miR-223

Ebenso wie miR-199-3p ist miR-223(-3p) in kardialen Fibroblasten wesentlich starker als in
Kardiomyozyten exprimiert (Abbildungen 3A und 5A). Da im Gegensatz zur ersteren aber
kein eindeutiger Effekt der Uberexpression auf die Proliferation von kultivierten kardialen
Fibroblasten festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt), konzentrierten sich die

weiteren Experimente auf den kardiovaskularen Phanotyp von miR-223-defizienten Mausen.

Das miR-223-Gen ist intergenisch auf dem X-Chromosom von Mensch, Maus und Ratte
lokalisiert und evolutiondr hochkonserviert, wobei am 3’-terminalen Ende in manchen

Spezies eine zusatzliche Base annotiert ist (www.mirbase.org sowie Referenz ?*°). Nicht
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abschlieBend geklart ist, ob miR-223 aus einem oder mehreren Transkripten entsteht, ob
diese durch unterschiedliche Transkriptionsfaktoren reguliert werden kénnen und ob

17241244 Dis qus

maoglicherweise Maus und Mensch sich in dieser Hinsicht unterscheiden.
demselben Stem Loop generierte MicroRNA miR-223-5p (ehemals als miR-223* bezeichnet)
ist geman unserer Microarray-Studie (nicht gezeigte Daten) nicht detektierbar und erscheint
auch in vielen anderen Studien viel schwicher exprimiert als miR-223,"%8'% kgnnte aber

in manchen Zelltypen trotzdem eine Rolle spielen.?*°

Die Expression von miR-223 ist im Kérper im Knochenmark am hochsten'#*® und dort
weitgehend auf die myeloische Zellreihe beschrankt.'*” "% Daher tiberrascht es nicht, dass
es eine Fulle von Publikationen zur Rolle dieser MicroRNA in der myeloischen
Differenzierung gibt. Hierbei steigt die miR-223-Konzentration wahrend der Differenzierung in

171,242.244.247 \yeniger stark bei der Differenzierung in Monozyten®**

4

Granulozyten sehr stark an,

und bleibt bei der Differenzierung in erythroide Zellen niedrig®* b.247-249

oder fallt sogar a
Uneinigkeit besteht allerdings hinsichtlich der Rolle von miR-223 in der Granulopoese: Die
Deletion von miR-223 bzw. die Transplantation von miR-223-supprimiertem Knochenmark in
Mausen fihren zu einer Zunahme von heranwachsenden und reifen Granulozyten sowie zu
einer (ibersteigerten Granulozyten-Differenzierung."”"?*® Dariiber hinaus sind miR-223-
defiziente Granulozyten und auch Makrophagen Uberaktiv, was zu verstarkten Ent-

ziindungen z.B. in der Lunge'”"?50:%5

und bei fettreicher Erndhrung auch im Fettgewebe
fihrt.2*® Wahrend die zuvor genannten Befunde fiir eine inhibitorische Rolle von miR-223 in
der Granulozyten-Differenzierung sprechen, beschreiben diverse in vitro-Studien miR-223
als positiven Regulator dieses Prozesses.'"?4?244.252 Epenfalls nur in Zellkultur durchgefiihrte
Experimente sprechen daflir, dass der Rickgang von miR-223 wahrend der erythroiden
Differenzierung Voraussetzung fiir die Expression erythroider Transkriptionsfaktoren ist.?*’
Bei der Differenzierung in Megakaryozyten (die ebenfalls zur myeloischen Linie gehdren)
steigt die Expression von miR-223 ebenfalls deutlich an.?*”**° Die mégliche Rolle in diesem

Zelltyp wird in Abschnitt 5.3.3 besprochen.

5.3.2 Erhohte Schadigung von miR-223-defizienten Mausen im kardialen

Ischamie-Reperfusionsmodell

Obwohl miR-223, wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, am hdchsten im
Knochenmark exprimiert ist, gibt es doch auch eine nennenswerte Konzentration im
Myokard.?**?*® Wir untersuchten daher die Herzfunktion von miR-223-defizienten Mausen
unter Basalbedingungen und in zwei kardialen Stressmodellen, TAC und I-R. MiR-223-
defiziente Mause fortgeschrittenen Alters unter Basalbedingungen und jlingere nach TAC

unterschieden sich nicht von ihren jeweiligen Wildtypgeschwistern hinsichtlich ihres
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Herzgewichts und der Expression von Fibrose- und Hypertrophiemarkern (Abbildungen 13A
und B) bzw. hinsichtlich der Entwicklung von Herzversagen, Hypertrophie und Fibrose
(Abbildungen 13C-E). Im I-R-Modell dagegen zeigten miR-223-defiziente Mause im
Vergleich zu Kontrolltieren einen deutlich erhéhten Infarktschaden, sowohl hinsichtlich der
Plasmakonzentration von kardialem Troponin T als auch hinsichtlich der Grofle des (von
Leukozyten infiltrierten) Infarktareals (Abbildungen 14B-D). Ebenso wurde eine tendenzielle
Erhéhung der NarbengrofRe beobachtet (Abbildung 14E).

Mehr als bei TAC spielen im I-R-Modell Entziindungsreaktionen eine wichtige Rolle. Die
miR-223-Konzentration im Myokard steigt in den ischamischen Mausmodellen von I-R?*®° und
Myokardinfarkt®"*®' nach kurzer Zeit stark an und ist auch im humanen Myokardinfarkt
erhoht® (moglicherweise durch einwandernde Immunzellen), wahrend bei TAC nur in
wenigen Fallen ein voriibergehende Erhdhung beobachtet wurde.'®*** Das Regulations-
muster von miR-223 unterscheidet sich damit sehr von der miR-199/214-Gruppe, deren
Expression zeitlich verzogert nach kardialem Stress ansteigt (siehe Abschnitt 5.2.1). Da
aulBerdem Granulozyten und Makrophagen aus miR-223-defizienten Mausen hyperaktiv sind
(siehe Abschnitt 5.3.1)), schien uns der Einfluss dieser Zelltypen die wahrscheinlichste
Erklarung fir die erhohte Infarktschadigung von miR-223-defizienten Mausen zu liefern.
Uberraschenderweise zeigte im |I-R-Modell jedoch kein erhéhter Infarktschaden in Mausen,
in die miR-223-defizientes Knochenmark transplantiert wurde im Vergleich zu solchen, die
Wildtypknochenmark erhalten hatten (Abbildung 14F). Dies spricht gegen eine ursachliche
Rolle von miR-223 in Leukozyten und anderen hamatopoetischen Zellen bei der erhdhten

Anfalligkeit von miR-223-defizienten Mausen im I-R-Modell.

