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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Kontrolle von Genaktivitdt erfolgt auf transkriptioneller, epigenetischer, sowie auf
posttranskriptioneller Ebene. Eine signifikante Rolle im komplexen Netzwerk der Genregulation
spielen kleine nicht-kodierende RNA-Molekile. MicroRNAs (miRs) regulieren die Genexpression
negativ durch komplementare Basenpaarung mit der mRNA ihrer Zielgene!. Die miR-1/206/133
Familie ist in drei genomischen Clustern organisiert. Zwei miR-1/133a Cluster sind abundant in
der Herz- und Skelettmuskulatur exprimiert. Das dritte Cluster — miR-206/133b — wird dagegen
spezifisch im Skelettmuskel gebildet. Sein konstitutiver Verlust zeigt keinen Effekt in Hinblick auf
die Vitalitat der Tiere, sowie auf die Entwicklung und Regeneration des Skelettmuskels?. Die
beiden miR-1/133a Cluster regulieren im embryonalen Herzen die Differenzierung von
Kardiomyozyten durch Inhibition von typischen Genen der glatten Muskulatur®. Im adulten
Skelettmuskel fuhrt der Verlust dieser Cluster zu einer mitochondrialen Dysfunktion*. AuBerdem
konnte nach miR-1/133a Deletion eine verstarkte Expression des eng verwandten miR-206/133b
Clusters nachgewiesen werden, was eine Kompensation des Verlusts von miR-1/133a durch miR-
206/133b nahelegt. Diese Arbeit adressiert die synergistische Funktion aller im Skelettmuskel von
Saugern exprimierten miRNAs der miR-1/206/133 Familie sowohl wahrend der Ontogenese, als
auch im adulten Muskel. Der skelettmuskelspezifische Verlust aller Cluster (tKO) ist aufgrund
verminderter Respiration neonatal letal. Die Analyse dieses Phanotyps identifizierte eine
Beeintrachtigung der Entwicklung der neuromuskularen Synapse (NMJ) als Ursache. Dies auf3ert
sich in einer gestdrten raumlichen Organisation sowie in einer Reduktion der Zahl der
postsynaptischen Acetylcholinrezeptor (AChR) Cluster. Die generelle Entwicklung der
Skelettmuskulatur scheint dagegen nicht beeinflusst. Mittels Transkriptomanalyse wurden durch
miR-1/206/133 regulierte Zielgene identifiziert. Hierbei wurde das NMJ-assoziierte Adapterprotein
CRK als funktionell bedeutsames Ziel von miR-1/206/133 identifiziert. Weitere Analysen zeigten,
dass die posttranskriptionelle Regulation von CRK, vermittelt durch eine synergistische Wirkung
von miR-1/206/133, ein essentieller Prozess wahrend der NMJ-Bildung und Homdostase ist.
Protein-Protein-Interaktionsstudien suggerieren, dass CRK downstream des neuromuskularen
LRP4-MUSK-DOK?7 Komplexes mit dem postsynaptischen RAC1-GEF FARPL1 interagiert. Dabei
fuhrt eine erhéhte CRK Menge zu einer Zunahme dieser Interaktion und resultiert in einer
irregularen RAC1 GTPase Aktivitat, die sich in einer gestdrten AChR Cluster Ausbildung und
Homoéostase manifestiert. Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass miR-
1/206/133 nicht essentiell fur die frihe Muskeldifferenzierung sind. Die miR-1/206/133 Familie ist
hingegen ein kritischer Regulator der DOK7-CRK-RACL1 Signalkaskade und somit essentiell zur

AChR-Stabilisierung und Verankerung im neonatalen und adulten Skelettmuskel.



Abstract

Abstract

Gene activity is controlled at transcriptional, epigenetic, as well as post-transcriptional levels.
Small non-coding RNA molecules play a significant role in the complex network of gene regulation.
MicroRNAs (miRs) negatively regulate gene expression through complementary base pairing with
the mMRNA of their target genes!. The miR-1/206/133 microRNA family comprises three gene
clusters. Two of them — the miR-1/133a clusters — are abundantly expressed in the heart and
skeletal muscle. The third cluster — miR-206/133b — is specifically expressed in skeletal muscle.
Knock out studies demonstrate that constitutive deletion of miR-206/133b does not impair the
vitality, development, or regeneration of skeletal muscle?. Both miR-1/133a clusters regulate
cardiomyocyte differentiation in the embryonic heart by inhibiting smooth muscle-type genes?®.
Deletion of miR-1/133a leads to mitochondrial dysfunction in adult skeletal muscle* and an
increased expression of the remaining closely related miR-206/133b cluster. This finding suggests
that miR-206/133b compensates for the loss of the two miR-1/133a clusters. Thus, the role of the
miR-1/206/133 family in skeletal muscle remains to be elucidated. Therefore, this study focuses
on the functional analysis of synergistic miR-1/206/133 function during ontogenesis and in adult
skeletal muscle of mammals. A tissue-specific deletion was deployed to knock out all clusters in
murine musculature (tKO). Initial examination uncovered that a loss of miR-1/206/133 in skeletal
muscle results in respiratory failure, leading to neonatal lethality. Detailed analysis revealed a
defect at the neuromuscular junctions (NMJs). Postsynaptic acetylcholine receptor (AChR)
clusters showed an aberrant disturbed spatial organization as well as a reduction in their number.
Conversely, early skeletal muscle differentiation was not affected. Transcriptome analysis was
employed to identify target genes regulated by miR-1/206/133. Here, the NMJ-associated adapter
protein CRK was identified as a functionally significant novel target of miR-1/206/133, which is
synergistically regulated by both, miR-1/206 and miR-133. A balanced CRK level appeared to be
essential during NMJ development as well as in NMJ homeostasis in the adult stage. Furthermore,
protein-protein interaction studies suggested that CRK binds the postsynaptic RAC1-GEF FARP1
downstream of the neuromuscular LRP4-MUSK-DOK7 complex. Elevated levels of CRK results
in an increase of CRK-FARPL1 interaction and consequently causing irregular RAC1 GTPase
activity, manifested by impaired AChR cluster formation and homeostasis. In summary, this study
demonstrates for the first time that miR-1/206/133 are not essential for early muscle differentiation
but are critical for NMJ formation and homeostasis. The miR-1/206/133 family is a critical regulator
of the DOK7-CRK-RACL1 signaling cascade and thus essential for AChR stabilization and

anchoring in neonatal and adult skeletal muscle.
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1. Einleitung

1.1. Funktion und Biogenese von microRNAs

Die Funktion von Ribonukleinsduren (RNAs) umfasst nicht nur die Umsetzung von genetischer
Information in Proteine, sondern auch regulatorische Prozesse. Sogenannte nichtkodierende
RNAs existieren in den verschiedensten Formen. Diese reichen von zirkularen RNAs, zu
microRNASs bis hin zu langen nicht kodierenden RNAs. Ihre Erforschung er6ffnet einen Einblick in
bislang unbekannte komplexe regulatorische Netzwerke und ist essentiell zum Verstandnis dieser
neuen Ebene der Regulation von Genen.

Die ersten microRNAs (miRs) wurde in den 1990er Jahren in Caenorhabditis elegans
identifiziert. Dies Entdeckung erdffnete ein bis zu diesem Zeitpunkt vollig unbekanntes Feld in der
molekularen Biologie, das der posttranskriptionellen Genregulation durch kleine nicht Protein-
kodierende RNA Molekiile ® 8. In den darauffolgenden Jahren wurden in allen gangigen tierischen
Modellorganismen, sowohl in Invertebraten als auch in Vertebraten, microRNAs identifiziert 7 &
MicroRNAs zahlen mit einer Lange von bis zu 22 Nukleotiden zu den kleinen nicht kodierenden
RNAs. lhre primare Funktion liegt in der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression *.
Durch komplementare Basenpaarung mit mRNA Molekilen kdnnen microRNAs, die
Proteinexpression ihrer Zielgene negativ regulieren. Die gebundenen mRNA Molekile werden
durch einen der folgenden Prozesse oder durch eine Kombination in ihrer Funktion inhibiert: (1)
endonukleolytische Zerteilung des mRNA-Stranges, (2) Destabilisierung durch Verkirzung des
mRNA PolyA-Schwanzes, (3) Verminderung der ribosomalen Translation der mRNAs *. Im
Genom konnen sich microRNAs auf beiden DNA-Stréangen befinden und sind sowohl in
kodierenden als auch in nichtkodierenden genomischen Bereichen lokalisiert. Sie kénnen sowohl
monocistronisch (als einzelnes Gen), polycistronisch (als microRNA Gen-Cluster) oder intronisch
(in Introns eines Wirtsgens) vorliegen (Abb. 1.1.) *12,

Die Biogenese von microRNAs beginnt mit ihrer Transkription, meist durch RNA-Polymerase
Il und seltener durch RNA-Polymerase Ill. Die Expression von microRNA-Genen wird durch eine
Vielzahl unterschiedlicher transkriptioneller Regulatoren, RNA bindender Proteine und
epigenetische Mechanismen kontrolliert. Dies geschieht meist Zell- und Entwicklungsstadiums-
spezifischer Weise. Das bei der Transkription gebildete pri-miRNA Transkript wird durch einen
Proteinkomplex bestehend aus Drosha und DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region 8) und
weiteren Komponenten wie RNA Helikasen p68/p72 weiter mikroprozessiert. Durch Spaltung der
pri-miRNA entsteht die pre-miRNA (precursor-miRNA). Mit Hilfe von Exportin 5 und Ran GTP wird
diese aus dem Kern in das Zytoplasma exportiert. Die weitere Prozessierung der
haarnadelférmigen pre-miRNA erfolgt zunachst durch RNAase Il Dicer. Der doppelstranige 20-
25 Basenpaar lange microRNA Duplex wird nun in RISC (RNA-induced silencing complex)

integriert. Er besteht aus Dicer, AGO (Argonaute) Protein, TRBP (trans-activation-responsive
1
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RNA-binding protein) und einem reifen microRNA Strang. Der zweite Strang wird abgebaut. Die

entstandene reife microRNA kann nun ihre Funktion erfillen und an entsprechende Ziel mRNA
Molekiile binden 315,

pri-miRNA transcription

— Mature miRNA
sequence

Monoccstromc Polycistronic Intromc

pre-miRNA
pri-miRNA | é}
DGCRS- OH 5°

2nt overhang
Cleavage by the
Drosha microprocessor
Exp5 —
Nucl — ¥
SCCLS - Nuclear export

Cytoplasm
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~
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Abbildung 1.1.: Biogenese von tierischen microRNAs. MicroRNAs kénnen mono-, polycistronisch oder
in intronischen Regionen lokalisiert sein. Nach ihrer Transkription werden die entstandenen
haarnadelférmigen primaren microRNA (pri-microRNA) Molekile durch den Mikroprozessorkomplex
bestehend aus Drosha und DGCR8 (DiGeorge critical region 8) gespalten. Es entsteht ein pre-miRNA
(precursor-miRNA) Molekdl das durch Exportin 5 (Exp5) gebunden und in das Zytoplasma transportiert wird.
Dort wird das pre-miRNA Molekdl durch Dicer weiterprozessiert. Es entsteht ein miRNA Duplex. Dieses
wird mit Dicer, TRBP (trans-activation-responsive RNA-binding protein) und einem AGO (Argonaute) zu
einem RISC-Ladekomplex (RNA-induced silencing complex) assembliert. Das AGO-Protein assoziiert zu
einem der beiden Strange. Dies fuhrt zur Bildung des RISC und zur Degradierung des zweiten
verbleibenden Stranges. Abbildung modifiziert aus 2°.

Die Watson-Crick Basenpaarung mit der entsprechende miR-Ziel mRNA ist nicht vollig
komplementar und stark abhangig von der am 5° Ende gelegenen Seed-Sequenz. Diese befindet

sich zwischen der zweiten und siebten Base am 5" Ende der microRNA und tragt wesentlich zur
2
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Spezifitat der mRNA-microRNA Bindung bei *©. In ihrer regulatorischen Funktion scheinen
microRNAs bevorzugt an 3' UTRs (3’ untranslated regions) ihrer Ziel mRNAs zu binden. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass durch das Auftreten mehrere microRNA-Bindestellen ihr
regulatorischer Effekt um ein Vielfaches verstarkt werden kann "8, Zurzeit sind in der microRNA
Datenbank miRBase 2654 humane microRNA gelistet, ihre tatsédchliche Zahl wird jedoch um
einiges hoher eingeschatzt %2, Momentane Schatzungen gehen davon aus, dass etwa 20 bis
30 % der im menschlichen Genom befindlichen Gene durch microRNAs reguliert werden kdnnen
22,23 Unter den nicht kodierenden RNAs sind die grundlegenden Mechanismen mit denen
microRNAs Zielgene posttranskriptionell regulieren evolutionar betrachtet oft konserviert 24,
Interessanterweise gibt es auch eine Korrelation zwischen der Anzahl an microRNA Genen in
einem Organismus und seiner generellen Komplexitat. Es scheint, dass evolutionar betrachtet
wahrend der Expansion der bilateralsymmetrischen Tiere (Bilateria) und der vorschreitenden
Entwicklung von Vertebraten, bis hin zur Entwicklung von Plazentatieren (Eutheria) eine standige
Zunahme der Anzahl von microRNA Genen im Genom stattfand 2°. Es ist moglich das microRNAs
durch ihre zusatzlichen regulatorischen Eigenschaften ihren Beitrag in der Zunahme an
Komplexitat wahrend dieser Schritte der Evolution geleistet haben 2627,

1.1.1. Skelett- und herzmuskelspezifische microRNA Familie miR-1/206/133

Die gewebespezifische Expression von Genen spielt eine fundamentale Rolle wahrend der
Entwicklung und Homoostase von Geweben 2% 2. Viele der bisher identifizierten microRNAs
weisen ebenfalls ein gewebespezifisches Expressionsmuster auf 3¢ 3!, Eine Gruppe von
microRNAs, die ihre hochste Abundanz in der gestreifter Muskulatur aufweisen werden als
myomiRs (myos, griechisch: Muskel und miR = microRNA) bezeichnet 3 32, Zu dieser Gruppe
zahlen unter anderen alle sechs Mitglieder der miR-1/206/133 Familie. Sie besteht aus
microRNAs miR-1, miR-133a, miR-133b und miR-206. Im murinen und humanen Genom sind
diese microRNAs paarweise in drei Clustern organisiert. Jedes dieser Cluster verfiigt Uber einen
eigenen Promotor. Alle Mitglieder der miR-1/206/133 Familie werden bicistronisch exprimiert
(Abb. 1.1.1.) 3, Schatzungsweise ist die Halfte aller microRNAs in Clustern organisiert und wurden
zumindest initial polycistronisch exprimiert. In den meisten Féllen besitzen polycistronische
microRNAs das gleiche Expressionsmuster, wobei sich ihr relatives Expressionslevel
unterscheiden kann 34,
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Abbildung 1.1.1.: Lokalisation und Expression von miR-1/206/133. Das skelettmuskelspezifisch
exprimierte miR-206/133b Cluster ist auf dem Mauschromosom 1 lokalisiert. Das miR-1-1/133a-2 Cluster
liegt auf dem Mauschromosom 2. Das miR-1-2/133a-1 Cluster befindet sich in der antisense Richtung
zwischen zwei Exons des Genes Mindbombl auf Chromosom 18. Beide miR-1/133a Cluster werden im
Herz- und Skelettmuskel exprimiert. Alle drei microRNA Cluster verfligen tber einen eigenen Promoter.
MiR-1-1/133a-2 und miR-1-2/133a-1 werden im Herz- und Skelettmuskel exprimiert. Das miR-206/133b
Cluster wird lediglich in der Skelettmuskulatur exprimiert. kb = Kilobasen. Abbildung nach 35-37,

2,5kb -
Chromosom 18 ————{miR-133a-1——— miR-1-2 Ij—

Im menschlichen Genom befinden sich die drei miR-1/206/133 Cluster auf Chromosom 20, 18
und 6. In der Maus sind sie auf Chromosom 1, 2 und 18 lokalisiert. Trotz der Spezies-abhangigen
Unterschiede in der Lokalisation, gleichen sich sowohl Organisation, als auch die Sequenz der
reifen microRNAs der drei Cluster exakt. MiR-1 zahlt beispielsweise zu den evolutionar
konserviertesten microRNAs uberhaupt, mit identischer Sequenz der reifen microRNA in
Nematoden und im Menschen * 38, MiR-1-1/133a-2 und miR-1-2/133a-1 bilden in Maus und
Mensch zwei der drei miR-1/206/133 Cluster und werden im Herz- und Skelettmuskel exprimiert.
Das dritte Cluster besteht aus miR-206 und -133b und ist lediglich in der Skelettmuskulatur stark
exprimiert, vor allem in langsamen, Mitochondrien-reichen Muskelfasern 2 %,

Die Expression der Cluster wird durch Kkardiale und skelettmuskelspezifische
Transkriptionsfaktoren, sogenannte MRFs (myogenic regulatory factors) reguliert. Zu den miR-
1/206/133 Loki regulierenden Proteinen zéhlen GATA4 (Gata-binding protein 4), NKX2.5 (NK2
homeobox 5), Myocardin, SRF (Serum response factor), MEF2 (Myocyte enhance factor 2),
MYOD, MYF5 (Myogenic factor 5) und weitere MRFs 333941 Alle microRNAs der miR-1/206/133
Cluster scheinen wiederum ihre Expression durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus
selbst zu regulieren. Dies wird Uber Suppression aktivierender Faktoren wie MEF2 und SRF
vermittelt 4 4% 4244 Allerdings konnten bisher hier nicht alle regulatorischen Zusammenhéange und
Regelkreise aufgeklart werden.

Es existieren bereits zahlreiche Studien in denen die funktionelle Rolle von miR-1/206/133 in
der gestreiften Muskulatur untersucht wurde. In verschiedenen loss of function Mausmodellen
konnte gezeigt werden, dass diese miRNAs allem Anschein nach eine wichtige Rolle wahrend der
Muskelentwicklung und Homdostase innehaben. Wahrend der Herzentwicklung scheint die
Expression von miR-1 essentiell zu sein. Mause mit einem vollstandigen miR-1 Verlust versterben

10 Tage nach der Geburt aufgrund eines Herzentwicklungsdefektes. Die Skelettmuskulatur
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erscheint dagegen funktional und strukturell normal entwickelt 4°. Des Weiteren scheint der Verlust
von beiden miR-133a microRNAs ebenfalls zu letalen Herzdefekten zur fihrten ¥. Homozygote
Inaktivierung der beiden miR-1/133a Cluster fiihrt bereits wahrend der Embryogenese zu einer
initialen Fehlentwicklung der Herzens. Dies flihrt zu einem friih-embryonalen Tod der Tiere 3. Die
beiden Gencluster scheinen eine Uberlappende Funktion zu haben, da der Knock-out von nur
einem der beiden miR-1/133a Cluster lediglich zu einer schwachen Verédnderung der
elektrophysiologischen Eigenschaften des adulten Herzens fihrt #6. Auch im Skelettmuskel
scheint es eine Uberlappende Rolle der beiden miR-1/133 Cluster zu geben. Der
skelettmuskelspezifische Verlust beider miR-1/133 Cluster fuhrt zur Repremierung des direkten
Zielgens MEF2A, was wiederum das flr die Expression von vielen mitochondrialen Genen
wichtige DIk1-Dio3-Gencluster supprimiert. Diese molekularen Veranderungen resultiert
letztendlich in einer gestorten mitochondrialen Funktion des adulten Skelettmuskels 4. Der Verlust
von miR-206 hat wiederum keinen Effekt auf die Skelettmuskulatur. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass miR-206 Deletion im Hintergrund einer ALS (Amyotrophic lateral sclerosis)
Krankheitsmodells eine Funktion in der Regeneration von neuromuskularen Endplatten zu haben
scheint 4’. Die Deletion des miR-206/133b Clusters, welches als einziges der drei miR-1/206/133
Cluster exklusiv in der Skelettmuskulatur exprimiert wird, resultiert in keiner Veranderungen der
Muskulatur 2. Es fehlen direkte Evidenzen, was ein Verlust aller miR-1/206/133 Cluster im
Skelettmuskel bewirkt. Daher missen zukiinftige Experiment zeigen, ob die Hypothese zutrifft,
dass diese Cluster grundlegend wichtig fur die Entwicklung der Skelettmuskulatur sind oder auch
eine andere, bislang unbekannte synergistische Funktion besitzen. Fur eine solche loss of function
Untersuchung muss ein konditioneller Knock-out des gesamten miR-1/206/133 Clusters in der
Skelettmuskulatur vorgenommen und analysiert werden.

1.2. Anatomie und Funktion der Skelettmuskulatur

Gerichtete Bewegungen sind wesentlich fur das Leben und Fortbestehen tierischer
Lebensformen. Im Laufe der Evolution entwickelten sich aus primitiven Formen der aktiven
Bewegung immer spezialisiertere Bewegungsabldufe. Der komplexe Bewegungsapparat des
Menschen besteht unter anderem aus der Skelettmuskulatur und ist unerlasslich fir
Fortbewegung, Kommunikation, Nahrungsaufnahme und Atmung. Es kénnen drei distinkte Typen
kontraktilen Gewebes morphologisch und funktionell unterschieden werden: glatte Muskulatur,
Herzmuskulatur und Skelettmuskel. Glatte Muskulatur und der Herzmuskel sind nicht der
willkirlichen Kontrolle Uberlassen, wahrend die Skelettmuskulatur aktiv gesteuert werden kann.
Der Skelettmuskel macht etwa 40 % des durchschnittlichen Kdrpergewichtes aus und wird tber
das periphere Nervensystem gesteuert. Durch Arterien werden Sauerstoff und Nahrstoffe zu den
einzelnen Muskeln transportiert. Venen transportieren wiederum im Korperkreislauf das nun
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sauerstoffarmere Blut. Die einzelnen Skelettmuskeln sind Uber bindegewebige Sehnen am Skelett
befestigt und umhdllt durch das Epimysium. Der weitere Feinaufbau des Skelettmuskels ist
hierarchisch gegliedert. Jeder Muskel besteht aus zahlreichen Faszikeln (Muskelfaserbindel),
jeweils umgeben vom Perimysium. Die syncytialen Muskelfasern sind wiederum von dem
Sarkolemma umhillt. Das Sarkolemma besitzt zahlreiche transversale Tubuli (T-Tubuli). Die
mehrkernigen Myotuben, welche aus fusionierten Myoblasten bestehen, setzen sich ihrerseits aus
hunderten parallel zur Muskellangsachse verlaufenden Myofibrillen zusammen 4.

In ihnen befinden sich die kleinsten kontraktilen Einheiten des Muskels, die Sarkomere. Diese
sind etwa 23 um lang und bestehen aus einem A-Band und I-Band. Diese beiden Kompartimente
geben ihnen bei der Betrachtung unter polarisiertem Licht ein quergestreiftes Erscheinungsbild.
Das Ende eines Sarkomer wird durch die Z-Linie definiert (Abb. 1.2.). Die I-Bande besteht aus
Aktinfilamenten, wéhrend die A-Banden aus Myosinfilamenten bestehen. Die H-Zone ist der
Bereich in dem diese beiden Kompartimente im peripheren Bereich Uberlappen, wahrend in der
mittleren Region lediglich Myosinfilamente vorliegen. Die Aktinfilamente sind jeweils an der Z-
Linie verankert. Das sogenannte Sliding filament Model wurde 1954 von zwei Forschergruppen
(Andrew Huxley, Rolf Niedergerke und Hugh Huxley, Jean Hanson) aufgestellt und beschreibt
den Prozess, der wahrend einer Muskelkontraktion stattfindet “°.

Wahrend der Kontraktion eines Muskels kommt es zur Verkiirzung der einzelnen Sarkomere.
Diese Verklrzung resultiert aus der Verschiebung von Aktin- und Myosinfilamenten ineinander.
Molekular betrachtet beruht diese Interaktion auf der Bindung von Myosin an Aktinfilamenten.
Myosin fungiert als Motorprotein zum Antrieb der Filamentverschiebung. Myosin hydrolysiert
hierfur ATP, was die Energie fir diese Bewegung liefert 5°. Die Sliding filament Theorie erklart den
molekularen Mechanismus der Muskelkontraktion, der flr alle muskelgesteuerten Bewegungen
essentiell ist (Abb. 1.2.).
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Abbildung 1.2.: Schematische Ab-
bildung der Struktur und des Fein-
aufbaus der Skelettmuskulatur. Die
Skelettmuskulatur besteht aus Bundeln
langer mehrkerniger Zellen (Muskel-
fasern), welche sich durch den
syncytialen Zusammenschluss ein-
zelner reifer Myoblasten bilden. Jede
Muskelfaser enthalt zahlreiche
Myofibrillen. Diese bestehen wiederum
aus aneinander gereihten Sarkomeren.
Sarkomere  bilden die  kleinste
kontraktile Einheit des Skelettmuskels.
Sie bestehen aus H-Zone, A-Band, I-
Band und werden durch die Z-Linien
begrenzt. Sarkomere sind als sich
wiederholende Einheiten aufgebaut.
Wahrend der Muskelkontraktion kommt
es zu ihrer Verkirzung aufgrund der
Ineinanderschiebens von Aktin- und
Myosinfilamenten. (F-Aktinfilamente =
filamentdse Aktinfilamente; G-Aktin
globulares Aktin). Abbildung aus “8.

Der Skelettmuskel entwickelt sich im Laufe der Embryogenese aus dem paxialen Mesoderm. Das

paxialen Mesoderm bildet im weiteren Verlauf der Entwicklung das prasomitische Mesoderm, aus

dessen anterioren Bereich sich die Somiten entwickeln. Die sich formierenden Somiten sind

segmental und paarweise, in der Langsachse des Embryos verlaufend aufgebaut 552,

Das prasomitische Mesoderm bildet unter dem Einfluss der Segmentalen Uhr die Somiten,

durch einen oszillierend verlaufenden "clock and wave" Mechanismus. Durch das Entstehen von
periodischen Pulsen von Notch-, FGF- und Wnt-Signaling, werden nach und nach die einzelnen

Somiten entlang der anteroposterior Achse gebildet *3. Nach der Bildung der Somiten kommt es
entlang der dorsoventralen Achse zur Bildung des dorsal gelegenen Dermomyotoms und des
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ventral lokalisierten Sklerotoms. Aus dem Sklerotom gehen im weiteren Verlauf der Entwicklung
das Achsenskelett und die Sehnen hervor. Aus dem Dermomyotom bilden sich die
Skelettmuskulatur, braunes Fett (brown adipose tissue, BAT) und Teile der Haut des Rickens.
Braunes Fett und Skelettmuskel haben somit den selben Ursprung in der Entwicklung. Jedoch
unterscheidet sich wahrend der weiteren Differenzierung das Transkriptom der jeweiligen
Vorlauferzellen stark 54,

Zunéchst exprimieren die dermomyotomalen Vorlauferzellen Enl (Engrailed-1) und Myf5
(Myogenic Factor 5). Zellen, welche eine weitere Differenzierung Uber braune Praadipozyten zu
braunen Fett durchlaufen, unterscheiden sich zunachst von den spateren Myoblasten durch die
Expression von PRDM16 (PRD1-BF-1-RIZ1 homologous domain containing protein-16). PRDM16
hat eine wichtige Funktion in den initialen Schritten der BAT-Entwicklung. Neben PRDM16 stellen
PPARYy (Peroxisome proliferator-activated receptor y), PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated
receptor y coactivator 1a) und UCP1 (Uncoupling protein 1) weitere wichtige funktionale Marker
in der Entwicklung und Homéostase des braunen Fettes dar .

Die Myogenese beginnt in den Somiten mit der Bildung von myogenen Vorlauferzellen und
Myoblasten des Dermomyotoms. Riicken- und Rumpfmuskulatur wird dabei aus myogenen
Vorlauferzellen des epaxialen Dermomyotoms gebildet. Die Muskulatur der Extremitaten wird
dagegen aus migrierenden myogenen Vorlauferzellen des hypaxialen Dermomyotoms gebildet.
Diese Vorlauferzellen exprimieren die funktionalen Markergene Pax3 (Paired homeobox 3) und
Pax7 (Paired homeobox 7). Innerhalb der embryonalen Entwicklung findet die primére Myogenese
statt. Sie ist gekennzeichnet durch die Expression von sogenannten MRFs (Myogenic regulatory
factors). Es kommt zur einer streng hierarchisch gegliederten Expression von MYF5 (Myogenic
Factor 5) und MYOD1 (Myogenic Differentiation 1), gefolgt von der Expression von MRF4
(Myogenic regulatory factor 4) und MYOG (Myogenin) 54 56-58,

In der Maus kann Myogenin und MRF4 ab dem Stadium E8.5 und E9 im gesamten Myotom
gleichmaRig detektiert werden °° 8. MRF4 wird wiederum in zwei Phasen der Myogenese
verstarkt exprimiert. Es erfillt sowohl in der Determinierungsphase (bis ~E11.5) und in der
Differenzierungsphase (ab ~E16.5) eine wichtige Funktion. Unterschiede zwischen Populationen
von epaxialen und hypaxialen Myoblasten manifestieren sich in einer voneinander abweichenden
Expression von MYF5 und MYOD ®. MRFs kontrollieren die Determinierung und Differenzierung
von Skelettmuskelzellen bis in das postnatale Myogenesestadium.

Generell verlauft die Myogenese in verschiedenen Phasen der Differenzierung. In der primaren
Myogenese beginnt eine initiale Gruppe von embryonalen Myoblasten durch Fusionsprozesse
primare Muskelfasern zu bilden. Die Myoblasten beginnen die myogenen Faktoren MYF5 und
MYOD zu exprimieren ®2. Die durch Zell-Zell Fusion gebildeten primaren Muskelfasern
exprimieren nun zusatzlich Muskelstrukturproteine wie MYHC (Myosin heavy chain) und MYLC1
(Myosin light chain 1). Die prim&ren Muskelfasern dienen als eine Art Gerist fir die sich bildenden
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sekundaren Muskelfasern. Wéahrend dieser sekundaren Phase der Myogenese (E14.5-17.5 in der
Maus, E8+ bzw. H&H >34 im Huhn) setzt sich das Muskelwachstum fort, durch die anhaltende
Proliferation von PAX7 positiven Vorlauferzellen und deren anschlieBender Fusion 54 %,

Wahrend der spateren postnatalen Phase der Muskelentwicklung kommt es im Gegensatz
dazu zum Muskelmassezuwachs durch Faserhypertrophie, hervorgerufen durch die Vereinigung
von Myofibrillen %3, Am Ende der postnatalen Entwicklungsphase begeben sich bereits einige der
PAX7 positiven Satellitenzellen (SCs) oder auch Muskelstammzellen (MuSCs) in einen
guieszenten Zustand. Die MuSCs finden sich bereits in ihrer Nische zwischen Basalmembran und
Sarkolemma ein und kénnen spéater in Rahmen von muskuléren Regenerationsprozessen wieder
in einen aktivierten Zustand versetzt werden 54 5,

1.2.2. Die Funktion von Muskelstammzellen in Regeneration und Muskelhomdostase

Im Gegensatz zu anderen adulten muskularen Geweben wie zum Beispiel dem Herz, weil3t die
Skelettmuskulatur eine sehr hohe regenerative Kapazitat auf. Diese ist auf im Skelettmuskel
befindliche adulte Muskelstammzellen (MuSCs), auch Satellitenzellen (SCs) genannt,
zurickzufuhren. MuSCs spielen eine zentrale Rolle in der postnatalen Muskelhomoostase,
Muskelwachstum und in Regenerationsprozessen. Ihr Stammzellcharakter erméglicht es ihnen
ebenfalls, durch Proliferation einen standigen MuSC-Pool aufrecht zu erhalten. Im adulten
Skelettmuskel sind MuSCs weitgehend mitotisch quieszent 9, werden jedoch nach
Muskelschadigung umgehend aktiviert. Quieszente MuSCs sind unter anderem durch die
Expression des Transkriptionsfaktors PAX7 gekennzeichnet. Des Weiteren besitzen sie im
Vergleich zu Muskelzellen einen kleinen Zellkern mit einem héheren Anteil an kondensiertem
Heterochromatin. Nach ihrer Aktivierung beginnen sie zu proliferieren und exprimieren unter
anderem MYOD, bevor sie in einen Differenzierungsprozess iibergehen. Hierbei fusionieren die
zuvor proliferierenden MuSCs mit den geschéadigten Muskelfasern. Ein Charakteristikum
geschadigter und regenerierender Muskelfasern stellen unter anderem in der Muskelfaser
zentralisiert gelegene Myonuklei dar. Nach abgeschlossenen Regeneration des Muskels sind
diese wieder randstéandig lokalisiert 57-7°,

1.3. Innervierung des Skelettmuskels

Die motorische Endplatte oder neuromuskuléare Synapse (NMJ = neuromuscular junction) stellt
Schnittstelle zwischen einer efferenten Nervenfaser (hier Motorneuron) und einer Faser der
Skelettmuskulatur dar. Eine funktionale neuromuskulare Synapse ist essentiell fiir das Uberleben
nach der Geburt, da sie eine essentielle Rolle in der Ausfilhrung gerichteter Kérperbewegungen
und in der Aufrechterhaltung der Atmung hat. Defekte in der NMJ Entwicklung und Homoostase
kénnen schwerwiegende, zum Teil letale neuromuskulare Erkrankungen, wie CMS (congenital
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myasthenic syndrome), amyotrophe Lateralsklerose (ALS) oder Myasthenia gravis (MG)
hervorrufen 773,

NMJs z&ahlen zu den chemischen Synapsen und besteht aus drei Elementen: (1) dem
prasynaptischen Bereich (Ende des Motorneurons), (2) dem intrasynaptischen Bereich
(synaptische Basallamina) und (3) der postsynaptischen Komponente (Muskelfaser und
Muskelmembran). Die Prasynapse wird durch Schwann-Zellen umhuillt und gestutzt 4. Wenn ein
Aktionspotential das Motornervende erreicht, kommt es zur Offnung der Calciumkanale in der
Prasynapse. Calciumionen (Ca?*) stromen nun in das Neuron und es kommt Ausschittung des
Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) im synaptischen Spalt. Dies fiihrt zur Aktivierung von auf
der postsynaptischen Membranregion lokalisierten nikotinischen ACh-Rezeptoren (AChRs). Die
AChR regen daraufhin am Sarkolemma lokalisierte DHPRs (Voltage-gated dihydropyridine
receptors) durch die Induktion von RyRs (Ryanodine receptors) an. Das sarkoplasmatische
Retikulum entlasst Calciumionen, was zum Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration fihrt.
Im entspannten Zustand wird die Myosinbindestelle an Aktin durch Tropomyosin blockiert. Der
Anstieg der Ca?*-Konzentration begiinstigt die Bindung der Calciumionen an Troponin C. Dies
fuhrt zu einer konformationellen Veranderung des Troponinkomplexes, was zur Exponierung der
Myosinbindestelle fuhrt. Myosin bindet im Ruhezustand ATP, welches nun hydrolysiert wird und
dadurch eine zuerst nieder-, dann hochaffine Bindung an Aktin ermdglicht. Diese durch die
ATPase-Aktivitat von Myosin bedingte Hydrolyse zu ADP, die durch erh6hte Ca?*-Konzentration
ausgelost wird, fuhrt zur Freisetzung von Energie. Diese Energie wird zur Konformationsanderung
von Myosin in Form einer Kippbewegung, genutzt (1. Kraftschlag). Die Losldsung von ADP fuhrt
zu einer minimalen weiteren Anwinkelung (2. Kraftschlag). Durch beide Kraftschlage wird das
gebunden Aktinfilament um die Lange eines Monomers verschoben. Durch erneute Bindung von
ATP l6st sich Myosin von Aktin und der sogenannte Querbriickenzyklus kann von Neuem
beginnen. Durch das Weitergleiten der Filamente zur Sacromermitte kommt es zur Kontraktion
des Skelettmuskels (Filamentgleittheorie) 4° 7.

Die Entwicklung der NMJ verlauft parallel zur Entwicklung der Skelettmuskulatur. Schon bevor
der Motornerv dem Muskel erreicht (E11 bis E12), bilden die einzelnen Muskelfasern bereits
kleine, in der Mitte der Faser weit verteilte primitive AChR Cluster aus (Abb. 1.3.). Das
Prepatterning dient unter anderem den wachsenden Motorneuronen als eine Art Wegweiser und
stellt somit einen wichtigen Schritt fir die weitere NMJ-Ausbildung dar. Die noch unreifen
plagueférmigen AChR Cluster werden im weiteren Verlauf der Entwicklung zunachst oft von mehr
als einem Motornerv erreicht (E16 bis P14). Wenn das Motornervende die Muskelfaser innerviert,
induziert dies zum einen den Aufbau neuer AChR-Cluster jedoch zum anderen auch den
langfristigen Abbau der nichtsynaptisch gelegenen AChR-Cluster. Die AChR Abundanz an der
Muskeloberflache wird sowohl durch elektrische Aktivitéat als auch durch prasynaptische Signale
kontrolliert 578,
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Abbildung 1.3.: Schematische Abbildung der Entwicklung und des Aufbaus von neuromuskuléren
Synapsen (NMJ). Vor dem Erreichen des Motornervs (E11- E14), bilden die einzelnen Muskelfasern
wahrend ihrer voranschreitenden Entwicklung bereits kleine, primitive, in der Fasermittelregion gelegene
AChR-Cluster aus (Prepatterning). Im weiteren Heranreifen werden einzelne AChR-Cluster von einem oder
mehreren Motorneuronen innerviert. Dies fuhrt zur weiteren Ausbildung dieser Cluster, bis sie sich zum
Erreichen des adulten Stadiums zu brezelférmige AChR-Verbéande formiert haben. Jedes Motornervende
innerviert nun eine einzelne Muskelfaser. Wahrend des Alterungsprozesses kommt es in zunehmenden
MaRe zur Fragmentierung der postsynaptischen AChR-Cluster. Dieses Phanomen, sowie
Deinnervationsprozesse sind ebenfalls im ALS-Mausmodell SOD1%%A schon bei jingeren Tieren zu
beobachten (a). Eine vollausgebildete NMJ besitzt brezelférmige AChR-Clusterverbande. Des Weiteren
bilden sich Einfaltungen der postsynaptischen Membran (Junctional fold) zur Oberflachenvergrdf3erung aus
(b). ALS (amyotrophe Lateralsklerose), AChR (Acetylcholin-Rezeptoren), tSC (terminale Schwann-Zelle), E
(embryonales Stadium). Abbildung modifiziert aus@.

1.3.1. Molekulare Kontrolle der neuromuskuldren Synapsenentwicklung

Einer der wichtigsten initialen Schritte der neuromuskularen Synapsenentwicklung stellt die
Aktivierung eines muskelspezifischen Ligand-Rezeptor-Tyrosinekinase-Systems dar. Am Anfang
der durch dieses System vermittelten Signaltransduktion, steht der extrazellulare Ligand Agrin
(AGRN). Hierbei handelt es sich um ein Proteoglycan aus der Klasse der Heparansulfate. Agrin
wird wahrend der Embryogenese im fruhen Stadium der NMJ-Entstehung von Motorneuronen
produziert, zu terminalen Motornervenden transportiert und in Richtung der synaptischen
Basallamina segregiert. AnschlieBend bindet Agrin an die N-terminale Doméane des in der
postsynaptischen Membran verankerten LRP4 (Low-density lipoprotein receptor-related protein).
LRP4 dient als Co-Rezeptor von MuSK (Muscle-specific kinase; Muscle-specific receptor tyrosine
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kinase). Die Interaktion des Liganden Agrin mit LRP4 fuhrt zur trans-Autophosphorylierung von
MuSK. LRP4 und MuSK bilden daraufhin einen tetramerischen Komplex, der aus zwei Agrin-
gebundenen LRP4 Heterodimeren und zwei dimerisierten MuSK Proteinen besteht. Die Bildung
dieses Komplexes ermdglicht nun die Aktivierung von MuSK 79 8,

Zur vollstandigen Aktivierung von MuSK ist jedoch ein drittes Molekil, DOK7 (Adaptor docking
protein-7) essentiell. DOK7 ist ein mit der juxtamembranen Region von MuSK interagierendes
zytoplasmatisches Protein. Es stimuliert die Tyrosin-Phosphorylierung von MuSK und tragt somit
entscheidend zur Verstarkung der Kinaseaktivitat bei. Dies ermdglicht wiederum die Rekrutierung
von weiter downstream gelegenen Substraten, die wichtig fur die weitere Signaltransduktion sind.
DOK? dient folglich als Co-Aktivator von MuSK. Es konnte gezeigt werden, dass dies sowohl in
einer Agrin abhéngigen, als auch in einer von Agrin-Stimulierung unabhéngigen Weise mdglich
iSt 81—83.

Sowohl Agrin, LRP4, MuSK, als auch DOK7 haben eine essentielle Rolle in der
neuromuskularen Synaptogenese. In Funtionsverlust-Experimenten liel3 sich nachweisen, dass
Mause, die eine Defizienz fir eines der genannten Proteine aufweisen keine postsynaptisch NMJ
Strukturen ausbilden und kurz nach der Geburt versterben. Des Weiteren scheint der LRP4-
MuSK-DOK7 Komplex ebenfalls essentiell fiir die Prepatterning-Phase der AChR Cluster 81 8486,
In dieser Phase, bevor Motorneuronen die einzelnen Muskelfasern erreichen, bilden sich kleine
diffuse AChR Cluster auf der Muskelfaseroberflache aus. Es kommt zur Aktivierung von MuSK
ohne die Einwirkung von Agrin. Im Zebrabéarbling (Danio rerio) scheint diese tber muskeleigene
Whnt-Proteine (Wingless/Integrated) zu geschehen, die an die Frizzled (Fz)-like Domane von
MuSK binden. Im Zebrabarbling kdnnen jedoch auch ohne diese MuSK-Domane NMJs geformt
werden 8. Wahrenddessen scheint in Mausen MuSK wahrend des AChR-Prepatterning durch
LRP4 aktiviert zu werden (Abb. 1.3.1) 84. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die Fz-
like Domane von MuSK hier nicht essentiell zur NMJ-Bildung zu sein scheint 8 8, Ferner konnte
gezeigt werden, dass eine erst im postnatalen Alter geschehende Inaktivierung von MuSK' zur
Ausbildung von kleinen zerstreuten AChR Clustern fihrt. Dies &ufRert sich in Verlust der
Muskelkraft und einer reduzierten Lebensdauer *°.

