


















































1. Einleitung
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Abb. 3: Ubersicht iiber die Synthese und Funktiom viRNAS?

1.7 Dicer und Drosha im Kardiovaskularen System

Dicer und Drosha sind zwei essentielle Enzyme i@naRNA Synthese.

Sie gehdren zur RNAse Il Familie und spalten miRNAihre aktive Form.
Ein Knockout von Dicer in Mausen zeigte, dass Di@arch fur die
Entwicklung essentiell ist, der Knockout erwieshsals letaf® Wahrend der
Embryogenese ist Dicer notwendig fiir die Skeletkelentwicklung®* aber
neuere Publikationen weisen auch auf eine wichtigolle im
Kardiovaskularen System hin. So resultierte eire$mezifischer Knockout in
kardialen Vorlauferzellen an Tag E8,5 in einer iit#tn Herzinsuffizienz nur

4 Tage spatet. Ein postnataler herzspezifischer Knockout filhrte einer
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1. Einleitung

dilatativen Kardiomyopahtie’® was die wichtige Rolle Dicers fiir die
Entwicklung und Funktion des Herzens unterstreicht.

Dazu scheint Dicer auch auf die Angiogenese eimgsckeidenden Einfluss
zu haben. Wahrend der Embryonalentwicklung zeigeardefiziente Mause
eine beeintrachtigte GefaRentstehfihglementsprechend filhrte ein Dicer
Knockout im  Zebrafisch zur Ausbildung eines untedhenen
Blutkreislaufes?

In Endothelzellen (ECs) wird Dicer konstitutiv exprert. Ein Knockdown via
siRNA filhrte zu verringerter Proliferatidf, ° Migration und Matrigel Tube
Formation’* Genexpressionsanalysen zeigten, dassvitro und in vivo
zahlreiche Gene reguliert sind, die in der Angiaggeneine Rolle spielen wie
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und seereptor Fltf?

Im Gegensatz zu Dicer ist bisher wenig Uber di¢ogische Rolle von Drosha
bekannt.In vitro Experimente konnten bisher zeigen, dass ein Kndckou
Hela-Zellen zu einer Akkumulation von pri-miRNAsdiriner Reduktion von
pre-miRNA und maturen miRNAs fihrte, was die bishekannte Funktion
wahrend der miRNA-Synthese bestafiut.

In Endothelzellen hatte ein Knockout von Droshavitro wenig Effekt auf
Zellfunktion und Angiogenese. Gefal3sprossung unbdeIkormation waren
zwar beeintrachtigt, docln vivo konnten im Matrigelplug Modell keine

Effekte detektiert werdeff.

1.8 miRNAs in vaskuléaren Erkrankungen

Wahrend miRNAs vor einigen Jahren noch die Rolle #ene Tunings” der

Genexpression zugesprochen wurde, zeigen heutipgk&ionen wichtige

Schlisselrollen fur einzelne oder auch Cluster waRNAs in fast allen

physiologischen und pathophysiologischen Prozeasen

Eine interessante Eigenschaft von etwa einem Datier miRNAs ist zudem,
dass ihre Expression spezifisch fur das jeweiligav€be oder den Zelltyp
ist.”? Uber die Rolle von miRNAs in vaskularen Erkrankengund Zellen ist
bisher noch sehr wenig bekannt.

Doch zeigen die deutlichen Effekte, die nach einémockdown von Dicer

auftreten, eine entscheidende Rolle der miRNAs andibvaskuldren System
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1. Einleitung

auf. Dementsprechend finden sich bei kardialen dflkungen, wie
beispielsweise der kardialen Hypertrophie, dem Mydinfarkt oder der
Herzinsuffizienz, spezifische Deregulationen deRNA Expressiorf> "> 7
Verschiebungen des kardialen miRNA-Expressionsigrefnd allerdings nicht
bei allen kardialen Pathologien gleich. Eine genemevmiRNA-Expressions-
Studie an humanen Myokardproben aus Patienten natteAstenose,
dilatativer Kardiomyopathie und ischamischer Kandaypathie konnte zeigen,
dass einzelne MicroRNAs spezifisch bei bestimmtardialen Erkrankungen
reguliert werder®> Diese Deregulation einzelner miRNAs scheint zuni Te
reversibel zu sein, so normalisierte sich eine 8uyijge von MIRNAS im
herzinsuffizienten Myokard nach Einbau linksvenitdcer
Unterstiitzungssysteni&. Die unterschiedliche Expression und Aktivierung
von miRNAs wird wahrscheinlich Uber Transkriptiossforen und das
miRNA-produzierende Enzym Dicer mit reguliétt’’

In der Ratte wurde 2007 zum ersten Mal gezeigts dasRNAs in der
GefaBwand nach Ballonangioplastie reguliert werdeBesonders auffllig
war die stark verringerte Expression von miR-12%4b, 133a, 143, 145, 347
und 365, wahrend miR-21, 145, 214 und 352 deutmthreguliert waren.
Mir-21 zeigte des Weiterenn vitro einen pro-proliferativen und anti-
apoptotischen Effekt in SMCs von Ratten, der auiekeibeeinflussten
Expression von PTEN und Bcl-2 zu beruhen schdmtvivo reichte ein
Knockdown von miR-21 aus, um die Neointimaentwickjunach Angioplastie
signifikant zu verringern, was die Bedeutung selbsizelner miRNAs in
biologischen Prozessen unterstreicht.

Dass miRNAs auch die vaskulare Inflammation regehekonnen publizierten
Harris et al. 20079 Sie konnten zeigen, dass miR-126 in ECs die Esjoes
von VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) hetaiwCAM-1 wird
von in der Gefallwand ruhenden ECs normalerweidat mixprimiert. Nach
Cytokin induzierter Aktivierung wird VCAM-1 synthistert, um Leukozyten
an Orte der Inflammation zu dirigierenn vitro Experimente konnten
bestatigen, dass eine durch miR-126 Knockdown v&hd VCAM-1

Expression dosisabhangig zu einer verstarkten Adhegon Leukozyten
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1. Einleitung

fuhrte. Somit konnte diese miRNA einen therapeb#scAnsatz zur Kontrolle
vaskularer Inflammation aufzeigen.

Dass durch Untersuchungen der Wirkungsweisen voRNAs auch die

Pathomechanismen bekannter Krankheitsbilder erki@den kdnnen zeigt
das Beispiel von miR-155.

Der +1166A/C Polymorphismus im humanen ;RT(Angiotensin Il Type 1
Receptor) Gen fihrt zu Kardiovaskularen ErkrankmngeDa der

Polymorphismus im nicht kodierenden Bereich der TRUliegt, war der

Grund fiir dieses Phenomen bisher ungeklart. Maatiral®® konnten nun

zeigen, dass miR-155 an die mRNA des AT1R bindet smdie Translation
inhibiert. Liegt aber der Polymorphismus vor, derdier Bindungsregion der
mMiRNA lokalisiert ist, ist diese Bindung von miRNAn die mRNA

unterbunden und der Rezeptor wird verstarkt exgmtniwvas zur Ausbildung
von z.B. kardialer Hypertrophie fuhrt.

Zusammengefasst konnte bisher gezeigt werden, daBNAs auch in

vaskularen Erkrankungen eine wichtige Rolle spiek&mnen, wobei erst
wenige Zusammenhdnge aufgeklart werden konntengtiles Ziel fur die
Zukunft wird sein, die funktionelle Bedeutung eilmsg miRNAs und ihre

Rolle in unterschiedlichen Pathologien weiter zaleweren.

14



2. Fragestellung

2. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werdemelchen Einfluss
mMiRNAs auf die Entwicklung der Atherosklerose uresienose haben.

Da Uber die Expression von miRNAs in vaskuloproéiferen Erkrankungen
zu Beginn dieser Arbeit noch keinerlei Erkenntniggdagen, sollten zunachst
die Expressionsprofile von miRNAs wahrend der Atis&terose und
Restenose im Mausmodell untersucht werden. Daraflifasend sollten die
Expressionsunterschiede den bei diesen Erkrankungeterrschenden
Zelltypen, den glatten GefaBmuskelzellen, Endo#ielm und
Monozyten/Makrophagen zugeordnet werden. Die regeln miRNAs sollten
auf ihre funktionelle Bedeutung hin weiter charalkiert und in die
molekularen Mechanismen spezifischer Zellfunktioreengeordnet werden.
Ein weiterer Schwerpunkt sollte auf der Untersuchdar beiden essentiellen
Enzyme flr die miRNA-Synthese, Dicer und Droshegdin.

Ihre Expression, Regulation und funktionelle Bedagt wahrend der
Entstehung der Restenose und Atherosklerose soltehlin vivo als auchn

vitro analysiert werden.
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3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Gerate

Adobe Photoshop 4.0 LE
Akku Pipettierhilfe
Biofuge Fresco
Blockthermostat 1302
Combitips
Elektrophoresekammer
FACS cell sorter EPICs Altra
Feinwaage

Grobwaage

Hyperfilm ECL

iBlot

Inkubator 1000
Magnetruhrer lkamag
Mikrotiterplatte
MxPro 3000 gPCR
OP-Besteck

Photometer SLT Spectra
Pipetten
Pipettenspitzen

ADOBE SYSTEMS INC., SareJosSA
HIRSCHMANN, Eberstadt
HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau
HAEP LABOR CONSULT, Bovenden
EPPENDORF, Hamburg

BIO-RAD, Minchen

BECKMAN COULTER, MiamiSA
SARTORIUS, Géttingen
SARTORIUS, Gottingen

AMERSHAM PHARMACIA,

Braunschweig

INVITROGEN, Carlsbad, CA-USA
HEIDOLPH, Kehlheim

IKA LABORTECHNIK, Staufen
GREINER, Frickenhausen
STRATAGENE, Cedar Creek, TX-USA
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

FST, Foster City, CA-USA

SLT LABINSTRUMENTS, Cradsh
GILSON, Viliers-le-Bel, Frankreich
GILSON, Viliers-le-Bel, Frankieic

Polypropylen Réhrchen 15ml/50ml GREINER, Frickerseu

ReaktionsgefalRe 0,5/1,5/2ml

Rontgenkassette

Scanner (Scan Maker III)
Schittler Duomax 1030

Sterile Zellkultur-Arbeitsbank

EPPENDGHREMburg
AMERSHAM PHARMACIA,
Braunschweig
MICROTEK, Ratingen
HEIDOLPH, Kehlheim
HERAEUS INSTRUMENTHanau
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3. Material und Methoden

3.2 Chemikalien, Reagenzien und Medien

Agarose

Aqua dest.