In welchen anderen Zelltypen kénnte das Fehlen von miR-223 einen erhdhten I-R-Schaden
verursachen? In Frage kommen hauptsachlich strahlenresistente, ortsstandige Zellen des
Herzens, also Kardiomyozyten, kardiale Fibroblasten, Endothelzellen und glattmuskulare
Zellen. In Kardiomyozyten soll miR-223 Uber eine positive Regulation des Glucose-
Transporters 4 (GLUT4) die Glucoseaufnahme férdern,'®® obwohl miR-223 in diesen Zellen
gemal unseren Daten in vernachlassigbarer Konzentration vorhanden ist (Rang 329 bzw.
Rang 187 in Kardiomyozyten aus adulter Maus und Ratte laut unserer Microarray- bzw.
gPCR-Ergebnisse). Allerdings belegen die gezeigten Experimente nicht zweifelsfrei eine
Funktion von miR-223 Kardiomyozyten und der dort berichtete Anstieg von miR-223 im Herz
von Patienten mit Typ ll-Diabetes mellitus'® wurde anderorts, zumindest bei zusétzlichem
Vorliegen von Herzversagen, nicht beobachtet.”®® Ebenfalls beim Infarktschaden eine Rolle
spielen kdnnten kardiale Fibroblasten, die offenbar eine viel héhere miR-223-Konzentration
enthalten als Kardiomyozyten (Abbildungen 3A und 5A) und vielfaltige Signale mit letzteren

austauschen.*® Insbesondere kénnte die Inflammasomaktivierung in miR-223-defizienten
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kardialen Fibroblasten verandert sein und so die Immunzelleinwanderung und —aktivierung
beeinflussen. In einer kiirzlich erschienene Studie wurde berichtet, dass miR-223 Uberdies
auch in Endothelzellen eine Rolle spielt, indem es die Angiogenese inhibiert.'*® MiR-223-
defiziente Mause zeigen demnach im Vergleich zu Wildtypen eine deutlich erhéhte
Neuvaskularisierung,™ die allerdings nicht den von uns beobachteten Phénotyp im I-R-
Modell erklaren kann, da eine relative Erhéhung von kardialem Troponin T im Blut schon
nach 3 h Reperfusion auftrat (Abbildung 14B). Mdglicherweise hat miR-223 aber zusatz-
liche Funktionen in Endothelzellen, z.B. in der Anlockung und Diapedese von Leukozyten,
die sich unmittelbar auf den Infarktschaden auswirken kénnten. Auch mit dem letzten
erwahnten Zelltyp, glattmuskularen Zellen, wurde miR-223 in Zusammenhang gebracht. So

® Inwieweit sich diese

soll es dort die Migration und Proliferation beeinflussen.?
Zellkulturstudien auf die Situation in vivo Ubertragen lassen, ist allerdings nicht bekannt. Eine
interessante weitere Moglichkeit zur Erklarung des I-R-Phanotyps von miR-223-defizienten
Mausen bieten Gewebemakrophagen. Diese Zellen wandern schon im Embryonalstadium
aus dem Dottersack in die Organe ein, bendétigen fir ihre Existenz keine hamatopoetischen
Stammzellen und werden dadurch im Gegensatz zu anderen Leukozyten durch
Knochenmarkstransplantation kaum ausgetauscht .»*’ Es ist gut vorstellbar, dass die
Deletion von miR-223 in Gewebemakrophagen, ebenso wie bei klassischen Makrophagen,*®
die Aktivierbarkeit beeinflusst. Uber eine spezifische Rolle dieses Zelltyps bei der Entstehung

des I-R-Schadens scheint zum jetzigen Zeitpunkt allerdings nichts bekannt zu sein.

Angesichts unserer Ergebnisse ist es sehr interessant, dass in einer grof3en, prospektiven
Patientenstudie von Zampetaki et al.'® eine inverse Korrelation zwischen der miR-223-
Konzentration im Blutplasma und dem Risiko eines Myokardinfarkts gefunden wurde. Die
Autoren schlugen daher vor, dass miR-223 in Kombination mit anderen zirkulierenden
MicroRNAs als Biomarker fir die Einschatzung des Infarktrisikos dienen kénnte. Hingegen
wurden in einer Studie an chinesischen Patienten mit koronarer Herzkrankheit, nach PTCA
und unter Anti-Plattchen-Therapie, miR-223 nicht als unabhangiger Risikofaktor fir den
Zeitraum bis zum Eintreten von kardiovaskuldren Zwischenfallen gefunden.?®®
Bemerkenswerterweise zeigte eine weitere Studie eine ca. 50%ige Reduktion der Plasma-
miR-223-Konzentration bei Patienten wahrend eines akuten Herzinfarkts im Vergleich zur
Kontrollgruppe, wobei allerdings keine Korrelation mit der Troponin T-Konzentration

gefunden wurde.?*

5.3.3 Mogliche Folgestudien zur Rolle von miR-223 bei Herzinfarkten

Der relative Anstieg der Troponin T-Konzentration und der InfarktgroRe in miR-223-