Es ist ebenfalls bekannt, dass die Stimulation von Agrin zur Phosphorylierung von zwei C-
terminal gelegenen Tyrosinen von DOK?Y fuhrt. Dies wiederum resultiert in der Rekrutierung zweier
Adapterproteinen, CRK und CRK-L (siehe auch Abschnitt 1.4). CRK und CRK-L scheinen
ebenfalls eine essentielle Rolle in der NMJ Bildung zu spielen. Nach skelettmuskel-spezifischen
CRK und CRK-L Knock-out ist die korrekte Ausbildung der NMJ gestort und die Tiere versterben
ebenfalls nach der Geburt °1.

Neben DOK7 und diesen beiden Adapterproteinen kommt es an der NMJ Region zur
Rekrutierung einer Vielzahl an weiteren Molekilen. Diese kdnnen zum Einen eine Rolle in der
weiteren Signaltransduktion und Regulation der MuSK-Aktivitat spielen, und zum Anderen eine
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wichtige Funktion in der AChR-Aggregierung und Stabilisierung innehaben 7. Eine direkte
Interaktion und Bindung an die AChRs konnten lediglich bei den drei Molekilen RAPSN (43 kDa
receptor-associated protein of the synapse, rapsyn), Src (Src-family kinases) und APC
(Adenomatous coli polyposis) nachgewiesen werden. Kinasen der Src Familie scheinen eine
Funktion in der Stabilisierung von AChRs zu haben. APC wiederum scheint eine Rolle in der
synaptischen Differenzierung zu spielen, die jedoch noch genauerer Aufklarung bedarf 778992,
Das postsynaptische Membranprotein RAPSN ist —stimuliert durch Bindung von Agrin an
LRP4, direkt an mit AChR assoziiert (Abb. 1.3.1.). RAPSN bindet an die Rezeptoren und scheint
als molekularer Linker in der Verankerung der AChR zu fungieren . Es konnte auRerdem gezeigt
werden, dass weitere Proteine, wie das Chaperon Hsp90B und die Protease Calpain an diesem
Prozess beteiligt sind und die Verankerung und Verteilung der AChRs in der Muskelfasermembran
mit regulieren °. Jedoch konnten dieser und auch weitere Prozesse zum Teil lediglich in
Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden. Die Funktion dieser und der vielen weiteren
identifizierten NMJ assoziierten Proteinen sind unter in vivo Bedingungen unzureichend
charakterisiert. Doch geben Maus Knock-out Studien aus dem Jahre 2001 einen Hinweis darauf,
dass Agrin und MuSK, jedoch auch RAPSN essentiell fiir das Clustering von AChRs an der NMJ
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Abbildung 1.3.1.: Vereinfachte Darstellung der molekularen Prozesse wahrend der post-
synaptischen Differenzierung. Die muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase (MuSK) ist essentiell fir
das Prepatterning der postsynaptischen Acetylcholin Rezeptoren (AChR). In der Maus kommt es in dieser
Phase zur Aktivierung von MuSK durch LRP4 8. Nach dem die Muskelfasern durch die terminalen Ender
der Motorneuronen innerviert wurden, kommt es zur Segregation von Agrin. Agrin bindet an LRP4, was die
Assoziation von MuSK mit LRP4 stimuliert. Nach der Phosphorylierung (P) von MuSK, kommt es in der
juxtamembranen Region zur Rekrutierung und Dimerisierung von DOK7. Durch Tyrosinphosphorylierung
von DOK7 kommt es zur Rekrutierung der Adapterproteinen CRK und CRK-L. Dies fiihrt zur Aktivierung
von weiter downstream gelegenen Signalwegen und resultiert letztendlich in der Verankerung von AChRs
durch Rapsyn. Abbildung aus 8°.

Auch durch neuromuskulare Erkrankungen des Menschen lasst sich die funktionelle Relevanz
einzelner NMJ-assoziierter Gene deduzieren. Bei dem sehr heterogenen, erblichen Syndrom
CMS (Congenital myasthenic syndrome) sind verschiedene Typen von neuromuskularen
Defekten als Ausldser bekannt. Diese fiihren unter anderem zu erheblich erschwerter Respiration,
verminderter neuromuskularer Transmission, was in der Regel in genereller muskularer
Schwaéche und dadurch in motorischen Stérungen resultiert. Einige Patienten mit CMS weisen
ebenfalls Mutationen im Gen RAPSN auf %, Des Weiteren konnten zahlreiche Mutationen im
Genom verschiedener CMS Patienten im Gen MuSK identifiziert werden. Diese fuhren zum Teil
zu einer verminderten MuSK Expression oder verhindern eine korrekte Interaktion mit DOK7. Dies
auRert sich in verminderten AChR-Clustern und simplifizierten, zum Teil nicht ausgereiften NMJ
97.98 ' Auch im Gen DOK?7 wurden in der Vergangenheit einige Mutationen in Partientengenomen
identifiziert, die zu CMS fuhren. In diesen Fallen aul3erte sich dies in meist verkleinerten NMJs,
mit kleineren AChR Clustern und simplifiziert erscheinen Einfaltungen der postsynaptischen
Membran . In Patienten mit CMS-Mutationen sind am haufigsten Dok7-Mutation, die in einer
Trunkierung der C-terminalen DOK7-Domaéne resultierten, zu beobachten. Dies gibt wiederum
einen Hinweis darauf, dass eine intakte C-terminale Region von DOK?7 essentiell zur Ausbildung
einer prazise funktionieren NMJ in vivo ist 100101,

1.4. Aufbau und Funktion von CRK

CRK wurde im Jahre 1988 durch die Sequenzierung des avian Sarcoma Virus CT10 identifiziert.
Es kodierte das retrovirale Genprodukt Gag-Crk oder auch v-Crk 12, V-Crk besitzt die zellularen
Homologe Crk Il und Crk | und das Paralog Crk-L (Crk-Like). Es zeigte sich, dass v-CRK
paradoxerweise in der Lage ist ohne intrinsische Tyrosinkinaseaktivitéat gezielt und selektiv das
zellulare Tyrosinphosphorylierung-Level zu erhéhen. V-CRK und seine Homologe gehdren zu
einer damals noch unbekannten Gruppe von Proteinen mit regulatorischer Wirkung, namentlich
Adapterproteine. CRK entspricht in Ganze dem prototypischen Aufbau dieser Molekiilklasse 1%.
1992 wurden seine Domanen identifiziert. Eine cDNA, die fir das CT10 Gen kodierte konnte
isoliert werden. Es weist eine virale Gag Sequenz auf, jedoch auch Sequenzen ahnlich zu den
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zuvor identifizierten Doméanen der N-terminalen regulatorischen Region in der SRC-Kinasefamilie
(Abb. 1.4.). Im Gegensatz zu SRC besitzt v-CRK jedoch keine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat.
Diese Eigenschaft von v-CRK verhalf diesem neu entdeckten Gen zu seinem Namen: Crk (CT10
regulator of a tyrosine kinase). Es besteht aus modular aufgebauten hoch konservierten SH2 (Src
Homology 2) und SH3 (Src Homology 3) Domanen unterbrochen durch eine flexible
Linkersequenz 192194, Die SH2 Domaéne dient der Bindung von Tyrosin-phosphorylierten Proteinen
selektiv an einem pY-x-x-P Motiv. Eine SH3 Doméne vermittelt im Gegensatz dazu die spezifische
Interaktion zu Bindungspartnern mit prolinreichen Peptiden (P-x-x-P-x-K Motiv) 1% 1% Epenfalls
1992 konnte CRK auch in humanen Zellen nachgewiesen werden. Es handelte sich um CRK I
und CRK I, zwei alternative SpleiRvarianten vom selben genomischen Lokus stammend %7,
Adapterproteine besitzen keine eigene enzymatische Funktion, jedoch mehrere der oben
genannten Domanen zur Bindung an andere Proteinen. lhre Aufgabe beschrénkt sich somit auf
die Bindung ihrer Interaktionspartner. CRK und andere Adapterproteine sind in der Lage zwei oder
mehrere Singalproteine miteinander zu verbinden und so die weitere Vermittlung zellularer
Signalkaskaden zu propagieren (Abb. 1.4.) 1%, Die Funktion und Expression von CRK ist weit
gefachert. Es ist nahezu ubiquitdr exprimiert und hat eine wichtige Rolle in vielen
unterschiedlichen biologischen Prozessen, wie Proliferation, Zelladhasion, Zellmigration, Phago-
zytose, Endozytose, Apoptose und in der Regulation von der Expression verschiedener Gene 1,
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Abbildung 1.4.: Struktur und Funktion von CRK. Extrazellulare Signale kdnnen eine Signalkaskade in
Gang setzen, die zum Anstieg des intrazellularen Tyrosinphosphorylierungslevels fuhrt. Adapterproteine
ermoglichen die weitere Vermittlung dieser Signale zu weiter downstream gelegenen Teilen der Signaltrans-
duktionskette. Hierzu interagieren sie vermittelt durch ihrer modularen SH2 und SH3 Domé&nen mit weiteren
Proteinen (A). SH2 bildet Tyrosin-phosphorylierte Proteine und SH3 interagiert mit prolinreichen Peptiden.
CRK (Isoformen CRK-I und CRK-II) und CRK-L bilden prototypische Vertreter dieser Molekulklasse. Das
Oncogen v-Src enthalt SH2 und SH3 Domanen. Diese sind strukturell konserviert auch in v-CRK, CRK und
CRK-L vorhanden (B). SH2 = Src homology 2; SH3 = Src homology 3; Gag = viral group specific antigen;
Y221/Y207 = Phosphorylierungsstelle. TK = Tyrosinekinasedomane. Abbildung aus 13,
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Auch in der Skelettmuskulatur ist CRK abundant vorhanden und an unterschiedlichen
Prozessen beteiligt. Eine Studie suggeriert, dass CRK und CRK-L eine wichtige Rolle wahrend
der Myoblastenfusion in einem frihen Stadium der Skelettmuskelentwicklung im Zebrabarbling
spielen 1%, CRK wird ebenfalls sowohl in der Maus als auch im Menschen in der Skelettmusku-
latur exprimiert 1, Im Mausmodell konnte hingegen gezeigt werden, dass CRK und CRK-L an
neuromuskuléare Endplatten rekrutiert werden. Mit einem skelettmuskelspezifischen Knock-out
Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass sie dort eine Rolle in der Synapsen-
differenzierung spielen 72 %!, Die Adapterproteine binden hier an Tyrosin-phosphoryliertes DOK?7,

welches ein essentielles Protein neben MUSK, LRP4 und AGRN in der Bildung von NMJs darstellt
81, 85, 112

1.5. Funktion und Regulation der kleinen GTPase-RAC1

RHO, RAC und CDC42 sind Mitglieder der RHO-Proteinfamilie und z&hlen zur Gruppe der kleinen
GTPasen (auch kleine G-Proteine). Diese Molekilklasse fungiert als molekularer Schalter in
Signaltransduktionskaskaden. Hierbei alternieren sie zwischen zwei Konformationen: ihrer
inaktiven Guanosindiphosphat (GDP)-gebunden und ihrer aktiven Guanosintriphosphat (GTP)
gebundenen Form. Der Aktivitatsstatus kleiner GTPasen unterliegt der Kontrolle zweier
regulatorische Molekilgruppen. Hierbei handelt es sich um GEFs (Guanosine triphosphate
exchange factors) und GAPs (GTPase-activating proteins). GEFs tauschen gebundenes GDP
gegen GTP aus und aktivieren somit kleine GTPasen (Abb. 1.5.). lhre Gegenspieler GAPs
unterstiitzen die inharente GTPase-Aktivitat der kleinen G-Proteine. Sie beschleunigen die
Hydrolyse von GTP zu GDP unter Abspaltung eines Phosphatrestes und inhibieren somit deren
Aktivitat Zielproteine zu binden 13114,

Abbildung 1.5.: Schematische Darstellung des GTPasen-Zyklus und der Aktivierung von kleinen
GTPasen. Die Aktivitat von kleinen GTPasen wird oft durch extrazellulare Signale (Liganden-vermittelt)
initiiert. In ihrem aktivierten Zustand sind GTPasen an GTP und im inaktiven Zustand an GDP gebunden.
Die vier Molekiilklassen, die den Aktivitatsstatus von kleinen GTPasen regulieren sind GEFs (Guanosine
triphosphate exchange factors), GAPs (GTPase-activating proteins) und GDIs (Guanine nucleotide
dissociation inhibitors) und GDFs (GDI dissociation factors). GEFs wechseln gebundenes GDP gegen GTP
aus und GAPs hydrolisieren schnell gebundenes GTP zu GDP. GDFs kénnen GDP-gebundene GTPasen
von GDI Proteinen abspalten und somit den GDP-GTP Austausch verstarken. Kleine GTPasen kénnen in
ihrer aktiven Form eine Vielzahl von downstream-gelegenen Effektorproteinen rekrutieren. NTs
(Neurotrophins), LPA (Lysophosphatidsdure), ECM (Extrazellulare Matrix) NCAM (neurales
Zelladhesionsmolekiile). Abbildung 1.5. befindet sich auf der nachfolgenden Seite. Abbildung aus 115,
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Extracellular ligands
(5-HT, glutamate, LPA, NTs, ECM molecules,
NCAM, L1, ephrins, semaphorins)

Effectors
(WASP, PAK, ROCK)

RAC und RHO spielen eine wichtige Rolle in diversen zelluldren Prozessen wie Migration,
Endozytose, Gentranskription, Onkogenese, Vesikeltransport, im Zellzyklus, Zelldifferenzierung,
Zellpolaritat, sowie in der Zytoskelettorganisation und in Zelladhasionsprozessen .'¢ Die zur
RHO-Familie zahlenden kleinen GTPasen RAC1, RHOA und CDC42 gehéren zu den Haupt-
regulatoren des zellularen Aktinzytoskeletts. RAC1 und CDC42 aktivieren hierbei insbesondere
den ARP2/3 Komplex und Formine, und unterstiitzen dadurch Aktin-Nukleation und -Elongation.
RHOA stellt ein Gegenspieler dar, der insbesondere Akto-Myosin Kontraktilitat tber die RHO-
ROCK-MLC-Signalachse aktiviert, die zur Phosphorylierung von (nicht-muskuléaren) Myosinen
fuhrt 117, In der Skelettmuskulatur scheinen GTPasen der RHO-Familie eine wichtige Rolle in der
postsynaptischen Reifung und Organisation der NMJ zu spielen. Im Speziellen scheinen sie unter
anderem eine wichtige Funktion wahrend der AChR-Clusterausbildung in zu besitzen. In
Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass PI3-K (Phosphoinositide 3-Kinase) Aktivitat
nach Agrin-induzierter RAC und CDC42 Aktivierung, die AChR-Phosphorylierung und auch das
Clustering reguliert 18, Eine Aktivierung von RHOA in vivo durch das RHOA GEF ephexinl (Ngef)
scheint ebenfalls zur morphologischen Reifung und Homdostase der AChR-Cluster beizutragen
100,119 Des Weiteren gibt es Hinweise, dass RACL1 eine Rolle in Endozytoseprozessen von AChR
spielen konnte 120121,

In kultivierten differenzierten Muskelzellen (C2-Zellen) konnte nachgewiesen werden, dass
eine Induktion von Agrin, einem von Motorneuronen segregierten Faktor zur Aktivierung von
RAC1 und CDCA42 fihrt. Dominant-negative und konstitutiv-aktive Mutanten von RAC und CDC42
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fuhrten in diesem Kontext zu einer gestorten AChR-Cluster Ausbildung 22, Drei Jahre spater
konnte Weston und Kollegen aufklaren, dass in vitro Agrin-induzierte RAC1-Aktivierung
anscheinend einen essentiellen Schritt in der initialen Phase der AChR-Clusterbildung darstellt.
Eine initiale RAC1-Aktivierung konnte mit der Bildung von kleinen, diffusen AChR-Microclustern
assoziiert werden. Die nachfolgende Aktivierung von RHO, schien wiederum notwendig zur
Aggregierung dieser diffusen AChR-Microclustern zur Ausbildung von AChR-Macroclustern auf
der Myotubenoberflache zu sein ', In einer rezenten Publikation konnten die damaligen
Beobachtungen bestatigt werden. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass RAC1-Aktivierung zwar
notwendig zur Agrin-induzierten AChR-Cluster-Bildung scheint, aber dass eine anhaltende
Aktivierung von RAC1 nach dieser initialen Phase zur Destabilisierung beitragen kann. Die
Autoren schlieRen weiter, dass Aktivitat von RAC1 im weiteren Verlauf der Entwicklung
zunehmend inhibiert wird und anscheinend nicht zur weiteren Reifung und Homdéostase der NMJ
AChR-Cluster bendétigt wird. Es wird der Schluss gezogen, dass eine eng regulierte Aktivitat von
RAC1 notwendig ist, um ein normales, kontrolliertes AChR-Clustering wahrend der NMJ
Entwicklung zu ermdglichen 1%, Da auch diese Studie primar auf den Ergebnissen von in vitro
Arbeiten basiert, ist weiterhin sehr wenig dariiber bekannt, wie die Aktivitdt von RAC1 das AChR-
Clustering in vivo beeinflusst und welche GEFs und GAPs in diesem Kontext in der RAC1-
Aktivierung involviert sind.

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Alle Mitglieder der miR-1/206/133 Familie sind exklusiv in der quergestreiften Muskulatur
exprimiert. In der Skelettmuskulatur sind sie die abundantesten miRNAs, was auf eine wichtige
Funktion innerhalb dieses Gewebes schlieRen lasst. Vorangegangene Studien konnten zeigen,
dass miR-1/133a, sowohl eine Rolle wahrend der embryonalen Herzentwicklung, als auch
wahrend der metabolischen Reifungsprozesse des adulten Skelettmuskels spielt. Der Verlust des
skelettmuskelspezifischen miR-206/133b Clusters zeigte dagegen keine Auswirkungen. Jedoch
wurde zuvor noch nie der vollstandige Verlust aller miR-1/206/133 Cluster betrachtet. Daher
konnten bisher mdogliche funktionelle Redundanzen und Kompensationsprozesse nicht
ausgeschlossen werden. Ziel dieser Arbeit ist, die Funktion aller Cluster umfassend zu
analysieren. Nur durch einen kompletten miR-1/206/133 Verlust konnen mogliche synergistische
Funktionen untersucht werden. Aus diesem Grund wurde ein neuartiges skelettmuskel-
spezifisches miR-1/206/133 Funktionsverlustmausmodell (loss of function) zur funktionellen
Analyse dieser microRNAs in der Skelettmuskulaturentwicklung untersucht. Zur Betrachtung der
Rolle von miR-1/206/133 im adulten Skelettmuskel wurde erstmals ein induzierbares Knock-out
Mausmodell etabliert und analysiert. Auf Basis dieser beiden Funtionsverlust-Modelle sollte die
Erforschung der regulatorischen Funktion von miR-1/206/133 durch morphologische,
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physiologische, histologische und molekularbiologische Analyse vorgenommen werden. Zur
Identifikation und Validierung von hierbei identifizierten, neuartigen miR-1/206/133-Zielgenen
sollten weiterfihrende in vivo und in vitro Experiment angeschlossen werden. Die aus diesen
Studien hervorgehenden Erkenntnisse sollen einen Einblick in die Funktion von der miR-
1/206/133 im Skelettmuskel liefern. Mit dieser Arbeit soll ein Beitrag zum tiefgreifenden
Verstandnis von miR-1/206/133 vermittelten regulatorischen Prozessen und molekularen
Wirkmechanismen geleistet werden.
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2. Material und Methoden
In den folgenden Teilabschnitten wurden jeweils alle verwendeten Materialien und Methoden

aufgegliedert und aufgelistet.

2.1. Verwendete Software

Tabelle 1;: Software
Bezeichnung

Hersteller/Entwickler

Access, Excel, PowerPoint, Word Microsoft

Adobe Reader Adobe Systems Incorporated

BLAST NCBI

CAT Computer Administriertes Tierhaus (MPG)

EMBOSS Needle Sequence Alignment

European Molecular Biology Laboratory's
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)

Ensembl Genome Browser

European Molecular Biology Laboratory's
European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)

EndNote Clarivate Analytics

GIMP The GIMP Development Team

GraphPad Prism 6.07 GraphPad Software, Inc.

GSEA 3 Broad Institute

GTEX Genotype-Tissue Expression (GTEX) project
ImageJ Wayne Rasband

ImageLab Bio-Rad Laboratories

IncuCyte ZOOM 2016A

Essen BioScience

Inkscape vector graphics editor

Inkscape Community

Integrated Genome Browser (IGV)

Broad Institute

microRNA.org

124

Segbuilder 14

DNASTAR Lasergene

Segman Pro 14

DNASTAR Lasergene

StepOne Software v2.3

ThermoFisher

Zen 2.1

Zeiss

2.2. Versuchstierhaltung

Der in dieser Arbeit verwendete Modellorganismus war Mus musculus. Die Haltung erfolgte
gemal den Tierschutzbestimmungen. Die Mause wurden auf Holzstreu in separat ventilierten
Kunststoffkafigen (Aero Cage-Mouse IVC, Techniplast Italien) gehalten. Die Haltungstemperatur
betrug 22 bis 23 °C und die relative Luftfeuchte 45 bis 48 %. Die Tiere wurden in einem
zwolfstiindigen Tag- und Nachtzyklus mit jeweils einer Stunde Dammerung in den Ubergéangen
gehalten. Zur Identifikation einzelner Individuen wurden den Tieren, bevor die das Alter von zwei
Wochen erreichten, Ohrmarkierungen vorgenommen und eine Schwanzbiopsie entnommen. Mit

der isolierten DNA der Biopsie erfolgte die Genotypisierung der Tiere mittels PCR (siehe 2.4.).
20



2.3. Generierung verwendeter Mauslinien

Material und Methoden

2.3.1. Verwendete miR-1/206/133 Knock-out Mauslinien

In Tabelle 2 und Tabelle 3 sind die verwendeten und generierten miR-1/206/133 Knock-out

Mauslinien, zusatzlich verwendete Cre-Linien und Cre-Rekombinase-Reporterlinien zusammen-

gefasst. Weitere Ausfuhrungen zur Generierung der einzelnen Linien folgen im darunter
befindlichen Text und im Anhang (Abb. 5.1.-5.2. Anhang).

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Cre-Rekombinase Reporter Mauslinien

Bezeichnung Genotyp Hintergrund

ZAP-HSA-Cre-  ZAP*// Tamoxifen induzierbare myozytenspezifisch

ERT2 HSA-Cre-ERT2*" exprimierte Cre-Rekombinase in Kombination
mit einem
Doppelreporter zur Feststellung der Cre-
Effektivitat

ZAP-HSA-MCM  ZAP*/ Tamoxifen induzierbare myozytenspezifisch

HSA-MCM *"- exprimierte Cre-Rekombinase in Kombination

mit einem
Doppelreporter zur Feststellung der Cre-
Effektivitat

ZAP- HSA- ZAP*] Doxycyclin induzierbare myozytenspezifisch

nTA-TRE-Cre

HSA-tTA-TRE-Cre *"

exprimierte Cre-Rekombinase in Kombination
mit einem

Doppelreporter zur Feststellung der Cre-
Effektivitat

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter miR-1/206/133 Knock-out Mauslinien

Bezeichnung

Genotyp

Hintergrund

tKO

miR-1-2/133a-1'ox//
miR-1-1/133a-2"//
miR-206/133b™//
Pax7-Cre*-

Konstitutiver miR-1-1/133a-2 und miR-
206/133b Knock-out, kombiniert mit
skelettmuskelspezifischen miR-1-2/133a-1
Knock-out

MuSC tKO miR-1-2/133a-1'ox// Konstitutiver miR-1-1/133a-2 und miR-
miR-1-1/133a-2"// 206/133b Knock-out kombiniert, mit
miR-206/133b™// Tamoxifen induzierbaren MuSC spezifischen
Pax7-CreERT2*- miR-1-2/133a-1 Knock-out

adult tkO miR-1-2/133a-1'x// Konstitutiver miR-1-1/133a-2 und miR-
miR-1-1/133a-2"// 206/133b Knock-out kombiniert, mit
miR-206/133b™// Doxycyclin induzierbaren
HSA-rtTA-TRE-Cre*" myozytenspezifischen miR-1-2/133a-1 Knock-

out

ctKO miR-1-2/133a-1"// Konstitutiver miR-1-2/133a-1, miR-1-1/133a-2

miR-1-1/133a-2"//
miR-206/133b™"

und miR-206/133b Knock-out
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tKO. Um Tieren mit einem totalen Verlust aller miR-1/206/133 Cluster im Skelettmuskel zu
erzeugen, wurden konstitutive miR-1-2/133a-1 und miR-206/133b Knock-out Tiere, mit einer
skelettmuskelspezifisch agierenden Pax7-Cre-Mauslinie %> gekreuzt. Um eine Cre-abhangige
Deletion des dritten miRNA-Clusters zu erreichen, wurde das Cre/loxP-Rekombinations-System
verwendet. Durch das Floxen der miR-1-2/133a-1 Allele konnte eine Deletion des miR-1-2/133a-
1 Clusters unter der Kontrolle des Pax7-Promoters bereits in Skelettmuskelvorlauferzellen als
auch in spateren MuSC erreicht werden. Zur Erzeugung des verwendeten tKO Mausmodells
wurden miR-1-2/133a-1¥* miR-1-1/133a-2" und Pax7-Cre”" Mause wie beschrieben *
generiert. Die resultierenden Mause wurden mit miR-206/133b Knock-out Mausen ? gekreuzt.
Durch zeitliche koordinierte Kreuzung (Plug-Check Verpaarung) resultierender heterozygoten
Elterntieren, wurden miR-1-2/133a-1""*//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b"//Pax7-Cre*" tKO
Mause mit einer Wahrscheinlichkeit von 25 % erhalten.

MuSC tKO. Um einen totalen Verlust aller miR-1/206/133 Cluster in MuSCs untersuchen zu
kdnnen, wurden miR-1-2/133a-1'"///miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b" Tiere mit einer
induzierbaren Cre-Mauslinie kombiniert. Um sowohl eine raumliche, als auch zeitlich steuerbare
Deletion von miR-1-2/133a-1'/°¢ in MuSCs zu erreichen, wurde die Tamoxifen-induzierbare
Pax7-CreERT2 verwendet. Bei dieser Liganden-aktivierbaren Rekombinase wurde die Cre-
Rekombinase mit der modifizierten LBD (Ligandenbindungsdomane) des Estrogenrezeptorens
fusioniert %6, Zur Indizierung der Deletion wurde den Mausen das synthetische Antiestrogen
Tamoxifen (75 mg/kg; Sigma #T5648) intraperitoneal in finf aufeinander folgenden Tagen im Alter
von acht bis zehn Wochen injiziert.

adult tKO. Zur funktionellen Untersuchung der miR-1/206/133 Cluster in adulten Mausen,
wurden erneut eine Liganden-aktivierbaren Cre-Rekombinase verwendet. Hierflir wurden
zunachst mehrere induzierbare skelettmuskelspezifische Cre-Mauslinien mit einem
Doppelreporter zur Feststellung der Cre-Effektivitat gekreuzt ((Tabelle 2) 127. 128 129, 130) Tiere der
beiden Tamoxifen-induzierbaren Cre-Mauslinien wurden mit Tamoxifen (75 mg/kg) intraperitoneal
an funf aufeinander folgenden Tagen mit zwei Tagen Pause dreimal im Alter von acht bis zehn
Wochen injiziert.

Die adult tKO Mauslinie wurde durch die Kombination der miR-1-2/133a-1'"/°% miR-1-1/133a-
2 und miR-206/133b™ Allele mit der myozytenspezifisch agierenden HSA-rtTA-TRE-Cre %8
generiert. Die hierbei verwendete HSA-rtTA-TRE-Cre Mauslinie basiert auf dem Doxycyclin
induzierbaren binaren Tet-On-Rekombination-System. Die Basis dieses Systems ist zum einen
ein reverser Doxycyclin-kontrollierbarer Transaktivator (rtTA) unter der Kontrolle des HSA-
Promoters. Zum anderen ein Doxycyclin responsiver Promoter, der fir eine gesteuerte Cre-
Expression verantwortlich ist (TRE-Cre). Durch diese Kombination kann im Tet-On System das
Doxycyclin-abhangige rtTA nur in Anwesenheit von Doxycyclin an das TRE (Tetracycline
response element) binden und so eine Cre-Expression induzieren 31, Die Doxycyclin-Applikation
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erfolgte Uber das Trinkwasser in einer Konzentration von 2 mg/ml Doxycyclin (Sigma #D9891) mit
5 % Saccharose (Roth #9097.1) in Trinkwasser ad libitum fir drei Wochen. Eine erneute
Behandlung erfolgte alle sechs Wochen fiir jeweils eine Woche.

CtKO. Zur Erzeugung eines konstitutiven tKkO Mausmodells, wurden heterozygote Tiere des
konstitutiven miR-1/133a Cluster Doppel-Knock-outs mit miR-206/133b mutanten Tieren
gekreuzt. Durch zeitliche koordinierte Kreuzung (Plug-Check Verpaarung) heterozygoten
Elterntieren, wurden miR-1-2/133a-1"//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b™ ctKO Mé&use erhalten.
Fur diese Kreuzung konnte allerdings lediglich eine Kombination aus heterozygoten Elterntieren
fur das miR-1-1/133a-2 Allel verwendet werden, da der miR-1/133a Cluster Doppel-Knock-out
embryonal letal ist 3. Eine Deletion des miR-206/133b Clusters fuhrt zur keinem letalen Phanotyp?.

2.3.2 Mause mit CRK Uberexpression

Bei Tabelle 4 handelt es sich um eine Ubersicht aller verwendeten und generierten Mause mit
CRK Uberexpression. Weitere Ausfiilhrungen zur Generierung der einzelnen Linien folgen im
darunter befindlichen Text. Fur den genauen Ablauf der einzelnen Klonierungsschritte sieht Punkt
2.10.5.

Tabelle 4: Ubersicht generierter Mause mit CRK Uberexpression

Bezeichnung Genotyp Hintergrund
Crk-tg Crk-tg*" Skelettmuskelspezifische Uberexpression
von Crk

Crk-SPH Crk-sgRNA*// Skelettmuskelspezifische Aktivierung des
dCas9-SPH*"// endogenen Crk Lokus
Pax7-Cre*-

adult Crk-SPH  Crk-sgRNA*"// Skelettmuskelspezifische induzierbare
dCas9-SPH*// Aktivierung des endogenen Crk Lokus

HSA-rtTA-TRE-Cre*"

Crk-tg. Fur die Uberexpression von CRK in muriner Skelettmuskulatur wurde der mmu-Crk
ORF dem DNA-Buch Fantom2 FantomClones 062005 enthommen. Er reprasentiert die
SpleilBvarianten AK028488 (mmu-Crk-201_ENSMUST00000017920.13). Der mmu-Crk ORF in
den pSG5-HSA-MCM Vektor nach vorheriger MerCreMer-Domé&nen Depletion durch EcoRI-
Verdau und Religation, inseriert. Der pSG5-HSA-MCM war ein Geschenk von Karyn Esser %7
Der Crk ORF wurde durch PCR (Primer Tabelle 5) amplifiziert und tber die BamHI-Schnittstelle
in den entstandenen pSG5-HSA eingebracht.
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Tabelle 5: Verwendete Primer zur Amplifikation des mmu-Crk ORF
Bezeichnung Sequenz 5> 3
Crk-tg forward-Primer ATCGGGATCCTGATTTCGGGCGCTGCTGGGAGGCTG
Crk-tg reverse-Primer CGACTGGATCCCCATCTGTCAGCAAACTGTCGAGC

Der resultierende pSG5-HSA-CRK Vektor wurde mit Drdl und Pvul verdaut. Mit dem erhaltenen
Transgenfragment wurde eine Pronukleusinjektion nach einem Standartprotokoll durchgefihrt.
Die erhaltenen transgenen Mause wurden im Alter von E18.5 analysiert.

Crk-SPH. Als weitere Methode zur Uberexpression von CRK in der murinen Skelettmuskulatur
wurde eine gezielte Aktivierung des endogenen Crk Lokus vorgenommen, um eine gesteigerte
Expression von CRK hervorzurufen. Die Basis dieses Mausmodelles besteht aus drei
Komponenten: Erstens, transgene Cre-abhangige CRISPR-dCas9-CAG-LSL-dCas9-SunTag-
p65-HSF1 (dCas9-SPH) Aktivator-Mause %2, Zweitens, eine skelettmuskel-spezifisch exprimierte
Cre-Mauslinie und drittens eine Crk spezifische single guide RNA (sgRNA). Zur Generierung der
Crk-SPH  Mauslinie  wurden  zunachst dCas9-SPH  positive Mause mit der
skelettmuskelspezifischen Pax7-Cre % gekreuzt. Um gezielt den endogenen CRK-Lokus
ansprechen zu konnen, wurden Crk spezifische sgRNAs designt wie in ' beschrieben. Die
verwendeten Crk-spezifischen Sequenzen entstammten wiederum der Publikation von 34 (Crk
sgRNA PCR-Sequenzen siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Verwendete Crk sgRNA PCR-Sequenzen

Bezeichnung Sequenz 5> 3’

#A gtggaaaggacgaaacaccgggccaaccgcggaggatgggggttttagagctagaaatag
#B gtggaaaggacgaaacaccgggagtgcgcatgcggcgtcctgttttagagctagaaatag
#C gtggaaaggacgaaacaccggggacgcccgccattgggagagttttagagctagaaatag
#D gtggaaaggacgaaacaccgggaggcggagtctaggtctaagttttagagctagaaatag
#HE gtggaaaggacgaaacaccggggaccccaaccgcggaggatgttttagagctagaaatag

Alle generierten sgRNAs wurden mittels PCR mit einem U6-Promoter aus dem Plasmid
Addgene #42335 durch ausgestattet und anschlie3end in vitro getestet. Hierflr wurden C2-Zellen,
immortalisierte murine Myoblasten (Tabelle 6) verwendet. Um die effektivsten sgRNAs zu
selektieren, wurde jede sgRNA mit einem SP-dCas9-VPR Aktivatorsystem Vektor (Addgene
#63798) co-transfiziert, RNA isoliert, cDNA prapariert und ein Tagman Assay durchgefiihrt (siehe
hierzu 2.7., 2.10.1. und 2.10.2.). Es wurden Pronukleusinjektion des Fragments der effektivsten
sgRNA vorgenommen. Um eine skelettmuskelspezifische Aktivierung von Crk zu erhalten wurden,
Transgen-positive Mause mit Pax7-Cre*"//dCas9-SPH" Mausen gekreuzt. Die resultieren Crk-
sgRNA*"//[Pax7-Cre*"//dCas9-SPH*" Tiere wurden im Alter von E18.5 analysiert.

adult Crk-SPH. Als System zur Uberexpression von CRK in der adulten murinen
Skelettmuskulatur wurde ebenfalls dCas9-SPH System 132 in Kombination mit den generierten Crk
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spezifische sgRNAs verwendet. Diese dCas9-SPH//Crk-sgRNA positiven Mause wurde mit einer
induzierbaren der induzierbaren, skelettmuskelspezifischen HSA-rtTA-TRE-Cre 28 gekreuzt. Die
Doxycyclin-Applikation erfolgte im Trinkwasser in einer Konzentration von 2 mg/ml Doxycyclin mit
5 % Saccharose ad libitum fur drei Wochen. Alle Analysen wurden in der vierten Woche nach
Behandlungsbeginn vorgenommen.

2.4. Genotypisierung von Mausen

Um den Genotyp der gezlichteten Mause ermitteln zu kénnen, wurden aus den enthommenen
Schwanzbiopsien der Mause DNA isoliert (siehe 2.10.1.). Mit der isolierten DNA wurde im
Anschluss eine PCR mit spezifisch designten Primern durchgefihrt (Tabelle 7, Tabelle 8).
Lediglich fur Tiere die auf den Cre-Rekombinase Doppelreporter ZAP genotypisiert werden sollten
wurden eine B-Galactosidase Farbung der Schwanzbiopsie vorgenommen (siehe 2.6.7).

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Primer zur Genotypisierung der verwendeten Mauslinien
Bezeichnung Sequenz5>3

AB138 cataaaacactggctgtccatgtgt
AB140 aacacgtgaattttctgtttaacaa
AB144 actcagtttttacgcaaagctctgg
AB147 ctgctgcagggaggcctccgcaatg
AB148 gacttttcagcacgccctgtctgct
AB151 tgggccacccctcagtctggcgaga
IKO14 actgagaggtgggaagctca

IKO15 ggcgagtttacgggttgtta

IKO16 aggtgtagagaaggcactta

IKO17 ctaatcgccatcttccagca

IKO26 cccgagccgagagtagcagttgtag
IKO29 catcttcccattctaaacaacaccc
IKO47 ttccatttcaggtgtcgtgacgtac

IKO49 ggttctcttcagccgggtggecteg
JD040 cattaattcactcacacaatgaaatgatcc
JD042 cagagtcttaagtgtattcagaaatgttagc
KWO03 ggatagtgaaacaggggcaa

KwWo04 gctctggatacacctgagtct

KWO05 tcggccttcttctaggttctgctc

TB1085 gtaaaacgacggccagtgagggcctatttcccatgattc
TB1088 aggaaacagctatgaccatgaaaaaaagcaccgactcggtgccac
TB492 ttctgcgtgacaagtgcctcggagg
TB496 tgaggagagccatttgactctttcc
TB498 ccaaatgtgtcagtttcatagcctg
TB504 gaagtctgtagaggtagatttctgg
TB512 taaactggtcgagcgatggatttcc
TB513 catatctcgcgcggctccgacacgg
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Tabelle 8: Ubersicht verwendeter Primer-Kombinationen und Annealing-Temperaturen

PCR Annealing [°C] Primer-Kombination Bandengrof3e
Crk-sgRNA 66 TB1085/TB1088 400 bp

Crk-tg 62 IK026/IK029 314 bp
dCas9-SPH 58-66 IK047/IK049 305 bp
HSA-Cre-ERT2 58-66 TB512/TB513 244 bp
HSA-MCM 58-66 TB512/TB513 244 bp
HSA-rtTA 62 IKO14/1IK015 284 bp
miR-1-1/133a-2 58-62 AB148/AB151/TB496 257 bp/ 400 bp
miR-1-2/133a-1 58-62 JD040/JD042 230 bp/ 360 bp
miR-206/133b 62 TB492/TB496/TB504 207 bp/ 290 bp
Pax7-Cre 58-66 KWO03/ KW04/ KW05 465 bp / 340 bp
Pax7-CreERT2 58-66 TB512/TB513 244 bp
TRE-Cre 62 IKO16/1KO17 412 bp

Im Folgenden wurde die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und der Ablauf des

verwendeten PCR- Standartverfahrens dargestellt (Tabelle 9). Es wurde der Taq Plus Master Mix

Il Dye Plus (Vazyme #P213) verwendet.

Taq Plus Master Mix |l 10 pl
Primer 1 1l
Primer 2 1l
DNA 1yl
mit ddH,O auffullen 25 ul

Tabelle 9: PCR Standartprogramm

Tag Plus Master Mix Il

Primer 1
Primer 2
Primer 3
DNA

10 pl
1l
1l
1l
1ul

mit ddH,O aufflllen

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 63°C 30s
Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72°C 5 min
Halten 10°C o0

25 ul

Zyklen

35x

Nach der PCR wurde das amplifizierte Produkt in einem 2 % Agarosegel (Biozym #840004)

elektrophoretisch aufgetrennt und ausgewertet.
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2.5. Tierexperimentelle Methoden und Tétung

Jeder aufgefiihrte Tierversuch wurde jeweils in TVA B2/1052 oder TVA B2/1234 genehmigt und
wie dort beschrieben durchgefihrt.

2.5.1. Lungenschwimmtest

Um neugeborene Tiere auf eine ausrechende die Expansion der Lunge durch Atmung nach der
Geburt zu testen, wurde die Schwimmfahigkeit der Lunge ermittelt. Hierzu wurden tKO-Tieren und
ihren Geschwistertieren im Alter von E18.5 durch einen Kaiserschnitt isoliert. Nach einer Wartezeit
von 15 min, in der die Tiere auf einer Warmeplatte platziert waren, wurden die Lungen der Tiere
nach der Tétung entnommen. Die jeweiligen Lungen wurden in 1xPBS gegeben und die
Schwimmleistung sofort dokumentiert. Im Anschluss wurden die getesteten Neugeborenen
genotypisiert (siehe 2.4.). Die ermittelten Daten der Lungenschwimmprobe wurden den
entsprechenden Tieren zugeordnet und analysiert.