BSA (Bovines Serum Albumin)
Dulbecco’s 1x PBS

DTT (Dithiothreithol)

ECL Plus

(Western blotting detection reagent)
Ethanol

EZ Load Molecular Ruler
Glycerol

Glycin

HCI 37,3% (rauchend)

in vivo Jet PEI

Isopropanol

Leupeptin

Methanol

2-Mercaptomethanol

Milchpulver

NaCl

0,9 % isotonische NaCl-Lésung
NP40 (Igepal Ca-630)

Nucleic Acid Sample Loading Buffer
NuPage 4-12% Bis-Tris-Gele
NuPage Sample Reducing Agent
Ocadaic acid

Protein Assay (A,B,C)

Trizma Base

Tween 20

(Polyoxyethylenesorbitan Monolaureat)

SIGMA, Steinheim
BRAUN, Melsungen
BIO-RAD, Minchen
PAA LABOR. Linz, Osterreich
SIGMA, Steinheim
AMERSHAM PHARMACIA,
Braunschweig
RIEDEL-DE HAEN, Seelze
BIO-RAD, Mlnchen
SIGMA, Steinheim
ROTH, Karlsruhe
SIGMA, Steinheim
POLYPLUS TRANSFECTION,
lllkirch Cedex, Frankreich
MERCK, Darmstadt
SIGMA, Steinheim
RIEDEL DE HAEN, Seelze
SIGMA, Steinheim
BIO-RAD, Minchen
ROTH, Karlsruhe
DIACO, Trieste,iéal
SIGMA, Steinheim
BIO-RAD, Minchen
INVITROGEN, Karlsruhe
INVITROGEN, Karlsruhe
SIGMA, Steinheim
BIO-RAD, Minchen
SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steiinh
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3. Material und Methoden

3.3 Medikamente und Narkotika

Isofluran-Baxter BAXTER Deutschland GmbH, UntelsdBheim
Rompun 2 % BAYER VITAL GmbH, Leverkusen

Ketamin Incresa 50mg/ml  INCRESA ARZNEIMITTEL GmbHreiburg
Atropinsulfat 0,5 mg/ml FRESENIUS KABI, Bad Homburg

Xylocain 2% ASTRA ZENECA GmbH, Wedel

3.4 Substanzen

Substanz Wirkung Hersteller
PDGF-BB (rec. hum.) pro-proliferative R&D Systems,
Minneapolis, MN-USA
IGF-1 (rec. hum.) pro-proliferative Biomol, Hamburg
FGF-2 (rec. hum.) pro-proliferative Biomol, Hamburg
INF-y (rec. hum.) pro-inflammatorisch Biomol, Hamburg
TNF-a (rec. hum.) pro-inflammatorisch Biomol, Hamburg
IL-1B (rec. hum.) pro-inflammatorisch Thermo Scientific,
Rockford, IL-USA
Ly294002 PI3K Inhibitor Calbiochem, Darmstaidt
Wortmannin PI3K Inhibitor Calbiochem, Darmsta‘dt
3.5 Zellkultur

Glatte GefaBmuskelzellen (SMC), sowie EndothelrelEC) aus humanen
Koronararterien wurden von der Firma Lonza (BaSehweiz) bezogen. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Smooth MusclelCGrowth Medium oder
Basal Medium (provitro, Berlin) bzw. EBM-2 mit umthne Zusatze (clonetics,
Walkersville, MD-USA).

Es wurden ausschliel3lich Zellen der Passagen 3-8MEs bzw. 2-5 bei ECs
verwendet. Alle Arbeiten mit Zellen wurden an deerigen Zellkultur-

Arbeitsbank und mit sterilen Materialien und Lésenglurchgefihrt.
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3. Material und Methoden

3.6 Isolation von Monozyten/Makrophagen aus Blut

Fur die Isolation von Monozyten/Makrophagen aus &oem Blut wurden 15
ml  Blut in  heparinisierten  Blutentnahmeklvetten nemmen.
Zuerst wurde nun die mononuklearen Zellen Isolietierfir wurden 15 ml
Blut mit 15 ml PBS mit 2 % FCS vermischt und aufribFicoll in einem 50
ml Greiner-Roéhrchen geschichtet. Das Gemisch w@@emin bei 400 x g
zentrifugiert. Die weil3e Phase (buffycoat) wurdesiehtig mit einer sterilen
Pasteurpipette abgenommen und in ein 15 ml Gré&ddrchen mit 5 mi
vorgelegtem PBS (mit 2% FCS und 1 mM EDTA) uberfilidie Zellen
wurden nun durch eine Zentrifugation fir 10 min b20 x g pelletiert, zum
Waschen in 5 ml PBS resuspendiert und erneut atifzgmert (10 min bei 120
x g). Dann wurde das Pellet in 2 ml PBS (mit 2% R@® 1 mM EDTA)
resuspendiert und die Zellen gezahlt. Fur die Mgtetlsolation mit dem
EasySep — ,negative depletion Kit“ der Firma Stelnkénnen max. 2 ml

(max. 1§ Zellen, max. Konz.: 5 x T@ellen/ml) eingesetzt werden.

Eine entsprechende Menge der mononuklearen Zedissgm wurde in ein 5
ml polystyrene Rohrchen dberfihrt und 50 pl/ml desiman Monocyte
Enrichment Cocktails without CD16 depletion® zugege. Die Reaktion
wurde gut vermischt und bei 4°C fur 10 min inkubiédun wurden die D
Magnetic Particles fur 30 sek gevortext bis sieeeimiforme Suspension
bildeten. Die magnetischen Partikel wurden zu defled im Verhaltnis
50ul/ml pipettiert, gut vermischt und bei 4°C fiur rBin inkubiert. Das
Volumen der Zellsuspension wurde nun auf 2,5 ml PBS/FCS/EDTA
aufgeflllt und durch vorsichtiges auf-und abpigeeh mit den Zellen
vermischt. Das Réhrchen wurde nun in den Magnegstetit und 2,5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Magoéjesmmommen und in
einer flissigen Bewegung Magnet samt Réhrchen fieveund der Inhalt in
ein neues 5 ml Rohrchen gegossen. Zellen, die kd&loaocyten oder
Makrophagen sind sollten jetzt an die Magnetic iBlag gebunden bleiben,

und somit im alten R6hrchen verbleiben.
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3. Material und Methoden

3.7 Proteomics

3.7.1 Protein Isolation

RIPA Puffer:

1x
1%

PBS ohne Calcium und Magnesium
NP 40

0,5% Natriumdeoxycholat

0,1% SDS

ad 500ml HO, Lagerung bei +4° C

Proteaseinhibitoren

Protease Inhibitoren Cocktail Tabletten (Roche eB&chweiz)

Die Zellen wurden in 6 oder 10 cm Schalen kultivitur Proteinisolation

wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und @iesmit eiskaltem PBS

gewaschen. Je nach Schalengréf3e wurden 40 pl RKEPAProteaseinhibitoren

zu 6 cm Schalen oder 100 pl zu 10 cm Schalen gageheé die Zellen mit

einem Zellschaber gelést. Nach Uberfiihrung in Edpéhitchen wurde die
Zellsuspension 15 min auf Eis inkubiert, dann 1% iméi 4°C und 1300 x g

zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die gelosRroteine und wurde in neue

Eppendorfhitchen tberfiihrt. Die Lagerung erfolgte-BO°C.

3.7.2 Western Blot

Primarantikorper

Tubulin Drosha Dicer p-Akt pFoxO1
Wirt Kaninchen| Kaninchen Maus Maus Maus
Isotyp 1gG 1gG 19G I9G I9G
polyklonal | polyklonal | monoklonal| polyklonal | polyklonal
Konz. 200 pg/ml| 0,1 mg/m 1 mg/mi 100 pg 100 pg/
892 ul 751 pl
Verwendete 1: 7000 1: 400 1: 1000 1:500 1:250
Verdinnung
Lagertemp.| -20°C -20°C -20°C -20°C -20°C
Firma Sigma abcam abcam Upstate Upstate

20



3. Material und Methoden

Sekundarantikdrper

Sc2005 mouse SC2004 rabbit
Isotyp lgG-HRP IgG-HRP
Wirt Ziege Ziege
Konzentration 200 pg/500 pl 200 pg/500 pl
verwendete 1: 2000 1: 2000
Verdinnung
Lagertemperatur 2-8°C 2-8°C
Firma Santa Cruz Santa Cruz

Proteinbestimmung:

Zur Proteinbestimmung wurde der DC Protein Assay Hirma BioRad

benutzt.

Reagent A

1-5% Natriumhydroxid
<1%
<1%

Natriumtartrat

Kupfersulfat in destilliertem Wasser

Reagent B
<1%
<1%
<1%
<1%
<1%

Lithiumsulfat
Tungstische Saure
Molybden Saure
Salzsaure

Phosphorische Saure in destilliertem Wasser

Reagent S

5-10% Natriumdodecylsulfat in destilliertem Wasser

Die Proteinbestimmung wurde mittels des DC Profasay der Firma BioRad

durchgefuhrt, der auf der modifizierten Methodembowry beruht.

BSA (Bovines Serum Albumin 0,17 pg; 0,35 pg; 0,7 fugt pg) wurde in

Standard eedet,

Proteingehalt in pg/pl zu bestimmen. Die Messréibstand nun jeweils aus
21
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3. Material und Methoden

5 ul RIPA-Puffer als Kontrolle, dessen Wert vom tBirmgehalt der Proben
abgezogen wurde und jeweils 5 pl jeder Probe, rdiglivetten gegeben und
mit Aqua dest. auf 10 pl aufgefullt wurden. In alé@vetten wurden 25 pl
Reagenz A/S (1000 ul Reagenz A + 20 pl Reagenn&R00 ul Reagenz B
zugegeben. Nach 15 Min Inkubationszeit bei Raumesatpr war der
Farbumschlag abgeschlossen und die maximale Alisorpéi 750 nm konnte

mittels eines Photometers bestimmt werden.

Proteinaufbereitung
Alle folgenden Schritte der Proteinaufbereitungd@an auf Eis statt.

Pro Probe wurden 20 pg Gesamtprotein eingesetzt.