defizienten Mausen (Abbildungen 14B-D) gibt einen deutlichen Hinweis, dass diese Tiere
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empfindlicher als Wildtypen auf kardiale Ischamie-Reperfusion reagieren. Trotzdem steht ein
definitiver Beweis aus, dass dies auch zu einer verschlechterten Herzfunktion gegeniber der
Kontrollgruppe fihrt. Es wurde versucht, diesen Nachweis mit Ultraschallmessungen zu
erbringen, die aber wegen der grolien Hautnarbe nicht erfolgreich durchgefiihrt werden
konnten. Zusatzlich sollten die Einwanderung von Immunzellen und die Expression von
inflammatorischen Zytokinen in RNA aus Herzbiopsien und an histologischen Schnitten
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Leider erlaubte die hohe Varianz der qPCR-
Ergebnisse  jedoch keine  zuverlassigen Schlussfolgerungen, wahrend die
Immunfluoreszenzfarbungen nicht im Zusammenspiel mit der gewahlten Einbettung in
Paraffin funktionierten. Es ware daher sinnvoll, miR-223-defiziente Mause erneut in einem
Ischamiemodell zu untersuchen, und dabei im Interesse der Ultraschallmessungen einen
kleineren Hautschnitt durchzuflihren sowie Kryo- statt Paraffinschnitten herzustellen. Méglich
ware das voraussichtlich mit dem mittlerweile in unserem eigenen Labor etablierten
permanenten LAD-Verschluss (Myokardinfarkt). Zusatzlich kénnte in diesem Modell die
Mortalitat von miR-223-defizienten Mausen, z.B. bei Ruptur der Ventrikelwand, untersucht
werden. Im Folgenden wirde es sich anbieten, erneut Knochenmarkschimaren zu
generieren, wobei diesmal Knochenmark auch in miR-223-defiziente Mause transplantiert
werden sollte, um die Ursache des erhdhten Infarktschadens eindeutig dem Knochenmark
oder anderen Zellen zuordnen zu kénnen. Bei einer Bestatigung der bisherigen Befunde, die
auf extra-hamatopoetische Zellen hinweisen, sollten Folgeuntersuchungen sich gezielt den in
Abschnitt 5.3.2 besprochenen, verschiedenen ortsstandigen Zelltypen des Herzens

widmen.

Zusatzlich ware bei der Aufstellung mechanistischer Hypothesen zu bedenken, ob
maoglicherweise nicht miR-223, sondern eine gestérte Funktion der nicht-kodierenden RNA
(siehe Abschnitt 5.3.1), die den miR-223-Locus Uberspannt, fir den beobachteten Phanotyp
verantwortlich sein kdnnte. Da bei miR-223-defizienten Mausen aber nur ein extrem kleiner

171
t,

Teil dieser MicroRNA geldscht is erscheint dies eher unwahrscheinlich.

5.3.4 Intakte Blutplattchenfunktion und -produktion in miR-223-defizienten

Mausen

Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass miR-223 eine der hdchstabundanten MicroRNAs
in MKs'®'"® und Blutplattchen'®1°9.160.180-18 gt \nd damit wahrscheinlich auch wesentlich
hoher exprimiert ist als in adulten kardialen Fibroblasten (Rang 58 bzw. Rang 25 laut
unseren Microarray- bzw. qPCR-Ergebnissen). Es gibt allerdings auch abweichende
Berichte, die miR-223 in Kardiomyozyten nur unter den 40 starksten MicroRNAs'*® bzw. in

Blutplattchen nur auf Rang 10%°° oder sogar nahe der Nachweisgrenze in Blutplattchen®
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sehen. Wir vermuten, dass diese Unterschiede durch die verwendeten Detektionssysteme

148

bedingt sind. So wurde in der anderslautenden Veroffentlichung Gber MKs ™ eine ziemlich

ungewohnliche und seitdem kaum benutzte durchflusszytometrische Methode eingesetzt,

25,260

wahrend sich die beiden erwahnten Plattchenstudien auf die Sequenzier-Plattform eines

einzigen Herstellers (lllumina) stlitzen. Demgegenliber kamen die zuvor zitierten
Studien'?®199160.178-186 it vjelen  verschiedenen Nachweismethoden (verschiedene
Microarray- und qPCR-Plattformen, Microfluidics, SOLiID-Sequenzierung) alle zu sehr
ahnlichen Ergebnissen (Rang 1 bis 4 unter allen untersuchten MicroRNAs), was diese Daten
zuverlassiger erscheinen lasst. Dies passt auch zu der hohen Expression von miR-223 in
Granulozyten und Monozyten'®®'®, die ebenso wie MKs und Blutpléttchen zur myeloischen

Zellreihe gehdren (siehe Abschnitt 1.2.3.2).

Mehrere zusatzliche Befunde lieRen eine Rolle von miR-223 in Megakaryozyten oder
Blutplattchen wahrscheinlich erscheinen: MiR-223 steigt bei der Differenzierung in
Megakaryozyten an, wahrend es bei der erythroiden Differenzierung abfallt (sieche Abschnitt
5.3.1). Zusatzlich unterdriickt seine Uberexpression die erythroide Differenzierung von
isolierten hamatopoetischen Vorlauferzellen und in der myeloischen Leukamie-Zelllinie
K562%7%%° und fordert im Gegenzug, zumindest bei K562-Zellen, die MK-Differenzierung.?*°
Allerdings basierten letztere Experimente hauptsachlich auf MicroRNA-Uberexpression ohne
die endogene miR-223 zu manipulieren. Trotzdem sprachen diese Daten sehr flr eine
Funktion von miR-223 in der Megakaryopoese, z.B. bei der Entscheidung von MEPs fir die
erythroide oder megakaryozytdre Linie (siehe Abschnitt 1.2.3.2, Abbildung 2).
Bemerkenswerterweise wurde auch eine inverse Korrelation der Plattchenreaktivitat mit der
miR-223-Konzentration in Blutplattchen an Patienten unter Clopidogrel-Behandlung
berichtet.”*?®? Im Gegensatz dazu wurde in einer weiteren Publikation allerdings keine
signifikante Assoziation mit der Plattchenaktivierbarkeit bei gesunden Probanden
gefunden.’® Die Analyse von Plasma-MicroRNA-Profilen (die denen von Blutplattchen stark