2.5.2. Beurteilung von Bewegungskoordination und Motorik in adulten Tieren

2.5.2.1. Rotarod Analyse

Um zu beurteilen ob Tiere zu koordinierten Bewegungsablaufen fahig sind, wurde eine Analyse
mittels Rotarod (LE8200, Panlab) vorgenommen. Dieses standardisierte Testverfahren basiert
darauf, dass jeweils eine Maus auf einem rotierenden Stab platziert wird. Durch stdndige Rotation
mit ansteigender Geschwindigkeit wird gezielt die Bewegungskoordination getestet. Hierflir
wurden die Mause zunachst an das Gerat bei 5 rpm fir 1 min gewohnt. Erst nach erfolgreich
angeschlossener Trainingsphase wurden jeweils vier Durchlaufe pro Tag und Tier bei
ansteigender Geschwindigkeit von 4 rpm bis 40 rpm innerhalb 1 min durchgefiihrt. Es wurden
Laufdauer und die maximal erreichte Geschwindigkeit dokumentiert. Eine erhéhte Tendenz zum
frihen Herunterfallen der Mause deutet auf Beeintrachtigungen der Motorik hin 3,

2.5.2.2. Footprint Assay

Mit diesem vielfach genutzten Verfahren wurde ebenfalls die F&higkeit von Mausen zu
koordinierten, zielgerichteten Bewegungsablaufen getestet 135, Wahrend des Laufens platzieren
Méause typischerweise den Hinterfuld fast auf derselben Stelle, wo zuvor die entsprechende
Vorderpfote derselben Kdrperseite aufgetreten ist. Eine Stérung der Motorik beeinflusst sowohl
die FuRabdriicke, als auch die Gangart. Um eine Beurteilung der Gangart wahrend freien Laufens
vorzunehmen, wurden die FuRsohlen jeweils mit ungiftiger Lebensmittelfarbe (Wusitta) benetzt.
Die VorderfiiRe wurden mit roter und die Hinterfif3e mit griiner Farbe markiert. Anschlie3end
wurden die Maus vor einem mit Papier ausgelegten Gang platziert, den sie freiwillig durchquerte
um in eine Box zu gelangen. Hierbei wurden die FuRabdricke auf dem Papier hinterlassen.
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AnschlieRend wurde der Papierbogen entfernt, getrocknet und analysiert. Jede Maus absolvierte
zwei bis drei Durchlaufe.

2.6. Histologische Untersuchung von Mausgewebe und Zellen

2.6.1. Anfertigung von Kryoschnitten

Das Gewebe wurde entnommen und in einem 2 ml Reaktionsgefal3 ausgerichtet. Durch eine
Mischung von flissigen Stickstoff gekiihltem Propangas, versetzt mit gekihlten Isopentan (2:1)
wurden das Praparat anschlie3end eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Im Kryotom
(CM1950, Leica) wurde das Gewebe mit TissueTek (Leica) auf der Probenhalterung fixiert. Es
wurden 10 um dicke Kryoschnitte bei -25 °C angefertigt und mit Superfrost Objekttragern
(ThermoFisher #J3800AMNZ) aufgenommen. Bis zu Verwendung wurden die Schnitte bei -80 °C
aufbewahrt

2.6.2. Immunfluoreszenzfarbung von Geweben, Gewebeschnitten und Zellen

Dieses Verfahren dient der Sichtbarmachung bestimmter Proteine mittels spezifischer Antikorper,
die an ein Fluorochrom gekoppelt wurden. Diese spezifische Fluoreszenzmarkierung konnte
anschlieBend fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden. Zur Durchfihrung von
Immunfluoreszenzfarbung von adharenten, kultivierten Zellen oder 10 um dicken getrockneten
Kryoschnitten, wurden die Proben zunachst flr 7 min 4 % PFA (Sigma #6148-1KG) in PBS fixiert.
Es folgten drei Waschschritte mit 0,3 % Triton X-100 (Sigma #X100-100ML) in PBS fur jeweils 10
min, gefolgt von einem fliinfminitigen Waschschritt mit PBS. Das Blocken erfolgte fur 1 h bei RT.
Die Blockierlésung wurde im Verhéltnis 1:10 aus 0,01 % Triton X-100 in PBS und Blocking One
(Nacalai #03953-95) angesetzt. Wenn der spater verwendete Primarantikorper aus der Maus
stammte, wurde zusatzlich im Verhaltnis 1:25 Mouse on Mouse Blocking Reagent (Vektorlabs
#MKB-2213) zugesetzt. Hiernach erfolgte wieder ein Inkubationsschritt mit PBS. Nun wurden die
Préaparate mit in Solution A (Nakalai #02272-74) verdinnten Primarantikérper Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert (Tabelle 10). Am nachsten Tag erfolgten zunachst drei Waschschritte fir 10 min mit
0,01 % Triton X-100 in PBS. Zwischenzeitlich wurde der entsprechende Sekundarantikdrper in
Solution B (Nakalai #02297-64) verdinnt und die Proben eine 1 h bei RT mit der Antikdrperlésung
inkubiert. Spezifisch bindende bereits Fluorochrom-markierte Proteine wurden ebenfalls der
Sekundarantikorper zugegeben (Tabelle 11,Tabelle 12). Erneut wurde zweimal mit 0,01 % Triton
X-100 in PBS fiur jeweils 10 min gewaschen. Es folgte falls benétigt ein funfminttiger
Farbungsschritt mit einer 1:1000 Dapi-Losung (Merck #D9542) in PBS. Die Farbung wurde
abgeschlossen mit einem weiteren Waschschritt in PBS. Fur die mikroskopische Auswertung von
gefarbten Zellen wurden diese in PBS belassen. Gewebeschnitte wurden mit Fluoromount W
(Serva #21634.01) eingedeckt. Der Objekttrager wurde zusatzlich mit Nagellack versiegelt. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei 4 °C.
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Tabelle 10: Verwendete Primarantikdrper fur Immunfluoreszenzfarbungen

Bezeichnung Spezies Verdinnung
Anti-Laminin (Sigma #L939) Kaninchen 1:1000
Anit-CRK (BDBiosciences #610035) Maus 1:1000
Anti-GFP (ThermoFisher #A-11122) Kaninchen 1:1000

Tabelle 11: Verwendete Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenzfarbungen

Bezeichnung Spezies Verdinnung
Anit-Kaninchen 1gG Alexa488 Ziege 1:1000
(Invitrogen #A11070)

Anit-Kaninchen IgG Alexa680 Ziege 1:1000
(Invitrogen #A21076)

Anit-Maus 1gG Alexa488 Ziege 1:1000

(Invitrogen #A21121)

Tabelle 12: Fluorochrom-markierte Proteine fur Immunfluoreszenzfarbungen

Bezeichnung Verdiinnung
a-Bungarotoxin (BTX) Alexa594 1:300
(ThermoFisher # B13423)

a-Bungarotoxin Alexa Fluor555 1:300
(ThermoFisher #B35451)

2.6.3. Whole-mount Diaphragmafarbung

Die whole-mount Diaphragmafarbung diente zur Analyse der Innervierung des Skelettmuskels.
Stérungen der Innervierung, im speziellen des Verteilungsmusters von AChRs kénnen auf Grund
des sehr distinkten Innervierungsverlaufs gut beurteilt werden. Bei der Durchfihrung dieses
Verfahrens wurde sich an einem bereits publizierten Protokoll orientiert ®. Zur Farbung des
Diaphragmas wurde dieses, Tieren im Stadium E18.5 enthommen und auf Eis in PBS aufbewabhrt.
Die Fixierung des Gewebes erfolgte Uber Nacht in 2 % PFA (Sigma #6148-1KG) in PBS. Am
Folgetag wurden die Proben zunachst fir 10 min mit PBS gewaschen und anschief3end in einer
0,1 M L6sung Glycin (Sigma G8898) inkubiert. Hiernach erfolgte erneut ein Waschschritt mit PBS
gefolgt von einer dreistiindigen Inkubation mit 0,5 % Triton X-100 (Sigma #X100-100ML).

Die Proben wurden tber Nacht mit a-Bungarotoxin Alexa Fluor555 (Tabelle 13) gefarbt und am
darauffolgenden Tag erneut wie beschrieben mit 0,5 % Triton X-1 gewaschen. Nach einem letzten
Waschschritt in PBS wurde das Diaphragma flach auf dem Objekttrager liegenden in Fluoromount
W (Serva #21634.01) eingebettet. Der Objekttrager wurde zusatzlich mit Nagellack versiegelt und
Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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Tabelle 13: Fluorochrom-markierte Proteine zur whole-mount Diaphragmafarbung

Bezeichnung Verdinnung
a-Bungarotoxin Alexa Fluor555 1:300
(ThermoFisher #B35451)

2.6.4. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Dieses mikroskopische Verfahren diente der direkten Abbildung der Feinstruktur des
Skelettmuskels und seinen kontraktilen Einheiten mithilfe von Elektronenstrahlen. Hierzu wurden
Quadriceps-Muskeln von Tieren im Alter E18.5 prapariert. Die Fixierung erfolgte in 1,5 % PFA
(Sigma #6148-1KG), 1,5 % Glutaraldehyd (Sigma #G5882) und 0,15 M HEPES (Sigma #H3375)
in ddH>O bei 4 °C fir mindestens 24 h. Die Proben wurden mittels 1 % Osmiumtetroxidlésung
(Sigma #75633) und Uranylacetat (Agar Scientific #AGR1260A) kontrastiert und nachfixiert.
AnschlieRend wurden die Muskeln durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe entwassert.
Epoxydharz (Agar 100 Resin, Agar Scientific #AGR1031) wurde zum Einbetten verwendet. Nun
wurden Ultradiinnschnitte der Praparate mittels Ultramikrotom angefertigt und diese mit dem TEM
(Zeiss EM 902/ Zeiss LEO 906) analysiert.

2.6.5. Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung (H&E) diente der Visualisierung und Analyse der zellularen
Morphologie des Skelettmuskels. Zunachst wurden die Kryoschnitte bei RT getrocknet. Nun
wurden die Praparate fir 2 min in ddH20 inkubiert, um anschlieRend fir 10 min mit Hamalaun
(Gills Nr. 3, Sigma #GHS332) gefarbt zu werden. AnschlieBend erfolgte Waschschritt in
Leitungswasser fir 10 min. Nun wurden die Schnitte kurz in 70 % Ethanol mit 0,37 % HCI in
ddH20 getaucht und erneut mit Leitungswasser gewaschen. Es folgte eine Eosin-Farbung (Merck
#921 K11613835) fur 7 min. Mittels aufsteigender Ethanol-Reihe (70 %, 80 %, 90 % und 100 %
Ethanol) wurden die Préaparate entwassert. Das Eindecken erfolgte mit Entellan (Merck #1.07960).

2.6.6. Succinat Dehydrogenase Farbung

Zur Analyse von Mitochondriendichte und —-morphologie wurden frisch angefertigte
Skelettmuskelschnitte mit der SDH-Farbelésung (10 % 0,2 M KH2PO4, 38 % 0,2 M
Na2HPO4, 50 % 0,2 M Bernsteinsaure, 2 % 10%tige NBT-LOsung (Roche #10214221)) fur
etwa zwei Stunden in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wurden die
Schnitte zweimal fir jeweils 5 min mit PBS gewaschen. Das Eindecken der Préparate erfolgte
mit Fluoromount W (Serva #21634.01). Zusétzlich wurden die Schnitte mit Nagellack umrandet.
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2.6.7. B-Galactosidase- alkalische Phosphatase (LacZ-AP) Farbung

LacZ-AP Farbung diente dem Nachweis der B-Galactosidase oder alkalische Phosphatase
Expression. Die LacZ-Farbung wurden mit Kryoschnitten wie beschrieben bei 30 °C durchgefiihrt
139 und durch das Waschen mit PBS gestoppt. Die AP-Farbung wurde im Anschluss nach den
Angaben des Kit-Herstellers (Sigma #F4523) durchgefihrt. Die Praparate wurden im Anschluss
mit Fluoromount W (Serva #21634.01) eingebettet und mit Nagellack umrandet.

2.7. Kultivierung und Transfektion von immortalisierten Zelllinien

Alle immortalisierten Zelllinien (Tabelle 14) wurden mit den unter Tabelle 15 gelisteten Medien in
Kultur gehalten. Bei langerer Kultivierung von Zellen wurde mindestens alle zwei Tage das
Medium erneuert. Zum Passagieren von adharenten Zellen wurden diese zunéchst mit Trypsin
(Sigma #T4049) abgelost. AnschlieRend wurden der Prozess durch die Zugabe serumhaltigen
Mediums gestoppt. Die Zellen wurden pelletiert und anschlieend in ausgesét. Zur Transfektion
von Zellen wurde das Lipofectamine 3000- Kit (ThermoFisher #L.3000075) nach den Angaben des
Herstellers verwendet.

Tabelle 14: Verwendete immortalisierte Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung
C2 (C2C12) Immortalisierte murine Myoblasten (Differenzierungsfahig)
HEK-293 Immortalisierte humane embryonale Nierenzellen

Tabelle 15: Verwendete Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

Proliferationsmedium DEMEM (Merck #D5796)

10 % fotales Kalberserum (Sigma #F7524-500ML)

1 % Penicilin-Streptamycin-Glutamin (ThermoFisher #10378016)
Differenzierungsmedium DEMEM (Merck #D5796)

2 % Pferdeserum (Sigma #H0146-5ML)

1 % Penicilin-Streptamycin-Glutamin (ThermoFisher #10378016)
MuSC Medium DMEM Glutamax (ThermoFisher #31966-021)

20 % fotales Kalberserum (Sigma #F7524-500ML)

1 % Penicilin-Streptamycin (ThermoFisher #15140122)

500 ng bFGF (Peprotech #100-18B)

2.8. Muskelstammzellisolation aus adulter Skelettmuskulatur mittels FACS

Dieses Verfahren diente der Gewinnung von isolierten adulten Muskelstammzellen (MuSCs).
Etwaige Unterschiede zwischen verschiedener Mausgenotypen in Bezug auf Eigenschaften der
MuSCs wie Proliferationsleistung und Differenzierung konnten so analysiert werden. Die Isolation
und Kultivierung wurde wie bereits beschrieben © durchgefihrt. In Kirze, Skelettmuskeln von
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einzelnen Tieren wurden in 2 % Penicilin-Streptamycin DMEM (Merck #D5796) gesammelt.
AnschlieRend wurde das Gewebe fein zerkleinert und mit Dispase und Collagenase Il bei 37 °C
verdaut. Der Verdau wurde im Anschluss mit FCS gestoppt und die Suspension gefiltert (100 pum,
70 um und 40 um Cell Easystainer). Nach Zentrifugation wurden die verbleibenden Zellen mit
einer Kombination aus verschiedenen Antikdrpern markiert (Tabelle 16).

Tabelle 16: Verwendete Antikdrper zur APC-Selektion

Bezeichnung Spezies Ziel Verdinnung
anti-CD45-APC Ratte /IgG2b Hamatopoetische 1:100
(eBioscience #17-0451) Zellen

anti-CD31-APC Ratte /lgG2a Endothelzellen 1:100
(eBioscience #17-0311) (Leukozyten und Thrombozyten)
anti-Ly-6A/E (Sca-1)- Ratte /lgG2a Hamatopoetische Stammzellen  1:100
APC (periphere T und B Zellen)

(eBioscience #17-5981)

anti-CD34-Alexa450 Ratte /lgG2a Satellitenzellen (MuSCs) 1:100
(eBioscience #48-0311-

80)

anti- a7 Integrin-FITC Maus /IgG1 Satellitenzellen (MuSCs) 1:100

(MBL #K0046-4)

Nun wurden die Zellen gewaschen und mit anti-APC MicroBeads inkubiert. Es folgte mittels
Milteny AutoMACS ein Depletionsschritt aller CD31, CD45 und Sca-1 positiven Zellen (keine
MuSCs). Um tote Zellen wahrend des FACS (BD Biosciences BD FACS ARIA 1ll) identifizieren zu
kénnen, wurden die verbleibenden Zellen Propidiumiodid oder DAPI behandelt.

2.9. Kultivierung und Proliferationsanalyse von primaren Muskelstammzellen (MuSCs)

Die durch FACS isolierten MuSCs (siehe 2.8.) wurden zur Analyse ihrer Proliferationsfahigkeit mit
einer Dichte von 60 000 Zellen/cm2 auf mit Matrigel (ThermoFisher #CB356238) beschichteten
Zellkulturplatten (Greiner) ausgesat. Zur Kultivierung der primaren MuSCs wurde DMEM
Glutamax (ThermoFisher #31966-021) mit 20 % FCS, 1 % PS und 500 ng bFGF (Peprotech #100-
18B) verwendet. Das die Halfte des Mediums wurde mindestens alle zwei Tage erneuert. Zur
Beschichtung der Zellkulturschalen wurde das Matrigel 1:50 mit Satellitenzellmedium verdinnt.
Es wurde in einer dinnen Schicht in der Zellkulturschale ausgebracht und fur jeweils 20 min bei
RT und dann bei 37 °C inkubiert. Zur Analyse der Proliferation und Differenzierung der MuSCs
wurde die Konfluenz konstant tiber 120 h hinweg mindestens alle 3 h durch das IncuCyte Zoom
Live Imaging System (Essen Bioscience) ermittelt. Ausgewertet wurde jeweils der
durchschnittliche prozentuale Bedeckungsgrad von jeweils vier Sichtfeldern pro Tier Gber den
gesamten genannten Zeitraum hinweg.
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2.10. Molekularbiologische Methoden

2.10.1. Extraktion von DNA aus Mausgewebe

Zur Extraktion von DNA aus Schwanzbiopsien und anderen Geweben, wurden diese zunachst mit
Hilfe von 0,01 mg/ml Protease K (Sigma #P2308-100MG) uber Nach bei 56 °C verdaut. Der
Verdau wurde in 500 pul Tail-Lyse-Puffer (5 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8,5; 200 mM NacCl,
0,2 % SDS) angesetzt. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben bei 14000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tibertragen. Es folgte die Fallung der DNA
Durch die Zugebe von 0,8 Volumenanteilen 2-Propanol (Roth # 6752.4). Nach einem 10-minltigen
Inkubationsschritt wurde die DNA durch Zentrifugation pelletiert. AnschlieRend folgte ein
Waschschritt mit 70 % Ethanol (Roth #0911.4). Nun wurde das Ethanol entfern und die DNA-
Pellets getrocknet. Die Pellets wurden in 100 pl Tu10E Puffer Gber Nacht bei 56 °C gelost.

2.10.2. RNA Extraktion aus Gewebe oder aus Zellen

Um RNA aus Mausgewebe oder aus Zellen extrahieren zu kdnnen mussten diese zunachst
aufgeschlossen werden. Im Falle von Zellen wurden diese zunachst mit PBS gewaschen. Nun
wurde Trizol (ThermoFisher #15596018) auf die Zellen gegeben, diese mit Hilfe eines
Zellschabers geerntet und durch scheren lysiert. Zur Entnahme von Gewebeproben wurde die
Maus getttet, mit PBS perfundiert und das Gewebe in flissigem Stickstoff eingefroren. Zur
AufschlieBung der Gewebeproben wurden diese mit Trizol in 2 ml Reaktionsgefalle gegeben.
Durch die Zugabe einer kleinen Stahlkugel konnte das Gewebe unter Verwendung einer
Schwingmuhle zerkleinert werden. Nach dem Zerkleinerungsprozess wurden sowohl Zell-, als
auch Gewebeproben bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend in einem neuen
Reaktionsgefal? mit 20 v/v 2-Propanol versetzt. Die Proben wurden gevortext, 5 min inkubiert und
bei 5 min bei 12000 g zentrifugiert. Die entstandene wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal? Gberfuhrt. Zur RNA-Prazipitation wurden 50 v/v pro eingesetztem Milliliter Trizol
zugegeben und die Proben nach 10 min Inkubation bei 4 °C erneut zentrifugiert. Das Prazipitat
wurde mit 75 % Ethanol in Reinstwasser (ThermoFisher #10572211; #11548015) gewaschen. Die
Pellets wurden erneut zentrifugiert, getrocknet und zum L&ésen mit Reinstwasser versetzt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Spektrophotometrie (NanoDrop 2000c). Die RNA-
Proben wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.10.2. Reverse Transkriptase Reaktion und Tagman Assay

In diesem Verfahren wird durch Reverse Transkriptase RNA in DNA Kkatalysieren. Der
anschieRende Tagman Assay (QRT-PCR), dient der qualitativen und quantitativen Analyse der
Expression von spezifischen Genen auf Transkriptomebene. Zunéchst wurde die RNA wie unter
Punkt 2.10.2. beschrieben extrahiert. Es erfolgte nun die Generierung von cDNA. FiUr microRNAs
wurde das MicroRNA Reverse Transkription Kit (#4366596) verwendet. Zum Nachweis anderer
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Gene wurde das PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa #RR047A) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Der Ablauf gliederte sich in zwei Schritte: Erstens die Reverse Transkriptase Reaktion,
und zweitens, den Tagman Assay. Die Expression reifer microRNAs und anderer Gene wurde
durch Fluorophor-markierte Tagman-Sonden (Tabelle 17) quantifiziert. Zur spateren
Normalisierung wurden VIC markierte Sonden spezifisch flir endogene Kontrollgene verwendet.
Im Falle von microRNAs wurde die snRNA U6 und bei anderen getesteten Genen Gapdh zur
Normalisierung genutzt. Die relative Expression wurde mittels AACt Methode kalkuliert.

Tabelle 17: Verwendete Tagman-Sonden

Zielgen Label Bezeichnung

Crk FAM ThermoFisher #Mm00467065_m1
Gapdh VIC ThermoFisher #Mm999999915
miR-1 FAM ThermoFisher #002222

miR-133 FAM ThermoFisher #002246

miR-206 FAM ThermoFisher #000510
SNRNA-U6 VIC ThermoFisher #001973

2.10.4. Micro Array und Transkriptomanalysen mittels GSEA
Mit diesem Verfahren konnte ein Grof3teil des Transkriptoms eines Gewebes oder eines Zelllysats
generiert und anschieRend analysiert werden. Hierfir wurde zunachst die RNA wie unter Punkt
2.10.2. beschrieben prapariert. Als Plattform wurde der Maus Transkriptom-Array 1.0 ST (#P/N
902513) von Affymetrix verwende. Zur Qualitatskontrolle der RNA-Proben wurde der Agilent
Bioanalyser und das RNA 6000 Nano Kit nach Herstellerangaben verwendet. Eine Degradation
der RNA konnte anhand der ribosomalen 28 S und 18 S rRNAs bewertet werden. 200 ng
guantitativ und qualitativ geeigneter RNA wurden weiter fur die weiteren Schritte verwendet. Zur
Generierung des Transkriptoms von einzelnen Muskeln wurde GeneChip WT PLUS Reagent Kit
(P/N 902280), fur MuSCs wurde hingegen GeneChip WT Pico Kit (#P/N902623) verwendet. Die
weitere Durchfuihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll von Affymetrix (#P/N 703174 Rev. 2).
Die RNA wurde zunachst mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert und anschlieBend auf dem
entsprechenden Chip hybridisiert. Nun folgte der Scann-Prozess des Chips und die Analyse der
Daten (Affymetrix Expression Console) Die statistische Analyse (t-Test) der Daten wurde mit Star
ArrayStarl2 mit der RMA Quantil-Methode durchgefiihrt. Das Testverfahren wurde von Sylvia
Thomas und die erste Analyse der Rohdaten wurde von Prof. Dr. Thomas Bottger durchgefihrt.
Die erhaltenen Daten wurden weitergehen analysiert und ausgewertet. Einen wichtigen
Bestandteil dieser Betrachtung stellte die Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) dar. Mit dieser
Methode kénnen Transkriptomdaten weitergehend in Bezug auf signifikante Unterschiede in der
Expression von Genen einzelner vor definierten Gensets. Diese Methode wurde mit der GSEA
Java Desktop Software v3.0 mit Standarteinstellungen mit dem Permutationstyp ,Geneset”
durchgefihrt.
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2.10.5. Kolonierungsarbeiten

Bei den im Folgenden beschienenden Methoden, handelt es sich um Verfahren zur Generierung
neuer Vektoren durch das Einfigen gewiinschten DNA-Fragment. Des Weiteren sollten
identische Vervielfaltigungen einzelner auf gereinigter Plasmide gewonnen werden.

2.10.5.1. Restriktion und Ligation
Zum enzymatischen Verdau von DNA wurden spezielle Restriktionsenzyme der Unternehmen

Jena Bioscience oder NEB verwendet. Hierbei wurde sich bei der Verwendung nach den
jeweiligen Angaben der Hersteller in Bezug auf die Pufferwahl und Temperatur orientiert. Um
zueinander kompatible Uberhéange von Plasmid und einzufiigenden DNA-Fragmenten zu
ermoglichen wurde eine T4 DNA-Ligase (Promega #M1801) mit entsprechendem Puffer
verwendet. Bei der Durchfiihrung der Ligation wurde sich an den Herstellerangaben orientiert. Sie
erfolgte Uber Nacht bei 16 °C.

2.10.5.2. Gelextraktion von DNA Fragmenten und Sanger-Sequenzierung
Um gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente aus einem Agarosegel aufreinigen zu

kénnen wurde zunachst die gewiinschte Bande ausgeschnitten. Das Lésen und Aufreinigen der
im Gel befindlichen DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit dem NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up Kit (ThermoFisher #12303368). Falls anschieRend eine Sequenzierung des Fragmentes
gewunscht wurde, wurden 1,4 pg Vektor-DNA oder 200 ng PCR-Produkt mit entsprechenden
Primern pro Ansatz bendtigt. Die Sequenzierungsreaktion wurde von dem Unternehmen Seqlab
Sequence Laboratories GmbH aus Goéttingen durchgefiihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden
anschlieRend mit der Software Segman Pro von DNA Star verglichen und ausgewertet.

2.10.5.3. Transformation von DNA und Vektor Maxi-Praparation
Zur Vervielfaltigung eines genierten Vektor-Insert-Konstrukts wurde dieses in elektrokompetente

Bakterien eingebracht. Die auf den Plasmiden enthaltenen Antibiotikum-Resistenzgene
ermdglichten anschlielBend eine gezielte Selektion der Bakterien. Elektrokompetente E. coli (XL1-
Blue Stratagene) wurden mit entsalztem (Merck #VSWP02500) Ligationsansatz (siehe 2.10.5.1.)
versetzt. Der Ansatz wurde in eisgekihlte Elektroporationskivetten (VWR #732-2916) tberfuhrt.
Die Elektroporation erfolgt bei 2,5 kV, 250 yFD, 200 Q und 25 pyF (BTX ECM 830). Sofort wurden
SOC-Medium (0,5 % w/v Hefeextrakt, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, 10 mM MgSO., 8,56 mM NacCl)
zugegeben. Die Bakterien wurden nun fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschief3end erfolgte das
Ausplattieren des jeweiligen Ansatzes auf LB-Agar-Platten mit entsprechend gewahlten
Antibiotikum. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 37 °C. An néchsten Tag wurde eine
Einzelkolonie in Antibiotikum-haltiges LB-Medium Ubertragen und tber Nacht bei 37 °C unter
schitteln vermehrt. Die Aufreinigung des Plasmids erfolgten mit dem NucleoBond Xtra Maxi Kit
(Macherey-Nagel #740414.50).
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2.10.6. In situ Proximity-Ligation Assay

Durch in situ Proximity Ligation Assays (PLA) konnten endogene Protein-Protein Interaktionen in
Zelllinien oder isolierten primaren Stammzellen nachgewiesen werden (DuoLink PLA
fluorescence technology, Sigma #DU092101)). Die Methode ist in der Lage Protein-Protein
Interaktionen auf Einzelmolekilebene darzustellen. Aus diesem Grund ist es méglich sowohl eine
Aussage Uber die Lokalisation, also auch lber die Anzahl an Interaktionen zu treffen. Die Basis
dieser Co-Lokalisationstechnik stellt erstens die Bindung zweier spezifischer primarer Antikbrper
dar. Dies geschah tber Nacht bei 4 °C (Tabelle 18). Die verwendeten Antikorper sollten zum einen
spezifisch an jeweils eins der potentiell interagierenden Proteine binden. Zum anderen sollten sie
aus verschiedenen Spezies stammen. Im nachsten Schritt wurden speziesspezifische PLA-
Sonden, die an kurze spezifischen Oligos gekoppelt sind an die primaren Antikdrper gebunden.
Im Falle einer direkten Néher der beiden potentiell interagierenden Proteine, sind auch die beiden
PLA-Sonden in direkter Nahe zueinander. Ist diese der Fall, so kann durch einen Ligationsschritt
einer rolling circle DNA Synthese-Reaktion initiiert werde. Hierdurch kommt es zu einer massiven
Amplifikation der DNA. Durch die nachfolgende Bindung von komplementaren Fluoreszenz-
markierten Oligonukleotid-Sonden konnte eine starke Amplifikation des Fluoreszenzsignals
erreicht werden. Diese Fluoreszenzsignale kdnnen nun mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert
werden. Als Material dienten isolierte MuSCs (siehe 2.8.). Es wurden 20 0000 Zellen/Well in eine
96 Well Zellkulturplatte (Greiner #655090) ausgesat. Nach Differenzierung wurden die Zellen mit
4 % PFA fixiert und dreimal mit 0.3% Triton X-100 in PBS gewaschen. Die nun folgende PLA-
Reaktion wurde nach Angeben des Herstellers durchgefihrt. AnschlieBend wurde eine Farbung
mit WGA (Wheat germ agglutinin) Alexa Fluor 488 durchgeflihrt wie unter Punkt 2.6.2.
beschrieben.

Tabelle 18: Verwendete Fluorochrom-markierte Proteine und primare Antikdrper

Bezeichnung Spezies Verdinnung
anti-CRK Maus 1:1000
(Santa Cruz #sc-390132)

anti-FARB Kaninchen 1:1000
(ThermoFisher #PA5-99105)

WGA Alexa Fluor 488 konjugiert - 1:300
(ThermoFisher #W11261)

2.10.7. Western Blot

Mit dieser Methode konnten spezifische Proteine in Acrylamidgelen elektrophoretisch der Grol3e
nach aufgetrennt und auf eine Tragermembran Ubertragen werden. Hierauf konnten unter
Verwendung von spezifischen Antikérpern Proteine detektiert und quantifiziert werden. Lysate von
Gewebe und Zellen wurden Sonifizierung (Bandelin Sonoplus) der Proben in Puffer bei den
Einstellungen 30 % Power und Stufe 5 Cycle fur 30 bis 60 s hergestellt. Nach dem AufschlieBen
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der Proben wurden diese zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt.
Der ab dem Sonifizierungsprozess verwendete Extraktionspuffer setzte sich wie folgt zusammen:
0,1 M Tris/HCI (pH 8.0) (Roth #9090.4), 0,01 M EDTA (pH 8.0) (Roth #8040.3), 10 % SDS (Roth
(#8040.3) und Complete Protease Inhibitor Cocktail (Sigma #04693132001). Nach
vorgenommener Konzentrationsbestimmung der Proteinlysate wurde zusatzlich 0,04 M DTT
(Roth #6908.2) den Proben zugegeben. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben
wurde ein Bradford Assay durchgefiihrt. Hierbei wurde die Proteinkonzentration der einzelnen
Proben colormetrisch bestimmt. Der Assay wurde nach Herstellerangaben mit dem Kit DC Protein
Assay (Bio-Rad #5000111) durchgefiihrt. Die Messung der Proben und der Standartkurve erfolgte
mit dem Mikroplatten Reader (MTX Lab Systems #BMG FLUOstar Galaxy).

Es wurden 10-40 ug pro Probe fir ein Western Blot Gel eingesetzt. Die Proben wurden mit
Lagepuffer versetzt, denaturiert und nacheinander auf ein NUPAGE 4-12 % Bis-Tris-Proteingel
(ThermoFisher #NP0321BOX) geladen. Als Puffer flr die elektrophoretische Auftrennung wurde
MES Puffer (50 mM MES, 0,1 % SDS, 50 mM Tris, 1 mM EDTA) in die Kammer (ThermoFisher
#EI0001) und in den Zwischenraum der Gele gegeben. Als Proteinmarker wurde die Prestained
Protein Ladder (ThermoFisher #BP3603500) verwendet. Zundchst wurde das Gel fur 15 min bei
70 V und anschlieBend fir etwa eine Stunde bei 180 V laufen gelassen. Das Blotten die
aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose Membran (Merck #WHA10402506) geschah fir 2 h bei
30 V mit dem Xcell Blot Modul (ThermoFisher #E19051). Der verwendete Transferpuffer setzte
sich wie folgt zusammen: 20 % Methanol, 0,5 M Bicine, 0,5 M BisTris, 20,5 mM EDTA. Nach dem
Blotten wurde die Tragermembran mit RedAlert (Merck #71078) gefarbt und eingescannt.

Nun wurde die Membran bei Bedarf fur die nachfolgende Antikérperbehandlung zugeschnitten
und anschlieRend fiir 20 min in ddH20 inkubiert. Es folgt das Blocken fiir eine Stunde in 3 % BSA
(Roth #8040.3) oder 5 % Milchpulver (Roth #T145.3) in TBS-T (Sigma #T6664-10PAK, 1 %
Tween20 Sigma Aldrich #P1379). Nun wurde die Membran sechsmal fur jeweils 5 min mit TBS-T
gewaschen. Uber Nacht erfolgte die Inkubation des primaren Antikorpers bei 4 °C.

Das Verdunnen der primaren und sekundaren Antikoérper (Tabelle 19,

Tabelle 20) jeweils gleichen verwendeten Block-L6ésung. Am darauffolgenden Tag erfolgte
erneut die beschriebenen Waschschritte. AnschlieRend wurde ein spezifischer sekundérer
Antikdrper fur eine Stunde inkubiert. Es folgten erneut die erwahnten Waschschritte. Danach
wurde die Membran fur eine zusatzliche Stunde mit TBA-T gewaschen. Die Detektion der
Chemilumineszenz der HRP (Horseradish peroxidase) gekoppelten sekundar Antikdrper erfolgte
mit dem Pico-Kit (ThermoFisher#35065) im ChemiDoc-Imaging System (BioRad #1708280). Die
Auswertung erfolgte mit der ImagelLab Software (Bio-Rad Laboratories).
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Tabelle 19: Verwendete primare Antikérper im Western Blot

Bezeichnung Spezies Verdinnung
anti-CRK Maus 1:1000
(Santa Cruz #sc-390132)

Anti-Mef2A Kaninchen 1:1000

(Cell Signalling #9736)

anti-HA-tag Kaninchen 1:1000
(Covance #MMS-101P)

anti-RALA Maus 1:1000

(BD Bioscience s#610222)

Tabelle 20: Verwendete sekundare Antikdrper im Western Blot

Bezeichnung Spezies Verdinnung
anti-Maus-HRP Kaninchen 1:5000
(ThermoFisher #31450)

anti-Kaninchen-HRP Ziege 1:5000
(ThermoFisher #31460)

2.10.8. Co-Immunpréazipitation

Mit Hilfe dieser Pull-down Methode konnten mittels eines spezifischen Antikdrpers ein Antigen aus
einem Gewebelysat konzentriert. Protein—Protein Interaktionen konnten anschlielend mittels
Massenspektrometrie (MS) analysiert. In dieser Arbeit sollten mittels Immunprazipitation (IP)
Unterschiede im Interaktom von CRK in Anwesenheit und Abwesenheit der miR-1/206/133
Cluster analysiert werden. Als ausgangsmaterial wurde Muskelgewebe der kompletten
Beinmuskulatur von Tieren im Stadium E18.5 verwendet. Zur Gewinnung von Proteinlysaten
wurden die isolierten Muskeln in RIPA-Puffer (50 mM Tris-HCI pH7.4, 150 mM NacCl, 1 % N-P40,
0.25 % Na-Deoxycholate, Protease Inhibitor Cocktail Tablette) wie unter 2.10.7. beschrieben
sonifiziert. Nun folgte eine Inkubation der Lysate bei 4 °C unter standigem rotieren fir 30 min.
Hiernach wurden die Proben fiir 20 min bei 20000 rcf zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal tberflhrt.

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Es wurde wie beschrieben (2.10.7.) eine Protein-
konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der G-Sepharose-Beads (Millipore
#P3296) wurden pro Probe 60 pl Beatsuspension entnommen und zweimal mit RIPA- Puffer
gewaschen. Das Per-Blocken der Beats erfolgte fur eine Stunde in 3 % BSA (Sigma #A7284) in
RIPA-Puffer unter Rotation bei 4 °C. Nun wurden die Beads erneut zweimal gewaschen und in 30
ul RIPA-Puffer resuspediert. Es wurden pro Tier 500 pg Proteinlysat in 300 yul RIPA-Puffer
eingesetzt. Das Proteinlysat wurde mit 30 pl Beadsupension fir eine Stunde bei 4 °C unter
Rotation inkubiert. Hierdurch sollten unspezifische Proteinbindungen reduziert werden. Hiernach
wurde nach Zentrifugation der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und 4 pg anti-
CRK Antikérper (Santa Cruz #sc-390132) zugegeben. AuRerdem wurden 30 ul der verbleibenden
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pre-geblockten Beatsuspension zugegeben und Uber Nacht bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Am
nachsten Tag wurden der Uberstand verworfen. Die Beads wurden dreimal mit RIPA-Puffer
gewaschen mit 10-minutiger zwischenzeitlicher Inkubation im neuzugegebenen Puffer bei 4 °C.
Hiernach wurden die Proben massenspektrometisch von der Servicegruppe Massen-
spektrometrie des MPI-HLR analysiert (siehe 2.10.9.).

2.10.9. Massenspektrometrie

Die Methode der Massenspektrometrie erlaubt es unteranderem das gesamte Proteom
verschiedener Geweben oder Zellen zu untersuchen. Hierzu werden die zu analysierenden
Molektlen in eine Gasphase Uberfiihrt und ionisiert. Anschlieend wird zur Identifikation der
Molekile  das  Masse-zu-Ladung-Verhaltnis (m/z oder  m/q) bestimmit. Die
massenspektrometrischen Messungen wurden von der Servicegruppe Massenspektrometrie des
MPI-HLR vorgenommen.

2.10.9.1. Probenvorbereitung zur Bestimmung des Skelettmuskel-Gesamtproteoms
Quadriceps Muskeln von wildtypischen und tKO Tieren aus dem Stadium E18.5 wurden durch
Kunststoff Douncer (Merck # P0485-1EA) und Lysepuffer (4% SDS, 100 mM Tris, pH 7.6)
aufgeschlossen. Die Proteinmenge wurde mittels DC Protein Assay Kit nach den Angaben das
Herstellers (Bio-Rad #5000111) durchgefiihrt. 100 ug der Proben wurden eingesetzt um einen In-
Solution-Verdau fur 3 h bei RT durchzufihren. Hierzu wurden die Proben mit Lysyl
Endopeptidase-R (1:50; Wako Chemicals GmbH #4987481285620) behandelt und anschlielend
mit 25 mM TEAB (ThermoFisher #90114) versetzt. Die Proben wurden nun tber Nacht typsinisiert
(1:50, Serva #37286.01). Die Konzentration der erhaltenen Peptidlésung wurde anschlie3end
mittels Pierce Fluorometric Peptide Assay (ThermoFisher #23290). Das Isotop-Labeling der
Peptide erfolgte mittels Formaldehyd-H2 und Natriumcyanoborhydrid (“light”), oder Formaldehyd-
13C-D2 und Natriumcyanoborhydrid (“heavy”). Die Kontrollproben wurden  zur
massenspektrometrischen Messungen “light” markiert und die miR-1/206/133 (tKO) Proben
wurden “heavy” markiert.

2.10.9.2. Probenvorbereitung zur Bestimmung des CRK Interaktoms nach Co-
Immunprazipitation

Zunachst wurden die Proben von wildtypischen und tKO Tieren aus dem Stadium E18.5 nach
erfolgter CRK-Co-IP (siehe 2.10.8.) auf einem NUPAGE 4-12 % Bis-Tris-Proteingel (ThermoFisher
#NP0321BOX) aufgetrennten (siehe 2.10.7.). Es folgte nun ein In-Gel-Verdau der Proben wie
beschrieben %, Die aufgetrennten Proteine wurden aus dem Gel ausgeschnitten und
anschliel3end reduziert (10 mM Dithiothreitol) und Alkyliert (55 mM lodacetamid). Es folge ein
Trypsin-Verdau wie beschrieben (2.10.9.1.).
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2.10.9.3. Proteomische Analyse der aufgearbeiteten Proben

Die Proben wurden mittels flissig Chromatographie/tandem-Massenspektrometrie (LC/MS2)
unter Verwendung analysiert. Alle relevanten Parameter wurden durch MARMOSET 37 extrahiert.
Die Peptide/Spektrum-Zuordnung erfolgte durch den MaxQuant Algorithmus (proteome: v.
1.6.0.1; interactome: v. 1.6.6.0 %149 Desweiten wurde hierfur die Datenbank von UniProt
((proteome: downloaded 2017/04/20, 97484 entries; interactome: downloaded 2019/08/19, 86161
entries; (UniProt, 2019)) verwendet. Die nachfolgenden bioinformatischen Auswertungen wurde
eine limma-basierte R-Pipeline (https://github.com/bhagwataditya/autonomics 4!) genutzt.