Das der Proteinmenge entsprechende Lysat-Volumemewin ein 1,5 ml
Eppendorfhitchen pipettiert und auf gleiches Volnommit Aqua dest.
aufgefullt. Zu den Proben wurde nun 1:10 DTT (500M)m um
Disulfidbricken zu reduzieren, und 4 x Ladepuffeeggben. Das im
Ladepuffer enthaltene SDS umhillt bei diesem Scldi¢ Proteine und
versieht sie so entsprechend ihrer Gro3e mit eiegativen Ladung. Vor dem
Beladen des Gels wurden die Proben 10 Min bei 70RGbiert, um Sekundar-
und Tertiarstrukturen durch das Unterbrechen vosdaistofforiicken und das
Strecken der Molekule aufzubrechen.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Bei der SDS-PAGE werden Proteine entsprechend {BréRe in einem Gel

aufgetrennt. SDS ist ein anionisches Tensid, dasgarhaltnis 1,4 g SDS je 1
g Protein bindet und so die eigentliche Ladung Eesteine Uberdeckt. So
kénnen diese im elektrischen Feld gemal’ ihrer Lgdurd dementsprechend
Grol3e aufgetrennt werden.

Die Elektrophoresekammer des verwendeten vertik&lgstems besteht aus
einer oberen und einer unteren Kammer. Das zwisdearbeiden Glasplatten
befindliche Gel bildet die einzige Verbindung zwisa den beiden Kammern
und gewahrt den Stromfluss von Kathode zu AnodechNBeflllung der
Kammern mit Elektrophoresepuffer (MOPS fir Protemé&0 kDa, MES flr
Proteine < 60 kDa, beide Fa. Invitrogen) wurden diafbereiteten

Proteinlysate, sowie 10 ul eines Markers (PeqGobdeih Marker IV, Peglab)
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3. Material und Methoden

in die entsprechenden Geltaschen geladen. Diergfgidrese lief mit 150 V
Uber einen Zeitraum von etwa einer Stunde. Dietlssglen Banden des

Markers zeigten hier die ausreichende LaufweiteRieteine an.

Transfer

Waschpuffer

1x PBS

0,1% Tween 20 (vor Gebrauch zugeben)
pH 7,6
ad 1 Liter HO

Blocklésung
1x PBS
0,1% Tween

5%  Magermilchpulver

Fur den weiteren Nachweis wurde das Gel aus déttrBfghoresekammer
entnommen und mittels des iBlots-Systems (dry WedBéot) von Invitrogen
auf eine Membran transferiert.

Die Membran wurde entweder direkt fir die weitenmmundetektion

verwendet oder bei +8° C bis zur weiteren Verweigdambewabhrt.

Immundetektion

Die Membran wurde in ein 50 ml Greiner Rohrcheregelind im Folgenden
drehend mit verschiedenen Loésungen behandelt. ZAsh&owurden
unspezifische Bindungsstellen der Membran durclubdakion in Blocklésung
Uber 1 Stunde geblockt. AnschlielRend wurde derijgeePrimarantikorper in
der entsprechenden Konzentration in Blocklosunglivent tGber Nacht bei
4°C mit der Membran inkubiert. Um nichtgebundeneil&irper zu entfernen,
wurde die Membran am Folgetag 3 x 10 min in Wastfeplgeschwenkt.
Dann wurde der Sekundarantikérper in der entspretdre Konzentration nach
den Angaben des Herstellers fir 1 Stunde auf dienidMan gegeben und

erneut gewaschen.
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3. Material und Methoden

Die Detektion der spezifischen Proteine erfolgtetets eines verstarkten
Chemilumineszens-Systems (ECL+) der Firma AmershBie. Membran

wurde fir 5 Min in der ECL+ L6ésung inkubiert, woldie an den Sekundar-
antikorper gebundene Meerrettichperoxidase (hadssdraperoxidase; HRP)
die chemilumineszierende Losung aktivierte.

Anschlieend wurde die Membran in einer Dunkelkamra&f einem

hochsensitiven Rontgenfilm exponiert und der Filmtwackelt.

3.8 Genomics

3.8.1 RNA Isolation

Zur RNA Isolation wurde das RNeasy Kit von Qiagemitzt. Zur Isolation
aus Gewebe wurde ein etwa 5 mg schweres, frisdtenes Gefal3stick mit
einem Skalpell auf einem Objekttrager zerkleined dann in ein vorbereitetes
2ml Reaktionsgefa? mit vorgelegten 350 pl RLT Puff@d:100 mit
B-Mercaptoethanol) Gberfiihrt. Mit einem Handhomogetar wurde das
GefalR weiter zerkleinert, dann die Geweberesteemér Zentrifugation fir 2
min bei 13.000 x g abgetrennt und der Uberstandwaiteren Isolation auf
eine Qia-Shredder Saule pipettiert.

Zur lIsolation von RNA aus Zellen wurde das Mediumnvden Zellen
abgesaugt und 350 ul RLT Puffer auf die Kultursehgeégeben. Die Zellen
wurden mit einem Zellschaber abgelost und auf &hna-Shredder Saule
dberfuhrt. Die Qia-Shredder-Saule wurde fir 2 miei 13.000 x ¢
zentrifugiert. Das Eluat wurde in ein 1,5 ml Reak#igefald pipettiert und mit
gleichem Volumen an 70% Ethanol vermischt. Die Ingswurde auf eine
Rneasy Saule, die eine Silica-Membran enthieltegeg und 15 sek beB000
x g zentrifugiert. Dann wurden 350 pl RW1 Puffef die Saule gegeben und
15 sek beP8000 x g zentrifugiert. Nachfolgend fand ein Dn¥sgdau statt.
Zur Vorbereitung wurden 10 pl Dnase | Stocklosung 70 ul RDD Puffer
vorsichtig vermischt (nicht gevortext, da Dnasersemmpfindlich ist). 80 pl
dieser Losung wurde auf die Saule pipettiert unddén Verdau 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die S&ule wurde nun @rmeu350 pl gewaschen

und 15 sek ber8000 x g zentrifugiert. Dann wurden zweimal 500RRE
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3. Material und Methoden

Puffer auf die Saule gegeben und beim ersten Mabels bei>8000 x g
zentrifugiert, beim zweiten Mal 2 min bet8000 x g. Die Séule wurde zum
Trocknen in enneues Reaktionsgefald platziert unchid bei 13.000 x ¢
zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA wurde die Saireein Eluation Tube
gesetzt und 30-50 pl Rnase freies Wasser auf dike $ggeben bevor 1 min
bei>8000 x g zentrifugiert wurde. Die Konzentrationgbemung fand mittels
Nanodrop statt (ND-1000 Spectrometer, Peglab). lagerung wurden die
Proben mit Ny, schockgefroren und bei -80°C eingefroren.

3.8.2 miRNA Isolation

Fir die Isolation von miRNA aus Zellen oder Gewel@&de das PureLink
mMiRNA Isolationskit der Firma Invitrogen verwendet.

Sollte miRNA aus Gewebe isoliert werden, wurdenaevmg Gewebe mit
einem Skalpell in 100 pl Binding Buffer auf einenbj€kttrager zerkleinert.
Mit weiteren 200 pl Binding Buffer wurde das Gewebe ein 2 ml
Reaktionsgefal3 gespllt und dort weiter mit einemndhamogenisator
zerkleinert. Zusatzlich wurde das Lysat 30 sek gewxd bevor mit der
weiteren Isolation fortgefahren wurde.

Zur Isolation von miRNA aus Zellen wurde das Medimon den Zellen
abgesaugt und 300 ul Binding Buffer in die Kultinale gegeben. Die Zellen
wurden mit einem Zellschaber geldst, in ein Eppeindibchen tGberfuhrt und
auch hier 30 sek gevortext.

Zur Isolation wurden die Proben zunachst 5 min12000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein Eppendorfhiitchen migetagten 290 pl 70%
Ethanol pipettiert, kurz gevortext und dann aufeeBaule des Kits gegeben.
Zentrifugiert wurde 1 min bei 12.000 x g. Zum Eluatirden 700 ul abs.
Ethanol gegeben und durch auf- und abpipettieremigeht. 700 ul der
Losung wurden auf eine neue S&aule gegeben und 1bmiiril2.000 x g
zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und distlieche Probe ebenfalls auf
die Séule gegeben und wieder 1 min bei 12.000 ergrifugiert. Die Saule
wurde nun in ein neues Washing Tube gesetzt undndtXeweils 500 ul
Washing Buffer gewaschen, gefolgt von jeweils eifiemin Zentrifugation.

Die Eluate wurden verworfen. Nun wurde die Sauleeim neues Washing
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Tube gesetzt und 2-3 min bei 13.000 x g zentrifugiie getrocknete Saule
wurde in ein Recovery Tube gesetzt und 50 ul Rifieses Wasser auf die
Séaule pipettiert, 1 min inkubiert und 1 min bei@30 x g zentrifugiert.

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten miRNAfolgte mittels
Nanodrop (ND-1000 Spectrometer, Peglab). Zur Laggmurden die Proben

mit Nygy schockgefroren und bei -80°C eingefroren.

3.8.3 Reverse Transkription

Um die Transkription eines Genes nachzuweisen, d@sken Expression auf
RNA-Ebene detektiert. Hierfur wird die RNA mittelsiner Reversen

Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese spatesiner real-time

Reaktion amplifiziert und detektiert.

3.8.3.1 Reverse Transkription: RNA
Fur eine 20 pl Reaktion galt das folgende Pipeitieema:

5 x RT Buffer 4 ul
DTT (100 mM) 2,5 ul
RNase Inhibitor (30 U/ul) 0,5 pl
Random Primer (50 & Units) 1,5 pl
dNTPs (10 nM) 1l
RT (200 U/ul) 1l

diesen 10,5 pl wurden je Reaktion einheitliche Kammtionen an RNA
beigegeben und das Volumen mit RNase-freiem Waage?0 ul aufgefulit.
Bei mehreren Reaktionen wurde ein Mastermix mit 1B9pettierverlust
vorpipettiert. Die Reaktion wurde 60 min bei 37°€dann 15 min bei 95°C
inkubiert. Die resultierende cDNA wurde bei -20°€lagert oder auf Eis bis
zur real-time PCR aufbewahrt.
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3.8.3.2 Reverse Transkription: miRNA

(miScript Reverse Transcription Kit, Qiagen)

Ein wichtiger Unterschied zwischen miRNA und RNA dass miRNA nicht

polyadenyliert ist. Daher beinhaltet die reversanBkription von miRNAs

auch eine poly(A)Polymerase, so dass Polyadenglatind reverse
Transkription mittels oligo(dT)Primer parallel abfan. Zusatzlich enthalt der
oligo(dT)Primer einen universellen Anhang, der spéiei der real-time PCR
als Sequenz fur den Forward Primer genutzt wird.