184

ahneln sollen™") zeigte auRerdem eine inverse Assoziation von miR-223 mit dem Risiko flr
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Typ Il Diabetes mellitus®®* und Myokardinfark sowie einen Rickgang von Plasma-
miR-223 durch pharmakologische Plattcheninhibition.” Allerdings wurde in Blutplattchen
selbst in einer jlingeren Studie keine wesentliche Anderung des MicroRNA-Profils bei Typ I

Diabetes mellitus im Vergleich zu gesunden Probanden beobachtet.?®®

Dass miR-223 in Blutplattchen und/oder ihren Vorlaufern, MKs, prinzipiell aktiv ist, wurde in
unseren eigenen Studien anhand der Disinhibition von mit besonders hoher
Wahrscheinlichkeit vorhergesagten miR-223-Targets (Fbxw7 und Sp3) in miR-223-
defizienten Blutplattchen gezeigt (Abbildung 17A). Wahrend fir Fbxw7 keine Funktion in

der Hamatopoese beschrieben ist, behindert die Deletion des Transkriptionsfaktors Sp3 die
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268267 mgglicherweise durch mangelnde Aktivierung des Gata1-Promoters.?®®

Erythropoese,
Da unsere weiter unten diskutierten Ergebnisse aber eine unveradnderte Funktion von
Megakaryozyten und Blutplattchen aus miR-223-defizienten Mausen zeigen, beeintrachtigt
eine 1,5- bis 2-fache Konzentrationsanderung von Sp3 (wie auch von Fbxw7) offenbar nicht

7292”1 und auch das hier auf mMRNA-Ebene

die Megakaryopoese oder Thrombopoese. Fbxw
nicht reguliete Rhob wurden bereits als miR-223-Targets in anderen Zelltypen
beschrieben.®*?7%%"3 zysatzlich untersuchte ich die Expression eines weiteren potentiellen
Targets, des ADP-Rezeptors P2Y,,, dessen 3’ UTR in einer humanen Megakaryozyten-
zelllinie mit miR-223 interagieren kann.'®® Dabei wurde allerdings keine Disinhibition in
miR-223-defizienten Blutplattchen beobachtet (Abbildung 17B). Dies bestatigte die
bicinformatischen Analyse, die ergab, dass die P2ry12 3* UTR der Maus, im Gegensatz zur

Situation im Menschen, keine vorhergesagte Bindestelle flir miR-223 enthalt.

Trotz der hohen Expression von miR-223 und seiner prinzipiellen Funktionalitat in
Blutplattchen und MKs ergaben die hier gezeigten Experimente an miR-223-defizienten
Mausen Uberraschenderweise keinerlei Hinweise auf eine gestdrte Plattchenfunktion
(Abbildungen 15 und 16). So waren die Plattchenzahl, ihre Lebensdauer und die
Expression von wichtigen Oberflachenrezeptoren (Abbildung 15) ebenso unverandert wie
ihre Aktivierbarkeit, Aggregation, Adhasion und Fahigkeit zur Thrombusretraktion
(Abbildung 16A-E). Darlber hinaus war die Blutungszeit von miR-223-defizienten Mausen
vergleichbar mit der von Wildtyp-Geschwistern (Abbildung 16F).

Die in miR-223-defizienten Mausen beobachtete leicht verzégerte Platichenneubildung nach
antikérperinduzierter Thrombozytopenie (Abbildung 18A) wurde nicht in Wildtyp-Mausen
beobachtet, in die miR-223-defizientes Knochenmark transplantiert wurde (Abbildung 18B),
was gegen eine zellautonome Rolle von miR-223 in der Thrombopoese spricht. Vielmehr ist
der beobachtete Phanotyp bei globaler miR-223-Deletion vermutlich auf einen Defekt im
Zusammenspiel zwischen MKs und strahlenresistenten, nicht-hamatopoetischen Zellen
zuruckzufihren, die die Thrombopoese im Knochenmark kontrollieren (siehe Abschnitt
1.2.3.2 und Referenz ®%). Man kann in diesem Zusammenhang ausschlieRen, dass miR-223-
defiziente Blutplattchen oder Vorlauferzellen miR-223 durch Transfer aus nicht-
hamatopoetischen Zellen aufgenommen haben (Abbildung 19B). Die folgenden Versuche
an Megakaryozyten orientierten sich an den wesentlichen Schritten der Megakaryopoese
und Thrombopoese (siehe Abschnitt 1.2.3.2, Abbildung 2). Da hier ebenfalls kein
Unterschied zwischen miR-223-defizienten und Wildtyp-Zellen festgestellt wurde (Abbildung
20), bestatigten sie die aus dem Chimarenexperiment abgeleitete Vermutung, dass kein zell-
autonomer Defekt in diesem Zelltyp vorliegt. So behindert das Fehlen von miR-223 weder

die Bildung von Megakaryozyten-Vorlaufern (Abbildung 20C) noch ihre Reifung (nicht
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gezeigte Ploidie-Daten), Migrationsfahigkeit (Abbildung 20A) oder die Bildung von
Proplattchen (Abbildung 20B). Auch die Megakaryozytenzahl im Knochenmark unterschied
sich nicht zwischen beiden Genotypen (Abbildung 20D). Weitere Versuche (z.B. Co-Kultur
von MKs und Stromazellen) waren also nétig, um die genaue Ursache der leicht verzdgerten

Plattchenneubildung in miR-223-defizienten gegenlber Wildtypmausen herauszufinden.