2.10.10. Aktive RACL1 Pull-down Assay

Um Anderungen in der Aktivierung der kleinen GTPase RAC1 im Kontext einer CRK
Uberexpression betrachten zu kénnen wurde Aktive RAC1 Pull-down Assay durchgefiihrt. Hierfiir
wurde wie unter 2.7. beschrieben C2 Zellen kultiviert und mit einem CRK Uberexpressionsplasmid
fir 24 h transfiziert. Zur Generierung dieses CRK Uberexpressionsplasmids wurden der pSG5-
HSA-CRK Vektor (siehe 2.3.2.) mit BamHI verdaut. Der ORF von Crk wurden in die BamHI-
Schnittstelle des pIRES2-EGFP Plasmides (Clontech #6029-1) wie unter 2.10.5 beschrieben
inseriert. Nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. Dies, sowie auch die nachfolgenden
Schritte des Assays wurden nach Angaben des Herstellers unter Verwendung des Active RAC1
Pull-down and Detection Kits (ThermoFisher #16118) durchgefiihrt. Der Pull-down verlief nach
dem folgenden Prinzip: ein GST-fusionsprotein, bestehende aus der PBD (p21-Bindedomaine)
von PAK1l (Human p2l-activated protein kinase 1) wurden in Verbindung mit Glutathion
Agarosegranulat zum von spezifischen Pull-down von RAC1-GTP genutzt. Bei RAC1-GTP
handelt es sich um die aktive Form dieser kleinen GTPase. Nur an diese aktivierte Form von
RAC1 kann die Bindung der PBD-Doméane an RAC1-GTP stattfinden. Zur Detektion von RAC1-
GTP und des totalen RAC1-Levels von jedem verwendeten Lysat wurde ein im Kit enthaltener
anti-RAC1 Antikorper verwendet. Es wurde 30 pl der Pull-down Reaktion und 15 pg des Input-
Zelllysats auf ein Western Blot Gel geladen. Der Western Blot wurde wie unter 2.10.7. beschrieben
durchgefuhrt. Der Pull-down Assay wurden mit Proben von voneinander unabhangigen
Transfektionen und unter Einsatz der jeweils gleichen Proteinmenge durchgefihrt. Zur
Auswertung wurde das Verhaltnis von RAC1-GTP zur totalen RAC1 Menge betrachtet.

2.10.11. AChR-Clustering Assay

96 Well Platten (Greiner #655090) wurden mit Matrigel beschichtet und anschlieRend C2 Zellen
ausgesat. Sobald die Konfluenz der Zellen etwa 80 % betrug, wurde von Proliferations- zu
Differenzierungsmedium gewechselt. Die Zellen wurden fir finf bis sieben Tage zu Myotuben
differenziert und das Medium alle zwei Tage gewechselt. Es folgte eine Transfektion mit pMX GFP
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RAC G12V (Addgene #14567) und pIRESII-EGFP-CRK Vektor (siehe 2.10.10.). Die Transfektion
wurde fur alle verwendeten Vektoren (Tabelle 21) fir 48 h durchgefinhrt.

Tabelle 21: Transfizierte Plasmide im AChR-Clustering Assay

Bezeichnung Ziel

pIRESII-EGFP-CRK Ektopische transiente Expression von CRK in Verbindung mit
einem eGPF-Reporter

pMX GFP RAC G12V Ektopische transiente Expression von konstitutiv aktiven RAC1 in

Verbindung mit einem GFP-Reporter

Im Anschluss erfolgte die Stimulation der Myotuben mit 0,1 pg/ml l8slichem rekombinanten
Agrin-Protein (R&D Systems #550-AG-100) in frischem Differenzierungsmedium fur 16 h. Agrin
ist ein Signalmolekul und wird wahrend der NMJ Entwicklung vom terminalen Ende des
Motornervs sezerniert. Hierdurch wird das Agrin-Induzierte Acetylcholin Rezeptor Clustering auf
postsynaptischen Membran des Skelettmuskels initiiert. Durch diesen Assay-Schritt kommt es
ebenfalls auf der Membran der C2-Myotuben zur Stimulation des Agrin-Induzierten Acetylcholin
Rezeptor Clustering 2. Am nachsten Tag wurden die Zellen wie unter Punkt 2.6.2. beschrieben
fixiert und gefarbt. Die Farbung erfolgte mit BTX, zur Markierung AChR und mit einem Antikdrper
gegen GFP.

2.10.12. Luciferase-Reporter-Assay

Der Luciferase-Reporter-Assay dient der Validierung potentieller microRNA Bindesequenzen.
Hierzu wurden die Sequenz der jeweiligen identifizierten potentiellen Zielsequenzen in 3'"UTR der
MRNA von CRK in den pmirGLO Dual-Luciferase Vektor (Promega #E1330) kloniert. Dies
geschah Uber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Nhel und Xhol. Hierfir wurden 5'-
phosphorilierte Oligonukleotide, mit den entsprechenden potentiellen miR-Bindesequenzen
designt (Tabelle 22). Als Kontrolle wurden zuséatzlich Oligonukleotide mit mutierten miR-
Bindesequenzen generiert. Die Mutationen wurden lediglich in dem Bereich der CRK-mRNA
Sequenz vorgenommen in der die Seed-Sequenz der jeweiligen microRNA binden wirde.

Tabelle 22: Verwendete Oligonukleotide mit miR-Bindesequenzen in 3'UTR von CRK
miR-Bindestelle Sequenz 5> 3"

miR-1/206 ggauaauguauaucuucauuccagaggauaauguauaucuucauuccagaggauaaugua
uaucuucauuccagaggauaauguauaucuucauuccaga

Mutierte ggauaauguauaucuugaaacgagaggauaauguauaucuugaaacgagaggauaaugua

miR-1/206 uaucuugaaacgagaggauaauguauaucuugaaacgaga

miR-133 ucuacuuggaguggaaggaccaaucucuacuuggaguggaaggaccaaucucuacuuggag
uggaaggaccaaucucuacuuggaguggaaggaccaauc

Mutierte ucuacuuggaguggaaccaggauucucuacuuggaguggaaccaggauucucuacuuggag

miR-133 uggaaccaggauucucuacuuggaguggaaccaggauuc
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Der fur dieses Experiment verwendete pmirGLO Dual-Luciferase Vektor exprimiert Firefly
Luciferase und Renilla Luciferase unter zwei verschiedenen Promotoren. Wird nun eine potentielle
microRNA Bindesequenz hinter den Reporter Firefly Luciferase kloniert, so wird die Bildung von
funktionalem Firefly Luciferase Protein nach Bindung einer entsprechenden microRNA inhibiert
werden. Findet kein Bindungsevent an der potentiellen miR-Zielsequenz statt, so kommt es nicht
zu diesem inhibitorischen Effekt in der Translation. Das Proteinlevel der zweiten Reporter-
Luciferase (Renilla) bleibt hiervon jedoch jeweils unbeeinflusst und dient als interne Kontrolle zur
Normalisierung. Zur Durchfihrung des Luciferase-Reporter-Assays wurden proliferierende C2-
Zellen bei einer Konfluenz von etwa 70 % mit den genierten pmirGLO Dual-Luciferase Vektoren
fur 24 h transfiziert (siehe 2.7.).

Jede Transfektion wurde mit 100 ng DNA/24-well mindestens als Triplikat durchgefuhrt. Proben
von proliferierenden C2-Zellen wurden direkt nach der Transfektion geerntet und lysiert. Fur
Proben differenzierter C2-Zellen wurden die Zellen nach der Transfektion in
Differenzierungsmedium weiter kultiviert. Nach einer Woche wurden auch diese Zellen lysiert. Die
jeweilige Luciferaseaktivitdt wurde unter Verwendung des Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega #E1910) durchgefiihrt. Die Messung der Biolumineszenz wurde mit dem
Mithras LB940 plate reader (Berthold) durchgefuhrt. Zur Analyse wurden die jeweiligen ermittelten
Firefly Luciferase Biolumineszenz mit Hilfe der ebenfalls in der Probe gemessenen Renilla-
Luciferase-Signale normalisiert.

2.10.13. Whole mount in situ-Hybridisierung
Die Methode der whole mount in-situ-Hybridisierung (WMISH) diente dem Nachweis von
spezifischen Nukleinsduren in ganzen Embryonen.

Die Herstellung und Digoxigenin Markierung der RNA-Sonden erfolgte auf Basis von Prof. Dr.
Bottger (AG Bottger) genierten Plasmids. Dieses beinhaltete die Sequenz des entsprechenden
Gens zur Herstellung spezifischer komplementarer RNA Sonden (Riboprobs). Zur
Sondensynthese wurden die Plasmid wie beschrieben mit Restriktionsenzymen verdaut (2.10.5.,
Tabelle 23).

Tabelle 23: Verwendete Plasmide zur WMISH

Plasmid Gen Restriktionsenzym Polymerase
pT7T3D-Pacl Myogenin (MyoG) Xhol (NEB #R0146S) T3 (Merck #11031163001)

Die Nukleinsaure-Aufreinigung erfolgte mittels Phenol/Chloroform (Merck #P2069) und Na-
triumacetat. Die Synthese markierter anti-sense RNA-Sonde durch in vitro Transkription bei 37 °C
fur zwei Stunden im folgenden Reaktionsansatz:
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Verdautes Plasmid 1ug
5x Transkriptionspuffer 4 ul
10x DIG-RNA labeling Mix 2 pl
RNAsin (100 U/ml) 1ul
RNA-Polymerase (T3; T7) 1 ul
add RNAse freies H,O 20 pl

Der Ansatz wurde im Anschluss mit 2 pl DNAse (2000 units/ml; NEB #M0303S) bei 37 °C fir
30 min behandelt. Die Fallung und Aufreinigung der RNA-Sonde erfolgte mittels Ethanol/ 4 M LiCl.
AbschlieRend wurde die Sonde in RNAse freies H,O gelst.

Die Durchfiihrung der WMISH orientierte sich an bereits erprobten Protokollen 3. Zunachst
wurden Embryonen im Alter von etwa E10.5 aus dem Uterus herausprapariert. Die
Embryonalhille wurde ebenfalls isoliert und diente der DNA Gewinnung und anschlielenden
Genotypisierung der Embryonen (siehe 2.4). AnschlieBend wurden die Embryonen in bei 4 °C in
4 % PFA fir etwa 2 h fixiert und zweimal mit PBT (0.1 % Tween-20 in PBS) gewaschen. Hiernach
wurden die Embryonen durch Inkubation mit 6 % H2O2 in PBT gebleicht und anschliel3end erneut
dreimal mit PBT gewaschen. Nun wurden die Proben in 10 pug/ml Protenase K (Merk #P6556) in
PBT fur 15 min angedaut und im Anschluss in 2mg/ml Glycin (Roth #3187.3) in PBT inkubiert.
Nun erfolgten erneut zwei PBT Waschschritte.

Die Embryonen wurden nun mit 0,2 % Glutaraldehyd/ 4 % PFA/PBT fur 20 min fixiert. Nach
einem weiteren Waschschritt mit PBT, erfolgte eine einstiindige Inkubation der Proben bei 70 °C
in Pra-Hybridisierungslosung (50 % Formamid, 5 x SSC pH 4,5, 1 % SDS, 50 pg/ml Hefe-RNA,
50 pg/ml Heparin). Hiernach erfolgte die Hybridisierung der Sonden liber Nacht durch Zugabe von
1 ul/ml DIG-markierter RNA-Sonde in Pra-Hybridisierungslosung. Am darauffolgenden Tag
wurden die Proben flr eine Stunde in Lésung 1 (:50 % Formamid; 5 x SSC; 1 % SDS) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Embryonen fur 15 min in einer 1:1 Mischung von Ldsung 1 und Ldsung
2 (0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI; 0,1 % Tween-20) bei RT und fur 15 min in Losung 2 bei 70 °C
gewaschen. Es folgte eine Inkubation in Lésung 3 (50 % Formamid, 2 x SSC) fur 5 min bei RT
und danach fur 30 min bei 65 °C. Nun wurden die Proben 10 min in MAB (100 mM Maleinsaure;
150 mM NaCl) gewaschen und anschlieBend eine Stunde in Blocking-Lésung (Roche
#11096176001) inkubiert. Nun wurde Uber Nacht ein mit alkalischer Phosphataser konjugierter
anti-DIG (1:2000, Roche #1093274) Antikorper bei 4 °C zu den Embryonen gegeben.

Danach wurden sie fir vier Stunden in MAB gewaschen. Die Proben wurden nun Gber Nacht
in NTMT (100 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI; 50 mM MgCl;; 1 % Tween-20; 2 mM Levamisole) bei
4 °C Uberfuhrt. Am nachsten Tag erfolgten drei Waschschritte fir 10 min mit NTMT. Das Farben
der gebundenen Sonden erfolgte mit Farbelésung (100 mM TrisHCI; 100 mM NacCl; 0,1% Tween-
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20) mit NBT. Die Reaktion wurde durch mehrere PBT-Waschschritte abgebrochen. Eine Lagerung
der Embryonen erfolgte bei 4 °C Embryonen in 80 % Glycerin/PBT.

2.11. miRNA Target prediction Analyse

Potentielle microRNA Ziel-mRNAs wurden mithilfe der miRNA Target Prediction Database
microrna.org (http://www.microrna.org) bestimmt. Die Einstellungen wurden wie folgt
vorgenommen: mouse; all mirSVR scores; conserved miRNA target site prediction; high mirSVR
score; non-conserved miRNA target site prediction. Die so erhaltenen potentiellen Kandidaten
wurden zusétzlich auf eine erhéhte Expression auf RNA und Protein-Level im miR-1/206/133 loss
of funktion Modell untersucht. Zur weiteren Validierung diente beispielsweise ein Luciferase-
Reporter-Assay (2.10.12.).

2.12. Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung wurde mit der GraphPad Prism 6.07 Software durchgeftihrt. Soweit
nicht anders vermerkt wurden alle ermittelten Werte mit der Standardabweichung des Mittelwertes
graphisch dargestellt. Daten mit mehr als drei Replikaten pro zu vergleichender Gruppe wurden
auf eine Normalverteilung der Werte getestet. Wenn eine Gau3-Verteilung der Werte vorlag wurde
ein Students t-test durchgefiihrt. Im Falle, das die Daten keine Normalverteilung aufwiesen wurde
ein nicht-parametrisches Testverfahren verwendet, wie jeweils angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Validierung des miR-1/206/133 Knock-outs in der Skelettmuskulatur

Vorrausgegangene Arbeiten konnten zeigen, dass ein konstitutiver Verlust von jeweils einem der
beiden miR-1/133a Cluster keine Konsequenz fir die Ausbildung und Funktion der
Skelettmuskulatur hat * 46, Jedoch fiihrt der konstitutive Verlust von beiden miR-1/133a Clustern
zu Storungen in der embryonalen Herzentwicklung. Konstitutive miR-1/133a Knock-out Tiere
sterben etwa am Embryonaltag (E) 11.5 an einem Herzdefekt 3. Der konstitutive Verlust des
lediglich in der Skelettmuskulatur exprimierten miR-206/133b Clusters flhrte in einer
vorausgegangenen  Studie ebenfalls zu  keiner  sichtbaren  Veradnderung der
Skelettmuskulaturentwicklung oder -struktur 2. Lediglich in der Skelettmuskulatur werden alle drei
microRNA-Cluster exprimiert. Ein kompletter Verlust aller drei, moglicherweise redundanten, miR-
1/206/133 Cluster wurde bisher noch nicht analysiert.

Zur Untersuchung der Skelettmuskulatur nach einem funktionellen Verlust von miR-1/206/133,
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein miR-1/206/133 Knock-out Mausmodell etabliert und seine
Effizienz validiert (Abb. 3.1.1.). Hierfur wurde eine Mauslinie mit einem konditionellen
skelettmuskelspezifischen miR-1-2/133a Verlust, einem konstitutiven miR-1-1/133a-2 und miR-
206/133b Knock-out generiert. Dafiir wurden Méause miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1"""°* 4 mit
miR-206/133b Knock-out Tieren 2 verpaart. Um eine skelettmuskelspezifischen Deletion des miR-
1-2/133a-1 Clusters zu ermdglichen, wurde die skelettmuskelspezifisch exprimierte Cre-
Rekombinase der Pax7-Cre Linie 1?° eingekreuzt. Schlussendlich konnten miR-1-1/133a-2"//miR-
206/-133b™//miR-1-2/133a-1"""//Pax7-Cre*" Tiere gewonnen werden. Diese Tiere werden im
weiteren Verlauf dieser Arbeit als tKO (Tripel Knock-out) bezeichnet. Zur Validierung der Knock-
out Effizienz des verwendeten tKO Mausmodelles wurde das Expressionslevel von miR-1, miR-
206 und miR-133 im Quadriceps (Musculus quadriceps femoris) im Stadium E18.5 mittels Tagman
Assay analysiert. Als Kontrollen dienten zum einem miR-1/133a Cluster Doppel-Knock-out Tiere
(im Weiteren als dKO bezeichnet) und zum anderen miR-1-1/133a-2*"*//miR-1-2/133a-1""""//miR-
206/133b*"*//Pax7-Cre** (ctrl) im Stadium E18.5 (Abb. 3.1.2.).

Es konnte nahezu keine Expression von miR-1, miR-133 und miR-206 in Muskeln von tKO
Tieren nachgewiesen werden. Das Expressionslevel von miR-1 war sowohl im dKO, als auch im
tKO Hintergrund um etwa 98 % reduziert (Abb. 3.1.2. a). Die Detektion von miR-133 und miR-206
lag im tKO bei unter 3 % (Abb. 3.1.2. b-c). In miR-1/133a dKO Tieren dieses Stadiums lag die
Expression von miR-133 erwartungsgemar bei etwa 33 % der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1.1.: Generiertes miR-1/133/206 Knock-out Mausmodell (tKO). a-c Schematische
lllustration des genomischen Lokus von miR-206/133b (a, rot), miR-1-1/133a-2 (b, griin) und miR-1-2/133a-
1 (c, gelb). Die konstitutive Deletion des miR-206/133b und miR-1-1/133a-2 Clusters erfolgte wie
beschrieben 2 3. Die fir die jeweiligen microRNA Cluster kodierende Region wurde durch eine IRES-LacZ-
pA-PGK-Neomycin-Selektionskassette ersetzt. ¢ Der konstitutive Verlust des miR-1-2/133a-1 Clusters
beruht auf der Substitution einer Neomycin-Selektionskassette, flankiert mit FRT-Sequenzen (weil3es
Rechtreck). Diese wurde unter Verwendung des Flp/FRT-Systems entfernt. Die miR-1-2/133a-1 kodierende
Region wurde mit loxP (schwarzes Dreieck) Sequenzen flankiert, um eine Cre-abhangige Deletion zu
ermoglichen. Der konditionelle skelettmuskelspezifische Knock-out des miR-1-2/133a-1 Clusters wurde wie
beschrieben durchgefiihrt 4. Cre= causes recombination Recombinase, IRES= internal ribosomal entry site,
LacZ= p-Galactosidase, neo=Neomycin, PGK= Phosphoglyceratkinase | Promoter.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl mit der dKO-, als mit der tKO-
Mauslinie ein effizientes Funktionsverlustmodell vorliegt. Ein effizienter Knock-out konnte bereits
im Stadium E18.5 validiert werden. Durch die Etablierung der tKO Mauslinie kdnnen erstmals
kompensatorische Effekte verbleibender miR-1/206/133 Cluster untersucht und Auswirkungen
eines funktionellen Verlustes dieser microRNAs analysiert werden. Durch die Generierung der
miR-1/206/133 tKO Mauslinie konnte im weiteren Verlauf dieser Arbeit ebenfalls potentielle
synergistischen Funktionen dieser microRNAs im Skelettmuskel adressiert werden.
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Abbildung 3.1.2.: Analyse der Knock-out Effizienz im tKO Mausmodell im Alter E18.5. Detektion der
Expression von miR-1 (a), miR-133 (b) und miR-206 (c) in miR-1/206/133 tKO, miR-1/133a dKO und
Kontrolltier- Quadriceps Muskeln durch quantitative RT-PCR (miR-1/133 Tagman Assay, n = 4/4/4, miR-
206 Tagman Assay n = 4/3/4, Kolmogorov—Smirnov U Test, zweiseitig, *p= <0,05, ns = nicht signifikant, ctrl
= miR-1-1/133a-2**// miR-1-2/133a-1'ox// miR-206/133b**// Pax7-Cre*'*).

3.2. Kompensatorisches Potential und funktionelle Redundanz von miR-1/206/133
Alle drei miR-1/206/133 Cluster sind abundant in der Skelettmuskulatur exprimiert 44 145 jedoch
auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert. Die microRNAs miR-1-1 und miR-1-2 weisen eine
identische reife microRNA Sequenz auf. Die Sequenz von miR-206 untescheidet sich durch vier
Nukleotide, jedoch zeigen sich keine Unterschiede in der Seedsequenz zwischen miR-1-1, miR-
1-2 und miR-206. Selbiges gilt fur die Seedsequenzen von miR-133a-1, miR-133a-2 und miR-
133b. MiR-133a-1 und miR-133a-2 besitzen die gleiche reife microRNA Sequenz, wéhrend sich
die Sequenz von miR-133b durch ein Nucleotid von miR-133a unterscheidet (Abb. 3.1.3. a).
Diese starken Ahnlichkeiten sowohl im Expressionsmuster, als auch in der reifen microRNA
Sequenzen suggerieren eine funktionelle Redundanz. Um einen mdglichen kompensatorischen
Effekt der einzelnen microRNA-Cluster fir einander zu analysieren, wurde eine quantitative RT-
PCR zur Bestimmung des miR-206 Levels durchgefihrt. Hierbei sollte festgestellt werden ob der
Verlust der beiden miR-1/133a Cluster im dKO zu einer Veranderung in der Expression des
einzigen verbleibenden microRNA Clusters miR-206/133b fuhrt. Zu diesem Zweck wurden Proben

von adulten Kontroll- und dKO-Tieren miteinander verglichen. Es zeigte sich ein signifikanter
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Anstieg der miR-206 Expression sowohl in primar glykolytischen (EDL; Extensor digitorum
longus), als auch primar oxidativen Muskeltypen (Sol) (Abb. 3.1.3. b). Diese um mehr als das
Zweifache erhohte Expression von miR-206 nach Verlust der beiden miR-1/133a Cluster deutet
einen kompensatorischen Effekt an. Zur weiteren Analyse der Auswirkungen des Verlustes von
miR-1/206/133 Clustern wurden konstitutive miR-206/133b- (sKO), miR-1/133a- (dKO) und miR-
1/206/133- (tKO) Knock-out Tiere miteinander verglichen. Es wurde jeweils der prozentuale Anteil
der jeweiligen microRNA Knock-out Tiere im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern drei Wochen
nach der Geburt (P21) analysiert (Abb. 3.1.3. ¢). Hierbei zeigte sich, dass der Anteil der geborenen
sKO und dKO Tieren mit 25 % bzw. 26 % nahezu exakt der anzunehmenden mendelschen
Verteilung der Genotypen von 25 % entsprach. Im Kontrast hierzu konnten keine tKO Tiere im
Stadium P21 beobachtet werden. Im neonatalen Stadium E18.5 konnten jedoch durchschnittlich
19 % von zu erwartenden 25 % der Jungtiere eines Wurfes als tKO identifiziert werden (siehe
auch Tabelle 24, 25, Anhang). Diese pranatale Letalitat, trat nur bei Tieren mit tKO Genotyp auf.
Jungtiere mit dem Verlust einzelner miR-1/206/133 Cluster (sKO, dKO) im Skelettmuskel
Uberlebten.

Um die posttranskriptionelle Regulation von potentiellen miR-Zielgenen (Targets) durch miR-
1/206/133 zu adressieren, wurden Transkriptomdaten von Tieren aus dem Stadium E18.5
erhoben. Die Expression bioinformatisch vorhergesagter Zielgene %6 wurden im Hintergrund
eines partiellen Verlustes (dKO) oder des vollstandigen Verlustes aller miR-1/206/133 Cluster
(tKO) analysiert. Fur diese Analyse wurde eine GSEA (Gene set enrichment analysis) von
entsprechenden Transkriptomdaten durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten zeigten eine signifikante
Anreicherung potentieller miR-1/206 und miR-133 Zielgenen ¢ im tKO Skelettmuskel im
Vergleich zu dKO-Proben (Abb. 3.1.3. d, e). Die Expression potentieller Zielgenen scheint somit
nach dem vollstdndigen Verlust aller miR-1/206/133 im tKO deutlich gesteigert. Allem Anschein
nach kann im Stadium E18.5 durch die Expression des verbleibenden miR-206/133b Clusters
eine Repremierung von miR-1/206/133 Zielgenen zum Teil aufrechterhalten werden.
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Abbildung 3.2.1.: Die Cluster miR-1/206/133 weisen eine hohe sequenzielle Redundanz auf,
implizieren Uberlappenden Funktionen, sowie ein kompensatorische Potential fireinander. a Die fur
die microRNAs der miR-1/206/133 Familie kodierenden Regionen sind in drei Clustern, auf Chromosom 1,
2 und 18 lokalisiert. Die Sequenz der reifen miR-1/133a ist identisch. Die Sequenz von miR-206
unterscheidet sich durch vier Basen von miR-1, wahrend sich miR-133b von der Sequenz von miR-133
durch lediglich eine Base unterscheidet (rot). Die fur die Erkennung von Zielgenen entscheidende Seed-
Sequenz ist zwischen miR-1/206 und miR-133a/133b identisch (fett). b MiR-206 Expression in adulter
wildtypischer (ctrl) und miR-1/133a defizienter (dKO) Muskulatur, ermittelt durch eine quantitative RT-PCR
im Soleus- (Sol) und Extensor digitorum longus Muskel (EDL) (Tagman Assay, n = 4/4, n = 4/4
[Mannchen/Weibchen, 13-17 Wochen alt], Mann-Whitney U Test, einseitig, *p= <0,05). ¢ Abundanz von
miR-206/133b (sKO), miR-1/133a (dKO) und miR-1/206/133 (tKO) Knock-out Tieren am postnatalen Tag
21 (P21) und tKO im perinatalen Alter E18.5 im Vergleich zu entsprechenden Wurfgeschwistern (P21: n=
147/48 Wurfgeschwister/sKO, n= 100/35 Wurfgeschwister/dKO, n= 34/0 Wurfgeschwister/tKO; E18.5: n=
26/6 Wurfgeschwister/tKO). d-e Vergleichende Gene set enrichment Analyse (GSEA) von vorhergesagten
miR-1/206 und miR-133 Zielgenen von miR-1/206/133 tKO und miR-1/133a dKO Quadriceps Muskeln (n =
4/4, ES = Enrichment score, FWER= Familywise-error rate [E18.5]).
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3.3. miR-1/206/133 Verlust beeinflusst nicht die frihe Skelettmuskulaturentwicklung und
Muskelstammzelldifferenzierung

Um die physiologischen Ursachen der neonatalen Letalitat im Hintergrund des vollstéandigen
Verlustes der miR-1/206/133 Cluster im tKO zu ermitteln, wurden die &uf3ere Morphologie, die
Entwicklung und die Struktur der Skelettmuskulatur untersucht.

3.3.1. miR-1/206/133 Expression ist nicht essentiell fir die frihe Skelettmuskelentwicklung
Vorangegangene Studien suggerieren, dass miR-1 und miR-133 eine Funktion in der Modulation
der Proliferation und Differenzierung von Skelettmuskelzellen haben konnten 3% 47, Um
aufzuklaren, ob die miR-1/206/133 Cluster Expression Auswirkungen auf die Entwicklung der
Skelettmuskulatur hat, wurde eine Analyse der Myogenese an miR-1/206/133 Knock-out Tieren
vorgenommen.

Mit Einsetzen der Myogenese exprimieren myogene Vorlauferzellen im Dermomyotom Pax7
als ein funktionales Markergen 5* 18, Da die im tKO Mausmodell verwendete Pax7-Cre-
Rekombinase erst ab diesem Zeitpunkt aktiv ist und es sich bei miR-1/206/133 zudem um sehr
abundante und stabile Molekille handelt, wurde zunachst die Effizienz des genierten
konditionellen miR-1/206/133 Knock-out Mausmodells (tKO) im Stadium embryonalen E10.5
geprift. Mittels quantitativer RT-PCR an RNA gewonnen von cranial-medialen Somiten (Abb.
3.3.1.1. a) konditionelle miR-1/206/133 Knock-out Embryonen (tKO) konnte gezeigt werden, dass
bereits im Stadium E10.5 eine signifikante Reduktion des miR-1 und des miR-133 Levels vorliegt
(Abb. 3.3.1.1. b). Jedoch zeigte im Kontrast hierzu die Expressionsanalyse von miR-1 und des
miR-133 in caudal-mediale gelegenen Somiten keine signifikante Reduktion der microRNA Level
(Abb. 3.3.1.1. ¢). Aus diesem Grund wurden zur Untersuchung der embryonalen Myogenese,
sowohl konditionelle miR-1/206/133 Knock-out (tKO) Embryonen, als auch konstitutive miR-
1/206/133 Knock-out (ctKO) Embryonen im Stadium E10.5 verwendet. Mit der folgenden
Untersuchung der Embryonen sollte zudem ausgeschlossen werden, dass Veranderungen nach
miR-1/206/133 Verlust nur wahrend der frihen embryonalen Myogenese sichtbar sind und spéater
durch kompensatorische Mechanismen nicht mehr erkennbar sind.

Die Analyse erfolgte mittels whole mount in situ Hybridisierung basierter Detektion von
Myogenin (MyoG), eines fur die Myogenese essentiellen Transkriptionsfaktors an tKO- und ctKO-
Embryonen. ctKO-Embryonen wurden hierfir durch Verpaarung heterozygoter Elterntiere der
miR-1/133a Knock-out Mauslinie * und miR-206/133b (sKO) Knock-out Mauslinie 2 gewonnen. In
der vergleichenden Analyse der whole mount in situ Hybridisierung von tKO, ctKO und der
Kontrollen (Abb. 3.3.1.1. d-e), zeigten sich sowohl in der Abundanz und Lokalisierung der
Expression MyoG, als auch im generellen Erscheinungsbild der Somiten keine sichtbaren
Unterschiede nach dem Verlust von miR-1/206/133.
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Abbildung 3.3.1.1.: Analyse von miR-1/206/133 in der frihen Myogenese. a Schematische Darstellung
eines Mausembryos im Stadium E10.5. Es wurden die Bereiche markiert, die firr die Expressionsanalyse
von miR-1 und miR-133 (b, c¢) verwendet wurden. Es wurde der cranial-mediale Bereich und der caudal-
mediale Bereich der Somiten (dunkleres grau) zur Analyse prépariert. Sowohl Kopf- (gestrichelte Linie), als
auch Herzregion (mit x markiert) wurden zuvor abgetrennt. Quantitative Analyse der miR-1 und miR-133
Expression im cranial-medialen (b) und caudal-medialen Bereich (c) im Vergleich zu Wurfgeschwister-
Embryonen (ctrl) (n= 3/3; n=3/3; Tagman Assay, ctrl = miR-1-1/133a-2"// miR-1-2/133a-1'o%//miR-
206/133b**// Pax7-Cre**; Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05; ns = nicht signifikant; [E10.5]). (d-e)
whole mount in situ Hybridisierung (WISH) von MyoG an tKO (d), ctKO (e) und entsprechende
Wurfgeschwister-Embryonen (ctrl) im Stadium E10.5 (tKO= miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1""o//miR-
206/133b"// Pax7-Cre*"; ctKO= miR-1-1/133a-2"// miR-1-2/133a-1"// miR-206/133b").
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Da im Stadium E10.5 keine Veranderungen der Muskulatur festgestellt werden konnten, sollten
tKO Tiere zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt betrachtet werden. Nach Verlust von miR-
1/206/133 in der Skelettmuskulatur konnten keine tberlebenden tKO Tiere drei Wochen nach der
Geburt (P21) vorgefunden werden, was auf ein vorzeitiges neonatales Versterben der tKO Tiere
hinweist (Abb. 3.2.1. ¢). Aus diesen Grund wurden in dieser Arbeit weitere Analysen im Stadium
E18.5, kurz vor der Geburt durchgefuhrt. Die durch Kaiserschnitt gewonnenen Tiere sind in
diesem Stadium theoretisch bereits Uberlebensfahig 4°. Zunachst wurde eine &uRere
phanotypische Betrachtung der Tiere durchgefuhrt. Hierbei konnten keine offenkundigen
Unterschiede zwischen miR-1/206/133 defizienten tKO Tieren und den Wurfgeschwistern anhand
ihrer auferen Morphologie festgestellt werden (Abb. 3.3.1.2. a). Es zeigte sich auch kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die GréRRe der Tiere (Tibialdnge) oder ihr Kérpergewicht
(Abb. 3.3.1.2. b-c).
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Abbildung 3.3.1.2.: AuRere Erscheinung, TiergroRe und Gewicht im Stadium E18.5 nach miR-
1/206/133 Verlust. a Vergleich der aufReren Morphologie von tKO und Wurfgeschwistern (ctrl) nach
durchgefuhrtem Kaiserschnitt (Skala= 1 cm). Vergleichende Analyse der Tibialange (n=7/5; Mann-Whitney
U Test, einseitig; ns = nicht signifikant) (b) und des Kérpergewichts (n= 63/16; Kolmogorov—Smirnov U Test,
zweiseitig, ns = nicht signifikant) von tKO und Wurfgeschwistern (ctrl) (c). Die Tibialange diente hierbei als
Mal3 zur Abschétzung der GroRRe der Tiere.

Des Weiteren wurden an den tKO Tieren im Stadium E18.5 histologische Untersuchungen der
Skelettmuskulatur vorgenommen. Es konnten mittels Hamatoxylin-Eosin (H&E) Farbung keine
offensichtlichen Unterschiede in der Skelettmuskelmorphologie in verschiedenen sich noch
entwickelnden Muskeln (paraspinalen Muskulatur und Diaphragma) von tKO Tieren im Vergleich
zu Kontrolltieren festgestellt werden (Abb. 3.3.1.3 a). Bei der ultrastrukturellen Analyse des
Skelettmuskels zeigten sich sowohl in Kontrolle, also auch im tKO in longitudinalen Schnitten eine
distinkte parallele Anordnung der Muskelfasern. Auch der Feinaufbau der einzelnen kontraktilen
Einheiten lies keine Unterschiede zwischen den Genotypen erkennen. Es zeigten sich klar
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sichtbare l-und A-Banden, sowie eine definierte H-Zone und Z-Linie (Abb. 3.3.1.3 b).
Zusammenfassend lassen sich sowohl im histologischen als auch im ultrastrukturellen Aufbau der
Muskulatur keine Abweichungen zwischen Kontroll- und tKO-Tieren im Stadium E18.5 feststellen.
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Abbildung 3.3.1.3.: Wildtypische Entwicklung der Skelettmuskulatur nach Verlust von miR-1/206/133
im Stadium E18.5. a-b Histologische Analyse von tKO und Kontrollen (ctrl) zeigt keine sichtbaren
Unterschiede in der Skelettmuskelmorphologie und —ultrastruktur im Stadium E18.5. a H&E-Férbung von
Diaphragma (obere Reihe) und paraspinalen Muskelquerschnitten (untere Reihe) (ctrl = Wurfgeschwister,
Skala = 50 pum). b Elektronenmikroskopische Aufnahmen von longitudinalen Quadriceps Muskelschnitten.
* markiert die Z-Linie (ctrl = Wildtyp, Skala = obere Reihe 5200 nm, mittlere Reihe 1000 nm, untere Reihe
500 nm).

Durch die gezielte Isolation von priméaren miR-1/206/133 defizienten MuSCs (MuSC tKO) sollte
ebenfalls das Proliferation- und Wachstumsverhalten, sowie die Differenzierungsleistung ex vivo
analysiert werden. Um einen totalen Verlust aller miRNA Cluster in Muskelstammzellen
untersuchen zu kénnen, wurden miR-1-2/133a-1""*//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b™ Tiere mit
einer Tamoxifen-induzierbare Pax7-CreERT2 1% gekreuzt. Zur Induktion der miR-1-2/133a-1
Deletion wurden den Mausen intraperitoneal Tamoxifen injiziert und nach einer zweiwdchigen
Karenzzeit die Skelettmuskulatur enthnommen (Abb. 3.3.1.4 a). Zur MuSCs-Gewinnung wurde
anschlieRend die Muskulatur aufgereinigt und die MuSCs mittels spezifischer Antikoérper flr die
Isolation markiert (MuSCs FITC-positiv). Die Isolation erfolgte mittels FACS (Fluorescence-

activated cell sorting) (Abb. 3.3.1.4 b-i). Die Scatterblots zeigen die Kriterien zur Isolation der
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FITC-positiven MuSCs (Abb. 3.3.1.4 b-e). Zum Vergleich wurden ebenfalls FITC-negativen
MuSCs mittels FACS analysiert, um eine saubere Isolation der FITC-positiv MuSCs gewahrleisten
zu kénnen (Abb. 3.3.1.4 f-i). Abb. 3.3.1.4 b, f stellt die Gesamtheit aller Events (P1) aufgetragen
gegen Seitwarts- (SSC-A) und Vorwartsstreulicht (FSC-A) dar. Weiter wurden die identifizierten
Einzelzellen (P2) gegen Vorwartsstreulicht A (FSC-A) und Vorwartsstreulicht H (FSC-H)
aufgetragen (Abb. 3.3.1.4 ¢, g). Aus der Population P2 wurden alle toten, DAPI-gefarbten Zellen
aussortiert (Abb. 3.3.1.4 d, h). Zur Isolation dieser dritten Population (P3) wurden die Zellen aus
P2 auf DAPI-Intensitat gegen APC-Gehalt getestet, um wéahrend des Aufreinigungsprozesses
nicht depletierte APC-markierte CD31-, CD45- und SCAl-positive Zellen auszusondern. In der
Population P4 befanden sich nun alle lebenden FITC-positiven und PE- (Phycoerythrin 594)
negative MuSCs (Abb. 3.3.1.4 e). Es konnten keine Zellen innerhalb dieser Population
nachgewiesen werden (Abb. 3.3.1.4 i), was auf eine reine Endpopulation von priméren MuSCs
(Abb. 3.3.1.4 e) schliel3en lasst.

Alle nachfolgenden ex vivo Experimente wurden mit nach diesen Kriterien isolierten MuSCs
vorgenommen. Zunachst wurde die Konfluenz und Differenzierungsleistung von Kkultivierten
primaren MuSCs untersucht. Hierbei zeigte sich, dass sowohl Kontroll-MuSCs (miR-1-2/133a-
1'"%//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b"//Pax7-CreERT2""), als auch miR-1/206/133 defiziente
MuSCs (MuSC tKO) ex vivo keine Unterschiede in ihrer Differenzierungsleistung aufweisen. Nach
120 h in Kultur bildeten die MuSCs beider Genotypen synzytiale Fasern aus (Abb. 3.3.1.4)). Es
wurde ebenfalls der Bedeckungsgrad der Zellen stundlich bis 120 h nach der Isolation betrachtet.
Diese Untersuchung erfolgte in Aktivierungs- und Proliferationsphase bis hin zur
Differenzierungsphase mittels Konfluenz-Analyse. Hierbei zeigte sich keine signifikante
Abweichung zwischen Kontroll- und MuSC tKO-Zellen (Abb. 3.3.1.4 k). Zur Untersuchung von
differentiell exprimierten Genen nach miR-1/206/133 Verlust, wurde eine Transkriptom-Analyse
von isolieren Differenzierten Kontroll- und MuSC tKO-Zellen nach neun Tagen ex vivo Kultur
vorgenommen. Es zeigten sich keine signifikanten Abweichungen in der Expression von Faktoren,
die fur die Muskelentwicklung und Differenzierung entscheidend sind (Abb. 3.3.1.4 ).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Verlust von miR-1/206/133 in MuSCs keinen
starken Einfluss auf das Wachstum und die Differenzierungsleistung von isolierten primaren
MuSCs zu haben scheint.
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Abbildung 3.3.1.4.: Der Verlust von miR-1/206/133 Cluster in MuSCs fuhrt zu keiner Beeintrachtigung
der Differenzierungsleistung ex vivo. a Schematische Darstellung des Experimentverlaufs zur Induktion
der Deletion von miR-1-2/133a-1 durch Tamoxifen-Injektion (TAM, griine Rechtecke = Injektionstage) bis
zur MuSC-Isolation bei miR-1-2/133a-1"o¥ox//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b"-//Pax7-CreERT2*- Tieren
(MuSC tKO) und Kontrollen (ctrl = miR-1-2/miR-133a-1'ox//miR-1-1/miR-133a-2"//miR-206/133b"// Pax7-
CreERT2**). b-i Isolation von MuSC mittels FACS. FACS Partikel (alle Events) nach enzymatischer
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AufschlieBung und Depletion von CD31, CD45 und SCA1 positiven Zellen aus der der Skelettmuskulatur
im Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) und Seitwartsstreulicht (SSC = Side Scatter) (b, f).
Population 1 (P1) im Vorwartsstreulicht-A und dem Vorwartsstreulicht-H zur Sortierung von Einzelzellen
(P2) (c, g). Aus Population P2 wurden nun mittels DAPI-Farbung tote Zellen aussortiert. Alle Ereignisse von
P2 wurden gegen APC geplottet, um verbliebene CDA45 positive Zellen auszusortieren (c, g). Zellen, negativ
fur beide Floreszenzen bildeten die dritte Population (P3) (d, h). Population P3 geplottet gegen PE-
(Phycoerythrin 594) und Integrin-FITC (FITC-A). Bei Integrin-FITC positiven Zellen handelte es sich um die
zu isolierende MuSC-Population (P4) (e, i). Mittels anschiel3ender Reanalyse von Integrin-FITC negativen
MuSCs wurde das Gating, Effizienz und Reinheit der sortierten Population Gberprft (f-i). j Isolierte MuSCs
von MuSC-tKO und Kontrollen sind in der Lage unter ex vivo-Bedingungen zu differenzieren. k Die
Konfluenz von isolierten, gleichermal3en ausgesate MuSCs von ctrl und MuSC tKO zeigen keine
Unterschiede Uber einen Zeitraum von 120 Stunden (h) in Kultur. | Transkriptomanalysen von isolierten
MuSCs. Ctrl gegen MuSC-tKO nach neun Tagen in Kultur (Affymetrix Micro Array Analyse n = 2/3, FC=
Fold Change logz, Students t-Test, einseitig, ctrl = miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'"°x//miR-206/133b"-
/IPax7-CreERT2*).