Hierfir wurden je Reaktion 4 pl miScript RT Buffégx), 1 pl miScript RT

Mix und eine einheitliche Konzentration an miRNAfaHis zusammen
pipettiert und das Volumen mit RNase-freiem Wassg#r20 pul aufgefllt. Bei

mehreren Reaktionen wurde ein Mastermix mit 15% efgrverlust

vorpipettiert. Die Reaktion wurde 60 min bei 37°d3nn 5 min bei 95°C
inkubiert. Die resultierende cDNA wurde bei -20°€lagert oder auf Eis bis

zur real-time PCR aufbewahrt.

3.8.4 Real-time PCR

Bei der real-time PCR wird ein cDNA Template m#tapezifischer Primer
Uber 40 Reaktion-Zyklen amplifiziert und dies durdkontinuerliche
Fluoreszenzmessung detektiert. Das Fluoreszentsigmasteht durch
Anlagerung von SybrGreen an die entstehende ddpjredsge DNA. Fir die
weiteren Berechnungen wurde der jeweilige Ct-Westwendet, d.h. der
Zyklus, an dem die Fluoreszenz signifikant Uber Hietergrund-Fluoreszenz
ansteigt. Die relative Regulation eines Genes wumldels der Formel
gACteontrobACHreatmenty o rachnet ACt = Ct (Gen) — Ct (Referenzgen)). Dabei
wird die Genexpression jedes Gens gegenuber einggmeén Standardgen
normalisiert. Die Amplifikations- effizienzen allePrimer lagen bei etwa
100%. Die Messungen wurden mit dem MxPro3000 vomat&jen

durchgefuhrt.
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3.9.4.1 Real-time PCR: RNA

Fur die real-time PCR fur RNA wurde mit dem Kit Siviix (Peglab)
gearbeitet. Als internes Standardgen wurde GAPDHViénsch bzw. 18S fur
Maus benutzt. Primer wurden mit Hilfe des Programmamer3 designt und
von MWG als HPSF aufgereinigt bezogen. Bei mehré&eaktionen wurde
ein Mastermix mit 15% Pipettierverlust vorpipettier

Je Reaktion galt das folgende Pipettierschema:

PCR-Mix: 10 pl
SybrGreen: 0,4 ul
cDNA: 1l
Forward Primer: 0,6 ul
Reverse Primer: 0,6 pl
H,0: 7,4 ul

Folgendes Programm wurde verwendet:
8:30 min 95°C zur Aktivieigider HotStart Polymerase
40 Zyklen: 30 sek 95°C
30sek 53°C
30sek 72°C
+ Schmelzkurve

Verwendete Primer:

Primer Sequenz (5 - 3Y)
GAPDH (human), forward TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH (human), reverse GGCATGGACTGTGGTCATGAG
18S (murin), forward CGGCTACCACATCCAAGGAA
18S (murin), reverse AGCTGGAATTACCGCGGC
Dicer (human), forward TGACTTGCTATGTCGCCTTG
Dicer (human), reverse TAGTCCCAAAATGCGAGGAC
Drosha (human), forward ATCGGTTGTTCCTGAACCTG
Drosha (human), reverse GGTTGTCACTCCAACGGTCT
Dicer (murin), forward AAGCAAAAAGGTCAGCAACTG
Dicer (murin), reverse GCAGTCTTTTGTCATTTCATCG
Drosha (murin), forward GGAGAAAGGATAGGCTGTGG
Drosha (murin), reverse TGCTCTCTTTCCCACCTCAT
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3.8.4.2 Real-time PCR; miRNA

Fur die real-time PCR fur miRNA wurde mit dem mitiISYBR Green PCR
Kit (Qiagen) gearbeitet. Als internes Standardgemde U6 fir Mensch bzw.
snol35 fur Maus benutzt. Bei mehreren Reaktionemevein Mastermix mit
15% Pipettierverlust vorpipettiert.

Je Reaktion galt das folgende Pipettierschema:

2xQuantiTect Master-Mix: 10 pl
10x miScript Universal Primer: 2 ul
cDNA: 1l
Spezifischer Primer: 1l
H,0: 6 ul

Folgendes Programm wurde verwendet:

15 min 95°C zur Aktiviegider HotStart Polymerase
40 Zyklen: 15sek 94°C

30sek 55°C

30sek 70°C

+ Schmelzkurve

Verwendete Primer

Primer Sequenz (5 - 3Y)
U6 AAATTCGTGAAGCGTTCCAT
snol35 TGGTGAGCCTATGGTTTTCTG

Die spezifischen Primer fur die untersuchten miRN@stsprechen den
MiRNA-Sequenzen, wie sie auf der Homepage von Sarggéffentlicht sind

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/).

3.8.5 PCR Array
Um ein Screening der Expression von Genen, dieemZellzyklusregulation
eine Rolle spielen, durchzufithren wurde dag Riofiler PCR Array System

von SuperArray benutzt.
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Dieses System bietet 96 well plates, die in denlswbkreits Primer in
lyophilisierter Form enthalten, so dass nur die éDiNit dem Reaktionsmix
dazu pipettiert werden musste. Ein Array enthidltZgllzyklusgene, sowie 5
interne Standardgene, eine Kontrolle fir genomigaN&-Verunreinigungen,

3 Reverse Transkriptionskontrollen und 3 posiBNgR Kontrollen.

Bei der RT-Reaktion fir den PCR-Array fand der D&&®rdau vor der
eigentlichen Reaktion statt. Hierfiir wurde 1 pg RN 2 pl GE (5x gDNA

Elimination Buffer) vermischt und mit RNase-freiafasser auf ein Volumen
von 10 pl aufgefillt. Die Reaktion wurde 5 min B&°C, dann auf Eis fur 1
min inkubiert.

Eine RT-Reaktion wurde wie folgt angesetzt:

BC3 (5x RT Buffer 3) 4 ul
P2 (Primer & External Control Mix) 1l
RE3 (RT Enzyme Mix 3) 2 ul
RNase-freies kD 3ul

10 ul dieses Reaktionsansatzes wurde zu jedem RiNg&A gegeben und die
Reaktion bei 42°C fur 15 min inkubiert. Um die RMA degradieren und die
RT zu inaktivieren, wurde dann fir 5 min die Tengter auf 95 °C erhdht.

Nun wurden 91 pul ddpD dazu pipettiert und vermischt.

Fur die real-time PCR wurde der folgende Ansatefpigrt:

2x SuperArray RTPCR Master Mix 1275 pl
cDNA Ansatz 102 ul
ddH,0 1173 pl

Von diesem Ansatz wurden nun je 25 ul in jedes wlek 96 well plates
pipettiert und die Reaktion wie unter ,real-time RCRNA" gestartet und

ausgewertet.

3.8.6 Chromatin-Immunprézipitation (ChlP)
(ChIP It Express Enzymatic, Active Motif)
Mittels Chromatin-Immunprézipitation (ChlIP) lasgths feststellen, ob ein

Transkriptionsfaktor an eine bestimmte Region desofatins bindet.
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In diesem Experiment sollte die Bindung von Fox@ldée Promoterregion
von Dicer in SMCs unter basalen und unter Wachdbeaisgungen untersucht

werden.

Fixierung der Zellen

Im ersten Schritt wird die Protein-DNA-Bindung diré&omraldehyd fixiert
und die Zellen geerntet. Hierfur wurden SMCs inch® Schalen ausgesat und
bei 70-80% Konfluenz fur 24 Std. mit Basalmediunhdredelt. Untersucht
werden sollte die Bindung von FoxO1 an die Prommetgon unter basalen und
Wachstumsbedingungen. Daher wurde die Halfte daal€o fir 20 min mit
Wachstumsmedium, das 20% FCS enthielt inkubierbbsie fixiert wurden,
die anderen Schalen blieben bei Basalmedium.

Fixierungslosung
10 ml BM
270 pul 37 % Formaldehyd

Glycin Stop-Fix Losung
10ml 10 x Glycine Buffer
10 ml 10 x PBS

80 ml dH.O

gut vermischen und bei RT stehen lassen

LOosung A
je Schale 1 ml 1 x PBS auf Eis vorinkubieren

direkt vor Benutzung + 5 pul PMSF

Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt und dyeereils 10 ml

Fixierungslosung ersetzt. Die Schalen wurden 10 ben RT auf einem
Plattform Mischer inkubiert. Nun wurde mit eiskattel x PBS gewaschen,
dann 5 ml Glycin Stop-Fix Loésung zu jeder Schalgedpen. Um die Fixierung
vollstandig zu stoppen wurden die Schalen 5 minwsckend bei RT
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit eiskaltemPB$ wurde 1 ml Losung

A zu jeder Schale gegeben und die Zellen mit eideltschaber abgeldst und
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in eine Eppendorfhitchen Uberfihrt. Die Zellbesteiel wurden durch
Zentrifugation fir 10 min bei 2500 rpm und 4°C pt#rt, der Uberstand

wurde verworfen.

Enzymatischer Verdau

In diesem Schritt werden die Zellen aufgeschlossehdas Chromatin

enzymatisch verdaut.

Lysepuffer

1 ml Lysepuffer

5 ul PIC (Proteininhibitor-Cocktail)

5 ul PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Enzymatischer Lysepuffer
Enzymatischer Shearing Puffer 1:100 mit 50% Glyceeodiinnt

Losung B

350 ul Verdauungspuffer
1,75 ul PIC

1,75 pl PMSF

Im Folgenden wurde jedes Pellet in 1 ml eiskalteysepuffer resuspendiert
und die Lésung wurde 30 min auf Eis inkubiert. Dammrde die L6sung in

einen auf Eis vorgekiuhlten Dounce Homogenisatort¢8as) tberfihrt und

auf Eis 15 mal gepottert. Im Anschluss wurde diésdiepension in ein 1,7 ml
Eppendorfhiitchen tberfihrt und bei 5000 rpm 10 ben4°C zentrifugiert.