Zusammengenommen zeigen unsere Experimente eine unerwartet schwache Rolle von
miR-223 in der Plattchenproduktion in Mausen, wahrend die Plattchenfunktion scheinbar
Uberhaupt nicht auf miR-223 angewiesen ist. Es muss allerdings betont werden, dass
kompensatorische Mechanismen in unserem Mausmodell nicht ausgeschlossen sind. Die
Erzeugung einer induzierbaren und vorzugsweise zelltypspezifischen Knockout-Mauslinie
ware hier sehr sinnvoll. Dartiber hinaus lassen sich Ergebnisse aus dem Mausmodell nicht
ohne Weiteres auf den Menschen Ubertragen (siehe z.B. die zuvor erwdhnten mdglichen
Unterschiede bei der Regulation des ADP-Rezeptors P2Y;, durch miR-223 und der
Expression von pri-miR-223-Varianten). Definitiv stellt eine mangelnde funktionelle Relevanz
von miR-223 in Blutplatichen und Megakaryozyten nicht seine mogliche Nutzung von

miR-223 als Biomarker'3+25

in Frage. Da unsere Daten trotz ihrer hohen Expression keine
wesentliche Rolle von miR-223 in der Biologie von Blutplattchen unterstlitzen, bleibt zu
vermuten, dass ihre wichtigere Funktion in Zielzellen nach ihrem Transfer aus Blutplattchen

I|egt 26,160
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die zentrale Rolle von kleinen, nicht-kodierenden RNAs (MicroRNAs) bei der Entstehung
und Progression von Herzkrankheiten ist durch eine groRe Zahl von Publikationen belegt.
Erstaunlich wenige davon widmeten sich allerdings kardialen Fibroblasten (CFs), obwohl sie
als Produzenten von Extrazellularmatrix, Zytokinen und Wachstumsfaktoren essentiell fir die
normale Herzfunktion, aber auch pathologische Prozesse sind. Insbesondere sind CFs fir
die Uberschiefende Akkumulation von Extrazellularmatrix (Fibrose) verantwortlich, die bei

praktisch allen Herzkrankheiten auftritt und die Herzfunktion wesentlich behindert.

Basierend auf der Vermutung, dass selektiv in einem Zelltyp exprimierte MicroRNAs
wesentlich die Eigenschaften dieser Zellart formen, wurden zwei parallele Studien
durchgefiihrt, um fibroblastenspezifische MicroRNAs im Herz zu entdecken. Unter
Verwendung zweier verschiedener Tierarten (Ratte/Maus) und Detektionssysteme
(PCR/Microarray) wurden miR-199a/b-3p und miR-223 als hochgradig in CFs gegenlber

Kardiomyozyten angereicherte MicroRNAs identifiziert und fir weitere Studien ausgewahit.

Experimente mit kultivierten CFs zeigten, dass Uberexpression von miR-199a/b-3p die
Proliferation durch eine Erhéhung der Zellzyklusaktivitdt verstarkt. Die Inhibition dieser
MicroRNA hatte unerwarteterweise keine entgegengesetzte Wirkung auf die Proliferation,
was moglicherweise durch einen Rickgang der endogenen MicroRNA-Expression in
isolierten Zellen erklarbar ist. Mittels einer Proteomanalyse und weiterer Experimente wurde
Ywhae (14-3-3¢) als Zielmoleklil von miR-199a/b-3p identifiziert, das wahrscheinlich

mindestens einen Teil von deren positiven Wirkung auf Zellzyklus und Proliferation vermittelt.

Da der zweiten ausgewahlten MicroRNA, miR-223, in Studien an kultivierten CFs keine
Funktion zugewiesen werden konnte, wurde sie in Mausmodellen flir kardialen Stress
untersucht. Hierbei wurde gezeigt, dass die genetische Deletion von miR-223 zu einer
erhohten Empfindlichkeit gegen Ischamie-Reperfusionsschaden flhrt, wahrend sie die

Reaktion auf kardiale Druckiberlastung nicht beeinflusst.

Da miR-223 dariber hinaus eine der hochstabundanten MicroRNAs in Megakaryozyten und
Blutplattchen ist, wurde auch untersucht, wie sich das Fehlen dieser MicroRNA auf die
Funktion dieser beiden Zelltypen in vivo und in vitro auswirkt. Die Daten zeigen, dass

miR-223 unerwarteterweise in diesem Kontext weitgehend verzichtbar ist.

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse auf eine bisher unbekannte Rolle von
miR-199a/b-3p und miR-223 im Herz hin, deren Relevanz flir Krankheitsgeschehen weiter
untersucht werden sollte. Die Untersuchungen von miR-223 in Megakaryozyten und
Blutplattchen zeigen dagegen, dass eine hohe Expression einer MicroRNA in einem Zelltyp

nicht zwangslaufig eine essentielle Funktion anzeigt.
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7 SUMMARY

The crucial role of small, non-coding RNAs (microRNAs) in the onset and progression of
heart diseases has been demonstrated by a vast number of publications. However,
surprisingly few of them have addressed the function of cardiac fibroblasts (CFs), which, by
producing exctracellular matrix, cytokines and growth factors, exert an essential control of
cardiac performance but also of pathological processes. In particular, CFs are involved in the
excessive accumulation of extracellular matrix (fibrosis), which occurs in virtually all forms of

heart disease and substantially impedes cardiac performance.

Based on the assumption that microRNAs that are selectively expressed in one cell type
confer substantial features of this cell type we designed two parallel studies in order to
discover fibroblast-specific microRNAs in the heart. Using two different species (rat/mouse)
and detection systems (PCR/microarray) miR-199a/b-3p and miR-223 were identified as
highly enriched in CFs compared to cardiac myocytes and thus selected for further

investigations.

In experiments using cultivated CFs it was demonstrated that overexpression of
miR-199a/b-3p promotes cell proliferation through an increase of cell cycle activity.
Unexpectedly, the inhibition of this microRNA did not inversely affect proliferation, which
might be attributed to a potential reduction of endogenous microRNA levels upon cell
isolation. In a follow-up proteomic study and further experiments we identified Ywhae
(14-3-3¢) as a target of miR-199a/b-3p, which likely mediates at least a part of its positive

effect on cell cycle and proliferation.