3.3.2. miR-1/206/133 Deletion in Muskelstammzellen induziert nicht die Entwicklung von
adipogenen Zellen

Publikationen der letzten 10 Jahren suggerierten, dass miR-133 einen Einfluss auf die
Entwicklung von adipogenen Zellen im Skelettmuskel durch die transkriptionelle Regulation von
PRDM16 hat. Die Autoren dieser Studien beobachteten nach Reduktion des miR-133 Levels, die
Entwicklung von braunen Fettzellen (BAT) im Skelettmuskel und bei differenzierenden MuSCs.
Daraus wurde geschlossen, dass die fehlende PRDM16-Repression die Entwicklung von
braunem Fettgewebe fordert 150152, Da in der vorliegenden Arbeit untersuchten miR-1/206/133
Knock-out Mausmodellen ebenfalls eine Deletion aller miR-133 microRNAs vorliegt, wurde der
Skelettmuskel, sowie MuSCs auf Anzeichen einer Bildung von adipogene Zellen tberprift.

Da MuSCs und adipogenen Vorlauferzellen wahrend der Embryogenese ihren Ursprung in
derselben Zellpopulation haben, wurden zundchst miR-1/206/133 defiziente isolierte MuSCs
(MuSC tKO) im Hinblick auf die Entwicklung von BAT (Browning) hin analysiert. Eine
transkriptionelle Analyse von isolierten, fir neun Tage ex vivo differenzierten, MuSC zeigte keine
verstarkte Expression von Prdm16 nach miR-1/206/133 Verlust (Abb. 3.3.2.1 a). Des Weiteren
konnten ebenfalls keine signifikant veranderte Expression von wichtigen BAT-Markergenen 5% 152
153 festgestellt werden. Die BAT-Markergene Hoxa2 und Cox7al zeigten sogar eine verminderte
Expression im MuSC tKO. Lediglich Ppargcla wurde verstarkt in differenzierten MuSC tKO Zellen
exprimiert. Des Weiteren zeigte eine mit den Transkriptomdaten durchgefiihrte GSEA keine
Anreicherung fir das Genset ,Adipogenisis” in MuSC tKO Zellen (Abb. 3.3.2.1 b).

Auch in vivo wurde untersucht ob Browning, initiiert durch den Verlust von allen miR-1/206/133
Clustern in MuSCs stattfindet, wie es zuvor nach miR-133 Knock-down angenommen wurde %1,
Zunachst wurde durch Tamoxifen-Injektion die Deletion von miR-1-2/133a-1 in miR-1-2/133a-

1'%/ /miR-1-1/133a-27//miR-206/133b”//Pax7-CreERT2"" Mausen induziert. Als Kontrolle
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dienten miR-1-2/133a-1'"*//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b™"//Pax7-CreERT2"* Mause. Nach-
folgend wurde nach einer zweiwdchigen Karenzzeit eine Schéadigung eines TA-Muskels durch
eine intramuskulare CTX-Injektion vorgenommen, um eine MuSC vermittelte Regeneration des
Muskels hervorzurufen. Nach einer 12-wéchigen Regenerationsphase wurden die Muskeln
geerntet (Abb. 3.3.2.1 c¢). Bei einer histologischen Analyse konnten nach dieser langen
Regenerationsphase noch immer Anzeichen der vorrausgegangenen Muskelschadigung
(zentralisierte Myonuklei) in beiden Genotypen identifiziert werden. Es konnten jedoch erneut
keine morphologischen Anzeichen einer Entwicklung von braunem Fett in der durch MuSCs
regenerierten TA-Muskeln von MuSC-tKO Tieren nachgewiesen werden (Abb. 3.3.2.1 d).

a b Hallmark: Adipogenesis
06' ’
N Qo
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Abbildung 3.3.2.1.: Deletion von miR-1/206/133 in MuSC induziert nicht die Entwicklung von
adipogenen Zellen. a Transkriptomanalysen von isolierten MuSCs von ctrl gegen MuSC-tKO nach neun
Tagen in Kultur (Affymetrix Micro Array analysis n = 2/3, FC= Fold Change logz, Students t-Test, zweiseitig,
rot = signifikant <0,05, ctrl = miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'"9°x//miR-206/133b"//Pax7-CreERT2**). b
Vergleichende Gene set enrichment Analyse (GSEA) von vorhergesagten miR-1/206 und miR-133
Zielgenen von isolierten MuSCs von ctrl gegen MuSC-tKO nach neun Tagen in Kultur (n = 2/3, ES =
Enrichment score). c-d H&E Farbung von TA-Muskelquerschnitten nach vorausgegangener Tamoxifen
(TAM, grune Rechtecke symbolisieren Injektionstage) induzierter Deletion von miR-1/206/133 in MuSCs
und nachfolgender Muskelschadigung mittels Cardiotoxin (CTX, oranges Rechteck symbolisiert
Injektionstag) von MuSC-tKO Tieren (n= 3/3, ctrl = miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'"¥ox//miR-206/133b"
//Pax7-CreERT2**, Skala = 50 um, Mannchen im Alter von 21 Wochen).
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3.3.3. miR-1/206/133 defiziente neonatale Tiere weisen keinen mitochondrialen Phanotyp
auf
Es ist umfangreich belegt, dass es sich bei Mef2a um ein priméares Ziel von miR-1 und miR-133
handelt 3" 43, Vorrangegangene Arbeiten zeigten ebenfalls, dass es nach Verlust beider miR-
1/133a Cluster (dKO) zu einer signifikanten Erhéhung des Proteinlevels von MEF2A im adulten
Skelettmuskel kommt. Dies fiihrte wiederum zu einer kontinuierlichen Expression des Dlk1-Dio3
miR-Genclusters, was in einer Beeintrachtigung der mitochondrialen Morphologie und Funktion in
adulten dKO-Tieren resultierte 4. Mittels Western Blot Analyse konnte die beschriebene
signifikante Erh6hung des MEF2A Proteinlevels im adulten Quadriceps Muskel nach Verlust von
miR-1/133a (dKO) * bestatigt werden (Abb. 3.3.3.1. a). Zur Analyse der Expression des DIk1-Dio3
miR-Genclusters in Muskeln adulter dKO Tiere wurden bereits etablierte Marker-microRNAs (miR-
411,-541,-543) # verwendet. Anhand ihres Expressionslevels lie3en sich so Riickschliisse auf die
Expression des gesamten DIk1-Dio3 miR-Gencluster ziehen. Es konnte bestatigt werden, dass
eine gesteigerte Expression von miR-411, -541 und -543 bzw. des DIk1-Dio3 miR-Genclusters in
Muskeln adulter dKO vorliegt (Abb. 3.3.3.1. b-d).

In der vorliegenden Arbeit sollte festgestellt werden, ob der Verlust aller miR-1/206/133 Cluster
im tKO ebenfalls zu einem mitochondrialen Phanotyp mit den beschriebenen molekularen
Veranderungen fuhrt. Aufgrund der neonatalen Letalitat der tKO Tiere wurden alle Analysen mit
Tieren im Stadium E18.5 durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden hierbei Wurfgeschwister und dKO
Tiere im selben Alter verwendet. Es konnten nachgewiesen werden, dass es im Kontrast zu
adulten dKOs, zu einer signifikanten Reduktion des MEF2A Levels im Skelettmuskel von tKO
Tieren kommt (Abb. 3.3.3.1. b). AuBerdem zeigte die quantitative RT-PCR Analyse von miR-411,
-541 und -543, weder in dKO, noch in tKO Tieren im Stadium E18.5 eine signifikant gesteigerte
Expression dieser DIk1-Dio3 Marker-microRNAs (Abb. 3.3.3.1. f-h). Es konnte lediglich eine
signifikante Reduktion des miR-541 Levels in dKO Tieren im Stadium E18.5 festgestellt werden
(Abb. 3.3.3.1. g). Um die Expression des DIk1-Dio3 Genclusters insgesamt beurteilen zu kénnen,
wurde zuséatzlich die Expression mittels Transkriptomdaten von Kontroll- und tKO-Tieren im
Stadium E18.5 analysiert. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der quantitativen RT-PCR (Abb.
3.3.3.1. f-h), zeigte sich keine signifikante Expressionserndhung der Mehrheit der DIk1-Dio3
Cluster microRNAs. Lediglich miR-882 zeigte eine signifikant erhfhte Expression, wahrend miR-
1188, -370, -496a, -452, -494, -379 und -341 eine signifikant niedrigere Expression in tKO
Skelettmuskeln aufwiesen. Um festzustellen ob in tKO Tieren Mitochondrien morphologisch
verandert sind, wie zuvor im dKO beschrieben #, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen
von Kontroll- und tKO-Skelettmuskeln im Stadium E18.5 angefertigt. Die ultrastrukturelle Analyse
ergab keine sichtbaren Unterschiede in der mitochondrialen Struktur und Morphologie in miR-
1/206/133 defizienter Skelettmuskulatur. Sowohl in Kontrolle, als auch im tKO sind die einzelnen
angeschnittenen Cristae-Strukturen klar erkennbar (Abb. 3.3.3.1. ).
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Abbildung 3.3.3.1.: Deletion von miR-1/133a oder miR-1/206/133 fiihrt zu keiner gesteigerten
Expression von MEF2A oder des DIk1-Dio3 Genclusters im Stadium E18.5. a Western Blot-Analyse
bestatigt bereits publizierte Daten eines signifikanten Anstiegs der MEF2A- Expression in adulten miR-
1/133a dKO Tieren # (n= 3/3, ctrl= miR-1-1/133a-2*"*// miR-1-2/133a-1'oox// miR-206/133b**// Pax7-Cre*"*:
Mann-Whitney U Test, einseitig, *p= 0,05, Quadriceps Muskeln [Weibchen und Mannchen, 14-18 Wochen
alt]). b-d Tagman Assays bestatigen verdffentliche Daten einer erhéhten Expression einzelner miRs (miR-
411, miR-541, miR-543) aus dem DIk1-Dio3 Gencluster in adult miR-1/133a dKO Tieren # (n=3/3, ctrl = miR-
1-1/133a-2"*//miR-1-2/133a-1'"¥oX//miR-206/133b**//Pax7-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p=
0,05; Quadriceps Muskeln [Weibchen und Mannchen, 14-18 Wochen alt]). e Western Blot-Analyse zeigt
keine signifikante Anderung der MEF2A Expression in tKO-Quadriceps Muskeln (n= 3/3, ctrl= miR-1-
1/133a-2**//miR-1-2/133a-1**//miR-206/133b*"*//Pax7-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p= 0,05,
[E18.5]). f-h Tagman Assays zeigen keinen signifikanten Anstieg der Expression einzelner miRs (miR-411,
miR-541, miR-543) aus dem DIk1-Dio3 Gencluster in dKO und tKO Tieren in Quadriceps Muskeln (n = 4/4/4,
ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-1'"¥9%//miR-206/133b*"*//Pax7-Cre**, Mann-Whitney U Test,
einseitig, *p = 0,0143, ns = nicht signifikant [E18.5]). i Transkriptomanalysen zeigt keine erhdhte Expression
des gesamten Dlk1-Dio3 Clusters in miR-1/206/133 defizient (tKO) Quadriceps Muskeln im Vergleich zur
Kontrolle (ctrl) im Stadium E18.5 (Affymetrix Micro Array, n = 4/4/4, FC logz2= Fold Change logz, ctrl = miR-
1-1/133a-2*#//miR-1-2/133a-1**//miR-206/133b**// Pax7-Cre*"*, Students t-test, zweiseitig, signifikante
Unterschiede in Rot, p = <0,05 [E18.5]). j Histologische Analyse der mitochondrialen Ultrastruktur.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von tKO und wildtypischen (ctrl) zeigen keine sichtbaren
Unterschiede der Morphologie der Mitochondrien (weil3e Pfeile) in longitudinalen Quadriceps
Muskelschnitten (Skala = 1000 nm, [E18.5]).

3.4. miR-1/206/133 Verlust fuhrt zu neonataler Letalitat durch eine gestorte NMJ-Bildung
Wie unter Punkt 3.2. bereits beschrieben, fuhrt der Verlust aller miR-1/206/133 Cluster in der
Skelettmuskulatur zur neonatalen Letalitat von tKO Tieren. Unter Punkt 3.3. konnte bereits gezeigt
werden, dass die Ausbildung der Muskulatur im embryonalen (E10.5) und neonatalen Alter
(E18.5), nach Verlust von miR-1/206/133 keine Stérungen aufweist. Frihere Studien konnten
zeigen, dass neben einer gestdrten Ausbildung der Muskulatur, auch Defekte der Innervierung
des Skelettmuskels zu einem friihzeitigen neonatalen Tod bei Menschen und Mausen fihren
kénnen. Solche Defekte kdnnen zu einer fehlenden oder mangelnden Ventilation der Lunge und
damit zum Ersticken nach der Geburt fihren %%, Aus diesem Grund wurden tKO-Tiere im Hinblick
auf neuromuskulare Defekte untersucht. Um zu testen, ob eine gehemmte Ventilation der Lunge
vorlag, wurde eine Lungenschwimmprobe bei Kontroll- und tKO- Tieren 15 min nach
vorgenommenen Kaiserschnitt im Stadium E18.5 durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein
etabliertes Verfahren zur Feststellung von neonataler Letalitat aufgrund von mangelnder
Respirationsfahigkeit % 1%, Es konnte somit determiniert werden, ob die Tiere nach der
Entnahme aus dem Muttertier in der Lage waren selbststédndig zu Atmen und die Lungen mit Luft
zu flllen. Es zeigte sich, dass 79 % der tKO Wurfgeschwister eine luftgeflllite, schwimmende
Lunge aufwiesen. Dagegen konnte nur bei 45 % der tKO Tieren eine schwimmende Lunge
festgestellt werden, was auf eine verminderte Respirationsfahigkeit hindeutete (Abb. 3.4.1.).
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Abbildung 3.4.1.: Respiratorische Stérung nach miR-1/206/133 Deletion. a Lungenschwimmprobe zeigt
eine verminderte Respirationsfahigkeit von tKO-Tieren im Stadium E18.5 15 min nach erfolgtem
Kaiserschnitt im Vergleich zu Kontrolltieren (ctrl). b Darstellung der prozentualen Anteile von
schwimmenden Lungen nach erfolgter Lungenschwimmprobe von ctrl und tKO Tieren (Prozent der
schwimmenden Lungen jeder Gruppe; n = 28/11 von 8 Wiirfen, ctrl = Wurfgeschwister [E18.5]).

Es kann angenommen werden, dass diese Defekte mit einer fehlenden oder defekten
Innervierung des Diaphragmas in Zusammenhang stehen kénnten. Ahnliche respiratorische
Stérungen bei Mausen konnten zuvor auf eben diese Weise erklart werden %6, Neben den
interkostalen Muskeln, ist das Diaphragma (Zwerchfell) der hauptséchlich an der Atmung
beteiligte Teil der Skelettmuskulatur. Seine Oberflache weist ein sehr distinktes Innervierungs-
muster auf °1. Zur Beurteilung der postsynaptischen Region der neuromuskuléaren Synapse (NMJ)
wurde eine Farbung mit Fluorochrom-gekoppeltem Bungarotoxin (BTX) durchgefiihrt. Dieses
bindet an nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (AChR) und stellt damit einen hochspezifischen
Marker fur die Postsynapse da 8. Die Farbung wurde mit Diaphragmen von sKO-, dKO-, tKO- und
Kontroll-Tieren aus dem Stadium E18.5 vorgenommen. Hierbei zeigte sich, dass lediglich Muskeln
von tKO Tieren Defekte in der postsynaptischen NMJ-Differenzierung bzw. —Ausbildung
aufwiesen. Nur nach Verlust aller miR-1/206/133 Cluster zeigte sich eine diffusere und breitere
Verteilung der AChR-Cluster auf der Muskeloberflache. In sKO, dKO und Kontrolltiere zeigten
hingegen das typischerweise medial lokalisierte, definierte motorische Endplattenband (Abb.3.4.2
a-b). Die Ausmessung der motorischen Endplattenband-breite zeigte eine Erh6hung um mehr als
das Doppelte in tKO Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren (Abb.3.4.2 e). Eine Analyse der AChR-
Clusterflache zeigte, neben einer reduziert erscheinenden BTX-Férbung im tKO Diaphragma,
ebenfalls eine signifikante Reduktion der postsynaptischen Gesamtflache der AChR-Cluster in
Querschnitten paraspinaler Muskeln. Eine Verminderung der AChR-Clusterflache konnte auch in
Gewebeschnitten des Diaphragmas (Abb.3.4.2 c-d, f) nachgewiesen werden. Es wurde weiter
eine detailliertere Auswertung der AChR-Signale vorgenommen, um die GroRenverteilung der
AChR-Cluster in Muskelquerschnitten zu beurteilen. Diese Analyse zeigte, dass in tKO Muskeln
nicht nur eine generelle Reduktion von AChR-Clustern vorliegt, sondern dass der Anteil sehr
kleiner AChR-Cluster (<0,005 % der Flache) in Relation zur Gesamtmenge erhdht war, wahrend

der Anteil grof3er AChR-Cluster (>0,010 % der Flache) vermindert war (Abb.3.4.2 g).
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Abbildung 3.4.2.: Verlust von miR-1/206/133 im Skelettmuskel resultiert in einer gestérten NMJ-
Formation. a Whole-mount Diaphragmaféarbung mit Bungarotoxin (BTX) von Hemi-Diaphragmen von miR-
206/133b (sKO) und miR-1/133a (dKO) Tieren (Skala = 600 um obere Reihe/ 100 um untere Reihe [E18.5]).
b Whole-mount BTX-Diaphragmafarbung von Kontroll- (ctrl) und miR-1/206/133 tKO Tieren (ctrl =
Wurfgeschwister, Skala = 600 um untere Reihe/ 100 pm obere Reihe Z-Stacks in 50 pm Schritten [E18.5]).
c-d Analyse der postsynaptischen Region von Kontroll- (obere Reihe) und miR-1/206/133 tKO (untere
Reihe) Transversalschnitten von Diaphragmen und paraspinalen Muskeln (ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-
2/133a-1'o¥ox//miR-206/133b*"*//Pax7-Cre*"*, Skala = 50 um, HF = Hellfeld [E18.5]). e Quantifizierung der
durchschnittlichen motorischen Endplattenbandbreite von ctrl und miR-1/206/133 tKO Diaphragmen (n =
3/4, ctrl = Wurfgeschwister, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,0286 [E18.5]). f Quantifizierung der
durchschnittlichen postsynaptischen Flache in paraspinalen transversalen Muskelschnitten von ctrl und
miR-1/206/133 tKO (n = 3/3, ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-1'"o%//miR-206/133b**//Pax7-Cre**,
Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05 [E18.5]). g Quantifizierung der BTX-Signalgrof3e in paraspinalen
transversalen Muskelschnitten von ctrl und miR-1/206/133 tKO (n = 3/3, ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-
2/133a-1'2¥19x//miR-206/133b**//Pax7-Cre*"*, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05 [E18.5]).

Um Aufschluss Uber transkriptionellen Missregulationen, sowie die molekularen Mechanismen
zu erhalten, die dem neuromuskuldren Phanotyp im tKO-Hintergrund zugrunde liegen, wurden
Transkriptomanalysen durchgefiihrt. Es wurden Transkriptom-Datensétze von Kontroll- und tKO-
Muskeln (Quadriceps) im Stadium E18.5 generiert. Auf Basis dieser Daten wurde eine GSEA
durchgefihrt. Hierbei zeigte sich in den tKO Proben eine signifikante Anreicherung von Gensets,
die mit der AChR-Funktion und -Spezifizierung assoziiert sind (Abb.3.4.3 a-c). Zusammenfassend
legen die Ergebnisse nahe, dass lediglich der Verlust aller miR-1/206/133 Cluster im
Skelettmuskel zur neonatalen Letalitat durch eine gestérte NMJ-Bildung und -Funktion fihrt.

Abbildung 3.4.3.: Signifikante Anreicherung von Gensets assoziiert mit der NMJ-Ausbildung in miR-
1/206/133 tKO. a-c Anreicherung von NMJ-Bildung-assoziierten Gensets in Transkriptomdaten-basierter
GSEA von Kontroll- (ctrl, blau) und miR-1/206/133 tKO (rot) Quadriceps Muskeln (n = 4/4, ctrl = miR-1-
1/133a-2**//miR-1-2/133a-1'9¥o¢//miR-206/133b*"*//Pax7-Cre**, ES = Enrichment Score, NOM =
normalisierter p-Wert, FDR = False discovery rate [E18.5]). Abbildung 3.4.3. befindet sich auf der
nachfolgenden Seite.
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3.5. CRK ist ein primares Target von miR-1/206/133

Zur Aufklarung des molekularen Mechanismus hinter dem festgestellten neonatal letalen NMJ-
Phéanotyp von tKO Tieren, wurden Analysen zur Identifikation von primédren miR-1/206/133
Zielgenen (Targets) durchgefuhrt.

3.5.1. CRK ist NMJ-assoziiert und ist nach miR-1/206/133 Knock-out verstarkt exprimiert
Um einen Einblick in die in tKO Tieren ablaufenden molekularen Prozesse zu erhalten, die in den
NMJ-Phanotyp resultieren, wurde zunachst ein Screening nach potenziellen miR-1/206/133
Zielgenen durchgefhrt.

Als erstes wurden mit der Zielgenvorhersage-Software miRANDA (www.microrna.org)
maogliche Ziel mRNAs der microRNAs miR-1/206 und miR-133 bioinformatisch identifiziert.
Zweitens wurden flir das Target-Screening Transkriptom-Datensatze von Kontroll- und tKO-
Muskeln (Quadriceps) im Stadium E18.5 herangezogen. Zur Identifikation von potenziellen durch
miR-1/206/133 inhibierte Zielgenen, wurden aus den Transkriptomdaten alle im tKO signifikant (p-
Wert <0,05) hochregulierten Gene mit einem Fold Change von >1,35 selektiert. Als drittes wurden
bereits beschriebene, NMJ-assoziierte Proteine bestimmt 8 154 Diese drei Datensatze wurden
nun in einem Venn-Diagramm auf eine Uberlappende Schnittmenge hin analysiert. Hierbei wurde
das Adapterprotein CRK als ein vielversprechender Kandidat flr weitere Untersuchungen
identifiziert (Abb. 3.5.1.1. a). CRK ist im Transkriptom-Datensatz signifikant hochreguliert (p-Wert
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0,001; FC 1,4), ist ein laut Literatur NMJ assoziiert & °1 und ist ein bioinformatisch vorhergesagtes
Ziel von miR-1/206/133.

Nachdem CRK als ein potenzielles priméres miR-1/206/133 Zielgen identifiziert werden konnte,
wurde sein Expressionsprofil analysiert, da lediglich im Skelettmuskel exprimierte Kandidaten fir
weitere Untersuchungen in Frage kamen. CRK weist in einer RNA-Seq basierten Analyse ein
ubiquitares Expressionsprofil auf und ist somit auch im Skelettmuskel abundant exprimiert (GTEx
Portal https://www.gtexportal.org, Stand 11.2020) (Abb. 3.5.1.1. b). Zur detaillierteren Analyse der
Lokalisation von CRK in diesem Gewebe, wurden eine Antikoérper- und BTX-Farbung von
wildtypischen TA-Muskelquerschnitten durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass CRK im Skelettmuskel
primar in der postsynaptischen Region der NMJ lokalisiert war (Abb. 3.5.1.1. ¢). Aus der Literatur
ist bekannt, dass CRK und CRK-L im Skelettmuskel eine kritische Rolle wéhrend der NMJ
Ausbildung spielen 72 9% 101 Zyr Validierung eines erhéhten CRK-Levels nach miR-1/206/133
Verlust (tKO), wurde die Expression sowohl auf Transkriptom-, als auch aus Proteom-Ebene
kontrolliert. Mit Hilfe von guantitativer RT-PCR konnte das signifikant erhdhte Expressionslevel
von Crk in tKO Quadriceps-Muskeln (E18.5) bestétigt werden (Abb. 3.5.1.1. d). Wéahrenddessen
war das Expressionslevel des Crk-Paralogs Crk-L unverandert (Abb. 5.3. Anhang). Da miRs auf
posttranskriptioneller Ebene die Expression von Genen regulieren, wurde zudem das Proteinlevel
von CRK mittels Western Blot Analyse in tKO Tieren Uberprift. Es zeigte sich eine signifikante
Erhbéhung der CRK Expression (etwa um 1/3) im tKO Diaphragmamuskel im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 3.5.1.1. e-f). Im Gegensatz dazu zeigte das in der Literatur beschriebene
miR-206 Target HDAC4 #" keine signifikante Anderung im Proteinlevel (Abb. 5.4. Anhang).
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die mMmRNA des NMJ-assortierte
Adapterprotein CRK ein vorhergesagtes Ziel aller Mitglieder der miR-1/206/133 Familie darstellt.
Mittels quantitativer RT-PCR und Western Blot konnte die verstarkte Expression von CRK im
Skelettmuskel in miR-1/206/133 defizienten tKO Tieren validiert werden.
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Abbildung 3.5.1.1.: CRK ist NMJ-assoziiert und weist eine erhéhte Expression in miR-1/206/133
Knock-out Tieren auf. a Uberlappende Schnittmenge von Transkriptomanalysen (signifikant hochreguliert
in tKO mit Fold Change >1,35 [n= 4/4, E18.5]), vorhergesagten miR-1/206/133 (miRANDA Software) und
bekannten NMJ-assortierten Genen identifiziert das CRK als Top-Kandidat fir weiterfihrende
Untersuchungen. b RNA-Seq basierten Expressionsdaten von CRK in unterschiedlichen Geweben (Daten
von https://lwww.gtexportal.org). ¢ CRK-Immunfluoreszenzfarbung und BTX-Farbung von wildtypischen TA-
Muskelquerschnitten zeigt eine Assoziation von CRK zur NMJ (Skala = 20 um, BTX =Bungarotoxin [14
Wochen]). d Tagman Assay bestatigt signifikant erhdhte Crk Expression in miR-1/206/133 defizienten
Muskeln im Vergleich zu Kontroll-Quadriceps-Muskeln (n = 3/3, ctrl = miR-1-1/133a-2"*//miR-1-2/133a-
1loxlox//miR-206/133b**//Pax7-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05 [E18.5]). g-h Western Blot
Analyse zeigt erh6hte CRK-Proteinmenge in miR-1/206/133 defizienten Diaphragma-Muskeln im Vergleich
zur Kontrolle (ctrl), RALA diente als Ladekontrolle (n = 4/4, ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-
1loxlox//miR-206/133b**//Pax7-Cre*’*, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p > 0,015 [E18.5]).

66



Ergebnisse

3.5.2. Crk ist ein primares miR-1/206/133 Ziel mit evolutiondr konservierten miR-
Bindestellen

Es konnte gezeigt werden, dass das mit der postsynaptischen Region assoziierte Protein CRK
nach Verlust von miR-1/206/133 im Skelettmuskel eine signifikant erhéhte Expression aufweist
(Punkt 3.5.1.). Dies kénnte wiederum auf eine Funktion von miR-1/206/133 in der Regulation des
Crk Expressionslevels in vivo hindeuten. Durch Nutzung der Zielgenvorhersage-Software
mMiRANDA (www.microrna.org) wurde die mRNA von Crk als potentielles Ziel von miR-1/206 und
miR-133 bioinformatisch identifiziert. Hierbei konnten multiple potentielle miR-1/206 und miR-133
Bindesequenzen sowohl in der murinen, als auch in der humanen mRNA von Crk identifiziert
werden (Abb. 3.5.2.1). Es konnten eine potentielle miR-1/206 und drei potentielle miR-133 miR-
Bindestellen in der murinen und zwei miR-133, sowie eine miR-1/206 Bindestelle in der humanen
Crk mRNA festgestellt werden (Abb. 3.5.2.1; Abb. 5.5. a, b, Anhang). Alle potentiellen miR-
Binderegionen befanden sich in der 3’'UTR der Crk mRNA. Zur qualitativen Bewertung der
einzelnen Bindesequenzen wurde mirSVR Score (Runterregulierungs-Score; www.microrna.org)
verwendet. Hierbei handelte es sich um eine auf maschinellem Lernen basierte Methode zur
Bewertung potentieller miR-Bindesequenzen. Der Algorithmus beurteilte hierbei die Qualitat der
potentiellen komplementaren Bindung, speziell die der miR-Seed-Sequenz, sowie die Position in
der mRNA Sequenz und die evolutionare Konservierung der Bindesequenzen %', Es zeigte sich,
dass die miR-Bindestellen mit dem niedrigsten Score (miR-1/206 -0,20 und -0,10/ miR-133 -0,24
und -0,44) eine groRRe sequenzielle Ubereinstimmung im Alignment von muriner und humanen
Crk mRNA 3-UTR Bindesequenzen aufwiesen. Aufgrund der &hnlichen Lokalisation, der
niedrigen mirSVR Score Werte und der hohen sequenziellen Ahnlichkeit, kénnte bei den
identifizierten miR-Bindestellen eine spezieslbergreifende funktionell relevante Konservierung
vorliegen. Alle anderen identifizierten miR-Bindestellen mit einem héheren mirSVR Score (murine
mRNA: -0,01, 0,00/ humane mRNA: -0,06) zeigten zudem keine Ubereinstimmung in Lokalisation
und Sequenz.
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Abbildung 3.5.2.1.: Konservierung und Lokalisation der miR-1/206 und miR-133 Bindestellen in der
Crk mRNA. a Konservierte in der Zielgenvorhersage-Software miRANDA (www.microrna.org)
vorhergesagte microRNA-Bindestellen in der murinen und humanen mRNA von Crk. Putative Zielregion
von miR-1/206 dargestellt in Cyan, Zielregion von miR-133a/b dargestellt in orange. Qualitative Wertung
der potentiellen Bindestellen mittels mirSVR Score in Rot (Runterregulierungs-Score; < 0). CDS=
Kodierender Sequenzbereich (coding sequence), kb= Kilobasen, polyA= poly-A-Schwanz, UTR=
Untranslatierte Region.

Zur Validierung der vielversprechenden identifizierten potentiellen miR-1/206 und miR-133
Bindestellen in der 3UTR der Crk mRNA (Abb. 3.5.2.1) wurde ein Luciferase Reporter Assay
durchgefihrt. Fur diesen Assay wurden murine Skelettmuskelzellen (C2 Zellen) verwendet. Da
die Analyse der potentiellen Interaktion der microRNAs mit den identifizierten Crk-mRNA
Bindestellen mit dem in C2 Zellen endogen vorhanden microRNAs durchgefuhrt werden sollte,
wurde zunachst die Expression der microRNAs in diesen Zellen Uberprift. Als Negativkontrolle
dienten eine Nierenzelllinie (HEK). Es wurden Lysate sowohl von proliferierenden Myoblasten, als
auch von differenzierten Myotuben prapariert und die Expression durch eine qualitative RT-PCR
ermittelt. Die proliferierenden Myoblasten zeigten eine im Gegensatz zu HEK Zellen detektierbare,
jedoch niedrige Expression sowohl von miR-1, als auch von miR-133. Im Kontrast hierzu konnte
eine um das Vielfache gesteigerte miR-Expression in differenzierten Myotuben festgestellt
werden. Diese drastische Steigerung des miR-Level deckte sich mit bereits publizierten Daten
(Abb. 3.5.2.2. f, h) 4 144,158,

Zur Durchfuihrung des Luciferase Reporter Assays zwecks Beurteilung der miR-Crk mRNA
Interaktion, wurden C2 Zellen mit Reporter Konstrukten mit den jeweiligen Crk mRNA
Zielsequenzen der miRs transfiziert (Abb. 3.5.2.2 a-c). Als zusatzliche Kontrolle wurden ebenfalls
Reporter Konstrukte mit mutierten Bindesequenzen (Seed-Sequenzbindestelle) generiert und
transfiziert (Abb. 3.5.2.2 d). Anschliel3end wurden Lysate sowohl von proliferierenden Myoblasten,
als auch von differenzierten Myotuben préapariert und getestet. Es konnte ein signifikant
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verringertes  Firefly-Lumineszenz-Signal in  proliferierenden  transfizierten  Myoblasten

nachgewiesen werden. Ein wesentlich starker verringertes Firefly-Lumineszenz-Signal wurde in
transfizierten differenzierten Myotuben nachgewiesen. Diese verstarkte Reduktion an
Luciferaseaktivitat korrelierte mit dem zuvor bestimmten endogenen miR-Expressionslevel (Abb.
3.5.2.2 f-i). Im Kontrast hierzu zeigte sich keine Anderung im Firefly-Lumineszenz-Signal in
Muskelzellen, transfiziert mit Luciferase Reporter Kontrollkonstrukten mit mutierten miR-
Bindesequenzen (Abb. 3.5.2.2 g, i). Zusammenfassend deuten diese Daten daraufhin, dass die
endogenen microRNAs miR-1/206/133 in Myoblasten und Myotuben dazu in der Lage sind die
Repression des verwendeten Luciferase Reporter vermitteln. Somit konnte Crk als ein priméares

Target von miR-1/206/133 im Skelettmuskel validiert werden.
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Abbildung 3.5.2.2.: Evaluierung vorhergesagter miR-1/206 und miR-133 Bindesequenzen in Crk
MRNA mittels Luciferase Reporter Assay. a-c Schematische Darstellung des verwendeten Luciferase
Reporter Vektors und seiner Funktion als genetisches Reportersystems. Erfolgt eine Bindung der microRNA
an die Zielsequenz kommt es zur Inhibierung der Translation des Reporters Firefly Luciferase und zur
verminderten Luciferase-Aktivitat. d-e Illustration der wildtypischen (wt) und mutierten (mut) Sequenzen der
putativen microRNA-Bindesequenzen, die in den Luciferase Reporter Vektor kloniert wurden (miR-
Sequenz= blau; Seed-Sequenz= fett, mutierte Basen= grau). f, h Ermittlung der endogenen miR-1 und miR-
133 Expression in proliferierenden (prol) und differenzierten (diff) C2-Zellen mittels Tagman Assay. Keine
detektierbare Expression in nichtmuskularen HEK293-Zellen (HEK) (n = 3/3/3, n = 3/3/3, biologische
Replikate). g-i Repression der relativen Luciferase-Aktivitat durch wildtypische, jedoch nicht durch mutierte
microRNA-Bindesequenzen aus der 3'UTR von Crk. Repression der relativen Luciferase-Aktivitat durch
entsprechende wildtypische miR-Bindesequenzen kann in proliferierenden, jedoch verstarkt in
differenzierten C2-Zellen nachgewiesen werden (getestete miR-1/206 Bindesequenz n = 6/6, getestete
miR-133a/b Bindesequenz n =3/3, jedes biologische Replikat entspricht einer von den anderen unabhangig
durchgefuhrten Transfektion, Mann-Whitney U Test, einseitig, **p = 0,0011; *p = 0,05). MCS= Polylinker
(Multiple Cloning Site), PGK= Phosphoglycerin Kinase, SV40= Simianvirus 40-Poly(A) Signal.

3.6. Skelettmuskelspezifische Uberexpression von CRK rekapituliert den neonatalen miR-
1/206/133 Knock-out Phanotyp

Um aufzuklaren, ob der Verlust des repremierenden Einflusses von miR-1/206/133 auf das CRK
Level im tKO-Skelettmuskel tatsachlich der Hauptgrund fir den festgestellten NMJ-Phanotyp
darstellt, wurden zwei CRK Uberexpressions-Mausmodelle generiert. Es wurden hierfiir durch
Pronukleusinjektion eines Transgens Mause mit CRK Uberexpression im Skelettmuskel erzeugt
(Punkt 3.6.1.). AuRerdem wurde ein skelettmuskelspezifisches Cre-abhangiges Aktivatorsystem
zur Aktivierung des endogenen Crk Lokus verwendet (Punkt 3.6.2.).

3.6.1. Validierung transgener Mause mit CRK Uberexpression im Skelettmuskel

Zur Erzeugung von CRK-Uberexprimierenden Tieren, wurde ein Crk-Transgen via
Pronukleusinjektion in murine Zygoten eingebracht. Zur skelettmuskelspezifischen Expression
wurde das Crk-Transgen unter die Kontrolle eines HSA-Promoters (Human skeletal actin) gestellt
127 'Um hierbei eine miR-1/206/133-vermittelte Repression zu vermeiden wurde die 3’UTR mit den
enthaltenen microRNA Bindesequenzen in das Konstrukt nicht inkludiert. Die resultierenden Tiere
(Crk-tg) wurden im Stadium E18.5 per Kaiserschnitt gewonnen, genotypisiert (Abb. 5.6., Anhang)
und analysiert. Von insgesamt 61 Tieren, konnten 16 % der Tiere als Transgen-positiv identifiziert
werden (Abb. 3.6.1.1.a). Bei diesen Tieren lag eine Integration des Transgens in das Mausgenom
vor. Zur Validierung der CRK Uberexpression im Skelettmuskel, wurden alle positiv
genotypisierten Crk-tg Tiere auf eine verstarkte CRK-Expression mittels Western Blot getestet.
Hierbei zeigten alle Crk-tg Tiere eine im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern signifikant
gesteigerte CRK Expression im Quadriceps Muskel (Abb. 3.6.1.1.b-c). Somit konnte die
Funktionalitat dieses CRK Uberexpressionsmodell fiir nachfolgende Analysen (siehe Punkt 3.6.3.)

im Stadium E18.5 validiert werden.
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Abbildung 3.6.1.1.: Validierung des Transgen-basierten Mausmodells zur CRK-Uberexpression in
vivo. a Schematische Darstellung des verwendeten CRK-Transgens zur skelettmuskelspezifischen CRK-
Uberexpression durch einen HSA-Promotor (human a-skeletal actin). Pronukleusinjektion. 16 % der nach
erfolgten Pronukleusinjektion erhaltenen Tiere waren Transgen-positiv (Crk-tg) dargestellt in grin (wt =
Wourfgeschwister; n =51/10 [E18.5]) BGI= Betaglobin Intron. b-c Western Blot-Analyse zur Bestimmung der
CRK-Proteinmenge in Quadriceps-Muskeln von Transgen-positiven Crk-tg Tieren. RALA diente als
Ladekontrolle (n = 6/9, wt = Wurfgeschwister, Mann-Whitney U Test, zweiseitig, ***p = 0,0004 [E18.5]).

3.6.2. Validierung des skelettmuskelspezifischen Cre-abhangigen Aktivatorsystems zur
Aktivierung des endogenen Crk Lokus in vivo

Zur Uberpriufung, ob die verminderte Crk Regulation durch miR-1/206/133 im Skelettmuskel in
tKO Tieren tatsachlich den primaren Grund fur den beobachteten NMJ-Phanotyp darstellt, wurde
zusatzlich ein zweites, unabhangiges Mausmodell mit Crk Uberexpression generiert. Des
Weiteren, sollte mit diesem zweiten Mausmodell die zu erwartende neonatale Letalitat der Crk-tg
Foundertiere umgangen werden. So kdnnten durch gezielte Verpaarungen immer neue Tiere mit
stabiler CRK-Uberexpression erzeugt werden. Zur Generierung dieser Mauslinie wurde das
dCas9-SPH basierte System 32 zur Aktivierung des endogenen Crk Lokus unter der Kontrolle
einer skelettmuskelspezifischen Cre-Rekombinase verwendet.