Jedes Pellet wurde mit 353 pl Lésung B resuspendiet bei 37°C fur 5 min

inkubiert. Zu den vorgewarmten Zellkernen wurdemrdgeweils 17 pl

Enzymatischer Lysepuffer gegeben und unter regetieéf3VVortexen weitere
12,5 min bei 37°C inkubiert.

Zum Stoppen der Reaktion wurde jeweils 7 ul eigisaEDTA zugeben und
die Ansatze 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieR3@ndde bei 4°C fur 10 min
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bei 15.000 rpm zentrifugiert und die Uberstanden@ue Eppendorfhiitchen

Uberfuhrt, sie enthalten das Chromatin.

Immunprézipitation

Wahrend der Immunprazipitation werden mittels dimtier FoxOl1
Antikoérper die DNA-FoxO1 Komplexe isoliert und aefginigt.

10 pl des Chromatins wurden fir als Input DNA his abschlieRenden PCR
bei -20°C gelagert.

Fur die Immunprazipitationen wurden fir die beidadingungen jeweils die

folgenden Reaktionen angesetzt und gut vermischt:

Reagenz Foxo Reaktion| 1gG Reaktion
Protein G Magnetic Beads 25 ul 25 ul
ChlIP Buffer 1 10 pl 10 pl
Chromatin 44 ul 44 ul
PIC 1l 1l
dH,O 9 ul -
Antikorper lul (=2ug)| 10ul (=3up)
Hering Sperm DNA 10 pl 10pl
(Biolabs, 10 mg/ml)
TOTAL VOLUME 100 pl 100 pl

Antikorper:
FoxO1: FKHD (H-128)X (Santa Cruz), ¢ = 200 pug/0O,L m
IgG:  IgG (Active Motif), ¢ = 0,2 mg/ml

Die Immunprazipitation wurde bei 4°C fur 4 Stundetierend inkubiert.
Anschlieend wurden die Magnetic Beads anzenteftigiund im
Magnetstander pelletiert. Der Uberstand wurde veiemo und die Beads
jeweils zweimal mit 800 pl ChIP Puffer 1 und anss®énd ChlIP Puffer 2
gewaschen.

Eluation und Aufreinigung des Chromatins

In diesem Schritt wurden die FoxO1l-DNA-Komplexe ieft) die Protein-
DNA-Bindung gel6st und das Protein degradiert.
Die pelletierten Beads wurden mit 50 pl ElutiongBuuAM?2 resuspendiert und

15 min rotierend bei RT inkubiert. Nach kurzem Amziéugieren wurde
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- ohne vorheriges Absaugen des Puffers - 50 pl WRewmerse Cross-Link
Puffer zugegeben, um das Chromatin zu eluieren, derdReaktionsansatz
sofort in den Magneten gestellt, um die Beads Zletpren. Der Uberstand
wurde jeweils in ein neues Eppendorfhitchen UberfUAls zusatzliche
Reaktion wurden die zurtickgelegten 10 pl Input DRilgben jeweils mit 88
pl ChIP Puffer 2 und 2 ul 5 M NaCl vermischt. AReoben wurden bei 95°C
fir 15 min inkubieren, um die DNa-Protein-Bindungemu zerstéren.
AnschlieRend wurden 2 pl Proteinase K zu jeder Raalgegeben, um die
Proteine zu degradieren und fir 1 Std. bei 37°Qbiget. Um die Reaktion zu
arretieren wurden jeweils 2 pl Proteinase K Stogund zu jedem Ansatz
pipettiert und die DNA bis zur PCR bei -20°C gelage

PCR
Fur die PCR wurden jeweils 2 pul DNA eingesetzt @wmisprechend 3.9.4.1
durchgeflnhrt.

Verwendete Primer:

Primer Sequenz (5° - 3Y)
FoxO1- 1 GGAAGTGGGTGTTTGTTATTTCC
FoxO1- 2 CTAAGTTTGGCAGACTCTCTGAGC

3.8.7 Microarrays

Mittels Microarrays l&3t sich die Expression vonn&e auf mRNA bzw.

mMiRNA-Ebene analysieren. Fur die Analyse wird RNAMNA aus einer

Probe sowie einer Referenzprobe isoliert, versamndtioreszenzmarkiert und
gemeinsam auf einen Miroarray hybridisiert. Diesethalt in der Regel alle
bekannten Gensequenzen einer Spezie. Die marle&f&miRNA bindet an

ihre komplementare DNA auf dem Array und gibt bemmachfolgenden
Scannen durch die Intensitat ihres Fluoreszenzsiggna wie das jeweilige

Gen exprimiert wurde.
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3.8.7.1 Microarray: miRNA

Microarrays zur Untersuchung der Expression von N#R wurden von der
Firma LC Sciences durchgefihrt.

Fir die Arrays wurden Microfluid pParafl€hips benutzt, deren Vorteil in
einem sehr geringen Probenbedarf liegt. Die miRNAobEn wurden
amplifiziert und jeweils zwei zu vergleichende Beglingen mit cy3 bzw cy5
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt. Diese Vergleiaasp wurden nun auf
jeweils einem Array hybridisiert und nach einigenast@hschritten das
Emmisionssignal der Fluoreszenzfarbstoffe detekti®ie Intensitat der

Fluoreszenzsignale korreliert mit der miRNA-Konization der Probe.

3.8.8 RNAIi — RNA Interferenz

In der Forschung werden synthetisch hergesteRblAE eingesetzt, um durch
RNA Interferenz die Expression von spezifischerlgéieen zu verringern. Die
siRNAs werden in doppelstréangiger, verlangertemiar Zellen eingebracht
(transfiziert), dort in den Proteinkomplex RISCg@bunden und in die aktive
Form gespalten — @hnlich wie miRNAs. Der ganze Klempindet dann an die
komplementére Ziel-mRNA und fihrt zu deren DegratatDie resultierende
Verringerung der Genprodukte ermdglicht es, Hineeaisf die physiologische
Bedeutung des betreffenden Genes zu erhalten.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Transfektieagenzien (Lipofektamin,
Neo siPORT Fx) handelt es sich um lipid-basiertedidie, die die negativ
geladenen siRNas in Aggregate komplexieren, dikishter von den Zellen

durch Endocytose aufgenommen werden.

3.8.8.1 Transfektion mit sSiRNA

Fur eine Transfektion wurden die Zellen so ausgek#s sie am Folgetag zu
70% konfluent waren. Das folgende Protokoll bezstih auf die Transfektion
in 6 cm Schalen und eine Zellzahl von etwa 250 90ITs.

Die konfluenten Zellen wurden mit Opti-MEM gewaschend dann 2 ml
Medium je Schale vorgelegt. Bis zur eigentlicherangfektion wurden die

Zellen im Brutschrank aufbewabhrt.
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Fur einen Transfektionsansatz wurden 300 pl OptMMENit 3 pl
Lipofektamin vermischt und 15 min bei Raumtemparankubiert. Dann
wurden in einem neuen Ansatz 300 pl Opti-MEM mit016M siRNA
angesetzt, nach der Inkubation dem ersten hinzbgegeso dass die sSiRNA
mit dem Transfektionsmedium Lipidkomplexe ausbild@mn, und erneut 15
min inkubiert. Fir eine MOCK-Kontrolle wurden 600 @pti-MEM mit 3 ul
Lipofektamin vermischt und 30 min inkubiert. Nun ndan je Schale 600 pl
Transfektionsansatz zu den Zellen gegeben und 24 i8t Brutschrank
inkubiert. Bei jedem Experiment wurden eine MOCKHr#wlle, sowie eine
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA, die nachwiags keine mRNA bindet,

druchgeflnhrt.

Verwendete siRNAS:

SiIRNA Sequenz (5° — 3°)/Produkt
Kontrolle; human Non-Targeting siRNA #2, Dharmacon
Dicer, human ON-TARGET Plus Smart Pool,
Dharmacon
Drosha, human ON-TARGET Plus Smart Pool,
Dharmacon
Kontrolle, murin UAAUGUAUUGGAACGCAUAUUTT
Dicer, murin GCUCUUUCAUGUUAUUGAATT
Drosha, murin CUACCUGUUUCCUAGCUUGTT
siFoxO1, human CAACCUGUCACUGCAUAGUTT

3.8.8.2 Reverse Transfektion mit miRNA-Precursorn

Bei der reversen Transfektion findet das Ausséhen Zellen und die
Transfektion in einem Schritt statt, was Zeit erspand auch die
Transfektionseffizienz erhoht, da die eigentlich he@nten Zellen
freischwimmend womdéglich eine groRere Oberflache die Transfektion

bieten.
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Vor Beginn der Transfektion wurden die Zellen tipsiert, in Medium
resuspendiert und gezahlt. Fir eine Transfektior6well plate wurden die
Zellen so verdinnt, dass ein Volumen von 2,4 mb@6.SMCs enthielt.

Fur einen Transfektionsansatz wurden nun 9 pl siPOReo Fx
Transfektionsmedium (Ambion) mit 291 pl Opti-MEM rdénnt und der
Ansatz 10 min inkubiert. Dann wurden 100 nM miRNAe&ursor (Pre-miR,
Ambion) mit Opti-MEM auf ein Volumen von 300 pl gefftllt, zum ersten
Ansatz dazu gegeben und erneut 10 min inkubiert.

Diese 600 pl des vollstandigen Transfektionsansatagde nun in jedes well
des 6 well plates vorgelegt, die Zellen im Volunvem 2,4 ml dazu pipettiert
und gut vermischt und verteilt. Die Zellen wurdeh&td. im Brutschrank mit
dem Transfektionsmedium inkubiert.

3.8.8.3 Reverse Transfektion mit miRNA-Inhibitoren

MiRNA-Inhibitoren (Clear-miRs) wurden von der Firnkarogentec bezogen.
Es handelt sich hierbei um chemisch modifiziertemglementare RNA-
Molekule, die furin vivo-Versuche in der zusatzlich chemisch stabilisierten
Variante Clear-miR Plus erhaltlich sind.

Vor Beginn der Transfektion wurden die Zellen tipgsert, in Medium
resuspendiert und gezahlt. Fur eine Trasnfektioréwell plate wurden hier
die Zellen so verdiunnt, dass ein Volumen von 2 51000 SMCs enthielt.