As the second selected microRNA, miR-223, was not found to affect CF proliferation in vitro,
we investigated the function of this microRNA in mouse models of cardiac stress. These
studies showed that genetic deletion of miR-223 sensitized mice against ischemia-

reperfusion damage, whereas the response to cardiac pressure overload was unaltered.

Since miR-223 is also one of the most abundant microRNAs in megakaryocytes and
platelets, it was also analyzed, how absence of this microRNA impacts on the function of
these cell types in vivo and in vitro. Surprisingly, our data showed that miR-223 is

dispensable in this context.

Taken together, these results point to a hitherto unrecognized role of miR-199a/b-3p and
miR-223, whose relevance for illnesses awaits further investigation. In contrast, the studies
of miR-223 in megakaryocytes and platelets demonstrate that high expression of a

microRNA does not necessarily indicate an essential function.
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DAVID/GO:
X-fache X-fache X-fache Gennamen fiir Verkniipfung
Anderung bei |Anderung bei |Anderung bei X-fache X-fache X-fache Q ifizierte Q ifizierte Q ifiziert Q ifizierte vorhergesagte mit
miR-199-3p- miR-199-3p- miR-199-3p- |Anderung bei [Anderung bei nderung bei |Peptide Peptide Peptide Peptide miR-199-3p- Anzahl Anzahl nicht- |Proliferation,
Uberex- Uberex- Uberex- miR-199-3p- |miR-199-3p- |miR-199-3p- |miR-199-3p- miR-199-3p- miR-199-3p- miR-199-3p- Targets konservierte |konservierte |Zellzyklus,
i P! i p i it ibiti ibiti V] p i ( (J i ibiti ibiti g miR-199-3p- [miR-199-3p- |Zelltod oder
Gennamen Genbeschreibung plikat 1) ikat 2) i (Replikat 1) plikat 2) i t) ikat 1) (Replikat 2) (Replikat 1) plikat 2) MOUSE) i il A t
[Pdgfra/Kar/F i1
Flt4/Kit MAPK15/
NIk platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide 0,420 0,587 0,503 0,879 0,740 0,810 1 6 2 13|Pdgfra/FIt1/NIk |1 0 Ja
Lox lysyl oxidase 0,478 0,581 0,5ﬁ| 0,654 0,695 0,675| 13 15 18 19| Lox 1 0
Celf2 CUGBP, Elav-like family member 2 0,521 0,620 0,571 0,774 0,922] 0,848 1 2 5 3|Celf2 1 0
Ndrg1 N-myc downstream regulated gene 1 0,452 0,703 0,577 1,142 1,046 1,094 1 10 8 17|Ndrg1 0 1 Ja
6430527G18Rik |RIKEN cDNA 6430527G18 gene 0,507 0,759 0,633|NaN 1,152 1 2 0 3|6430527G18Rik |0 1
Lrrfip1 leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1 0,470 0,830 O,m NaN 1,166 2 2 0 3|Lrrfip1 0 1
Anxa8 annexin A8 0,525 0,778 0,651 0,796 0,992| 0,894 1 24 18 23| Anxa8 0 1
Cd2ap CD2-associated protein 0,646 0,707 0,677 1,267 1,284 1,276 2 12 6 14|Cd2ap 1 0 Ja
Golgb1 golgi golgin ily b, in 1 0,579 0,775| 0,677| 0,983 0,999 0,991 2 16 3 19| Golgb1 0 2
Ano6 anoctamin 6 0,433 0,923 0,578—| 1,066 0,892 0,979 1 9 2 5|Ano6 0 1
Ktn1 kinectin 1 0,702 0,679 0,691 1,222 1,258, 1,240 2 25 9 24|Ktn1 1 0
neural cell , developmentally down-
Nedd4 regulated 4 0,642 0,752] 0,697 1,050 1,080 1,065 52 46 66 69|Nedd4 1 0
Epb4.112 erythrocyte protein band 4.1-like 2 0,711 0,712] 0,711 0,752 0,791 0,771 8 38| 22 36|Epb4.112 0 1
Mprip myosin phosphatase Rho interacting protein 0,617 0,811 0,714 0,783 0,812] 0,797| 1 9 6 14| Mprip 0 1
Snap29 synaptosomal-associated protein 29 0,641 0,839 0,743' 0,991 0,877 0,934 1 5 4 9|Snap29 0 1
Sh3glb1 SH3-domain GRB2-like B1 (endophilin) 0,649 0,836 0,743| 1,000 0,982] 0,991 6 9 7 13|Sh3glb1 3 0 Ja
Kdelc2 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) containing 2 0,723 0,771 0,747 0,788 0,793 0,79_0| 1 5 4 5|Kdelc2 0 2
2900064A13Rik [RIKEN cDNA 2900064A13 gene 0,723 0,776 0,749 1,593 1,172] 1,383 1 5 2 8]2900064A13Rik |1 0
Peal5a phosphoprotein enriched in astrocytes 15A 0,765 0,739 0,752 0,814 0,833 0,823 2 5 3 3|Peal5a 0 1 Ja
Plod1 procollagen-lysine, 5-dio: 1 0,795 0,711 0,753 0,954 0,791 0,872 3 11 8 11|Plod1 0 1
Pkl phosphofructokinase, liver, B-type 0,674 0,839 0,75' 1,327 1,113] 1,220 4 12 13 18| Pkl 0 2
Zfp326 zinc finger protein 326 0,671 0,851 0,761| 0,832 0,906 0,869 10 9 6 16|Zfp326 0 1 Ja