Um eine gesteigerte Expression von CRK im Skelettmuskel zu erreichen, wurden fir die TSS
(Transcription start site) von Crk, spezifische sgRNAs (Single guide RNAs) designt. Um die
Funktionalitat dieser sgRNAs fiir den spéteren Einsatz in vivo zu validieren, wurden diese
zunachst mit dem dCAS9-VPR Aktivatorsystem %° mit Muskelzellen in vitro getestet. Hierzu
wurden die jeweiligen sgRNA unter der Kontrolle eines U6 Promotors und dem dCAS9-VPR
Vektor in C2 Zellen Co-transfiziert. Die Analyse des Crk Levels erfolgte mittels quantitativer RT-
PCR. Anhand der HOohe des Crk Expressionslevels wurde die Effektivitt der jeweiligen sgRNAs
beurteilt. Es wurden fiinf (A-E) verschiedene Crk-spezifische sgRNAs ausgetestet. Als Kontrolle
dienten Transfektionen von unabhangigen Kontroll-sgRNAs. In drei voneinander unabhangigen
Analysen, zeigte der Einsatz von sgRNA C als einzige zuverlassig ein signifikant erhdhtes
Expressionslevel von Crk (Abb. 3.6.2.1. a).
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Die selektierte sgRNA wurde zur Generierung von transgenen, sgRNA C exprimierenden
Mausen verwendet. Durch Kreuzung dieser M&use mit Tieren, die positiv fir das Cre-
Rekombinase abhangige CAG-LSL-dCas9-SPH Aktivatorsystem *2 und fir die Pax7-Cre 1%
waren, konnten sgRNA*//Pax7-Cre™ //CAG-LSL-dCas9-SPH"" positive Mause gewonnen
werden (Abb. 3.6.2.1. b; Abb. 5.7., Anhang). Diese Tiere werden im Folgenden als Crk-SPH
bezeichnet. Die aus gezielten Verpaarungen resultierenden Crk-SPH-Tiere, wurden im Stadium
E18.5 auf die Expression des dCas9-SPH Systems in der Muskulatur und auf eine vorhandene
Crk Lokus Aktivierung hin getestet. Mittels Western Blot konnte eine spezifische Expression von
dCas9-SPH in der Muskulatur von positiv genotypisierten Tieren nachgewiesen werden (Abb.
3.6.2.1. c). Mittels quantitativer RT-PCR konnte ebenfalls eine signifikant erhéhte Expression von
Crk in der Muskulatur von Crk-SPH Tieren nachgewiesen werden (Abb. 3.6.2.1. d). Somit konnte
die Funktionalitat dieses skelettmuskelspezifischen Cre-abhangigen Systems zur Aktivierung des
endogenen Crk Lokus in vivo fur nachfolgende Analysen (siehe Punkt 3.6.3.) validiert werden.

a Crk-sgRNA Analyse b dCas9-SPH Crk Aktivator C dCas9-SPH Expression d cr Expression

C
4 *
23 {23 Cre- & < .
% 2,0 w scFv Q 353
1,5 + v p65 & &
S’ HSF1 & O 2
210 S 5 © z,
So.5 EI+dCaSQ—SPH
0 Crk-sgRNA 0
O ctrl dCas9 ¥
B verwendete )
sgRNA

Abbildung 3.6.2.1.: Validierung des Crk-SPH Mausmodells zur Crk Uberexpression in vivo. a Tagman
Assay basierte Expressionsanalyse von Crk nach Co-Transfektionen des SPH-dCas9-VPR64 Vektors und
Crk spezifischer sgRNAs (A-E) zur selektiven Aktivierung des Crk Lokus in C2 Zellen. Die selektierte sgRNA
C wurde fur weitere Analysen verwendet, dargestellt in grin (ctrl = Transfektionen von unabhangigen
Kontroll-sgRNAs n = 15, sgRNAs A-E wurden in voneinander unabhangigen Transfektionen getestet n = 3,
Mann-Whitney U Test, einseitig, **p = 0,0049). b Schematische Darstellung des Pax7-Cre-abh&ngigen
dCas9-SPH Aktivierungssystems mit selektierter sSgRNA C. Das SPH-System kombiniert das scFv-
Fragment (blau) des SunTag-Systems mit dem p65-HSF1 des SAM-Systems (rot, gelb) 132, ¢ Western Blot
Analyse zeigt Pax7-Cre-abhangige dCas9-SPH Expression exklusiv in Quadriceps-Muskel Lysaten von
Pax7-Cre*//CAG-LSL-dCas9-SPH*- Mausen (dCas9*") im Stadium E18.5. RALA diente als Ladekontrolle.
d Tagman Assay basierte Analyse der Crk Expression in Quadriceps-Muskeln unter Verwendung des Pax7-
Cre abhangigen dCas9-SPH Aktivierungssystems mit der zuvor selektierten sgRNA C (ctrl = sgRNA**
Wurfgeschwister; n = 4/3, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p < 0,03 [E18.5])
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3.6.3. Skelettmuskelspezifische Uberexpression von CRK rekapituliert den miR-1/206/133

Knock-out Phanotyp in vivo

Zur Uberprifung, ob ein gesteigertes Crk Level im Skelettmuskel einem dem tKO &hnlichen
Phanotyp hervorruft (Phanokopie), wurden die zwei zuvor validierten CRK-Uberexpressions-
Mausmodelle (siehe Punkt 3.6.1. und 3.6.2.) in Bezug auf NMJ-assoziierte Stérungen hin
untersucht. Zunachst wurde die Verteilung der AChR-Cluster auf dem Diaphragma mittels whole-
mount BTX-Farbung im Stadium E18.5 beurteilt. Im Vergleich zur wildtypischen Kontrolle wiesen
Tiere beider CRK Uberexpressionsmodelle, Crk-tg und Crk-SPH positive Tiere, eine gestorte
Verteilung der postsynaptischen AChR-Cluster auf (Abb. 3.6.3.1. a). Des Weiteren konnte ein
vorzeitiges neonatales Versterben der Crk-SPH Tiere im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern
innerhalb von drei Wochen (P21) nach der Geburt nachgewiesen werden (Abb. 3.6.3.1. b-c;
Tabelle 26, Anhang). Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der generellen Morphologie
oder im Koérpergewicht im Vergleich zu Wurfgeschwistern (Abb. 3.6.3.1. b, d). Crk-SPH positive
Tiere erschienen einige Minuten nach dem Kaiserschnitt jedoch zyanotisch. Um den NMJ-
Phanotyp der CRK-Uberexprimierenden Tiere im Detail zu analysieren und mit tKO Tieren
vergleichen zu kénnen, wurde die postsynaptische Flache in der paraspinalen Muskulatur
guantifiziert. Crk-tg Tiere wiesen im Stadium E18.5, wie auch tKO-Tiere, neben der auffallend
erhdhten motorischen Endplattenbandbreite, eine signifikante Reduktion der postsynaptischen
Flache auf (Abb. 3.6.3.1. e). Zur molekularen Analyse von Tieren mit erhéhtem CRK Level in der
Skelettmuskulatur, wurden Transkriptomdaten von Crk-tg und Wurfgeschwistern im Stadium
E18.5 erhoben. Zur vergleichenden Untersuchung dieser Tiere wurde eine GSEA durchgefihrt.
Hierbei wiesen Crk-tg Tiere eine signifikante Anreicherung von Gensets auf, die mit
Synapsenbildung und -funktion assoziiert waren (Abb. 3.6.3.1. f-g). Zusammenfassend konnte
durch CRK Uberexpression in zwei voneinander unabhangigen Mausmodellen der in miR-1/206
/133 defizienten Tieren festgestellte NMJ-Phanotyp in vivo rekapituliert werden (vergl. Punkt 3.4.).

Abbildung 3.6.3.1.: Phanotypische Analyse nach skelettmuskelspezifischer CRK Uberexpression in
vivo. a Whole-mount Bungarotoxin (BTX) Farbung von Hemi-Diaphragmen von wildtypischen (wt) im
Vergleich zu CRK-Uberexprimierenden Crk-tg und Crk-SPH (Skala= 600 pm obere Reihe/100 um untere
Reihe [E18.5]). b Vergleich der auferen Morphologie von Crk-SPH und Wurfgeschwistern (ctrl) nach
durchgefuhrtem Kaiserschnitt. Die Crk-SPH Tiere erscheinen zyanotisch (Skala= 1 cm). ¢ Abundanz von
Crk-SPH positiven Tieren am postnatalen Tag 21 (P21) nach entsprechenden Verpaarungen
(Wahrscheinlichkeit fr Crk-SPH positive Tiere 12.5 %). Analyse der Crk-SPH Genotypabundanz zeigte
keine Uberlebenden Tiere an P21 nach der Geburt (n = 38/0; ctrl= Wurfgeschwister). d Vergleichende
Analyse des Korpergewichts (n = 5/6, ctrl = sgRNA** Wurfgeschwister, Mann-Whitney U Test, einseitig, ns
= nicht signifikant [E18.5]). e Quantifizierung der durchschnittlichen postsynaptischen Flache in para-
spinalen transversalen Muskelschnitten von Wildtypen und Crk-tg Tieren (n= 3/3, wt = Wurfgeschwister,
Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05 [E18.5]). f-g Anreicherung von NMJ-Formation-assoziierten
Gensets in Transkriptomdaten-basierter GSEA von wt (blau) und Crk-tg Tieren (rot) Quadriceps Muskeln
(n= 3/3, wt= Wurfgeschwister, ES= Enrichment Score, NOM= normalisierter p-Wert [E18.5]). Abbildung
3.6.3.1. befindet sich auf der nachfolgenden Seite.
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3.7. miR-1/206/133 Defizienz im adulten Skelettmuskel fihrt zur gestérten NMJ-
Homoostase

Da miR-1/206/133 defiziente tKO Tiere einen neonatal letalen Phanotyp aufweisen, konnte bisher
noch nie die Funktion dieser microRNAs in der adulten Skelettmuskulatur analysiert werden. Um
dies erstmals zu ermdglichen, wurde ein induzierbares loss of function Mausmodell generiert. Das
entwickelte miR-1/206/133 Knock-out Mausmodell wurde zunéchst funktionell validiert und
anschlielend morphologisch, histologisch, sowie molekularbiologisch analysiert. Tiere dieses
miR-1/206/133 Funktionsverlust-Models wurden im Folgenden als adulte tKO bezeichnet.

3.7.1. Etablierung eines induzierbaren, skelettmuskelspezifischen miR-1/206/133 Knock-
out Mausmodells

Um die Funktion der miR-1/206/133 Cluster in der Muskulatur von adulten M&usen untersuchen
zu konnen, wurde eine Liganden-aktivierbare, induzierbare Cre-Rekombinase verwendet. Es
wurden zunachst mehrere induzierbare skelettmuskelspezifische Cre-Mauslinien 127129 zyr
Feststellung der Cre-Rekombinase-Effektivitat mit einem Doppelreporter *° gekreuzt und
ausgetestet. In allen Cre-Rekombinase-Linien erfolgte die Expression unter der Kontrolle des
skelettmuskelspezifischen HSA-Promotors. Die Induktion der Cre-Expression erfolgte in den drei
getesteten Cre-Rekombinase-Linien fiir drei Wochen. Nach einer weiteren Woche wurden die
Muskeln der behandelten Tiere prapariert und Kryoschnitte angefertigt. AnschlieBend wurde eine
LacZ- und AP-Farbung vorgenommen (Abb.3.7.1.1. a-f). Die Effektivitat der jeweiligen
verwendeten Cre-Rekombinase-Mauslinie konnte anhand der Farbeintensitat der AP-Farbung
beziehungsweise an einer Reduktion der LacZ-Farbung beurteilt werden. Eine unvollstandige
Cre-vermittelte Rekombination lag bei einer gleichzeitigen LacZ- und AP-Farbung vor. Nach
erfolgter Analyse zeigte sich, dass die Doxycyclin-induzierbare Cre-Rekombinase Tg(ACTAL-
rt,tetO-cre)102Monk/J 1?8 die effizienteste der getesteten induzierbaren Cre-Rekombinase-
Mauslinien darstellte. Sie wurde zur Generierung des induzierbaren miR-1/206/133 Knock-out
Mausmodells (adult tKO) verwendet (Abb.3.7.1.1. e-f).

Abbildung 3.7.1.1.: Effizienz verschiedener induzierbarer Cre-Recombinasesysteme in adulten
Muskelfasern. a-f Kombination des ZAP-Doppelreporters 130 mit unterschiedlicher Liganden-aktivierbarer
Cre-Rekombinase 127129 zur Feststellung der Cre-Effektivitdt. a, c, e Schematische Darstellung der
Behandlung der Tiere zur Induktion der Cre-induzierten Deletion von LacZ bis zur Muskelernte. Applikation
von Tamoxifen (grine Rechtecke = Injektionstag) erfolgte via intraperitonealer Injektion und Doxycyclin-
Behandlung (rot) erfolgte Uber das Trinkwasser. b, d, f -Galactosidase- alkalische Phosphatase (LacZ-
AP) Farbung von TA-Muskelquerschnitten von Cre-Rekombinase positiven Tieren (cre pos) und
Kontrolltieren (cre neg) mit ZAP*-, Skala = 50 pum. Abbildung 3.7.1.1. befindet sich auf der nachfolgenden
Seite.
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3.7.2. Molekulare und physiologische Untersuchung adulter miR-1/206/133 Knock-out
Mause

Nachdem die Effektivitat der Tg(ACTA1L-rt,tetO-cre)102Monk/J (HSA-tTA-TRE-Cre) Mauslinie
durch Verpaarung zur ZAP-Reportermauslinie validiert werden konnte (siehe Punkt 3.7.1.),
wurden miR-1-2/133a-1¥"//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b” Tiere, mit Tieren dieser
Doxycyclin-induzierbaren Linie gekreuzt. Durch diese Kreuzung wurden adulte tKO Tiere (miR-1-
2/133a-1""*//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b"//[HSA-tTA-TRE-Cre*")  generiert. Die Ver-
wendung dieser induzierbaren Cre-Rekombinase ermdglichte neben der gewebespezifischen
Deletion von miR-1/206/133 zusatzlich eine temporare Kontrolle der Deletion.

Zur Induktion der skelettmuskelspezifischen Deletion des miR-1-2/133a-1 Clusters wurde fur
drei Wochen Doxycyclin Uber Trinkwasser verabreicht. Nach einer sechswochigen Karenzzeit
wurden TA- und Soleus-Muskeln isoliert (Abb. 3.7.2.1. a). Diese Karenzzeit wurde gewahlt, da es
sich laut Literatur bei microRNAs um stabile und im Falle von miR-1/206/133 um &uf3erst
abundante microRNAs in der Muskulatur handelt 4. In diesem Zeitfenster sollten bereits
transkribierte microRNAs abgebaut werden. Mittels quantitativer RT-PCR wurde dies Uberprift.
Es konnte nach neun Wochen nach Versuchs Beginn eine signifikante Reduktion in TA (~96 %
Reduktion) und Soleus (~92 % Reduktion) von miR-1 festgestellt werden (Abb. 3.7.2.1. b-d).
Ebenfalls miR-133 zeigte eine signifikante Reduktion in getesteten beiden Muskeln (TA ~91 %
Reduktion, Soleus ~82 % Reduktion; Abb. 3.7.2.1. c-e). Anhand dieser Daten konnte die Effizienz
der generierten adulten tKO Mauslinie validiert werden. Es zeigten sich zunéchst jedoch zu
diesem Zeitpunkt keine phéanotypische Veranderung der adulten tKO Tieren im Vergleich zu
Kontrolltieren (Abb. 5.8. a, Anhang).

Da neun Wochen nach Induktionbeginn zwar eine signifikante Reduktion des miR-Levels
festgestellt, jedoch keine Aussage Uber langfristigen Effekte des miR-1/206/133 Verlustes
getroffen werden konnten, wurde der Analysezeitraum verlangert. Hierfir wurden Kontrolltiere
(miR-1-2/133a-1""/"%//miR-1-1/133a-2"//miR-206/133b"//HSA-tTA-TRE-Cre**) und adulte tKO
Tiere im Alter von acht bis 10 Wochen zunéchst initial fir drei Wochen mit Doxycyclin behandelt.
Nach einer Karenzzeit von sechs Wochen, erfolgte eine erneute, einwdchige Doxycyclin-
Behandlung, um sicherzustellen, dass neu mit Muskelfasern fusionierende Nuklei ebenfalls
rekombiniert wurden. Diese Behandlung wurde fiir etwa 24 Wochen vorgenommen (Abb. 5.8. a,
Anhang). Nach insgesamt etwa 31 Wochen Versuchslaufzeit, zeigte sich im adulten tKO eine
signifikante Abnahme des Kdrpergewichtes (Abb. 5.8. a, b, Anhang). Zur genaueren Analyse
wurde das Gewichtes von unterschiedlichen Muskeln (Quadriceps- und TA-Muskel) Uberprift und
eine signifikante Reduktion festgestellt (Abb. 5.8. g, f, Anhang). Wahrenddessen zeigten sich
keine statistischen Unterschiede in der Tibialange, weshalb von einer vergleichbaren Kdrpergrof3e
ausgegangen werden kann (Abb. 5.8. ¢, Anhang). Somit scheint der Grund fur die
Korpergewichtsreduktion in adulten tKO Tieren eine Verminderung des Skelettmuskelgewichts zu
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sein. Da aus der Literatur bereits bekannt ist, dass der Verlust von miR-1/133a in der adulten
Skelettmuskulatur (dKO) zu einem Phéanotyp mit funktionalen und morphologischen
Veranderungen von Mitochondrien fuhrt 4, wurde eine H&E- und eine SDH-Farbung zur
histologische Analyse durchgefihrt (Abb. 5.8. g, f, Anhang). Mittels H&E-Farbung konnten
zunachst keine offenkundigen Unterschiede in der Morphologie der querangeschnittenen
Muskelfasern festgestellt werden. Die SDH-Féarbung hingegen zeigte im Kontrast zur Kontrolle,
wie bereits in adulten dKO-Tieren beobachtet, dass die Verteilung des mitochondrialen
Netzwerkes in den angeschnittenen Fasern auch in adulten tKO-Tieren gestort war (Abb. 5.8. g,
f, Anhang). Somit rekapitulierten adulte tKO Tiere den bei adulten dKO Tieren bereits bekannten
Phanotyp auf histologische Ebene. Um festzustellen ob dies ebenso auf molekularer Ebene der
Fall war, wurden Transkriptomdaten von adulten tKO- und Kontroll-Tieren generiert. Es wurde die
Expression des im adulten dKO hochregulierten miR-Targets Mef2a und des ebenfalls
hochregulierten Dlk1-Dio3 Megaclusters kontrolliert (Abb. 5.8. i Anhang). Es zeigte sich, dass
adulte tKO Tiere, vergleichbar zum adulten dKO, eine signifikante Hochregulation des DIk1-Dio3
Megaclusters, sowie von Mef2a auf Transkriptomebene aufwiesen. Somit konnte der nach miR-
1/133a Knock-out im adulten dKO auftretende Phanotyp auch auf molekularer Ebene fir adulte
tKO Tieren bestatigt werden.
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Abbildung 3.7.2.1.: Austestung und Analyse des induzierbaren miR-1/206/133 Knock-out
Mausmodells. a Schematische Darstellung der Behandlung der Tiere zur Induktion der Cre-induzierten
Deletion bis zur Muskelernte. Die Applikation von Doxycyclin (DOX, rot) erfolgte Gber das Trinkwasser. b-e
Analyse der Deletion von miR-1/133 im adulten Muskel nach erfolgter Doxycyclin-Applikation von miR-1-
1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'¥ox//miR-206/133b"//[HSA-rtTA-TRE-Cre*- Tieren. Tagman Assay basierte
Analyse der miR-1 (b, d) und der miR-133 (c, €) in TA- (b, c) und Soleus-Muskeln (d, €) von Kontrolltieren
und adult tKO-Mausen (n = 3/3, ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-1'¥ox//miR-206/133b**//HSA-rtTA-
TRE-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05 [M&nnchen, 15-17 Wochen alt]). f, g GSEA basierend
auf Transkriptomdaten von miR-1/206/133 adult tKO (rot) und ctrl (blau) TA-Muskeln zeigt eine
Anreicherung von vorhergesagten miR-1/206 (f) und miR-133 Zielgenen (g) in adult tKO (n = 2/3, ctrl = miR-
1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'"ox//miR-206/133b"//[HSA-rtTA-TRE-Cre** [Mannchen, ~44 Wochen alt]).
ES= Enrichment Score, FWER= Familywise-error rate p-Wert.

Um weitere molekulare Verdnderungen nach miR-1/206/133 Verlust im adulten tKO zu
adressieren zu kdnnen, wurde eine auf den Transkriptomdaten-basierende GSEA von adulten
tKOs durchgefihrt. Hierbei konnten Unterschiede in der posttranskriptionellen Genregulaton miR-
1/206/133 Zielgenen festgestellt werden. Es zeigte sich, dass der vollstandige Verlust aller miR-
Cluster im adult tKO zur verstarkten Expression vorhergesagter miR-1/206/133 Zielgene ¢ fiihrt.
Es konnte eine hochgradig signifikante Anreicherung potentieller miR-1/206 und miR-133
Zielgene im adulten tKO, ahnlich zu neonatalen tKO Tieren identifiziert werden (Abb. 3.1.3 d, €;
Abb. 3.7.2.1. f-g). Um in diesem Kontext festzustellen ob der Verlust von miR-1/06/133 im adulten
Skelettmuskel einen ahnlichen Einfluss auf das Expressionslevel des zuvor identifizierten miR-
1/206/133 Targets Crk besitzt, wurde eine quantitative RT-PCR durchgefuhrt. Es zeigte sich
ebenfalls eine signifikante Erhéhung des Crk Expressionslevels in der Skelettmuskulatur adulter
tKO Tiere, analog zu neonatalen tKO Tieren (Abb. 3.7.2.2. a). Des Weiteren konnten in den GSEA
Daten im adulten tKO innerhalb der Top 20 hochregulierten GO Terms zahlreiche signifikant
angereicherte Gensets mit einer Assoziation zur postsynaptischen NMJ-Region und der
Signaltransduktion der kleinen GTPase RAC festgestellt werden (Abb. 3.7.2.2. b).

Abbildung 3.7.2.2.: Molekulare Analyse nach miR-1/206/133 Verlust im adulten Skelettmuskel. a
Tagman Assay basierte Analyse der CRK-Expression im adult tKO (rot) im Vergleich zur Kontrolltieren (n=
3/4, ctrl = miR-1-1/133a-2"-//miR-1-2/133a-1'"%X//miR-206/133b"//[HSA-rtTA-TRE-Cre** [Mannchen und
Weibchen, ~44 Wochen alt]). b Auf Transkriptomdaten basierte Analyse der Top 20 deregulierten Gensets
einer GSEA von miR-1/206/133 adult tKkO TA-Muskeln zeigt eine Anreicherung von NMJ-assoziierten
Prozessen und einen Anstieg von RAC-Signaltransduktion in adult tKO in Rot (n = 2/3, ctrl = miR-1-1/133a-
27/ImiR-1-2/133a-1'o¥ox//miR-206/133b"-//HSA-tTA-TRE- Cre**, Balken von Gensets > gestrichelte Linie =
signifikant verandert (>0,05) [Mannchen, ~44 Wochen alt]). Abbildung 3.7.2.2. befindet sich auf der
nachfolgenden Seite.

79



Ergebnisse

a Crk Expression b Top 20 GO Terms hochreguliert in adult tKO
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Da sowohl eine erhéhte Expression des miR-1/206/133 Zielgens Crk, als auch eine signifikante
Anreicherung von GSEA-Gensets mit NMJ- Assoziation im adulten tKO vorlag, sollte mittels
verschiedener Analysen neuromuskularen Beeintrachtigungen auf physiologischer Ebene
beurteilt werden. Zur grundsatzlichen Einschatzung von motorischen Auffalligkeiten wurde eine
gangige Untersuchung durchgefihrt, bei der die Tiere am Schwanz angehoben und ihr Verhalten
beobachtet wurde ¢ 161 Adulte tKO Tiere zeigten 28 Wochen nach Versuchsbeginn hierbei ein
abnormales Klammern der HinterfiiBe (Abb. 3.7.2.3. a). Um unmittelbar die motorische Leistung
und Koordinationsfahigkeit der Tiere testen zu kdnnen, wurden ebenfalls Rotarod Tests und
Footprint Assays durchgefuihrt 3% 162, Die Rotarod Experimente zeigten bei adulten tKO Tieren im
Vergleich zu Kontrollen eine signifikante Reduktion der Verweildauer auf dem rotierenden Stab.
Es konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion der Geschwindigkeit bis zum Herunterfallen
detektiert werden (Abb. 3.7.2.3. Db-c). Der durchgefihrte Footprint Assay zeigte in
Ubereinstimmung mit den erhobenen Rotarod Daten ebenso Anzeichen fiir eine verminderte
motorische Leistung, in Form einer massiv gestorten Gangart der adulten tKO Tiere.

Bei gleichaltrigen dKO Tieren konnten im Kontrast hierzu weder in Rotarod-Tests, noch im
Footprint Assay motorischen Ausfélle festgestellt werden (Abb. 5.9., Anhang). Ausschlief3lich
adulte tKO Tiere mit einem vollstadndigen Verlust aller miR-1/206/133 Cluster im Skelettmuskel
wiesen die beschriebenen motorischen Ausfallerscheinungen auf. Nach dem die vorangegangene
physiologische Beurteilung der NMJ-Funktion auf massive motorische Defizite hindeutete, sollte
die Skelettmuskulatur von adulten tKO Tiere mittels histologischer Analyse der neuromuskularen
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Region untersucht werden. Hierfir wurden transversale Schnitte des TA-Muskels mit BTX und
Laminin gefarbt und motorische Endplatten- Anzahl quantifiziert. Die statistische Auswertung
dieser Quantifizierung ergab, eine signifikante Reduktion der motorischen Endplatten pro Faser
im Vergleich zu Kontrollgruppe (Abb. 3.7.2.3. e-f).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die miR-1/206/133 Expression nicht nur
einen kritischen Faktor in der Entstehung der neuromuskulédren Synapse darstellt, sondern auch
eine wichtige, moglicherweise analoge Funktion in der Homoostase der NMJ durch Crk Regulation
im adulten Muskel hat.
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Abbildung 3.7.2.3.: Physiologische und histologische Analyse nach miR-1/206/133 Verlust im
adulten Skelettmuskel. a Kontroll- und adult tKO Tiere nachdem sie durch Halten des Schwanzes
hochgehoben wurden (ctrl = miR-1-1/133a-2"-//miR-1-2/133a-1'2o%//miR-206/133b"//HSA-tTA-TRE-Cre**
[~44 Wochen alt]). b-c Rotarod-Assay und Footprint Assay mit Kontroll- und adult tKO Tieren (n= 3/4, ctrl =
miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'9¥1oX//miR-206/133b"//HSA-tTA-TRE-Cre**; Mann-Whitney U Test,
einseitig, *p < 0,05, Skala= 1 cm [Mannchen und Weibchen, ~44 Wochen alt]). e-f Quantifizierung von BTX-
markierten postsynaptischen Regionen in TA-Muskelquerschnitten (Skala = 50 pm, BTX =Bungarotoxin (n
=3/3 ctrl = miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'¢"ox//miR-206/133b"//[HSA-tTA-TRE- Cre**, Mann-Whitney
U Test, einseitig, *p = 0,05, Skala= 50 pm [Mannchen, ~44 Wochen]).
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3.8. Induzierte skelettmuskelspezifische CRK Uberexpression gleicht dem adulten miR-
1/206/133 Knock-out Phanotyp

Um festzustellen ob CRK ebenfalls eine kritische Funktion in der Homdostase der NMJs in adulter
Skelettmuskulatur hat, wurde ein induzierbares CRK Uberexpressions-Mausmodell entwickelt. Mit
diesem Modell sollte der Effekt einer gesteigerten CRK Expression unabhéngig vom Knock-out
von miR-1/206/133 in der Skelettmuskulatur adressiert werden.

Dieses CRK Uberexpressionsmodell basierte auf dem dCas9-SPH System zur Aktivierung des
endogenen Crk Lokus unter der Kontrolle einer skelettmuskelspezifischen Cre-Rekombinase. Um
eine gesteigerte Expression von Crk zu erreichen, wurden die bereits validierte Crk-sgRNA-
exprimierende Mauslinie (siehe Abschnitt 3.6.2.) verwendet. Diese Tiere wurden mit dem Cre-
Rekombinase abhangigen CAG-LSL-dCas9-SPH Aktivatorsystem (dCas9-SPH) 32 kombiniert.
Zur Induktion des Aktivatorsystems wurde die Doxycyclin-induzierbare, skelettmuskelspezifische
HSA-rtTA-TRE-Cre Mauslinie eingekreuzt. Durch die Verwendung dieser induzierbaren Cre-
Rekombinase wurde neben einer gewebespezifischen Expression ebenfalls eine temporére
Kontrolle der CRK Uberexpression erméglicht. Die entstandenen Tiere mit dem Genotyp sgRNA""
//[dCas9*//HSA-tTA-TRE-Cre*", werden im Folgenden als adulte Crk-SPH bezeichnet.

Die Induktion der Cre-Rekombinase erfolgte durch eine dreiwdchige Doxycyclin-Applikation
Uber das Trinkwasser der Tiere. Nach einer weiteren Woche wurden die Muskeln der behandelten
Tiere prapariert (Abb. 3.8.1. a). Das entwickelte Mausmodell (adult Crk-SPH) wurde zun&chst
funktionell validiert, anschlielend morphologisch, histologisch, sowie physiologisch analysiert. Zur
Validierung der Funktionalitdt dieses Mausmodells, wurde zunachst die Cre-Rekombinase-
abhangige Expression des dCas9-SPH Systems getestet. Hierfir wurde eine Western Blot
Analyse nach dreiwdchiger Induktion der Tiere mit Doxycyclin durchgefiihrt. Die Analyse des
Proteinlevels zeigt eine HSA-rtTA-TRE-Cre abhéngige Expression von dCas9-SPH, exklusiv in
Quadriceps-Muskeln von adulten Crk-SPH Tieren im Vergleich zu ebenfalls Doxycyclin-
behandelten Wurfgeschwistern. Des Weiteren konnte in der Skelettmuskulatur in adulten Crk-
SPH Tieren ein gesteigertes Proteinlevel von CRK im Vergleich zum endogenen CRK Level der
Wurfgeschwister verifiziert werden (Abb. 3.8.1. b).

Nach dem die Funktionalitat des entwickelten Mausmodells erfolgreich getestet werden konnte,
wurde mit weiterfihrenden physiologischen Analysen der induzierten adulten Crk-SPH Tiere
begonnen. Bei der Messung des Kérpergewichts der Crk-SPH Tiere, zeigte sich eine signifikante
Reduktion (Abb. 3.8.1. c). Die TibialAnge diente zur Beurteilung der KorpergréRe und war
unverandert (Abb. 3.8.1. e). Zur genaueren Analyse der Ursache des Gewichtsverlusts, wurde
das Gewicht von einzelnen Skelettmuskeln bestimmt. Es konnte eine signifikante Reduktion des
Gewichtes von sowohl Quadriceps-, als auch TA-Muskel festgestellt werden (Abb. 3.8.1. c-e). Der
Grund fur die Verringerung des Korpergewichtes bei adulten Crk-SPH-Tieren konnte die
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Reduktion des Skelettmuskelgewichtes sein. Analoges konnte zuvor in adulten tKO Tieren
festgestellt werden (Abschnitt: 3.7.2; Abb. 5.9., Anhang).

Um physiologische Veranderung nach induzierter CRK-Uberexpression im adulten Muskel
beurteilen zu koénnen, wurden dasselbe Testverfahren zur Analyse von motorischer
Beeintrachtigungen durch neuromuskularen Stérungen wie bei adulten tKO Tieren durchgefuihrt
(Punkt 3.7.2.) Die Tiere wurden am Schwanz angehoben und ihr Verhalten beobachtet. Adulte
Crk-SPH Tiere wiesen motorische Auffalligkeiten in Form von einem abnormalen Klammern der
HinterflRe auf (Abb. 3.8.1. h). Zur weiteren Beurteilung von motorischen Ausfallerscheinungen,
wurden ebenfalls Rotarod Analysen und ein Footprint Assay durchgefiihrt. Die Rotarod
Experimente zeigten eine signifikant reduzierte Verweildauer und eine reduzierte Geschwindigkeit
der adulten Crk-SPH Tiere im Vergleich zu Kontrolltieren. Im durchgefihrte Footprint Assay
wiesen adulte Crk-SPH Tiere in Ubereinstimmung mit den Rotarod Experimenten eine massiv
gestorte Koordinationsfahigkeit mit erheblich beeintrachtigten Gangart auf. Es zeigten somit in
beiden Testverfahren lediglich adulte Crk-SPH Tiere motorischen Ausfallerscheinungen (Abb.
3.8.1. i-k).

Nachdem die vorangegangenen Analysen eine Reduktion des Muskelgewichtes und
motorische Stérungen aufzeigten, sollte die Skelettmuskulatur von adulten Crk-SPH Tiere auch
einer histologischen Untersuchung zur Beurteilung der NMJ-Region untersucht werden. Hierfiir
wurden transversale Schnitte des TA-Muskels mit BTX und Laminin gefarbt und die Anzahl
motorischer Endplatten quantifiziert. Diese Analysen ergaben, dass adulte Crk-SPH Tiere eine
signifikante Reduktion der BTX-gefarbten motorischen Endplatten pro Faser im Vergleich zu
Kontrolltieren aufwiesen (Abb. 3.8.1. I-m). Dieses Ergebnis gleicht ebenfalls den von adulten tKO
Tieren erhobenen Daten. Zusammenfassend konnte somit mittels CRK-Uberexpressionsmodell
der in adulten miR-1/206/133 defizienten tKO Tieren beobachtete NMJ-Phanotyp in vivo
rekapituliert werden.
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Abbildung 3.8.1.: Analyse des adulten Skelettmuskels nach CRK Uberexpression. a Schematische
Darstellung der Behandlung der Tiere zur Induktion der Cre-induzierten Deletion bis zur Muskelernte. Die
Applikation von Doxycyclin (DOX, rot) erfolgte Gber das Trinkwasser. ¢ Western Blot Analyse zeigt eine
HSA-rtTA-TRE-Cre abhéngige gesteigerte CRK Expression und eine dCas9-SPH Expression exklusiv in
Quadriceps-Muskeln von adulten sgRNA*-//[HSA-rtTA-TRE-Cre*-//[CAG-LSL-dCas9-SPH*- Mausen (adult
Crk-SPH) (ctrl= Wurfgeschwister HSA-rtTA-TRE-Cre** oder CAG-LSL-dCas9-SPH**, [10-14 Wochen alt]).
RALA diente als Ladekontrolle. c-e Vergleichende Analyse der &aufl3eren Morphologie (c), des
Korpergewichtes (d) und der Tibialange (e) von adult Crk-SPH Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren nach
Induktion (n=6/4, ctrl = Wurfgeschwister HSA-rtTA-TRE-Cre** oder CAG-LSL-dCas9-SPH**, Mann-
Whitney U Test, einseitig, **p = 0,005, ns= nicht signifikant, Skala= 1 cm [Weibchen, 15-17 Wochen alt]). f,
g Vergleichende Analyse des Muskelgewichts von Quadriceps- (f) und TA-Muskeln (g) von adult Crk-SPH
Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren nach Induktion (n=6/3, ctrl = Wurfgeschwister HSA-rtTA-TRE-Cre**
oder CAG-LSL-dCas9-SPH**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = 0,0119, **p = 0,0048, [Weibchen, 15-
17 Wochen alt]). h Kontroll- und adult Crk-SPH Tiere nach dem sie durch Anheben am Schwanz
hochgehoben wurden (ctrl = Wurfgeschwister HSA-rtTA-TRE-Cre** oder CAG-LSL-dCas9-SPH**+ [15-17
Wochen alt]). i-k Rotarod-Assay und Footprint Assay mit Kontroll- und adult Crk-SPH Tieren (n= 6/8,
Wurfgeschwister HSA-rtTA-TRE-Cre** oder CAG-LSL-dCas9-SPH** [15-17 Wochen alt]); Mann-Whitney
U Test, einseitig, ***p < 0,0007, Skala= 1 cm [Weibchen, 15-17 Wochen alt]). I-m Quantifizierung von BTX-
markierten postsynaptischen Regionen in TA-Muskelquerschnitten (BTX =Bungarotoxin (n =3/3
Wurfgeschwister HSA-rtTA-TRE-Cre** oder CAG-LSL-dCas9-SPH**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p =
0,05; Skala= 50 pum [Weibchen 15-17 Wochen alt]).

3.9. CRK-Uberexpression fiihrt zur gesteigerten GEF-Interaktion und resultiert in erhdhter
GTPase-Aktivitat

Zur Aufklarung des molekularen Mechanismus der downstream der miR-1/206/133 vermittelten
Regulation des CRK Expressionslevels im Skelettmuskel stattfindet, wurden Analysen zur
Identifikation von CRK Interaktionspartnern durchgefuhrt. AufRerdem wurden die
molekularbiologischen Effekte dieser Interaktionen untersucht.

3.9.1. CRK zeigt nach miR-1/206/133 Verlust eine gesteigerte Interaktion mit dem RAC1-
GEF FARP1
Um weiter downstream gelegene CRK Interaktionspartner identifizieren zu kénnen, wurde eine
Immunprézipitation (IP) von CRK mittels CRK-spezifischer Antikorper mit anschlieRender
Interaktom-Analyse durchgefuhrt. Im Vorfeld wurde der spezifische Pull-down von CRK aus
wildtypischen Skelettmuskel-Lysaten mittels IP durch eine Western Blot Analyse validiert. Hierbei
zeigte sich keine Bande in der 1lgG-Negativkontrolle. Lediglich in der Input-Kontrolle und in der
Lysatprobe konnte eine spezifische Bande fur das CRK Protein detektiert werden (Abb. 3.9.1 a).
Somit konnte nachgewiesen werden, dass das CRK-Protein mit dem IP-Verfahren angereichert
werden konnte.

Um Veranderungen im CRK Interaktom nach dem Verlust von miR-1/206/133 feststellen zu

kénnen, wurden Skelettmuskel-Lysate der Beinmuskulatur von tKO und wildtypischen Tieren im
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Stadium E18.5 fur ein IP-Experiment hergestellt. Die Proben wurden nach erfolgter CRK-
Anreicherung mittels IP zur differentiellen Identifikation potentieller Interaktionspartner mittels
Massenspektrometrie (MS) analysiert. Hierdurch sollten Riuckschlisse auf kritische Interaktionen
von CRK in Bezug auf NMJ-Funktion und -Homoostase im Skelettmuskel gezogen werden. Die
nach der massenspektrometrischen Analyse durchgefihrte Hauptkomponentenanalyse (PCA,
Principal Component Analysis) ist ein gangiges mathematisches Verfahren zur Darstellung und
Beurteilung von Varianzen innerhalb eines Datensets %3, Die qualitative Kontrolle der CRK-IP
durch PCA ergab eine eindeutige Separierung der einzelnen Versuchsgruppen (Wildtyp (wt), tKO
und IgG-Kontrolle). Es konnte zudem eine geringe Varianz zwischen den einzelnen Replikaten
belegt werden (Abb. 3.9.1 b).

Es folgte die Analyse der CRK-IP zur Aufkldrung eines in tKO Tieren veranderten CRK-
Interaktoms und zur anschlieBenden Identifikation konkreter CRK-interagierender Proteine. Es
konnten insgesamt 492 Proteine in wt und tKO E18.5 Muskelgewebe identifiziert werden. Diese
Proteine wurden nicht in der IgG Kontrolle detektiert, was auf eine potentiell spezifische CRK-
Interaktion hindeutet. Im direkten Vergleich von wt und tKO, konnte unter den Top 10 eine
signifikante Anreicherung des RAC1-GEFs FARP1 (FERM, ARH/RhoGEF And Pleckstrin Domain
Protein 1) in tKO nachgewiesen werden (Abb. 3.9.1 c). Als einziges identifiziertes GEF war FARP1
somit ein vielversprechender Kandidat fur weitere Analysen.

Zur Validierung einer spezifischen endogenen Protein-Protein Interaktion von CRK und FARP1
in Muskelzellen, wurde ein in situ Proximity Ligation Assay (PLA) durchgefiihrt. Die Analyse dieser
potentiellen Protein-Protein Interaktion wurde mit priméaren, ex vivo differenzierten MuSCs, isoliert
von Kontroll- und MuSC-tKO Tieren durchgefiihrt (Abb. 3.9.1 d). Durch dieses Verfahren konnte
zum einen die Existenz einer endogenen CRK-FARPL1 Interaktion validiert und zum anderen
konnten Unterschiede zwischen den Kontroll- und miR-1/206/133 defizienten MuSCs beurteilt
werden. In Kontroll-MuSCs konnten eine groBe Anzahl an CRK-FARP1 PLA-Signalen
nachgewiesen werden. Koharent mit den CRK-IP Ergebnissen, zeigten sich in von MuSC-tKO
Tieren gewonnenen Zellen eine weitaus héhere Anzahl an CRK und FARP1 spezifischen PLA
Signalen (Abb. 3.9.1 e). Die Quantifizierung der PLA bestétigte eine signifikant erh6hte Anzahl an
Signalen in miR-1/206/133 defizienten MuSCs (Abb. 3.9.1 ).

Bei dem identifizierten Interaktionspartner FARP1 handelt es sich um ein spinalen,
postsynaptischen GTP-Austauschfaktor (GEF)%4. Die primare Funktion von GEFs liegt in der
Aktivierung von kleinen GTPasen. In diesem Kontext konnte in Transkriptomdaten-basierten
GSEA das Genset ,GTPase Binding“ mit einer hochsignifikanten Anreicherung in miR-1/206/133
Knock-out tKO im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden (Abb. 3.9.1 g). Beim Abgleich
von hochsignifikant veranderten (core enriched) Genen desselben GSEA-Gensets von miR-
1/206/133 defizienten tKO Tieren im Stadium E18.5 und von adulten tKOs, sowie von Crk-tg
Tieren (E18.5), zeigten sich in der Gberlappenden Schnittmenge lediglich fiinf Gene. Eines dieser
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kernangereicherten Gene war ebenfalls FARP1 (Abb. 3.9.1 h). Zusammenfassend zeigte sich,
dass das von miR-1/206/133 regulierte CRK und der GTP-Austauschfaktor FARP1 direkte
Interaktionspartner sein konnten und dass diese Interaktion bei Verlust von miR-1/206/133 bzw.
bei CRK Uberexpression massiv verstarkt war. Offen bleibt inwieweit die gesteigerte Interaktion
zwischen CRK und dem spezifischen GEF FARP1 allein wesentlich fir den beobachteten
Phéanotyp sein kdnnte.