Fiur einen Transfektionsansatz wurden nun 3 pl leki@imin mit 297 pl Opti-
MEM verdinnt und der Ansatz 15 min inkubiert. Davrden 100 nM
Clear-miR mit Opti-MEM auf ein Volumen von 300 pifgefillt, zum ersten
Ansatz dazu gegeben und erneut 15 min inkubiert.

Diese 600 pl des vollstandigen Transfektionsansataede nun in jedes well
des 6 well plates vorgelegt, die Zellen im Volunven 2 ml dazupipettiert und
gut vermischt und verteilt. Die Zellen wurden 24.9m Brutschrank mit dem

Transfektionsmedim inkubiert.
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3.8.8.4 1n vivo Transfektion

Fur diein vivo Transfektion wurde das Transfektionsreagemivo Jet PEI der
Firma PolyplusTransfection benutzt.

Fur den Transfektionsansatz wurden 20rnugvo modifizierte SIRNA mit 5 %
Glucoselésung auf ein Volumen von 10 upl verdinnan® wurde das
gewilnschte Volumem vivo Jet PEI ebenfalls mit 5 % Glucoselésung auf 10
pul verdinnt. Der Jet PEI-Ansatz wurde dann zu derdinnten siRNA
pipettiert, vermischt, anzentrifugiert und 15 mei Raumtemperatur inkubiert.

Die Menge anin vivo Jet PEI richtete sich nach dem optimierten

N/P-Verhaltnis fir jeden Versuch und berechnete sie folgt:

(ug DNAx 3) x gratio
150
Fur diein vivo Applikation wurden die 20 pl Transfektionsansatnm mit 50

ul in vivo Jet PEI =

pl Pluronic Gel (35% NP-40 in 10% Glucoselosung)einer 1 ml Spritze
vermischt und bis zum Gebrauch bei 4°C aufbewahrt.
Um die Transfektionsmethode zu optimieren, wurdarags mit einer cy3-
gelabelten Kontroll-siRNA (siGlo, Dharmacon) geaidte
Um Dicer und Drosha herrunter zu regulieren wurdke unter 3.9.8.1
genannten murinen Primer benutzt, da sie sich in Zdlkultur als am

effektivsten erwiesen haben.

3.8.9 Virus Transduktion

Fur den Gentransfer in Saugerzellen werden haudigndviren des humanen
Serotyps 5 als Vektortyp verwendet. Adenoviren lgimrein sehr breites
Spektrum an Zelltypen und Geweben von untersclaoieeli Spezies infizieren
und sind nicht auf aktive Zellteilung angewie§&rDesweiteren ist das
adenovirale Genom (ca. 36 kb doppelstrangiger D&lAjach zu modifizieren
und lasst sich in hohem MaRe produziéfefi’ Adenovirale Gene teilt man in
»ruhe” und ,spate” Gene ein, da die Expressionlnfektionszyklus zeitlich
versetzt erfolgt. Die Gene der frihen Phase (E1,B32und E4) sind fur die
Virusreplikation und Genexpression essentiell, wghgen die Gene der

spaten Phase hauptsachlich fur virale Strukturpretekodieren. Durch
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Deletion einzelner Gene ist es moglich, fremde DiNAdas Virusgenom zu
integrieren und durch Infektion mit den manipukertViren diese fremde
DNA in Saugerzellen zu exprimieren. Um dies zuiehen bedient man sich
der Deletion von E1 und/oder E3.El-defiziente Adenoviren sind
Replikations-unfahig und nicht in der Lage, inféke Viruspartikel in der
Zielzelle zu produzieren. Das E3-Gen wird bendtighy eine Immunantwort
zu umgehen. Adenovirale Vektoren mit E1- und E3eleh (pAd-Easy-1)
bieten Raum fir den Einbau von bis zu 8 kb fremdBA Uber homologe
Rekombination. Die Praparation der rekombinantereierfolgt in stabil

transfizierten Packungszellen (z.B. HEK 293), die f@hlenden Faktoren fur
die virale Replikation transkomplementief&r®

Die von HE et al. 1998 entwickelte Methode zur Ridmbn rekombinanter
Adenoviren hat sich als duf3erst effizient erwieseamde DNA wird zunachst
in einen Shuttle Vektor kloniert, dessemultiple cloning site(MCS) von

adenoviralen Sequenzen flankiert ist, was die hog®IRekombination mit
pAd-Easy-1 ermdglicht. Nach homologer RekombinatiorE. coli wird das

Konstrukt zur Transkomplementation der fehlendemeGm Packungszellen

transfiziert.

Fir diese Versuche wurde ein Vektor mit einer ntgre Variante von FoxO1
benutzt. Bei dieser wurde an drei Stellen der Sex@ine Punktmutation zu
Alanin durchgefuhrt, um die zellulare DegradatianVoxO1 zu inhibieren.
Die Vektoren pAdTrack-CMV und pAd-FoxO1(AAA) wurddimearisiert und
in elektrokompetente BJ5183 Zellen (Quantum Biatedbgies, Montreal,
Canada) parallel zum pAdEasy-1 Vektor transformiddeide Vektoren
koexprimieren das Griun fluoreszierende Protein (Giifter der Kontrolle
eines separaten CMV Promoters, um erfolgreich thamsrte Zellen
identifizieren zu koénnen. Rekombinante adenovird&A wurde von
Kanamycin-resistenten Kolonien isoliert und in TOPZellen (Invitrogen,
Karlsruhe)  amplifiziert,  mittels CsCb-Dichtegradientenzentrifugation
aufgereinigt, linearisiert durch Pacl-Verdau undnsfiziert in 293 Zellen.
Nach 7 bis 10 Tagen wurde der Virus benutzt uncties293 Zellen zu

infizieren. Der amplifizierte Virus wurde dann nreigt Zelllyse durch
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mehrmaliges Einfrieren und Auftauen isoliert undneart durch CsCh-
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt.
Fur die Versuche wurden 70% konfluente SMCs nmeeMOI (multiplicity

of infection) von 50 transduziert.

3.9 Funktionelle Assays

3.9.1 Proliferationsassay

Die Proliferation von Zellen in Kultur wurde mitgseties BrdU ELISA Kits von
Roche bestimmt. Bei dem Assay wird den Zellen Broesoxy-Uridin — ein
Pyrimidinanalogon — ins Medium beigegeben, welghediferierende Zellen
anstelle von Thyimidin in ihr Genom einbauen. Durdas Mal3 an
eingebautem BrdU lasst sich auf die ProliferatienZkellen schlieR3en.

Fur die Versuche wurden 3.500 SMCs je well in 96wékrotiter-Platten
ausgesat und entsprechend der Versuchsbedinguepandelt. Nach 24 Std.
wurde das Medium gewechselt und nach ca. 48 StdPdiliferationsmessung
gestartet. Hierfur wurde zu jedem well 100 pl Wagihrsmedium, sowie 10 pl
BrdU labeling solution gegeben. Nach einer Inkuativon 2 Std. im
Brutschrank wurden zuséatzlich 10 pl Wst-1 zu jedeell pipettiert. Wst-1
wird von lebenden Zellen metabolisiert, was zu mit@arbumschlag von rot zu
gelb fuhrt und ein Mal3 fur die Anzahl an lebendetieh darstellt. Nachdem
dieser Farbumschlag erreicht wurde, wurde die E&tn im ELISA-Reader
gemessen und ausgewertet. Fur die eigentlicheféailonsmessung wurde
das Medium der 96well Mikrotiter-Platten nach 6.S%dtfernt und 200 pl/well
Fixierungslosung zugegeben, durch die die DNA detet wurde. Dieser
Schritt ist notwendig, damit das inkorporierte Brdidn einem Antikorper
erreicht werden kann. Die Fixierungslosung wurdea f80 min bei
Raumtemperatur auf den Zellen belassen. Nach deskldpfen der Losung
wurden 100 pl/well anti-BrdU Lésung (enthalt Brduwkorper) auf die
Zellen gegeben. Nach 90 min wurden die Zellen dakimit 200 pl
Waschpuffer gespult. Die gebildeten Immunkomplegarken mit Hilfe einer
Substratsolution (enthalt fluorescein-gekoppeltegs)i sichtbar gemacht
werden. 100 pl dieser Losung wurden bei Raumtenyoefiar 20- 30 min auf
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den Zellen gegeben. Die Reaktion wurde nach eimsree&chenden blauen
Farbentwicklung durch Zugabe von 25 pl 1 M,SE, gestoppt, ein
Farbumschlag zu gelb resultiert. Mit Hilfe einesI&A-Readers wurde die
Extinktion bei 450 nM gemessen und die Farbentwitglso quantifiziert.

3.9.2 Migrationsassay

Die Migrationsfahigkeit der Zellen wurde mit Hilfeon 24well- Transwell-

Platten der Firma Corning Incorporated untersubdig.Einsatze dieser Platten
bestehen an ihrer Unterseite aus einer Polycarbb@mabran, diese besitzt
unregelmalidig angeordnete 8 um grol3e Poren durctialigellen migrieren

konnen. Um nach dem Durchwandern eine verbesselttéston der Zellen an
der Unterseite der Membranen zu ermdglichen, wurdiese mit Gelatine

(1,5%) beschichtet.