Dscr3 Down syndrome critical region gene 3 0,557 0,970 0,764 0,904 0,869 0,887 1 4 5 5|Dscr3 0 1
Scd2/1/3/4 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 0,711 0,820 0,7ﬁ| 1,839 1,453 1,646 3 14 14 19|Scd1/2/4 1 0
tyrosine 3-1 ptophan 5-mor
Ywhae activation protein, epsilon polypeptide 0,721 0,811 0,766 1,066 1,066 1,066 116 126 115 134|Ywhae 1 0 Ja
Vps26b vacuolar protein sorting 26 homolog B (yeast) 0,947 0,590 0,768 0,845 0,484 0,664 5 1 4 1| Vps26b 0 1
Dnajc3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3 0,741 0,797| 0,769 0,969 0,837 0,903} 2 15 7 17|Dnajc3 0 1
FERM, RhoGEF (Arhgef) and pleckstrin domain protein 1
Farp1 (chondrocyte-derived) 0,765 0,776 0,771 0,966 0,847 0,906 1 3 3 5|Farp1 0 1
Xpo7 exportin 7 0,618 0,941 0,779| 0,921 1,067, 0,994} 1 2 4 3| Xpo7 1 1
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, adenine
Slc25a13 nucleotide translocator), member 13 0,758 0,805 0,781 1,118 1,198] 1,158 1 2 4 4|Slc25a13 0 1
a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with
Adamts1 thrombospondin type 1 motif, 1 0,814 0,749 0,782|NaN 0,713] 1 2 0 3|Adamts1 0 1
C230096C10Rik [RIKEN cDNA C230096C10 gene 0,816 0,756| 0,786 0,982 1,079| 1,030 2 6 7 3]C230096C10Rik |0 2
Cd44 CD44 antigen 0,703 0,874 0,788 1,125 1,166 1,146 8 11 10 12|Cd44 1 0 Ja
Csrp2 cysteine and glycine-rich protein 2 0,815 0,762 0,788 1,011 0,953 0,982 3 14 4 25|Csrp2 1 0
Dap3 death associated protein 3 0,665 0,914 0,790 0,887 1,127] 1,007 6 5 6 2|Dap3 0 1 Ja
Prpf3 PRP3 pre-mRNA processing factor 3 homolog (yeast) 0,730 0,857 0,793 0,875 0,950 0,912 1 12 5 13| Prpf3 0 1
Arhgap10 Rho GTPase activating protein 10 0,650 0,937 0,794 1,232 1,069 1,15_0| 1 1 2 4|Arhgap10 0 1 Ja
Pten phosphatase and tensin homolog 0,644 0,948 0,796|NaN 0,853 1 3 0 4|Pten 0 1 Ja
Gnao1 guanine nucleotide binding protein, alpha O 0,753 0,842 0,797| 0,880 0,853 0,867 14 18 16 22|Gnao1 0 1
Calu calumenin 0,699 0,905| 0,802 1,305 0,982| 1,144 1 5 6 9[Calu 1 0
li6st interleukin 6 signal transducer 0,859 0,748| 0,804 0,721 0,793 0,757 1 1 2 3|lIest 0 1 Ja
Actr10 ARP10 actin-related protein 10 homolog (S. cerevisiae) 0,834 0,771' 0,805 0,948 0,945 0,946 2 4 3 4|Actr10 0 2 Ja
Calu calumenin 0,766 0,846 0,806 0,996 0,984 0,990 57 51 49 58| Calu 1 0
Abcf1 ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 1 0,793 0,831 0,812 0,948 0,951 0,950 5 27 16 32| Abcf1 0 1
Lin7c/Rilp lin-7 homolog C (C. elegans) 0,734 0,894 0,814 0,939 1,169 1,054 1 3 3 6|Lin7c 1 0
Upf2 UPF2 regulator of nonsense transcripts homolog (yeast) 0,657 0,980 0,819 1,036 0,969 1,m| 2 3 2 1]Upf2 0 1
Ercl ELKS/RABS6-interacting/CAST family member 1 0,700 0,942 0,821 0,851 0,848] 0,850 3 18 8 20|Erc1 0 2
Aldh3a2/Aldh3a1 |aldehyde dehydrogenase family 3, subfamily A2 0,791 0,863 0,827| 1,256 1,023 1,139 4 7 4 9|Aldh3a2 0
Mrpl12 mitochondrial ribosomal protein L12 0,798 0,865| 0,831|NaN 1,034 3 1 0 1{Mrpl12 0
Ppp1r7 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 7 0,896 0,767| 0,831 0,940 0,948 0,944 7 3 5 5|Ppp1r7 0 1 Ja
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DAVID/GO:
X-fache X-fache X-fache Gennamen fiir Verkniipfung
Anderung bei [Anderung bei |Anderung bei Q Q vor mit
miR-199-3p- |miR-199-3p- |miR-199-3p- |Anderung bei |Anderung bei Peptide Peptide miR-199-3p- Anzahl Anzahl nicht-|Proliferation,
Uberex- Uberex- Uberex- miR-199-3p- 199-3p- miR-199-3p- miR-199-3p- Targets konservierte konservierte |Zellzyklus,
i i i ibiti i ( i Ui pi i (Targ miR-199-3p- |miR-199-3p- |Zelltod oder
(Replikat 1) 2) ) 1) 2) 1) (Repli MOUSE) i i A
Thada thyroid adenoma associated NaN 0,939 6,774 1,014/ 0 2 1 4|Thada 0 1
Cd151 CD151 antigen NaN NaN 3,281 3,063 0 0 1 2|Cd151 0 4 Ja
Pon2 paraoxonase 2 0,510 [NaN 2,634 1,423 1 0 1 1|Pon2 1 0
Adrbk2/Adrbk1  [adrenergic receptor kinase, beta 2 NaN 1,153| 0,739 3,270 0 2 1 1]Adrbk2 0 1
Fn1 fibronectin 1 1,664 0,934 1,29_9| 2,080 1,441 03 55 86|Fn1 1 0 Ja
Parva parvin, alpha 1,354 1,373 1,364 1,088 2,401 1 1 3 2|Parva 0 1