Abbildung 3.9.1.: Analyse des CRK-Interaktoms nach Verlust von miR-1/206/133. a Western Blot
Analyse der CRK-Anreicherung nach vorrangegangener Immunprazipitation (IP). b Haupt-
komponentenanalyse (PCA) der einzelnen Replikate (1-3) der einzelnen Gruppen (wt, tKO und IgG-
Kontrolle) nach erfolgter IP mit massenspektrometrischer (MS) Analyse. Streuungen innerhalb der Gruppen
sind prozentual in zwei Dimensionen (X1, X2) abgebildet. ¢ Co-Immunprézipitation von potentiell mit CRK
interagierender Proteinen aus Beinmuskel-Lysaten von wt und tKO im Stadium E18.5 (n= 3/3). Die MS-
Analyse detektierte 492 mit CRK, jedoch nicht mit der IgG-Kontrolle Co-prazipitierte Proteine. 10 Proteine
waren signifikant (*p= <0,05) in tKO Muskels-Lysaten im Vergleich zur Kontrolle (wt) angereichert. Das
einzige identifizierte GEF mit gesteigerter CRK-Interaktion im tKO war RAC1-GEF FARP1. d-f Die Proximity
Ligation Assay (PLA) basierte Protein-Protein Interaktionsstudie bestétigt eine gesteigerte endogene
Annéherung von CRK und FARP1 im Zytoplasma von differenzierten tKO MuSCs (n=3/3, Mann-Whitney U
Test, einseitig, *p = 0,05, voneinander unabhangige MuSC Isolationen, zwei technische Replikate fir jedes
Tier, ctrl= miR-1-1/133a-2"-//miR-1-2/133a-1""¥%X//miR-206/133b"-//Pax7-CE Cre**, tKO MuSC = miR-1-
1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'"¥1ox//miR-206/133b"//Pax7-CE Cre*-, Skala= 20 pm). TAM = Tamoxifen-
Injektionen (grin) g Auf Transkriptomdaten basierte GSEA von Kontrolle (blau) und tKO (rot) Quadriceps
[E18.5] zeigt Anreicherung von in GTPase Bindung involvierten Transkripten, NOM= normalisierter p-Wert.
h Venn-Diagramm von GSEA Genset ,GTPase Binding“ zeigt Uiberlappende Schnittmenge von in tKO (blau
[E18.5]), adult tKO (rot) und in Crk-tg (griin [E18.5]) kernangereicherten (hochsignifikanten) Transkripten.
Unter den finf Genen der Uberlappenden Schnittmenge dieser drei Mausmodelle fand sich GEF-FARP1
(tKO: ctrl vs. miR-1/206/133 tKO Quadriceps-Muskeln [n = 4/4, ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-
1loxlox//miR-206/133b**//Pax7-Cre*’*, E18.5] / Crk-tg: wt vs. Crk-tg Quadriceps-Muskeln [n = 3/3, wt =
Wurfgeschwister, E18.5])/ adult tKO: miR-1/206/133 adult tKO vs. ctrl TA-Muskeln [n = 2/3, ctrl= miR-1-
1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'¥"ox//miR-206/133b"-//[HSA-rtTA-TRE-Cre**, Mannchen, ~44 Wochen alt]).
Abbildung 3.9.1. befindet sich auf der nachfolgenden Seite.
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3.9.2. CRK-Uberexpression resultiert in erhohter RAC1-Aktivitat und beeinflusst die AChR-
Clusterbildung

Die primare Funktion eines GTP-Austauschfaktors ist es kleine GTPase zu aktivieren 13 114,
Forschungsergebnisse zeigten, dass das postsynaptisch lokalisierte GEF FARP1 eine starke
Assoziation zur kleinen GTPase RAC1 hat und dessen Aktivitatsstatus reguliert 14, Zuvor konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es nach miR-1/206/133 Verlust, auf Grund der fehlenden
repremierenden Regulation von CRK, zu dessen verstarkter Expression kommt. In
massenspektrometrischen Proteom-Analysen von wildtypischen und tKO-Tieren im Stadium
E18.5 zeigten sich Hinweise auf eine gesteigerte Aktivitat von kleinen GTPasen im tKO. Bei der
Analyse der Top 10 signifikant angereicherten GO Terms in tKO Muskelproben, lieferten die Halfte
dieser Gensets Hinweise auf eine gesteigerte Signaltransduktion von kleinen GTPasen (Abb.
3.9.2. a). Da ein erhohtes CRK-Level scheinbar zu einer verstarkten Interaktion mit dem GEF
FARP1 fuhrt (Abschnitt 3.9.1), was wiederum fir die Aktivierung der kleine GTPase RAC1
zustandig ist %, wurde die Aktivitat von RAC1 nach CRK-Uberexpression analysiert. Zur
Ermittlung des RAC1-GTP Levels (aktiviertes RAC1) wurde ein aktive RAC1 Pull-down Assay
durchgefuhrt. Hierfur wurden Lysate von C2 Muskelzellen mit regularen, endogener CRK
Expression, mit Zellen mit einer transienten CRK-Uberexpression verglichen. Eine Erhohung der
CRK-Expression konnte in drei voneinander unabhangigen transienten Transfektionen mit einem
CRK-Uberexpressionsvektor mittels Western Blot Analyse bestatigt werden. Die Auswertung von
drei voneinander unabh&ngigen RAC1-GTP Pull-down Assays zeigten eine signifikante Erhdhung
von RAC1-GTP in allen Lysaten mit CRK-Uberexpression, normalisiert zum endogenen RAC1-
Protein Level (Abb. 3.9.2. b). Es konnte somit eine vom CRK-Level abhéngige Aktivierung der
kleinen GTPase RACL1 in Skelettmuskelzellen nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der physiologischen Relevanz einer erhdhten RAC1 Aktivierung in
Muskelzellen im Hinblick auf die postsynaptische Ausbildung von AChR-Clustern
(Acetylcholinrezeptoren-Clustern) wurde ein AChR-Clustering Assay etabliert. Hierfur wurden C2
Muskelzellen zunachst differenziert, die entstandenen Myotuben partiell transfiziert und
anschieRend mit dem synaptischen Signalmolekil Agrin stimuliert. Durch diesen Schritt kommt
es auf der Oberflache der C2 Myotuben zur Stimulation des AChR-Clustering. Durch diesen Assay
wurde die Fahigkeit zur Ausbildung grofRer AChR-Makrocluster in Abhangigkeit des CRK-
Expressionslevels und nach der Aktivierung von RAC1 analysiert. Zur Erh6hung des CRK Levels
wurde ein CRK-Uberexpressionsvektor mit GFP-Reporter generiert und zur Transfektion
verwendet (Abb. 3.9.2. c¢). Auf der Oberflache von Myotuben mit einem erhthten CRK Level
bildeten sich, koharent mit dem beobachteten in vivo NMJ-Phéanotyp im tKO, nahezu keine grof3en
Makro-AChR-Cluster aus. Es zeigten sich lediglich kleine diffuse AChR-Cluster auf der
Myotubenoberflache. Myotuben mit endogenen CRK-Level (GFP negativ) bildeten hingegen nach
Agrin-Stimulation grof3e Makro-AChR-Cluster aus (Abb. 3.9.2. d). Zur Erh6hung des RAC1-GTP
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Levels in Myotuben wurde ein Vektor mit einer konstitutiv aktiven Form von RAC1 (RAC®V!?) in
Verbindung mit einem GFP-Reporter verwendet (Abb. 3.9.2. e) 1%, Es konnte bestétigt, werden,
dass sich auf der Oberflache von Myotuben mit einem erhdhten RAC1-GTP Level, ebenfalls keine
groRen AChR-Makrocluster ausbildeten (Abb. 3.9.2. f) 2, Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass eine Erhéhung der CRK Expression in Muskelzellen, ebenfalls zur Steigerung der
Aktivitat der kleinen GTPase RACL1 fuhrt. Weiter konnte nachgewiesen werden, dass die Fahigkeit
zur Ausbildung grof3er AChR-Makrocluster sowohl nach einer Steigerung der CRK Expression,
als auch durch eine Erhéhung der RAC1-GTP Abundanz beeintréachtigt ist. In beiden Fallen kommt
es zur vermehrten Ausbildung kleiner AChR-Cluster, &hnlich zum miR-1/206/133 Knock-out
Phanotyp (tKO; adulter tKO) oder nach CRK Uberexpression (Crg-tg; Crk-SPH; adulter CRK-SPH)
in vivo.
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mRNA binding £10 [~ =] «crK
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Abbildung 3.9.2.: CRK-Uberexpression fiihrt zur gesteigerter RAC1-Aktivierung und resultiert im
gestorten AChR-Clustering. a Top 10 der hochregulierten ,Molecular function® GO (Gene Ontology) -
Terms von wt vs. tKO Proteom-Daten zeigen eine Anreicherung von GTPase Aktivitat und Proteinbindung
assoziierten Prozessen (blau) (n=3/3, Quadriceps-Muskeln [E18.5]) b Der Active RAC1 Pull-down Assay
zeigt eine signifikant erhdhte RAC1-Aktivierung (RAC1-GTP) nach CRK-Uberexpression in
Skelettmuskelzellen (C2) (n=3/3 voneinander unabhéngige Transfektionen und Pull-down Assays, Mann-
Whitney U Test, einseitig, *p = 0,05). c-d Ektopische Expression von konstitutive-aktivem RAC1 in C2
Myotuben. Die Transfizierten Myotuben wurden mit Agrin stimuliert zur Induktion von AChR-Clustering.
RACC12V-GFP positive Myotuben zeigten weniger und diffusere BTX-positive AChR-Makro-Cluster (gefarbt
durch Alexa Fluor594-konjungiertees BTX; Skala= 20 um). e-f CRK-Uberexpression in C2-Myoturben durch
Vektor mit CMV-Promoter und IRESII vermittelter GFP Co-Expression (e). f Transfizierte Myotuben wurden
mit Agrin behandelt zur AChR-Clustering Induktion. GFP-positive, CRK lberexprimierenden Myotuben
zeigten weniger und diffusere BTX-positive AChR-Makro-Cluster (gefarbt durch Alexa Fluor594-
konjungiertes BTX; Skala= 20 pm).
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4. Diskussion

4.1. miR-1/206/133 besitzen kompensatorisches Potential und sind funktionell redundant

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierte microRNA-Familie miR-1/206/133 ist im murinen und
humanen Genom in drei Clustern mit jeweils eigenem Promotor organisiert 4. Im menschlichen
Erbgut befinden sich die drei microRNA Cluster auf Chromosom 20, 18 und 6 und im Mausgenom
auf Chromosom 1, 2 und 18. Trotz dieser Unterschiede, gleichen sich sowohl Organisation, als
auch Sequenz der reifen microRNAs exakt. Eine Organisation von microRNAs in miR-Clustern
und sowie Redundanz einzelner miR-Gene kommt bei Vertebraten vielfach vor. Genau wie im
Falle der miR-1/206/133, kommen etwa 50 % der microRNA Gene in Clustern vor, die als
polycistronische Transkripte transkribiert werden 7 8 1%, Die meisten dieser Cluster sind das
Produkt von Gen-Duplikationen. Allerdings kénnen auch nicht miteinander verwandte microRNAs
im selben Cluster lokalisiert sein und zum Teil funktionelle Redundanz aufweisen. Auch ganze
miR-Cluster kdnnen im Laufe der Evolution von Duplikationsevents betroffen sein. So kdnnen aus
zwei oder mehr distinkten Clustern die gleichen reifen miRNAs hervorgehen. Ein solches
Duplikationsevent wurde bereits zuvor als der Ursprung der drei miR-Cluster der miR-1/206/133
Familie diskutiert 167168 Das Vorkommen solcher redundanten Cluster kann damit erklart werden,
dass das gesamte System robuster gegeniiber auf3erer Einflissen ist und ein Wegfallen einzelner
Cluster leichter kompensieren werden kann 169170,

Ein solcher, kompensatorischer Effekt konnte bereits im Falle der beiden miR-1/133a Cluster
wahrend der Herzentwicklung dokumentiert werden. Die Expression dieser Cluster ist essentiell
fur die embryonale Herzentwicklung. Beide miR-1/133a Cluster repremieren in embryonalen
Herzmuskelzellen die Expression von Myocardin, sowie weitere Gene die Ublicherweise in glatter
Muskulatur exprimiert werden. Dies tragt zur weiteren Differenzierung der noch unreifen
Kardiomyozyten bei. Nur der Verlust beider Cluster erwies sich, aufgrund von
Herzensentwicklungsdefekten wahrend der Embryogenese, als letal 3. Erfolgt dagegen die
Deletion lediglich eines der beiden miR-1/133a Cluster, so Uberleben die Tiere und wiesen
lediglich im adulten Herzen einen milden Repolarisierungsdefekt auf 6. Dies impliziert einen
massiven kompensatorischen Effekt des verbleibenden miR-1/133a Clusters fur den Verlust des
zweiten miR-1/133a Clusters.

Da die beiden miR-1/133a Cluster neben dem Herzen ebenfalls abundant im Skelettmuskel
exprimiert werden, liegt die Vermutung nahe, dass ein kompletter skelettmuskelspezifischer
Verlust ebenfalls zu einem drastischen letalen Phanotyp fihren kdnnte. Dies konnte jedoch nicht
beobachtet werden. In einer vorangegangenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass miR-1/133a
posttranskriptionell die Expression des MEF2A Proteins in Myozyten reguliert . Die Deletion
beider Cluster im Skelettmuskel (dKO) resultierte in einer gesteigerten MEF2A Expression, was

zur transkriptionellen Aktivierung des Dlk1-Dio3 Megaclusters und in der Folge zu einer
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mitochondrialen Dysfunktion im adulten Skelettmuskel fiihrt. Dartiber hinaus weisen miR-1/133a
dKO Tiere weder eine Beeintrachtigung in ihrer Uberlebensfahigkeit, noch eine Veranderung der
Innervierung der Skelettmuskulatur auf. Daher kann vermutet werden, dass das eng verwandte
mMiR-206/133b  Cluster, welches als einziges Cluster der miR-1/206/133 Familie
skelettmuskelspezifisch exprimiert wird, den Verlust der beiden miR-1/133a Cluster zumindest
teilweise kompensieren kann. Ein deutlicher Hinweis darauf, ist die um mehr als das Doppelte
erhdhte Expression von miR-206/133b im adulten miR-1/133a dKO Muskel, die in dieser Arbeit
nachgewiesen werden konnte. Wahrend im Herzen der Verlust beider miR-1/133a Cluster
embryonal letal ist, scheint es, als ob im Muskel das in der Folge verstarkt exprimierte miR-
206/133b Cluster eine funktionell redundante Rolle besitzt und so den Verlust der miR-1/133a
kompensiert. Unterdessen hat der alleinige Verlust des miR-206/133b Clusters in der Maus keine
Auswirkung auf die Entwicklung und Differenzierung der Skelettmuskulatur 2.

Eine &hnlich funktionelle Redundanz von miR-Clustern konnte auch auferhalb der miR-
1/206/133 microRNA Familie nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden, dass die beiden
miR-Cluster, miR-34b/c und miR-449 synergistisch in der Gehirnentwicklung und der
Spermatogenese wirken. Es zeigte sich ebenfalls nach der Inaktivierung eines der beiden Cluster
ein Expressionsanstieg des jeweils anderen '°. Des Weiteren wurden der Pluripotenz-
assoziierten miR-290/302 Familie und weiteren microRNAs eine funktionell redundante Rolle in
der ESC (Embryonic stem cells) zu EpiLC (Epiblast-like cells) Transition nachgewiesen 1. Somit
scheint eine funktionelle Redundanz von microRNAs mit einer zum Teil synergetischen
Wirkungsweise ein generell existierendes kompensatorisches Prinzip von microRNAs in
Saugetieren darzustellen.

4.2. miR-1/206/133 Expression ist nicht essentiell fir die frihe Skelettmuskelentwicklung,

jedoch kritisch fur die NMJ-Bildung

Um die zuvor beschriebene Kompensation im Skelettmuskel zu umgehen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit ein kompletter Verlust (loss of function) aller Mitglieder der miR-1/206/133 Familie
durchgefuhrt. Dadurch konnte — nach heutigem Kenntnisstand zum ersten Mal — die Funktion der
miR-1/206/133 Familie in der Skelettmuskulatur in vivo untersucht werden.

Vorangegangene Studien lieferten Hinweise, dass miR-1 und miR-133 eine Rolle in der
Modulation der Proliferation und Differenzierung von Skelettmuskelzellen innehaben kdnnten. Die
experimentelle Evidenz fir solche Funktionen lieferten in vitro Studien an kultivierten Myoblasten
und Analysen an Xenopus laevis Embryonen in vivo *. In weiteren zellkulturbasierten
Uberexpressions- und Knock-down Experimenten wurde ebenfalls eine Funktion von miR-1, miR-
133 und miR-206 in der Muskelentwicklung und -differenzierung beobachtet. Erh6hte Expression
von miR-1 und miR-133 fihrte in Zellkulturexperimenten mit C2-Zellen zu einer vermindern
Differenzierung, einhergehend mit einer gesteigerten Proliferation. Knock-down Experimente
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suggerierten einen gegenteiligen Effekt 3 147, Wahrenddessen wurde ebenfalls auf Basis von in
vitro Analysen eine Rolle von miR-206 in der Differenzierung von Skelettmuskelzellen durch die
posttranskriptionelle Regulation eine Komponente der DNA-Polymerase, Follistatin-1 (Fstl1) und
Utrophin (Utrn) vorgeschlagen 47 172, Diese Ergebnisse stehen wiederum im Kontrast zu spater
publizierten in vivo-Studien in Mus musculus. Auf Basis eines konstitutiven miR-206/133b Knock-
out Mausmodells konnte gezeigt werden, dass der Verlust dieser microRNAs weder einen Einfluss
auf die embryonale, noch auf die weitere Entwicklung und Differenzierung der Skelettmuskulatur
hatte 2.

In dem in dieser Arbeit verwendeten Knock-out Mausmodell (tKO) konnten keine
Veranderungen in der Skelettmuskulaturentwicklung bis zum neonatalen Alter der Tiere
nachgewiesen werden. Zur Betrachtung der friihen Phase der Skelettmuskelentwicklung wurden
zusatzlich Embryonen im Stadium E10.5 analysiert. In diesem Stadium findet die sogenannte
embryonale, primare Phase der Myogenese statt °*. Es zeigten sich im Stadium E10.5 keine
Abweichungen der Expression von MyoG und in der Anordnung der Somiten nach konditionellen
(tKO), sowie nach konstitutiven (ctKO) Verlust aller miR-1/206/133 Cluster. Des Weiteren konnte
ebenfalls bei priméren, isolierten, ex vivo differenzierten miR-1/206/133 Knock-out MuSCs keine
veranderte Differenzierungsleistung beobachtet werden. Auch im neonatalen Stadium von miR-
1/206/133 defizienten Tiere konnten, nachdem sich bereits in der sekundaren Phase der
Myogenese die fetale Faser ausbildeten, keine morphologischen Abweichungen festgestellt
werden. Dieser Befund steht in Diskrepanz zu bereits publizierten Daten, die eine Rolle der
microRNAs in der frihen Myogenese postulieren. Im Gegensatz hierzu handelt es sich jedoch bei
der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnissen um Daten aus in vivo Analysen an einem Saugetier-
Modellorganismus. Daher lassen diese Resultate in hdherem Maf3e Rickschlisse auf die
Funktion der homologen miR-Cluster in der humanen Physiologie und Pathologie zu.

Der skelettmuskelspezifische Verlust aller miR-1/206/133 Cluster flhrt zu einem neonatal
letalen Phanotyp. Dieser rihrt nicht von Defekten der Skelettmuskulatur her, sondern von
Stérungen wahrend der Ausbildung der neuromuskularen Synapse. Die Tiere versterben nach der
Geburt an einer verminderten Respirationsfahigkeit vermittelt durch eine gestdrte neuromuskulare
ReizUbertragung. Aus diesem Grund kann keine Aussage Uber eine Rolle der microRNAs in der
weiteren postnatalen Skelettmuskelentwicklung getroffen werden. Zukinftige Untersuchungen
auf Basis eines induzierbaren miR-1/206/133 Knock-out Mausmodells sind fir eine funktionelle
Analyse in der frilhen postnatalen Skelettmuskulaturentwicklung notwendig.

4.3. Der Verlust von miR-1/206/133 fuhrt nicht zur Entwicklung von BAT im Skelettmuskel

Im Verlauf der frihen Myogenese kommt es entlang der dorsoventral-Achse unter anderem zur
Entstehung des dorsal gelegenen Dermomyotoms. Aus diesem bilden sich in der weiteren
Entwicklung die Skelettmuskulatur und das braune Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT),
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sowie Teile der dorsalen Haut. BAT und der Skelettmuskel entstehen daher aus denselben
Vorlauferzellen 5% >, Wahrend der weiteren Differenzierung unterscheiden sich
Skelettmuskelvorlauferzellen  und  BAT-Vorlauferzellen in  ihrem  Expressionsprofil.
Dermomyotomale Vorlauferzellen exprimieren beispielsweise EN1 und MYF5, sowie im weiteren
Verlauf der Entwicklung PAX3 und PAX7. Zellen, welche zu BAT differenzieren, exprimieren unter
anderem PRDM16, PPARYy, PGC-1a und UCP1 *°. Bereits publiziere Studien implizieren hierbei
eine regulatorische Funktion von miR-133 auf das Expressionslevel des Transkriptions-Co-
Regulators PRDM16 10152 |n der Muskulatur des in dieser Arbeit verwendeten tKO Mausmodells,
ist der Verlust aller miR-133 Clusters mit inbegriffen. Es konnten allerdings keine Anzeichen einer
BAT- oder Praadipozyten-Entwicklung im Skelettmuskel detektiert werden. Es ist jedoch
anzumerken, dass in dem genutzten tKO Mausmodell auf Grund der verwendeten Pax7-Cre-
Rekombinase kein vollstdndiger miR-133 Verlust wahrend der gesamten frilhen Myogenese
vorliegt.

Um die Auswirkungen des miR-Verlusts ebenfalls in Muskelstammzellen (MuSCs) beurteilen
zu koénnen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein induzierbares, MuSC-spezifisches miR-1/206/133
Knock-out Mausmodell generiert. Eine Analyse dieses Zelltyps bietet sich an, da es sich bei MuSC
um quieszente multipotente Stammzellen im adulten Skelettmuskel handelt. MuSCs sind noch
nicht vollstdndig ausdifferenziert und spielen eine zentrale Rolle in der postnatalen
Muskelhomdostase, im Muskelwachstum und in Muskelregenerationsprozessen. |hr
Stammzellcharakter ermdéglicht es ihnen, einen fortwahrenden MuSC-Pool aufrecht zu erhalten.
Nach einer Muskelschadigung werden die mitotisch quieszenten, PAX7-exprimierenden MuSCs
aktiviert. Nach Aktivierung beginnen sie zu proliferieren und fusionieren schlie3lich mit den
geschadigten Muskelfasern 7-%°, Eine vorangegangene Studie impliziert ebenfalls eine Rolle von
miR-133 in der posttranskriptionellen Regulation von PRDM16 in MuSCs. Hierbei soll miR-133
die Transdifferenzierung von BAT aus MuSCs der Skelettmuskulatur durch negative Regulation
von PRDM16 bewirken °1,

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden zunidchst das Transkriptom von priméren,
isolierten, ex vivo differenzierten miR-1/206/133 Knock-out MuSCs untersucht. Hierbei zeigte sich
jedoch weder eine verstarkte Expression von Prdml16, noch eine signifikant verénderte
Expression von wichtigen BAT-Markergenen. Lediglich Ppargcla wurde verstarkt in
differenzierten in MuSC tKO Zellen exprimiert. Dieses spielt zwar unter anderem eine Rolle in der
BAT-Thermogenese %3, besitzt jedoch keine BAT-spezifische Expression und ist auch im
Skelettmuskel abundant vorhanden 17317, Des Weiteren zeigte eine mit den Transkriptomdaten
durchgefiihrte GSEA keine Anreichung des Gensets ,Adipogenisis® in MuSC tKO Zellen. Diese
Ergebnisse deuten somit auf keine wichtige Rolle von miR-133 in der Regulation von Genen zur
BAT-Entwicklung in MuSCs hin. Neben diesen molekularen Analysen mit priméren isolieren
MuSCs wurden ebenfalls in vivo Experimente durchgefiihrt und die Muskulatur auf Anzeichen
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eines Brownings nach miR-1/206/133 Verlust untersucht. Nach Tamoxifen-induzierter Deletion
aller miR-Cluster in MuSCs erfolgte eine Schadigung eines TA-Muskels mittels intramuskularer
CTX-Injektion. Hierdurch wurde eine MuSC-vermittelte Regeneration hervorgerufen. Nach einer
12-wdchigen Regenerationsphase wurden die Muskeln histologisch analysiert. Es konnten erneut
keine Anzeichen einer Entwicklung von braunem Fettgewebe in den regenerierten
Muskelbereichen nachgewiesen werden. Dieser Befund steht erneut im Kontrast zu publizierten
Studien. Dort wurden bereits nach acht bis neun Wochen die Bildung von im Muskelinterstitium
lokalisierten braunen Adipozyten detektiert 1°1. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse aus in vitro und
in vivo Analysen zur Literatur'®! kann moglicherweise mit dem dort angewandten Methoden erklart
werden. Es wurde lediglich ein Knock-down von miR-133 vorgenommen. In diesem
Zusammenhang ist es wichtig, darauf hinzuweisen, dass die Daten dieser Arbeit auf einem
sauberen genetischen Modell beruhen, was potenzielle Off-Target-Effekte vermeidet, die
unweigerlich mit dem Einsatz von Antagomiren, GAPmers oder anderen ahnlichen Techniken
verbunden sind 176178 Andererseits kann die Inaktivierung von Genen in der Keimbahn
kompensatorische Mechanismen in Gang setzen, die spezifische Funktion deletierter Gene
verbergen konnen. Dies konnte die Unterschiede zwischen dem miRNA-Silencing durch
Antagomirs und genetischen Ansétzen erklaren. Um Klarheit Gber eine potentielle funktionelle
Rolle von miR-133a/b in der Induktion von BAT-Differenzierung in Skelettmuskelzellen zu
erhalten, missen weiterfiihrende Studien durchgefiihrt werden. Um ausschlieen zu kénnen,
dass miR-133a/b eine Funktion in der braunen Fettentwicklung oder in Transdifferenzierungs-
prozessen hat, wurde bereits gezielt ein miR-133 Knock-out Mausmodell entwickelt. Dieses in
vivo Modell soll Zukunft gemeinsam mit den in dieser Arbeit verwendeten tKO Mausmodellen fiir
anknupfende Analysen verwendet werden.

4.4. miR-1/206/133 sind kritische Faktoren in der NMJ-Bildung und Homdostase

Die neuromuskulare Synapse stellt die Schnittstelle zwischen dem somatischen Nervensystem
und der Skelettmuskulatur dar. Die Ausbildung und Homoostase der NMJ im Skelettmuskel ist
daher essentiell fur alle Bewegungen der Skelettmuskulatur, wie beispielsweise fur die
Respiration ”’. Daher ist ein Verstandnis der zugrundeliegenden molekularen Prozesse wahrend
der neuromuskularen Entwicklung und Aufrechterhaltung essentiell, um die physiologischen und
pathologischen Ablaufe an der NMJ zu verstehen. Die vorliegende Arbeit konnte einen Beitrag
zur Aufklarung einer neuen und unerwarteten Funktion der microRNA Familie miR-1/206/133 in
der Skelettmuskulatur leisten. Die vollstandige Deletion im Skelettmuskel scheint weder eine
Auswirkung auf die embryonale bzw. fetale Skelettmuskelentwicklung noch eine Funktion in der
Regulation der BAT-Entwicklung zu haben. Jedoch konnte basierend auf physiologischen
molekularen und histologischen Analysen gezeigt werden, dass der Verlust von miR-1/206/133
dramatische Folgen sowohl fur die Ausbildung, als auch fur die Homdéostase von neuromuskularen
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Synapsen zu haben scheint. Die neuromuskularen Veranderungen im neonatalen und adulten
Alter der miR-1/206/133 Knock-out Tiere scheinen in beiden Fallen auf demselben
Wirkmechanismus zu beruhen: der posttranskriptionellen Regulation von CRK durch miR-
1/206/133.

4.4.1. miR-1/206/133 Expression ist essentiell zur Bildung der NMJ im neonatalen Muskel
Die Entwicklung einer funktionalen NMJ benétigt ein komplexes Zusammenspiel zwischen
perisynaptischen Schwann-Zellen, prasynaptischen Motoneuron und der postsynaptischen
Region des Skelettmuskels. Kommt es wahrend der Entwicklung zur einer gestérten Ausbildung
einer dieser Komponenten, resultiert dies in den meisten Fallen in einer Beeintrachtigung der
gesamten NMJ-Funktion.

Der Verlust der kompletten miR-1/206/133 Familie in der Skelettmuskulatur resultierte in
neonataler Letalitat. Der Grund hierfiir scheint eine neuromuskulare Dysfunktion zu sein. Es
konnte gezeigt werden, dass miR-1/206/133 tKO Tiere eine verminderte Respirationsfahigkeit im
Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern aufwiesen. Eine nach der Geburt beeintrachtigte
Lungenventilation ist, neben genereller Schwache der Muskulatur und Stérungen in der
Koordination, typisch im Zusammenhang mit neuromuskuléren Funktionsstérungen 79181 Dies
wirde eine Erklarung fir die beobachtete postnatale Letalitat der Tiere liefern. Neben den
physiologischen Aspekten des miR-1/206/133 tKO Phénotyps konnten ebenfalls molekulare
Veranderungen wahrend der NMJ-Ausdifferenzierung festgestellt werden. Es zeigten sich in
diesem Zusammenhang ebenso auf histologischer Ebene morphologische Abweichungen.

Die Bildung der NMJ verlauft parallel zur Entwicklung der Skelettmuskulatur. Auf der
Oberflache der Muskelfasern bilden sich kleine primitive und weit verteilte AChR-Cluster, schon
bevor der Motornerv den Muskel erreicht. Die noch unreifen plaqueférmigen AChR-Cluster
werden im weiteren Verlauf der Entwicklung von einem Motornerv innerviert. Dies induziert zum
einen den Aufbau und die Akkumulation neuer AChR-Cluster und zum anderen den langfristigen
Abbau der nicht innervierten AChR-Cluster. Dies geschieht im Zeitraum kurz vor der Geburt bis
ins neonataler Alter der Tiere /"8, Im tKO zeigte sich eine Stérung bei der Bildung von AChR-
Clustern auf der Muskelfaseroberflache. Es konnten weniger, grof3ere und zusammenhéngende
AChR-Clustern (Makrocluster) ausgebildet werden. AuRerdem konnten eine verminderte GroRRe
und eine Reduktion der Anzahl an AChR-Cluster festgestellt werden. Das Diaphragma im Wildtyp
weilt im Zeitraum um die Geburt bereits ein distinktes Innervierungsmuster mit einem schmalen,
klar begrenzten Endplattenband auf. In tKO Tieren zeigte sich dort eine gestreute Verteilung der
vorhandenen AChR-Cluster auf der Muskelfaseroberflache des Diaphragma-Muskels. Dies stellte
ebenfalls einen Hinweis fur die Funktion der miR-1/206/133 in der Ausbildung und Differenzierung
der neuromuskuléaren Region dar.
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In der vorliegenden Arbeit konnten auf3erdem die diesem Phé&notyp zugrundeliegenden —
bislang unbekannten — regulatorischen Prozesse weiter aufgeklart werden. Es ist bekannt, dass
es sich bei den Mitgliedern der miR-1/206/133 microRNA Familie um die abundantesten
microRNAs in der Skelettmuskulatur handelt 48, In dieser Arbeit konnte ein bisher unbekanntes
neues primares Target dieser microRNA Familie — das Adapterprotein CRK— identifiziert werden.
Alle Mitglieder der miR-1/206/133 Familie scheinen synergistisch das CRK Level im Skelettmuskel
zu regulieren, da sowohl fir miR-1 und -206 als auch miR-133a und -133b konservierte miR-
Bindestellen in der Crk mRNA identifiziert und eine miR-mRNA Bindung nachgewiesen werden
konnten. Bei dem Protein CRK handelt es sich um ein ubiquitar exprimiertes Adapterprotein mit
einer Vielzahl an unterschiedlichen Funktionen in verschiedenen Geweben. Diese umfassen
Zellproliferation, Zelladhasion, Zellmigration, Phagozytose, Endozytose, Apoptose und die
Regulation von Genexpression 8185  |m Skelettmuskel scheint seine Expression von den
gewebespezifisch  exprimierten miR-1/206/133 kontrolliert zu werden. Durch eine
gewebespezifische Expression der microRNAs kann die posttranskriptionelle Regulation eines
sonst ubiquitéar exprimierte Ziel mRNA erreicht werden. Dieser Fall zeigt deutlich, dass die
regulatorische Wirkung von microRNAs nicht nur in Abhangigkeit zu inrer mMRNA-Target-Sequenz
steht, sondern auch einem zellularen Kontext untergeordnet sein kann.

CRK stellt mit seinem Aufbau ein prototypisches Adapterprotein dar. Es besitzt SH2 und SH3
Doménen. Die SH2-Domane vermittelt hierbei die Bindung an Tyrosin-phosphorylierte
Interaktionspartner 1% 186 187 \/grrangegangene Studien konnten bereits zeigen, das CRK im
Skelettmuskel in der postsynaptischen Region downstream von des LRP4-MuSK Komplexes mit
der C-terminalen Tyrosin-phosphorylierten Region von DOK?7 interagiert. DOK7 ist ein
essentielles postsynaptisches Protein wahrend der NMJ-Ausbildung 8. Die Wichtigkeit dieser
Interaktionen mit DOK7 wird durch eine spezielle Form des humanpathologischen kongenitalen
myasthenen Syndroms (CMS, Congenital myasthenic syndrome) deutlich 18, Bei CMS handelt
es sich um eine heterogene Gruppe von angeborenen Stérungen in der Signaltransduktion
zwischen Motornerv und Skelettmuskel. Eine Form dieser humanen Erkrankung stellt das Dok7-
CMS dar. Die Haufigste Form des Dok7-CMS stellt eine Mutation dar, die in der Trunkierung des
C-terminalen Bereiches von Dok7 resultiert, mit dem auch CRK interagiert. Dies aul3ert sich
wiederum in einer neuromuskuldaren Synaptopathie. Das phanotypische Spektrum des
Krankheitshilds umfasst Symptome wie muskulare Schwéache, Schwierigkeiten beim
Schluckvorgang und bei der Atmung, sowie eine auffallig gestorte Gangart 88 18% Dieses klinische
humane Krankheitsbild ahnelt wiederum stark dem Phénotyp des miR-1/206/133 tKOs.

Des Weiteren gibt es Studien bei denen in Patientenproben, mittels genomweiten Micro Array
Screenings, Mikro-Deletionen und -duplikationen auf Chromosom 17 im genomischen Lokus
(17p13.3) unteranderem von CRK entdeckt wurden. Es konnten mehrere nicht miteinander
verwandte Individuen mit pathologischen Mikroduplikationen in diesem Bereich identifiziert
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werden. Interessanterweise wiesen diese Patienten neben autistischen Symptomen und
schwachen Entwicklungsverzogerungen ebenfalls motorische Stérungen auf 1*°. Dies konnte ein
Hinweis auf eine neuromuskuléare Dysfunktion sein, &hnlich dem miR-1/206/133 tKO bzw. dem
Phanotyp des CRK-Uberexpressionsmodells. Mit der in dieser Arbeit vorgenommenen Analyse
und Aufschlisselung des durch miR-1/206/133 regulierten molekularen Mechanismus, konnte
moglicherweise ein Beitrag zum besseren Verstandnis des angeborenen humanen kongenitalen
myasthenen Syndroms und der pathologischen Micro-Duplikationen im Crk Lokus geleistet
werden. Es sind weiterfliihrende Studien notwendig um einen direkten Zusammenhang zwischen
gestorter CRK Funktion, wie sie auch die miR-1/206/133 Knock-out auftritt, und diesen
humanpathologischen Krankheitsbildern zu schaffen.

4.4.2. miR-1/206/133 sind wichtige Faktoren in der NMJ-Homdéostase im adulten
Skelettmuskel
Die Rolle der miR-1/206/133 Familie wurde nach heutigem Wissensstand zuvor noch nie im
Ganzen — als funktionelle Einheit — in der adulten Skelettmuskulatur betrachtet. Der komplette
skelettmuskelspezifischer Knock-out von miR-1/206/133 erwies sich im Rahmen dieser Arbeit als
neonatal letal. Daher konnte die Rolle dieser microRNAs nicht in der Muskulatur von adulten
Tieren analysiert werden. Um dies ermoglichen, wurde eine Liganden-aktivierbare, induzierbare
Cre-Rekombinase verwendet um ein konditionelles loss of function Mausmodell (adult tKO) zu
generieren. Dieses wurde zunachst funktionell validiert und anschlieBend morphologisch,
histologisch, sowie molekularbiologisch analysiert. Interessanterweise wiesen die adulten miR-
1/206/133 Tiere ebenfalls einen neuromuskuldren Ph&notyp auf. Erwartungsgemal zeigte sich
jedoch ebenfalls ein mitochondrialer Phénotyp, wie er bei adulten miR-1/133a dKO Tieren auftritt
4. Durch vergleichende Analysen mit gleichaltrigen adulten dKO Tieren konnte jedoch in dieser
Arbeit ausgeschlossen werden, dass miR-1/133a Knock-out Tiere einen neuromuskuléaren
Phanotyp im Alter von etwa 44 Wochen entwickeln. Dies koénnte mit einem mdglichen
kompensatorischen Effekt des im miR-1/133a dKO noch vorhandenen miR-206/133b Clusters
begriindet werden (siehe 4.1). Somit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der Verlust aller
mMiR-1/206/133 Clustern phé&notypisch nicht dem bereits publizieren miR-1/133a dKO gleicht,
sondern eine neue Qualitat mit sich bringt. So scheint MEF2A nicht das einzige relevante Target
der miR-1/206/133 im adulten Skelettmuskel darzustellen. Zum einen scheint der Verlust des miR-
206/133b Clusters durch die beiden verbleibenden miR-1/33a Cluster ausgeglichen werden zu
kénnen. Zum anderen wird allem Anschein nach dem Verlust von lediglich zwei der drei miR-
1/206/133 Cluster durch das verbliebene, skelettmuskelspezifische Cluster miR-203/133b im dKO
kompensiert.

Defizite in der NMJ Formation, jedoch auch im speziellen in ihrer Homéostase verursachen
neuromuskulare Erkrankungen wie CMS, Myasthenia gravis (MG) oder amyotrophe
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Lateralsklerose (ALS). Diese Krankheiten haben gemeinsam, dass es letztendlich eine Stdrung
im Zusammenspiel von Bestandteilen der neuromuskularen Synapse gibt. Zu diesen
Bestandteilen z&hlen beispielsweise die AChRs. Vorangegangene Arbeiten implizieren hier eine
Rolle von Mitgliedern der miR-1/206/133 Familie in der Regulation. So soll laut einer Studie miR-
1 eine Funktion an der neuromuskularen Pra-und Postsynapse von C. elegans, durch Kontrolle
zweier AChR-Untereinheiten und Regulation von MEF-2 besitzen °1. Dies soll wiederum einen
Einfluss auf die presynaptischen ACh-Sekretion und die postsynaptische Sensitivitdt haben.
Dieser Mechanismus ist jedoch wahrscheinlich nicht auf Maus oder Mensch Ubertragbar. Zwar
handelt es sich bei miR-1 um eine evolutionar aufl3erst konservierte microRNA, die sowohl in
Drosophila melanogaster und C. elegans, als auch im Menschen vorkommt, jedoch sind die
AChR-Untereinheiten weitaus weniger stark konserviert 1°2 1%, Es konnten lediglich eine
Konservierung der entsprechenden miR-1 Bindesequenzen in den mRNAs der AChR-
Untereinheiten im mit C. elegans nahe verwandten Nematoden C. briggsae wiedergefunden
werden 194,

Auch im Kontext der Vertebraten-NMJ wurde die Funktion von Mitgliedern der miR-1/206/133
Familie zuvor untersucht. Eine auf Mausmodellen basierte Studie impliziert eine Rolle von miR-
206 bei der Unterstitzung der NMJ-Homd@ostase und in der NMJ-Regeneration im ALS-
Krankheitsbild 1. In reinen miR-206 Knock-out Mausen zeigte sich jedoch kein Einfluss auf die
NMJ-Homoostase. Dies deckt sich mit Ergebnissen spaterer miR-206/133b Knock-out Studien 2.
Es zeigte sich jedoch, dass miR-206, allem Anschein nach, eine wichtige Rolle bei
Reinnervierungsprozessen im ALS Mausmodell (G93A-SOD1) durch Regulation von HDACA4
spielt. HDAC4 tragt laut der Studie in diesen Kontext zur Kontrolle der neuromuskularen
Genexpression bei °°, Anhand von Untersuchungen von reinen miR-206 Knock-out M&ausen
wurde auch nach Nervschadigung eine Rolle dieser microRNA durch Regulation von HDAC4 im
Reinnervierungsprozess impliziert. In dem in der vorliegenden Arbeit analysierten miR-1/206/133
Knock-out Mausmodell (tKO) zeigte sich jedoch keine gesteigerte Expression von HDAC4 auf
Proteinebene nach Verlust von miR-1/206/133. Eine gesteigerte Expression von HDAC4 misste
nach Verlust von sowohl miR-206, als auch miR-1 verstarkt auftreten, da miR-206 und miR-1 sehr
ahnliche Sequenzen mit gleicher Seed-Sequenz aufweisen. Au3erdem ist bekannt, dass HDAC4
ebenfalls ein potentielles miR-1 Target darstellt 1%, Beide putative miR-Bindestellen in der Hdac4-
MRNA von miR-1 und von miR-206 weichen kaum voneinander ab. Bei einer putativen miR-1
Bindung an die Hdac4-mRNA zeigt sich lediglich ein Unterschied von einer Basenpaarung im
Vergleich zur miR-206 Bindung. Daher ware eine Untersuchung einer potentiellen miR-1 Funktion
im Krankheitsbild von ALS nur konsequent und ein guter Ansatz weiterfihrender Studien.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Homdostase der adulten NMJ
abhangig von der Expression von miR-1/206/133 zu sein scheint. Wegen der fehlenden Anderung
der HDAC4 Expression im tKO wird von keiner regulatorischen Funktion der microRNAs auf die
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Hdac4-mRNA in diesem Kontext ausgegangen. Nach induziertem Verlust von miR-1/206/133
zeigte sich dagegen, wie auch im neonatalen tKO Mausmodell, eine gesteigerte Expression des
zuvor identifizierten miR-Targets CRK. Hieraus ergibt sich die Vermutung, dass miR-1/206/133
im adulten Skelettmuskel die CRK Proteinmenge kontrolliert, genauso wie wahrend der NMJ-
Entwicklung. Diese Hypothese wird durch die schnelle Degeneration der NMJs nach der
Uberexpression von CRK im Skelettmuskel bekréaftigt. Es traten die gleichen phanotypischen
Veradnderungen auf, wie sie auch nach Verlust von miR-1/206/133 beobachtet werden konnten.
In dieser Arbeit konnte somit eine neuartige regulatorische Funktion von miR-1/206/133 im adulten
Skelettmuskel in der Erhaltung der NMJ aufgedeckt werden. Das hierfir neu entwickelte
induzierbare miR-1/206/133 Verlustmodell ermdglicht ebenso weiterfihrende Studien der miR-
1/206/133 Funktion. Ob diese microRNAs beispielsweise eine Rolle in NMJ-
Regenerationsprozessen im Muskel spielen missen zukinftige Experimente zeigen.