Fur den Versuch wurden die Zellen in 10 cm Schatersgesat und
entsprechend transfiziert. Nach 24 Stunden wurderZdllen fir weitere 24

Stunden mit serumfreiem Medium ruhend gesetzt. Wiefdend wurden die
Zellen trypsinisiert, in serumfreiem Medium resusgiert und gezahit. In die
obere Kammer der Einsatze wurden jeweils 5% Z6llen in einem Volumen

von 100 ul pipettiert. Die untere Kammer der TragiéwPlatten wurde mit

600 ul Medium gefillt, der Migrationsreiz wurde darZugabe von 20 % FCS
ausgelost. Die Platten wurden 24 Std im Brutschiakldbiert und die nicht

migrierten Zellen dann von der Oberseite der Traflsmsatze mit einem

Baumwolltupfer abgelost. Die Transwell-Einsatze damr nun in neue wells
gesetzt, in denen bereits 300 pul Medium mit 30 |8TAL (1:10) vorgelegt

wurde. Wst-1 ist ein Farbstoff, der von Zellen rbetsiert wird, was zu

einem messbaren Farbumschlag von rot zu gelb fiDer Grad des

Farbumschlages steht in Relation zur migrierterizZbl. Daher wurde die
Platte nun im Brutschrank inkubiert bis eine deb#i Gelbfarbung des
Mediums erkennbar war. Fur die Messung wurden 108ug jedem well in

eine 96well Mikrotiterplatte tUberflihrt und die Exttion photometrisch mit

Hilfe eines ELISA-Readers bei 450 nm Wellenlangstinant.
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3.9.3 Apoptoseassay

Die Apoptoserate von Zellen in Kultur wurde mit fdildes Cell Death
Detection Elis8" Kits von Roche ermittelt. Apoptose ist durch die
Aktivierung von endogenen Endonukleasen gekennzetctdie C&- und
Mg**-abhangig doppelstrangige DNA an den zuganglichteriukleosomalen
Linker-Regionen spalten. Dabei entstehen Histonzsste DNA-
Fragemente, deren Zahl ein Mal3 die flir Apoptosstelir

Fiur den jeweiligen Versuch wurden 3,5 x*1Dellen/well in eine 96well
Mikrotiter Platte ausgesat und entsprechend dersuéértransfiziert. Nach 24
Std Inkubation im Brutschrank wurde fur weitere 2#l Apoptose induziert
durch Zuagbe von 1 M 4#,. Anschliel3end wurde der ,Cell Death Detection
ELISAP"* durchgefiihrt. Die 96 well Mikrotiterplatte wurdainéchst fiir 10
min bei 200 x g zentrifugiert um alle Zellen — auoke - zu pelletieren. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und verwoiamn wurden die Zellen
unter Zugabe von 200 Lysepuffer Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
lysiert. Die Zellsuspension wurde bei 200 x g fir Minuten zentrifugiert,
wodurch Zellkerne und unfragmentierte hochmolelalddNA pelletiert
wurde. Je 20 des Uberstandes wurden in Streptavidin-beschiehte
Mikrotiterplatten Uberfuhrt. Es wurde eine L6sungs alnkubationspuffer,
Anti-Histon-Biotin (ein Biotin-markierter monoklotex Antikorper) und Anti-
DNA-POD (ein Peroxidase-konjugierter monoklonalettikorper) hergestellt.
Mit je 80ul dieser Lésung wurde der Zelliberstand fir zweng8en inkubiert.
Im Anschlul3 wurde die Mikrotiterplatte Uber einemitZaum von 5 min
dreimal mit Inkubationspuffer gewaschen. Dann wardee Proben mit 10
ABTS, einem Substrat der Peroxidase, fur 30 Minutekubiert. Die
Absorption, der sich entwickelnden griinen Farberdeuyphotometrisch mit
Hilfe eines ELISA- Readers bei 405 nm Wellenlangeardifiziert. Als
Referenzwellenlange diente 490 nm. Die entwické&lggbe und somit die
Absorption korreliert direkt mit der Menge an Nukd®@men und somit der

Anzahl apoptotischer Zellen.
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3.10 Tierexperimentelle Arbeiten

Die in der Studie verwendeten C57BL\6N Mé&ause wurden der Firma
Charles River (Charles River, Sulzfeld) bezogen.

Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche eriolgigch entsprechender
Genehmigung durch das Regierungsprasidium Gie3eR0(E&0, 40/2002).

3.10.1 Narkose

Um die Narkose einzuleiten, wurde die Maus kuragetit Isofluran
betaubt. Hierfir wurde ein Stlick Watte mit dem latiansnarkotikum
getrankt und zu der Maus in eine Inhalationskamgegeben. Dann
wurde ihr die Narkose injiziert.

4 ml Ketamin Incresa wurden mit 1 ml Rompun 2% visoimt und
anschlieBend 1:1 mit Kochsalzlésung (0,9% NaClylirent. Von dieser
Losung bekam die Maus, abhangig vom Gewicht, cA @l
intramuskular ins rechte Hinterbein intramuskul@jiziert. In dieser
Dosierung dauerte die Narkose etwa ein bis zweidsn an.

Um vagale Reize durch die Narkose zu eliminiereékaimen die Mause
zusatzlich 0,1 ml Atropinsulfat in einer 1:10 Vensiing ebenfalls

intramuskular injiziert.

3.10.2 Dilatation

Die narkotisierte Maus wurde auf dem Ricken liegemit Klebestreifen
Uber den vorderen und hinteren unteren Extremitdteter dem
Gesichtsfeld des Mikroskops so befestigt, dass er #leinsten
Vergrolierung der gesamte Operationsbereich am €hmarisel sichtbar
war. Mit einem Skalpell wurde der Operationsbereiam linken
Hinterbein der Maus rasiert und dieser anschlieldesthfiziert.

Mit einer geraden Schere wurde entlang des verewtéerlaufs der A.
femoralis, von distal nach proximal ein Hautschigiéisetzt. Mit zweli
stumpfen Pinzetten wurden die Gefédl3e vom AbgangAdeprofunda
femoris bis zum Ubergang der A. femoralis in die ikaca externa
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freigelegt, Nerv und Bindegewebe beiseite prapansd die A.

femoralis vorsichtig von der Vene getrennt.

Im Folgenden bendtigte man zwei Faden mit einergeavon etwa 10
cm und der Starke 7-0 zum Anschlingen der freigele@efalie.

Mit diesen Faden wurden die A.femoralis proximad ulk. femoralis

profunda nahe dem Abgang angeschlungen. Die Fadexdew mit

Klebestreifen am Fuld des Mikroskops fixiert.

Vor der Denudation wurde fir 1 min Xylocain auf d@efal3e getropft,
um sie zu erweitern. Die Faden der angeschlung&edsle wurden nun
straff gezogen, um den Blutfluss kurzzeitig wahreled Denudation zu
unterbrechen. An der A. profunda femoris wurde,astdaistal von deren
Abgang, mit einer feinen Schere nach Vannas, emé&t Schnitt quer
zur Verlaufsrichtung des Gefalies gesetzt. Mitt@lerekleinen, zuvor
hakenférmig abgebogenen Injektionsnadel wurde das Gefald

entstandene Loch erweitert und offen gehalten, wemEthfihrung des
Danudationsdrahtes zu erleichtern.

Der Fuhrungsdraht zur Denudation des Gefal3es wuitieiner vorne
gummierten Pinzette in das erweiterte Loch in depfunda femoris
eingefuhrt und etwas vorgeschoben. Der Faden aiddiaca externa
wurde leicht gelockert und der Draht bis zur A.adh externa
vorgeschoben. Dort verblieb er eine Minute.

Nun wurde erneut etwas Xylocain auf die Arterie ejegn und der
gelockerte Faden wieder gestrafft, bevor der Dratgder entfernt
werden konnte. Um eine Blutung zu verhindern wulae A. profunda
proximal und distal des Einschnittes mit Fadeneligi(Ethilon 8-0).

Danach wurden die zum Anschlingen verwendeten Faderder

entfernt. Die A. femoralis sollte nach dem Eingnffieder komplett
perfundiert sein. Gegebenenfalls konnte nun dasinftuGel um sie

herum appliziert werden. Abschlie3end wurde dervNsowie beiseite
prapariertes Gewebe wieder an die GefalRe gelegtdimdHaut mit

Einzelknopfnahten zugenaht. Nach der Operation i@ Maus bis
zum Erwachen unter eine Warmelampe gelegt, um eiski#hlen des

Korpers zu vermeiden.
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Abb. 4C: Wiederherstellung des Itflusses

3.10.3 Fixierung des Gefale

Vor der GefaRentnahme wurde die Maus durch einedoises Isoflurar
eingeschlafert.

Um das Gefal3system der Maus intraluminal zu fixiereeurde de
Brustkorb erdffnet und der Blutkreislauf tber eileksventrikulae
Injektion von 2% Paraformaldehyd (PFA, in PBS vemnt) pH = 7,4
vorsichtig gespult. Dieser Vorgang sollte mindestdinf Minuten
dauern, um eine ausreichende Inkubation des gesdaaiiRes mit PF.
zu gewahrleisten. Parallel wurde das noch im Gegitem der Mau
vorhandene Blut entfernt, indem es durch eine iloaism rechter
Vorhof abfloss

3.10.4 Gefalientnahm

Nach der Fixierung wurde durch einen Hautschnits dalihere
Operationsgebiet am linken Hinterbein der Maus feehf und die
ehemals derdierte A. femoralis freigelegt. Das Gefald wurderdaners:

am Ubergang der A. femoralis zur A. iliaca und danmAbgang der A
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profunda femoris herausgetrennt, in einer Petriscmait PBS von

Blutresten gereinigt und tber Nacht in 2 % PFA 4% inkubiert. Am

Folgetag wurde ein 0,5 ml Reaktionsgefal3 mit Tis§ak beflllt die

fixierte Arterie der Ladnge nach darin eingebetteid umit flissigen

Stickstoff (\b) eingefroren. Die Lagerung fand bei -80°C statt.

Sollten spater mit den Gefal3schnitten PCNA-Farbundgrchgefihrt

werden wurde die Geféal3entnahme dahingehend vaudiass das Gefald
mit 0,9% Kochsalzlosung perfundiert wurde und dof@ch Entnahme

in Tissue Tek eingebettet und eingefroren wurde.

3.11 Anfertigen und Farben von Gefalischnitten

3.11.1 Anfertigen der Gefal3schnitte

Zum Schneiden der Gefal3e diente ein Kryostat CM018ér Firma
Leica. Die gefrorenen Gefal3blocke wurden mit eiienge vorsichtig
aus dem Reaktionsgefal? gedriickt und dann mittesidisek auf einem
Stempel aufgefroren. Der Stempel mit dem GefaRbleakde in den
Kryostat eingespannt, dann konnte das Gefal3 beP€2da 7 um dicke
Schnitte verarbeitet werden. Jeweils drei Schnitgden auf einen
beschichteten Objekttrager (Super HrostPlus; Menzel Glaser)
aufgefroren. Die Lagerung der Schnitte auf den Kibggern fand bei -
20°C statt, falls Fluoreszenzfarbstoffe bei der r@pen appliziert
wurden bei —-80C.