Bree3 BRCA1/BRCA2-containing complex, subunit 3 1,362 [NaN 2,103 1,249 1 0 2 1]Brcc3 0 1 Ja
Ctsl cathepsin L 1,189 1,355 1,272 1,680 1,638 5 9 10 8|Ctsl 0 1
Scd2/1/3/4 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 0,711 0,820 0,7%‘ 1,839 1,453 3 14/ 14 19|Scd1/2/4 1 0
Fn1 fibronectin 1 NaN 0,974 1,913 1,365 0 10 6 14|Fn1 1 0 Ja
Fosl2 fos-like antigen 2 NaN 1,180 1,824 1,338 0 3 1 5|Fosl2 0 2 Ja
Rap2a/Rap2c RAS related protein 2a 0,800 0,882] 0,841 0,885 2,275| 1 2 1 1|Rap2a 1 0
Ank progressive ankylosis NaN NaN 1,579 1,519 0 0 2 1]Ank 0 1
Rin1 Ras and Rab interactor 1 NaN 0,972] 1,413 1,500 0 5 4 4|Rin1 0 1
Ddr2 discoidin domain receptor family, member 2 NaN 0,843 1,539 1,354 0 1 6 6|Ddr2 1 1 Ja
Pdk1 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 1 NaN NaN 1,440 1,434 0 0 1 1|Pdk1 0 1
Vps41 vacuolar protein sorting 41 (yeast) NaN 0,970 0,758 2,078| 0 3 1 1] Vps41 0 1
Dfna5 deafness, autosomal dominant 5 (human) NaN 0,966 1,427 1,365 0 1 1 3|Dfna5 0 1 Ja
2900064A13Rik [RIKEN cDNA 2900064A13 gene 0,723 0,77q 0,749| 1,593 1,172 1 5 2 8|2900064A13Rik |1 0
Hectd3 HECT domain containing 3 NaN 0,375 1,234 1,493 0 1 1 2|Hectd3 0 2 Ja
Sh3pxd2a SH3 and PX domains 2A NaN 0,868 1,663 1,041 0 1 2 3|Sh3pxd2a 0 1
Ero1l ERO1-like (S. cerevisiae) 1,244 1,350 1,297 1,289 1,372 11 16 15 17|Ero1l 0 1
Prmt3 protein arginine N-methyltransferase 3 0,845 0,904 0,874 1,504 1,090 1 3 2 2|Prmt3 0 1
Cfl2 cofilin 2, muscle 0,797 0,985 0,891 1,300 1,281 2 3 6 3|Cfi2 1 0
Tmem33 protein 33 1,000 [NaN 1,110 1,465| 2 0 3 1| Tmem33 0 2
Cd2ap CD2-associated protein 0,646 0,707] 0,677 1,267 1,284 2 12 6 14| Cd2ap 1 0 Ja
Tmem106b transmembrane protein 106B NaN NaN 1,363 1,186 0 0 4 3| Tmem106b 0 2
Gpatch8 G patch domain containing 8 NaN 1,471 1,445 1,092 0 1 1 1] Gpatch8 0 1
Lrrfip1 leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1 0,894 1,028 0,961 1,251 1,254 2 14 4 15|Lrrfip1 0 1
Map2k1 mitogen-activated protein kinase kinase 1 0,822 0,861 0,842 1,390 1,101 3 1 10 8| Map2k1 0 1 Ja
Ate1 arginyltransferase 1 NaN 1,032] 1,497 0,994 0 4 1 7|Ate1 0 1
Pip4k2c phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase, type Il, gamma 1,439 |NaN 1,330 1,157 1 0 2 1|Pip4k2c 0 1
Kin1 Kinectin 1 0,702 0,679 0,691 1,222 1,258 2 9 24|Kin1 1 0
Atad3a ATPase family, AAA domain containing 3A 1,038 1,101 1,06—9| 1,456 1,015 6 6 9|Atad3a 0 1 Ja
G3bp2 GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 2 0,847 o,ﬁ 0,891| 1,231 1,239 5 12 11| G3bp2 1 0
Cbx6 chromobox homolog 6 NaN 0,998 1,110 1,337 0 1 3|Cbx6 0 1
Pfkl phosphofructokinase, liver, B-type 0,674 0,839 0,756 1,327 1,113 4 13 18| Pfkl 0 2
Cars cysteinyl-tRNA synthetase 0,959 1,059 1,009 1,255 1,185 14 19 29|Cars 0 1
Epm2aip1 EPM2A (laforin) interacting protein 1 1,024 1,101 1,062 1,082 1,323 2 4 4|Epm2aip1 0 1
Dhx33 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 33 NaN NaN | 1,043 1,343 0 1 1| Dhx33 0 1
Txndc9 thioredoxin domain containing 9 1,353 1,041 1,&' 1,112 1,272 5 1 2| Txndc9 0 1 Ja
Soat1 sterol O-acyltransferase 1 0,982 0,993 0,988| 1,190 1,187 5 4 8| Soat1 0 1
Mbnl1 muscleblind-like 1 (Drosophila) 1,076 0,948] 1,012] 1,329 1,045 1 3 4|Mbnl1 1 1
COX15 homolog, cytochrome ¢ oxidase assembly protein
Cox15 (yeast) 1,065 1,358 1,211 1,083 1,289 1 6 1]Cox15 0 1
Abcb8 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 8 |NaN 0,887 1,378 0,993 0 1 1] Abcb8 0 1
Vamp3 vesicle-associated membrane protein 3 NaN 0,760 1,189 1,171 0 4 9|Vamp3 2 0
Cpsf3 cleavage and polyadenylation specificity factor 3 NaN 1,021 1,339 1,021 0 2 5|Cpsf3 0 1
protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B
Ppp2r2a (PR 52), alpha isoform 0,867 0,957 0,912 1,217 1,125 3 7|Ppp2r2a 1 0
Ugt2b36/Ugt1a7c|UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B36 0,807 1,084 0,94?' 0,998 1,339 3|Ugt2b36 0 1
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax |
Miit4 homolog, Drosophila); translocated to, 4 1,171 0,897 1,034 1,307 1,026 12| Miit4 0 1
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