4.5. miR-1/206/133 binden an konservierte Bindestellen in der Crk mRNA

Um die Funktion der miR-1/206/133 Familie zu entschlisseln, wurden loss of function basierte,
funktionelle Analysen in der Skelettmuskulatur durchgefihrt. Wie beschrieben schien der
auftretende neuromuskuldare Phanotyp im neonatalen Alter, als auch die in adulten Tieren
auftretenden neuromuskularen Defizite nach miR-1/206/133 Knock-out gleichermalRen auf dem
Verlust der repremierenden Wirkung der microRNAs auf ihre Ziel-mRNA von Crk zu beruhen. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit untersucht ob eine spezifische Bindung der Crk mRNA durch
miR-1/206/133 vorliegt und in welchen Sequenzbereichen diese stattfindet. Es ist bekannt, dass
die 3'UTR einer potentiellen Ziel-mRNA die mRNA-Region mit den haufigsten und effektivsten
regulatorischen microRNA-Bindeevents in Bilateria darstellt %7 1% Vorangegangene
Publikationen konnten zudem zeigen, dass durch das Auftreten multipler microRNA-Bindestellen
ihr regulatorischer Effekt um ein vielfaches verstarkt werden kann " 8, Es konnten auf
bioinformatischer Zielgen-Vorhersage-Software basierend potentielle Binderegionen in der 3’'UTR
der Crk mRNA fir alle Mitglieder der miR-1/206/133 Familie identifiziert werden. Durch ein
genetisches Reportersystem konnte die Bindung der miRs an die vorhergesagten Bindestellen in
der 3'UTR von Crk in Skelettmuskelzellen validiert werden. Weitere Studien konnten zeigen, dass
einige regulatorisch relevante microRNA-mRNA Interaktionen innerhalb der Vertebraten sehr
stark konserviert sein konnen 19-200,

In der vorliegenden Arbeit konnten potentielle Bindestellen ebenfalls in der 3’'UTR der
humanen Crk mRNA sowohl fir miR-1/206, als auch fir miR-133a/b identifiziert werden. Die
Bindungen zwischen miR-1/206 und miR-133 und der 3"'UTR von Crk kénnte somit evolutionar
konserviert sein. Ein weiterer Hinweis hierflr liefert der verwendete Algorithmus mirSVR Score.
Er bewertet zum einen die Qualitdt einer putativen Bindung, zum anderen aber auch ihre
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evolutionare sequenzielle Konservierung 7. Auf Alignment basierte Sequenzabgleichung zeigten
ebenfalls eine groRRe sequenzielle Ubereinstimmung der entsprechenden murinen und humanen
Crk mRNA 3'-UTR Sequenzen. Unterstitzend zeigte sich, dass diese miR-1/206/133 Bindestellen
in der Crk mRNA gleichzeitig jene mit dem besten mirSVR-Score waren. Des Weiteren sind die
reifen microRNA Sequenzen der miR-1/206/133 Familie identisch zwischen Maus und Mensch 38
201 All dies impliziert eine potentielle evolutionare Konservierung und funktionelle Relevanz der
mMiR-1/206/133 Interaktion mit der Crk mRNA in vivo. Um festzustellen ob tatséchlich eine
evolutiondre Konservierung der miR-1/206/133 vermittelten Repression von Crk im Menschen
vorliegt, miissen die hier vorgestellten Experimente in humanen Zellkultursystemen rekapituliert
werden.

Die repremierenden Wirkung von miR-1/206/133 auf die Crk mRNA wurde im Rahmen dieser
Arbeit nach heutigem Wissensstand erstmalig beschrieben. Es ist bekannt, dass das Protein CRK
oft gemeinsam mit seinem Paralog CRK-L Uberlappende Funktionen Ubernimmt. Dies konnte
beispielsweise im Reelin-Signalweg wéahrend der Gehirnentwicklung gezeigt werden 2°2, Im
Skelettmuskel scheint eine vollige funktionelle Uberlappung von CRK und CRK-L jedoch nicht der
Fall zu sein. Eine vorrangegangene Studie zeigte, dass der skelett-muskelspezifische Knock-out
von CRK und CRK-L die Ausbildung der neuromuskularen Region beeintrachtigt . Die
vorliegende Arbeit konnte jedoch mit mehreren voneinander unabhéngigen CRK-
Uberexpressionsmausmodellen zeigen, dass scheinbar allein die Repression der CRK mRNA
durch miR-1/206/133 kritisch fur die Ausbildung und Homdostase der NMJ zu sein scheint. Von
einer Regulation des CRK-L Levels durch miR-1/206/133 wird nicht ausgegangen. Es zeigte sich
weder das CRK-L Level nach miR-1/206/133 Verlust signifikant verandert, noch konnten
potentielle microRNA Bindestellen in der Crk-L mRNA identifiziert werden.

Die Cluster miR-1-1/133a-2 und miR-1-2/133a-1 sind im Herzmuskel abundant vorhanden. Aus
diesem Grund stellt sich die Frage, ob miR-1/133a hier ebenfalls regulatorisch auf das CRK-Level
einwirkt. Es konnte gezeigt werden, dass miR-1/133a bereits eine essentielle Funktion wéhrend
der Herzentwicklung erfillen. Sie regulieren posttranskriptionell unter anderem Myocardin und
tragen damit zur weiteren Differenzierung der noch unreifen Kardiomyozyten bei. Ein kompletter
Verlust dieser microRNAs erwies sich als embryonal letal aufgrund von Herzentwicklungs-
Defekten. Mittels Uberexpressions-Mausmodellen konnte diese regulatorische Funktion in vivo
bestatigt werden 3. Dies scheint somit die primare regulatorische Aufgabe von miR-1/133a
wahrend der Herzentwicklung darzustellen. Interessanterweise kommt es in CRK-Nullmutanten
Méausen eher zu kardiovaskularen und kraniofacialen Entwicklungsdefekten, als zu einer
gestorten Entwicklung der Herzmuskelzellen 2%, Daher konnte CRK dort eventuell eine Rolle in
der vaskularen Entwicklung spielen. Ob miR-1/133a dennoch einen Einfluss auf die
posttranskriptionell Kontrolle des CRK Levels im Herzen hat, ist unklar. Eine Funktion dieser
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microRNAs in der Regulation des CRK Levels in der Herzentwicklung oder im adulten Herzen
musste in weiterfihrenden Studien analysiert werden.

4.6. Die Funktionen von miR-1/206/133 sind komplex und zum Teil stadiumsspezifisch

Die Ergebnisse dieser Arbeit heben gemeinsam mit vorrangegangenen Studien wichtige Aspekte
von microRNA Funktionen hervor. Zum einen scheinen Mitglieder aus der miR-1/206/133 Familie
eine zum Teil redundante Funktion zu besitzen und hierdurch fur den Verlust einzelner miR-
Cluster kompensieren zu kdnnen. Zum anderen agieren die Mitglieder der miR-1/206/133
microRNA-Familie gewebsspezifisch. Eine wichtige Frage in der Erforschung dieser miRs ist, ob
sie wahrend der Entwicklung fortwahrend dieselbe Funktion haben, oder stadiumsspezifisch
unterschiedliche Targets besitzen.

Im Herzen st in diesen Zusammenhang bereits eine gewebespezifische und
stadiumsspezifische Funktion der beiden miR-1/133a Cluster bekannt. In diesem Gewebe haben
die miRs eine essentielle Rolle wahrend der embryonalen Herzentwicklung 3. Aufgrund der
auftretenden frilhen embryonalen Letalitédt konnte eine funktionelle Analyse der beiden miR-
1/133a Cluster im adulten Herzen mittels Funktionsverlust basierter Strategie bisher nicht
durchgefuhrt werden. Jedoch weisen weiterfihrende Studien auf Basis eines induzierbaren
Funktionsverlustmodells darauf hin, dass miR-1/133a ebenfalls eine wichtige Rolle in der adulten
Herzmuskulatur spielt (Valussi, unveroffentlichte Daten). Zuvor wurden diese microRNAs lediglich
getrennt voneinander, und nicht als eine funktionelle Einheit in diesem Gewebe untersucht 3* 3"
4% Es konnte gezeigt werden, das eine Deletion beider miR-1/133a Cluster in adulten
Kardiomyozyten in der Expression von fetalen und Zellzyklus-assoziierten Genen und in einem
Wechsel von Fettsdureoxidation hin zur Glykolyse resultiert (Valussi, unverdffentlichte Daten).
Somit konnten distinkte Rollen der beiden herzmuskelspezifisch exprimierten miR-1/133a Cluster
sowohl wahrend der Herzentwicklung, als auch in der adulten Herzmuskulatur nachgewiesen
werden.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass diese microRNAs in der adulten Skelettmuskulatur
posttranskriptionell das MEF2A Level regulieren 4. Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
konnte, dass ein kompletter miR-1/206/133 Verlust zum neonatalen Tod fiihrt, ist es interessant,
ob der beschriebene Mechanismus in diesem Kontext ebenfalls im neonatalen Alter eine Rolle
spielt. Es wurden hierbei zum einen Tiere mit einem kompletten Verlust aller Skelettmuskel
exprimierten miR-1/206/133 Familienmitgliedern (tKO) und ebenso Tiere mit einem Verlust von
lediglich beiden miR-1/133a Clustern (dKO) bei diesen Analysen betrachtet. Hierbei zeigte sich,
dass selbst nach einem vollstandigen Verlust aller miR-1/206/133 Cluster im Skelettmuskel keine
gesteigerte Expression von MEF2A und keine Erhéhung der Expression Dlk1-Dio3 Megaclusters
im neonatalen Alter festgestellt werden kann. Auch die normal entwickelte mitochondriale
Feinstruktur liefert weitere Evidenz, dass diese regulatorische Kaskade im neonatalen Stadium,
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auf Grund einer entwicklungsstadiumspezifischen Regulation von MEF2A durch miR-1/133a nicht
relevant zu sein scheint. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Regulation von MEF2A durch
die miRs auf das adulte Stadium beschrankt zu sein scheint.

Im Kontrast hierzu scheint die Kontrolle des CRK Levels durch miR-1/206/133 sowohl im
neonatalen Alter, sowie in der adulten Skelettmuskulatur fur die NMJ-Entwicklung und
Homdoostase essenziell zu sein (siehe 4.4.). Zudem scheint die synergistische Wirkung aller miR-
1/206/133 fur diesen Prozess unabdingbar. Es ist bekannt, dass der skelettmuskelspezifische
Verlust von CRK- und CRK-L zu einer gestorten neuromuskularen Entwicklung fuhrt 1.
Interessanterweise konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass lediglich ein
gesteigertes CRK Expressionslevel zu einer Stdérung der NMJ-Formation und -Homoostase fihrt.
Dies lasst den Schluss zu, dass das Level von CRK sowohl wéhrend der Entwicklung, als auch in
der adulten Skelettmuskulatur einer engen Kontrolle unterliegen muss. Somit scheint es sich bei
der Regulation der CRK Expression um keinen Prozess, der nur in einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt auftritt zu handeln. Dies bedeutet, dass es sich bei der durch die miR-
1/206/133 vermittelte Kontrolle des CRK Levels um keine Entwicklungsstadiums-spezifische
Funktion handelt.

Dies zeigt, dass die regulatorische Funktion von miR-1/206/133 komplex ist und verschiedene
Targets zum Teil stadiumsspezifisch reguliert werden, wéahrend andere scheinbar einer
durchgéangigen Kontrolle durch die miRs unterliegen mussen. All das scheint zudem stark
abhangig von spezifischen zellularen Anforderungen zu sein. Die Kontrolle verschiedener
Zielgene durch die selben miRs zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten, ist zum einen
denkbar durch eine zeitlich unterschiedlich gesteuerte Expression der miR-Targets. Diese ware
wiederum abhangig von weiteren Molekulen wie Transkriptionsfaktoren. Zum anderen hangt die
miR-vermittelte Regulation nicht nur von der Abundanz der Zielgene ab, sondern auch von der
Expression der miRs, sowie von ihrer Stabilitat 2°*. Ein moglicher Mechanismus der Regulation
der miR-Abundanz ware beispielsweise eine Ruckkopplungsschleife, wie sie bereits wahrend der
Herzentwicklung gezeigt werden konnte. Das Zielgen Myocardin reguliert hierbei positiv die
Expression von miR-1/133a und bildet damit eine negative Rickkopplungsschleife, die fur die
friihe Herzentwicklung wesentlich ist 3. Ein ahnliches regulatorisches Prinzip konnte auch fur miR-
14 in der Modulierung der Ecdysonrezeptor-Aktivitat gezeigt werden 204 205 All dies fiigt eine
weitere Ebene der Komplexitat der posttranskriptionellen regulatorischen Aktivitat dieser
microRNAs hinzu und muss durch zukinftige Arbeiten weiter aufgeschlisselt werden.
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4.7. miR-1/206/133 reguliert iber das CRK Level RAC1 abhangiges AChR-Clustering

4.7.1. CRK Uberexpression rekapituliert miR-1/206/133 Knock-out Phanotyp in vivo

Der Knock-out von miR-1/206/133 in der Skelettmuskulatur fihrt zu einer erhfhten Expression
CRK, sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene. Eine gesteigerte CRK Expression kann nach
Verlust der microRNAs wahrend der Muskelentwicklung (tKO), als auch im adulten, voll
ausdifferenzierten Skelettmuskel detektiert werden. Hieraus ergab sich die Hypothese, dass es
sich bei der Crk mRNA um ein mogliches Ziel der microRNAs handeln konnte. Mittels
bioinformatische Target-Prediction Software, in Kombination mit dualen Luciferase Reportergene-
Assays konnte Crk als ein neues, primdres Target der miR-1/206/133 Familie in
Skelettmuskelzellen validiert werden. Da der Verlust von miR-1/206/133 im Skelettmuskel neben
CRK einige weitere Gene reguliert, ergab sich die Frage, ob CRK tatséchlich, dass in diesem Fall
das kritische regulatorische Ziel von miR-1/206/133 darstellt.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden mehrere von den miRs unabh&ngige in vivo CRK
Uberexpressionsmodelle erzeugt und auf morphologisch-makroskopischer, histologischer und
molekularer Ebene untersucht. Zur Analyse einer CRK Uberexpression wahrend der
Skelettmuskelentwicklung wurden zwei voneinander unabhangige Mausmodelle etabliert (Crk-tg,
Crk-SPH). Die beiden CRK Uberexpressionsmausmodelle dienten der Uberprifung des Effekts
einer erhohten CRK Expression wahrend der NMJ-Entwicklung. Mittels dieser beiden Modelle
konnte eine mit dem tKO in etwa vergleichbare Expressionserh6hung von CRK auf RNA- bzw.
Protein-Level erreicht werden. Es konnte zudem ebenfalls vergleichbar zum tKO eine neonatale
Letalitat bei unveranderter auf3eren Morphologie und Kérpergewicht festgestellt werden. In diesen
in vivo-Modellen konnte eine phanotypisch analoge Verédnderung der Innervierung des
Diaphragmas, molekularen Anderungen in der GSEA und bei gleichzeitiger Reduktion der post-
synaptischen Flache festgestellt werden. Im Ganzen weisen beide Mauslinien auf allen Ebenen
einen dem miR-1/206/133 tKO Mausmodell sehr &hnlichen, neonatal letalen Phanotyp auf.

Zur Analyse adulter Mause, wurde ein Mausmodell mit einer induzierbaren skelett-
muskelspezifischen CRK-Uberexpression entwickelt (adult Crk-SPH). Dieses Modell diente der
Analyse einer gesteigerten CRK-Expression im adulten ausdifferenzierten Skelettmuskel, wie sie
auch im adulten tKO Mausmodell (adult tKO) auftritt. Interessanterweise ergab sich auch ein dem
adulten tKO phanotypisch &hnliches Bild fur dieses Modell im Skelettmuskel adulter Tiere.
Morphologische, histologische und molekulare Analysen zeigten, dass sowohl in adulten
induzierten miR-1/206/133 tKO Tieren, als auch adulten Crk-SPH Tieren eine Stdrung der
Homoostase der postsynaptischen Region der neuromuskularen Endplatten vorlag. Es zeigt sich
in diesem Mausmodell auch Vergleichbares in Bezug auf Auswirkungen auf die postsynaptische
neuromuskulare Region, eine Verringerung des Muskelgewichts und Veranderungen in ihrer
Motorik bzw. Koordinationsfahigkeit. Unterschiede zum adulten tKO wiesen die adulten CRK-
Uberexpressionsmause jedoch in der Geschwindigkeit der Ausbildung des neuromuskuléaren

106



Diskussion

Phéanotyps auf. Die zeitliche Differenz bis zum Auftreten des Phanotyps kdnnte zum einen damit
begriindet werden, dass bei den adulten tKO Tieren erst die bereits im Muskel vorhandene
microRNAs abgebaut werden mussen. Bei microRNAs handelt es sich um vergleichsweise stabile
RNA-Molekule 2% 26 Des Weiteren gehoren die Mitglieder der miR-1/206/133 Familie zu den
abundantesten microRNAs im Skelettmuskel Giberhaupt # 182, Als Konsequenz hieraus ware eine
verstarkte Erhohung des primaren miR-Targets CRK auch erst spéater, nach entsprechender
microRNA-Reduktion zu erwarten. Bei dem CRK-Uberexpressionsmausmodell wird dagegen
direkt eine verstarkte Expression von CRK getriggert, was die friihere Auspragung des Phanotyps
erklaren koénnte.

Durch vergleichende Untersuchungen von gleichaltrigen, entsprechenden adulten dKO Tieren
konnte ausgeschlossen werden, dass miR-1/133a Knock-out Tiere ebenfalls einen
neuromuskuldren Phanotyp aufweisen. Dies kdnnte mit dem vermuteten kompensatorischen
Effekt des im miR-1/133a dKO noch vorhandenen miR-206/133b Clusters begriindet werden
(siehe 4.1.). Zusammenfassend zeigte sich, dass alle CRK-Uberexpressionsmodelle im jeweiligen
Stadium (adult und neonatal) einen sehr &hnlichen Phéanotyp (Phanokopie) auf allen Ebenen auf
zu den korrespondierenden miR-1/206/133 tKO Tieren aufwiesen. Dies zeigt deutlich, dass
hauptsachlich die Uberexpression von CRK fiir den tKO-Phanotyp sowohl im neonatalen, als auch
im adulten Stadium verantwortlich ist. Somit scheint die posttranskriptionelle Regulation von CRK
durch miR-1/206/133 sowohl kritisch wahrend der NMJ-Ausbildung, als auch fiir die Homoostase
der postsynaptischen neuromuskularen Region zu sein.

4.7.2. CRK Uberexpression beeinflusst neuromuskulares AChR-Clustering Uber RAC1
Aktivierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit der Aufklarung der posttranskriptionellen
Regulation des CRK Levels durch miR-1/206/133 zum weiteren Verstandnis der Rolle von CRK
in molekularen Prozessen wéahrend der NMJ-Entwicklung und Homdéostase beigetragen werden.
Es war bis zu diesem Zeitpunkt noch weitestgehend unklar welche weiteren CRK-vermittelten
molekularen Vorgange sich downstream der DOK7-CRK Interaktion abspielten. Wie beschrieben,
interagiert CRK vermittelt durch seine SH2 Doméane mit DOK7 an der NMJ 72 °, Die SH3 Doméne
von CRK ist wiederum in der Lage Interaktionen mit vielen verschiedenen Bindungspartnern mit
Prolin-reichen Motiven zu vermitteln 1% 207, Verschiedene Methoden, basierend auf der Analyse
von Protein-Protein-Interaktionen dienten hierbei als Instrument zur Identifikation neuer, weiter
downstream-gelegener CRK-Interaktionspartner. Unter den mit der SH3 Doméane von CRK-
interagierenden Proteinen wurden in Fibroblasten in der Vergangenheit ebenfalls GEFs
(Guanosine triphosphate exchange factors) identifiziert 2%, Diese Molekule kdnnen wiederum
positiv auf den Aktivierungsstatus von unter anderem kleinen GTPasen einwirken. In dieser Arbeit
wurde basierend auf Co-Immunprazipitation und Proximity Ligation Assays das Protein FARP1
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(FERM, ARH/RhoGEF And Pleckstrin Domain Protein 1) als moglicher Interaktionspartner im
Skelettmuskel identifiziert. Es konnte mittels dieser beiden voneinander unabhangiger Methoden
gezeigt werden, dass die nach Verlust von miR-1/206/133 erhohte CRK Expression eine
gesteigerte CRK-FARPL1 Interaktion mit sich bringt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass es sich bei FARP1 um ein postsynaptisches RAC1-GEF mit
Prolin-reichen P-x-x-P-x-K  Motiven handelt. Es vermittelt RAC1-Aktivierung in der
postsynaptischen Region der Wirbelsdule und spielt dort eine Rolle in der postsynaptisch
Zytoskelett-Dynamik downstream von SynCAM (Synaptic cell adhesion molecule) %4, Im Rahmen
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, das eine gesteigerte CRK-Expression in
Skelettmuskelzellen, ebenfalls zu einer gesteigerten Aktivierung der kleinen GTPase RACL fihrt.
Dies konnte wiederum durch eine potentielle CRK-FARP1 Interaktion vermittelt sein. Jedoch
mussten weitere Analysen einen direkten Zusammenhang und Relevanz dieser Interaktion und
einer gesteigerten RAC1-Aktivitat im Skelettmuskel in vivo zeigen. Das postsynaptisch lokalisierte
CRK konnte in diesem Kontext mdglicherweise eine Rolle in der Rekrutierung von FARP1 und
eventuell auch weiterer GEFs zu postsynaptischen Region in vivo vermitteln. Jedoch sind weitere
Untersuchungen in diesen Zusammenhang notwendig.

Durch vorangegangenen Studien ist bekannt, dass eine gesteigerte RAC1-Aktivierung
wahrend der NMJ-Formation in einem gestdrten Clustering von AChRs in der postsynaptischen
Region resultiert. RAC1 und RHO scheinen hierbei antagonistisch im Prozess der Steuerung der
Bildung und Aufrechterhaltung von neuromuskularen AChR-Clustern zu wirken %, Eine
andauernde Aktivierung von RACL1 resultiert hierbei in einer Destabilisierung von AChR-Clustern.
Es konnte gezeigt werden, dass es zur vermehrten Bildung von kleinen AChR-Mikroclustern bzw.
zur Stérungen in der Ausbildung von groReren AChR-Makroclustern kommt 120 122,123 Djese
Befunde konnten innerhalb dieser Arbeit bestatigt werden.

Weiter konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Uberexpression von CRK
ebenfalls zur Ausbildung von vermehrt kleinen AChR-Mikroclustern und weniger grof3en AChR-
Makrocluster fuhrt. Auch in vivo konnte nach miR-1/206/133 Verlust, welcher in einer gesteigerten
CRK-Expression resultiert, vermehrt kleinere AChR-Cluster auf der Muskelfaseroberflache
detektiert werden. Um zu Untersuchen ob sich eine gesteigerte CRK Expression ebenfalls auf den
Aktivierungsstatus von RAC1 auswirkt, wurde ein RAC-GTP Pull-down Assay durchgefihrt. In
Zellkultur-Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine CRK Uberexpression in einer
gesteigerten Aktivierung von RAC1 in Skelettmuskelzellen resultiert. Des Weiteren gibt eine
Proteom-basierte Hauptkomponentenanalyse (PCA) Hinweise darauf, dass auch im tKO
Mausmodell eine ebenfalls gesteigerte Aktivitat kleiner GTPase vorliegt. Somit kénnten diese
CRK vermittelte RAC1 Aktivierung auch eine Relevanz fur die Prozesse der NMJ-Formation und
Homoéostase in vivo haben. Jedoch miuissten weiterfiilhrende Analysen zur Bestatigung
durchgefuhrt werden.
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In der vorliegenden Arbeit wird auf Basis dieser Befunde die folgende Kausalkette postuliert:
der Verlust von miR-1/206/133 fuihrt zu einer Expressionserh6hung von CRK, CRK interagiert
vermehrt mit RAC1-GEF FARPL, eine gesteigerte CRK Expression resultiert in einer irreguléaren
RAC1-Aktivierung, was wiederum zu Defekten in der postsynaptischen AChR-Cluster Aushildung
und Homoostase fuhrt (siehe auch Abb. 4.8.). Hieraus kdénnte der beobachtete neuromuskulare
miR-1/206/133 Knock-out Phanotyp resultieren.

4 .8. Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Funktion der microRNA Familie miR-1/206/133 im
neonatalen und adulten murinen Skelettmuskel. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass
es sich bei diesen microRNAs um kritische Faktoren fir die Ausbildung und Homdéostase der
neuromuskularen Synapse handelt. miR-1/206/133 regulieren auf posttranskriptioneller Ebene
synergistisch das Level des neu identifizierten primaren microRNA Targets CRK im neonatalen
und adulten Skelettmuskel. Die entsprechenden miR-Bindestellen in der Crk mRNA sind
evolutionar konserviert. Es konnte weiter aufgedeckt werden, dass CRK downstream des LRP4-
MUSK-DOK?7 Komplexes mit dem postsynaptischen RAC1-GEF FARP1 zu interagieren scheint.
Eine gesteigerte CRK Expression resultiert in einer irreguldren RAC1 GTPase Aktivitdt und
manifestiert sich in einer gestorter AChR-Cluster Bildung. Auf diesen Erkenntnissen basierend
wurde ein Arbeitsmodell des molekularen Mechanismus der miR-1/206/133 vermittelten
Regulation des CRK Levels erstellt (Abb. 4.8.).

Die Mitglieder der miR-1/206/133 Familie schaffen somit gemeinsam eine zusatzliche Ebene
der posttranskriptionellen Inhibition. Dies erlaubt die Regulation von verschiedenen
physiologischen Prozessen in Abh&ngigkeit der Konzentration der microRNAs, der Konzentration
ihres Targets und dessen Auswirkungen in verschiedenen Entwicklungsstadien. Im Falle von CRK
handelt es sich um ein ubiquitar exprimiertes Adapterprotein 1%, das je nach Entwicklungsstadium
und zellularem Kontext an den unterschiedlichsten Prozessen beteiligt ist 19 18, miR-1/206/133
agieren durch ihre spezifische Expression zusatzlich als eine Art gewebespezifischer Repressor.
Somit leisten diese microRNAs einen sehr wichtigen Beitrag in der Justierung und Modulation von
Signalprozessen und konnen dadurch dramatisch die Komplexitdt von regulatorischen
Interaktionsprozessen in einem Organismus erhohen.

Abbildung 4.8.: Arbeitsmodell der miR-1/206/133 vermittelten Regulation von CRK und der
nachfolgenden molekularen downstream Effekte an der neuromuskuldren Synapse. ACh=
Acetylcholin; AChR= Acetylcholinrezeptoren; AGR= Agrin; DOK7= Docking Protein 7; GDP=
Guanosindiphosphat GEF= GTP-Austauschfaktoren; GTP= Guanosintriphosphat; LRP4= Low-density
lipoprotein receptor-related protein 4; MUSK= muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase. Abbildung 4.8.
befindet sich auf der nachfolgenden Seite.
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Die fur die neuromuskuldre Koordination essentielle NMJ-Region macht lediglich weniger als

0,1 % der Muskelfaseroberflache aus. Jedoch weist der postsynaptische Bereich tber 95 % der
AChRs auf 2, In diesem Zusammenhang konnte in rezenten Studien mittels Einzelzell-RNA
Sequenzierung gezeigt werden, dass Myonuklei der synzytial aufgebauten Muskelfasern ein
heterogenes Expressionsprofil aufweisen und einzelne Subpopulationen bilden 2% 21, Es ist
bekannt, dass sich in vielen Vertebraten unter der NMJ kleine Myonuklei-Cluster formieren 22, Im
Kontext der vorliegenden Arbeit ist es nun interessant ob diese NMJ-assoziierten Myonuklei sich
auch in der Expression der microRNAs miR-1/206/133 oder von CRK von anderen Nuklei
unterscheiden. Weiterfuhrende Studien kénnten aufdecken, ob die miR-1/206/133 vermittelte
Regulation des CRK Levels nicht nur gewebespezifisch ist, sondern auch an eine bestimmte
subzellulare Lokalisation geknupft ist.

Vorrangegangene Arbeiten lieferten bisher keinerlei Erkenntnisse Uber die miR-1/206/133
Familie als eine funktionelle Einheit 24 32-35 46,147,195, 1% Trotz mancher offengebliebender Fragen,
konnte in diesem Projekt mittels mehrerer in vivo-Modellen und einer Vielzahl an
unterschiedlichen Methoden erstmalig, eine synergistische Funktion dieser in der gestreiften
Muskulatur spezifisch exprimierten microRNA Familie aufdeckt werden. Die Erkenntnisse aus
dieser Arbeit gewahren damit tiefe Einblicke in Wirkmechanismen und das kompensatorische
Potential der abundantesten microRNA Familie der Skelettmuskulatur, sowohl wahrend der
Ontogenese, als auch im adulten Skelettmuskel. Diese Studie tragt damit entscheidend dazu bei,

regulatorische Prozesse des Skelettmuskels im Ganzen besser zu begreifen.
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Abbildung 5.1.: Generierung verwendeter miR-1/206/133 Mauslinien. a Verpaarungsstrategie zur
Gewinnung von tKO Tieren im Alter E18.5. b Gewinnung von konstitutiven tKO (ctKO) Embryonen (E10.5).
¢ Verpaarungsstrategie und anschlieRende Tamoxifen-basierte (TAM) Induktion zur Gewinnung MuSC tKO
Tieren. d Verpaarungsstrategie und anschlieBende Doxycyclin-basierte (DOX) Induktion zur Gewinnung

adulten tKO Tieren.

121



a b v quidersa— coess5PHT”
~ ) o
—~— N : N -
Pl Ve o N v/ e s ﬁi;;
(r G h e N N (P-4
= X = S \ >
—EEfBG! -mmu=Crk— ‘\\ onme \\ ' Amme A
E185 "
Crk-sgRNA™"
Q P
Crk-tg ' /‘ \-_\_; ) X ' )
Crk-tg /‘\*\\ng\% ' a7
Plug-Check Verpaarung E18.5
Cc Crk-sgRNA dCas9-SPH"" Crk-SPH
//_\_\,? — ,/Jxl./—‘\ Crk-sgRNA"~/dCas9-SPH"//Pax7-Cre""
(s x o
. ™
(==& =27 ﬁ>
N ==
\\‘\'::-7—_1 ‘ _//
Crk-sgRNA **f/dCas9-SPH™" HSA-rtTA-TRE-Cre**
& ~
Pt C TN
/ = X o~ .
A ) N L
$ ¢ Z=7
P ‘ —=—_—)_*-///
0\
~ N
Afuu\: . n‘&
Crk-SPH / DOX
\Sﬁ s

Crk-sgRNA* I.'dCasQ-SFH fIHSA-ﬂTA-TRE-Cre""

Anhang

-
AN~

=

Pax7-Cre™”

=

=
=

Abbildung 5.2.: Herstellung der verwendeten CRK Uberexpressionslinien. a Pronukleusinjektion des
Crk-Transgens zur Gewinnung von Crk-tg Tieren im Alter E18.5. b Skelettmuskelspezifische Aktivierung
des Crk-Lokus durch Verpaarung von Crk-sgRNA Transgen-positive Mause mit Pax7-Cre*-//dCas9-SPH*-
Mausen. Die resultieren Crk-sgRNA*-//Pax7-Cre*-//dCas9-SPH*- Tiere (Crk-SPH) wurden im Alter von
E18.5 analysiert. ¢ Skelettmuskelspezifische Doxycyclin (DOX) induzierbare Aktivierung des endogenen
Crk-Lokus in adulten Mausen (adult Crk-SPH) via dCas9-SPH System.
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Abbildung 5.3.;: Expression von Crk-L nach miR-1/206/133 Knock-out. a Transkriptomanalysen von tKO
gegen ctrl (Affymetrix Micro Array Analyse mit Quadriceps-Muskeln, n = 4/4, FC= Fold Change logz,
Students t-Test, zweiseitig, rot= p-Wert <0,05 ctrl = miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-1'"%'o*//miR-
206/133b*"*// Pax7-Cre**[E18.5]).

a
o~ &
¥ &
& & RE
0,00 0,00 |CRK Adapter molecule CRK
0,65 0,74 |HDAC4 Histondeacetylase 4

Abbildung 5.4.: Keine Anderung des HDAC4 Levels nach Verlust von miR-1/206/133. a Proteom-Daten
von wt vs. tKO (n=3/3, Diaphragma-Muskel, rot= p-Wert <0,05 [E18.5]) FDR= False Discovery Rate.
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a Multiple potentielle miR-1/206/133 Bindestellen in der murinen 3'UTR von Crk @
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b Multiple potentielle miR-1/206/133 Bindestellen in der humanen 3'UTR von Crk
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Abbildung 5.5.: Lokalisation der miR-1/206 und miR-133 Bindestellen in der Crk mRNA. a, b Mittels
einer Software zur Vorhersage von potentiellen miRNA-Zielgene (mIRANDA; www.microrna.org)
vorhergesagte microRNA-Bindestellen in der murinen und humanen mRNA von CRK. Putative Zielregion
von miR-1/206 und miR-133a/b dargestellt in Rot. CDS= Kodierender Sequenzbereich (coding sequence),
kb= Kilobasen, polyA= poly-A-Schwanz, UTR= Untranslatierte Region.
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a Pronukleusinjektionsverfahren b Crk Transgen Genotypisierung

Amme ™ Q& o
585 bp\i ad 3
258 bp1—

Abbildung 5.6.: Genotypisierung von Crk-tg Mausen. a, b Schematische Darstellung der
vorgenommenen Pronukleusinjektion des Crk-Transgens zur Erzeugung der skelettmuskelspezifischen
CRK-Uberexpressionsmauslinie Crk-tg. Die Genotypisierung erfolgte mit Transgen-spezifischen Primern
(rot). Das PCR-amplifizierte, gelelektrophoretisch aufgetrennte Produkt von Crk-tg ist 314 Basenpaare (bp)
lang. BGI= Betaglobin-Intron, HSA-Promoter= Human a-skeletal actin, wt = Wildtyp.

a sgRNA Design im dCas9-SPH System b dcas9-SPH und Crk-sgRNA Genotypisierung

&
o
QQ

ZTH-C F SRS
- re— W sckv @ O
+ Ap‘# v P65 WS R

AT 585b
HSF1 P
341 bp -
W dCas9 258 bp|m==

y Crk-sgRNA &
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<
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Abbildung 5.7.: Genotypisierung von Crk-SPH M&usen. a Schematische Darstellung des verwendeten
dCas9-SPH Systems mit CRK-spezifischer sgRNA (gruin) unter der Kontrolle der skelettmuskelspezifischen
Pax7-Cre-Rekombinase. Schematische Abbildung des sgRNA-Designs mit den zur Genotypisierung
verwendeten Primern (rot). U6= U6 Promoter. b Das PCR-amplifizierte, gelelektrophoretisch aufgetrennte
Produkt ist 305 (dCas9) Basenpaare (bp) und ~ 400 (sgRNA) bp lang. wt = Wildtyp.
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a Gewichtsentwicklung b i Dik1-Dio3 miR-Cluster
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Abbildung 5.8.: Phanotypische Untersuchung und molekulare Analyse von adulten miR-1/206/133
Knock-out Tieren (adult tKO). a Darstellung der Gewichtsentwicklung tber den Versuchszeitraum von
~28 Wochen von adult tKO Tieren und Kontrollen. Zeitraum, der Doxycyclin-Behandlung dargestellt in
hellrot. Gewichtsdifferenzen wurde in Prozent abgebildet (n =3/3, ctrl = miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-
1loxlox//miR-206/133b"//HSA-tTA-TRE-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, *p = <0,05 [Versuchsende
~44 Wochen alt]). Tiere am Tag des Versuchsendes (b). Analyse der Tibialdange (c), der &auf3eren
Muskelmorphologie (d, e) und der Muskelgewichte (f-g) von Quadriceps (d, f) und TA-Muskeln (e, g) von
adult tKO Tieren und Kontrollen. (n =3/4, ctrl= miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1'%o%//miR-206/133b"
/HSA-rtTA-TRE-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, ns= nicht signifikant *p = <0,05 [~44 Wochen alt]).
h Hamatoxylin-Eosin- (H&E) und Succinat Dehydrogenase (SDH) Farbung. i Transkriptomanalysen zeigt
erhoéhte Expression des gesamten D DIk1-Dio3 Clusters und Mef2a (blau) in miR-1/206/133 defizienten
adulten Quadriceps Muskeln im Vergleich zur Kontrolle (ctrl) (Affymetrix Micro Array, n = 2/3, FC logz= Fold
Change logz, ctrl = ctrl = miR-1-1/133a-2"//miR-1-2/133a-1"¥>*//miR-206/133b"//HSA-rtTA-TRE-Cre**,
Students t-Test, zweiseitig, signifikante Unterschiede in Rot, p = <0,05).
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Abbildung 5.9.: Analyse der koordinativen Fahigkeiten von miR-1/133 dKO Mausen. a, b Rotarod- und
Food-Print Assay Analysen von adulten miR-1/133 dKO Tieren im Vergleich zur Kontrolle (n= 3/3, ctrl =
miR-1-1/133a-2**//miR-1-2/133a-1'*¢"*//miR-206/133b*"*//Pax7-Cre**, Mann-Whitney U Test, einseitig, ns
= nicht signifikant [Mannchen, ~44 Wochen alt]).
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Erganzende Tabellen

Anhang

Tabelle 24: Muskelspezifische Deletion von miR-1/206/133 resultiert in neonataler Letalitat.

Abundanz von miR-1/206/133 (tKO, blau) Knock-out Tieren am postnatalen Tag 21 (P21) im Vergleich zu
entsprechenden Wurfgeschwistern.

Line
tKO

Genotyp N % gesehen | % erwartet
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1"""*//miR-206/-133b™ //Pax7-Cre " 9 26 25
miR-1-1/-133a-2 /imiR-1-2/133a-1"""//miR-206/-133b #/Pax7-Cre™* 10 29 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1"""*/miR-206/-133b" //Pax7-Cre"" 15 44 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1""*//miR-206/-133b //Pax7-Cre™" 0 0 25
Total 34 100 100

Tabelle 25: tKO-Tiere weisen nahezu erwartete Abundanz im Stadium E18.5 auf.

Abundanz von miR-206/133b (sKO, blau), miR-1/133a (dKO, blau) und miR-1/206/133 (tKO, rot) Knock-out
Tieren im perinatalen Alter E18.5 im Vergleich zu entsprechenden Wurfgeschwistern.

Linie |Genotyp N % gesehen | % erwartet
sKO |miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1" //miR-206/-1336™ 49 25 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1"" /miR-206/-1336" 98 50 50
miR-1-1/-133a-2""//miR-1-2/133a-1"" /imiR-206/-1335" 48 25 25
Total 195 100 100
dKO  |miR-1-1/-133a-2"/imiR-1-2/133a-1""//miR-206/-1336""//Pax7-Cre"" 35 26 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1""//miR-206/-1338 " //Pax7-Cre™" 39 29 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1"""/miR-206/-1336""//Pax7-Cre™"* 26 19 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1"""//miR-206/-133b""//Pax7-Cre"" 35 26 25
Total 135 100 100
tKO  |miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1"""%/miR-206/-1336"//Pax7-Cre™" 4 13 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1""""//miR-206/-1335 //Pax7-Cre™"* 10 31 25
miR-1-1/-133a-2 //miR-1-2/133a-1"""//miR-206/-1336" //Pax7-Cre™ 12 38 25
miR-1-1/-133a-2"//miR-1-2/133a-1""//miR-206/-1335"//Pax7-Cre™" 6 19 25
Total 32 100 100

Tabelle 26: Muskelspezifische CRK Uberexpression (Crk-SPH) resultiert in neonataler

Letalitat.

Abundanz von Crk-SPH (griin) Tieren am postnatalen Tag 21 (P21) im Vergleich zu entsprechenden

Wurfgeschwistern.

Linie |Genotyp N % gesehen [ % erwartet

Crk-SPH|sgRNA""//[dCAS9""//Pax7-Cre*" 3 7.9 12.5
sgRNA""//dCAS9""//Pax7-Cre*" 7 18.4 12.5
sgRNA"*//[dCAS9""//Pax7-Cre*"* 8 21.1 12.5
sgRNA"*//dCAS9""//Pax7-Cre*" 4 10.5 12.5
sgRNA""//[dCAS9""*//Pax7-Cre*" 4 10.5 12.5
sgRNA*"*//dCAS9""*//Pax7-Cre*"* 4 10.5 12.5
sgRNA'"//dCAS9""*//Pax7-Cre*"* 8 21.1 12.5
sgRNA""//dCAS9""//Pax7-Cre’ 0 0 12.5
Total 38 100 100

128



Anhang

Schematische Plasmidkarten

Alle Plasmidkarten wurden von Addgene (www.addgene.org) oder Promega (www.promega.de)
entnommen. Die jeweilig genutzten Restriktionsenzym-Schnittstellen wurden markiert.
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