3.11.2 Immunhistochemie

Vor Beginn der Antikorper-Farbung wurden die Krylositte 10 min bei
4°C mit Aceton fixiert. Um unspezifische Bindungsdkn zu blocken,
folgte eine 10 mindtige Inkubation mit 10% Goatu®ey dann wurde fur
eine Stunde mit Antikdrpern gegen FoxO1l (Verdinndnf0oO, Cell
Signaling, Beverly, MA) bzw. PE konjugiertem Smodflusclea-Aktin
(Verdinnung  1:500, Sigma, Taufkirchen) inkubiert. ieD
Antikérperlésungen wurden in PBS mit 0,1% BSA armegzts
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Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte eine 10 imkubation
mit einem Alexa Fluor 488 gekoppelten Sekundarénpi&r
(Verdinnung 1:200, Molecular Probes, Leyden, Niedele) und
erneutes Waschen. Dann wurden die Gefal3schnitte Hstbomount
Medium (Zymed/Invitrogen, Karlsruhe) mit DAPI (5 ing, Linaris,

Wertheim) eingedeckelt und am Fluoreszenzmikroskmmewertet.

3.11.3 Morphometrie der Gefal3schnitte

Zur quantitativen Analyse der Neointimaentwicklungfolge von

GefalRdenudation und -dehnung wurden pro Arterie eilsw funf

representative Objekttrager des Gefaldverlaufs awEgeund jewells ein
Schnitt ausgewertet.

Um die einzelnen GefalRschichten besser voneinaabgrenzen zu
kbnnen, wurden die Gefal3schnitte vor der Ausmessung

Hamatoxylin-Eosin angefarbt.

Eosinlésung

100ml EosinY gel6st in Aqua dest. (10g/l)
10 ml Phloxin geldst in Aqua dest. (10g /I)
780 ml 95% Ethanol

4 ml Eisessig

Die Kryoschnitte wurden zunachst fir 10 min in 4%AHixiert, dann 15
min mit PBS rehydriert. Es folgte eine Inkubaticer &chnitte fir 6 min
in Gills Hamatoxylin Losung Il (Meck, Darmstadt)nd erneuter
Fixierung fur 1,5 min in Eisessig. Mit Wasser wurdi#ie Schnitte 3 min
gewaschen. Im nachsten Schritt farbte man die 8eh@i min mit
Eosinlosung, fixierte erneut 2 x 2 min mit einerskhung aus Alkohol
und Eisessig und danach 3 min mit Isopropylalkoleihgedeckelt
wurden die Schnitte mit Eindeckmedium (Histomounyjitrogen) und
Deckglasern eingedeckelt.

Das Ausmessen der Gefaldschichten geschah histoomogpiisch mit
dem Fotoprogramm SPOT Advanced (Version 4.6, Distno

Inatruments Inc.) und einem an den Computer angessdgnen Leica
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Fluoreszenz-Mikroskop. Unter dem Mikroskop wurde @efal3schnitt
bei einer 10fachen VergroRerung eingestellt. Aumh d&ldschirm umfuhr
man nun mit Hilfe des Fotoprogramms und dem Cumsorachst das
Lumen, dann die Lamina elastica interna und zumuSshdie Lamina
elastica externa der Arterie. Das Programm beragehaie jeweils
eingeschlossenen Flachen, aus denen sich wiederenDidke von
Neointima und Media, sowie das fir die Auswertunghge Verhaltnis

von Neointima zu Media berechnen liel3en.

3.11.4 Immunhistochochemischer Nachweis von prodifierenden Zellen
Fur die Farbung von proliferierenden Zellen wurds @CNA Staining Kit der
Firma Zymed Laboratories Inc. genutzt.

Als Positivkontrolle diente Mausedarm. Zur Negatiniolle erfolgte die
Inkubation der Schnitte ohne Primarantikorper.

Vor Beginn der Farbung wurden die Kryoschnitte 1@ tvei 4°C mit Aceton
fixiert. Um die Aktivitat von endogenen Peroxidasenblockieren, wurden die
Objekttrager dann far 10 min in Methanol mit 3%,Q4 inkubiert.
AnschlielRend wurde fir 3 x 2 min mit PBS gewasch2emach wurden die
Schnitte 10 min mit Blocking solution inkubiert, ununspezifische
Bindungsstellen im Gewebe zu blockieren.

Als Primarantikorper diente ein Biotin-gekoppelkausa PCNA Antikorper.
Mit diesem wurden die Schnitte 50 min in einer f@ea Kammer inkubiert,
dann 3 x 2 Minuten in PBS gewaschen. Im AnschluiBlgie eine 10 min
Inkubation mit einem Streptavidin gekoppelten Selrantikérper und ein
erneutes Waschen. Dann wurde die kurz vor Gebrfisd angesetzte DAB-
Losung (jeweils 1 Tropfen von Reagens 4A, 4B undad€ 1 ml mit dHO
verdinnen) auf die Objekttrdger gegeben. Nach dimarbationszeit von 4
min wurde Hematoxilin auf die Schnitte getropft uftid 1-2 min inkubiert.
Anschlie3end wurde mit Leitungswasser gewascham dee Schnitte in PBS
inkubiert bis eine Blaufarbung erkennbar war (c@.s&k). Zum Abschluf3
wurden die Schnitte 3 x 2 Minuten in glBl gewaschen.

Die Auswertung erfolgte am Mikroskop. Zunachst veudle Anzahl PCNA

positiver Zellen unter Durchlicht in Neointima urdedia bestimmt und
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anschlieBend die Gesamtzellzahl durch Zahlung @é#lkerne. Zur Analyse
wurde die Prozentzahl der PCNA-positiven und daruliferierenden Zellen

benutzt.

3.12 Durchflusszytometrie

Die zu untersuchenden Zellen wurden trypsinisiemtd umit FCS-
haltigem Medium resuspendiert und in 15 ml Gretitechen aufgenommen.
Uber eine Zentrifugation von 5 min bei 1200 U/mirurden die Zellen
pelletiert und in 5 ml 70%igem Methanol resusperid@ie Zellen konnten bis
zum weiteren Gebrauch Uber mehrere Tage bei -2@1&gert werden. Zur
weiteren Aufarbeitung wurden die Zellen wieder at@iigiert und in 5ml
PBS mit 1%BSA gespult. Nach erneuter Zentrifugatiamden die Zellen nun
mit 300ul PBS (mit 1% BSA, 100 pg/ml DNase freie Ad, 10 pg/ml PI)
resuspendiert und 1 Stunde bei Raumtemperatur i@kubNachfolgend
wurden die Proben auf 2-3 ml mit der gleichen L@s(ohne RNase) verdinnt
und Uber einen Filter in Facs-Réhrchen Uberfihie BProben wurden mit
einem Hochgeschwindigkeits-Durchflusszytometer (EPIAltra, Beckman
Coulter, Miami, Florida, USA) auf inren DNA-Gehagkmessen.

3.13 Statistik

Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte +/- dedtleren Standardfehlers
dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte ogm Programm SigmaStat
(Systat Software Inc.) mittels Student’s t-test BeGruppen bzw. one-way
ANOVA bei mehr als zwei Gruppen. Die Post-hoc Asaly wurden nach der
Methode fur multiple Vergleiche (Holm-Sidak) duréhighrt. Ergebnisse
wurden als statistisch signifikant erachtet, wer0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Der Einfluss der miRNA-prozessierenden EnzymbBicer und Drosha

auf die Funktion glatter Gefaldmuskelzellen

4.1.1 Regulation der Expression von Dicer und Drém wéhrend der
Atherosklerose und Restenose
Da es bisher keine Daten uber die Expression voiterDund Drosha in
vaskuloproliferativen Erkrankungen gibt, wurde zaegBin dieses Projektes
ihre Expression wahrend der Atherosklerose unddRestin vivo untersucht.
Um die Expression wahrend der Restenose bestimmekdmnen, wurden
C57BL6/N Mause dilatiert, ihre Femoralarterien nath und 21 Tagen
entnommen und RNA isoliert. Im Vergleich zu gesund&ntrollgefalien
zeigte sich, dass die restenotischen Gefal3e saveehl 10 als auch 21 Tagen
eine signifikante Runterregulation von Dicer und oflra aufwiesen
(Abb. 5A, B).
Zur Untersuchung der Atherosklerose wurden Aortgebd von
ApoE/LDLr"" Mausen im Alter von 6 und 12 Monaten im Vergleioh 2
Wochen alten ApoE/LDLf Mé&usen extrahiert, RNA isoliert und die
Expression von Dicer und Drosha in der real-timeRP&nalysiert. Auch
warend der Entwicklung und Etablierung der Athelexsise waren beide
untersuchten Enzyme deutlich herunterreguliert (&b, D).
Dieses eindeutige Regulierungsmuster fuhrt zu dagd; ob Dicer und Drosha
— und damit miRNAs im Allgemeinen — einen Einflusgf die Entstehung
vaskuloproliferativer Erkrankungen haben oder ole $ediglich einen

Surrogatparameter dieser Prozesse darstellen.
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Abb. 5: Die Expression von Dicer und Drosha wahrend derteRes und Atherosklerose.
A und B, mRNA Expression gemessen mittels riz@le PCR von Dicer (A) un
Drosha (B) in Femoralarterien 10 und 21 Tage naefailatation in Vergleich zt
Expression in unverletzten Gefél (n = 6). C und D, mRNA-Expression gemessen
mittelsrea-time PCR von Dicer (C) und Drosha (D) in Aortenen von ApoE/LDL"
Mausen im Alter von 2 Wochen, 6 und 12 Mon. (n = 6).

4.1.2 Dicerund Droha regulieren die Proliferation und Migration,

aber nicht Apoptose in SMC:
Um die Rolle vom miRNAs fur die Schlisselfunktioneon SMCs wahren
der Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen ustechen zu kdnnel
wurden Dicer und Drosfin vitro mittels spezifischer siRNA ausgeknoc
Der Knockdown war erfolgreich auf mRI~ und Proteinebene (Abl6A, B).
Einige Gruppen konnten bereits zeigeass ein Knockdown von Dicer :
einer globalen Reduktion der miRNA levels fi’ Hier wurde zusatzlich di
Expression von miRNAs nach Knockdown von Drosha wutth einen
kombinierten Knockdown beider Enzyme untersuchtchAin diesen Falle
konnte einedeutliche Reduktion der Expression festgestelltderr wie in
Abbildung 8C exemplarisch anhand von n-31 und let7c gezeig
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Abb. 6: A und B, Expression von Dicer und Drosha nach siRNA vertigte Knockdown ir
SMCsn vitro. A, Expression auf mRNA=bene detektiert mittels retime PCR.
B, Expression auProteinebengiemessen mittels Immunob' C, Regulation von
miR31 und le-7c nach siRNA vermitteltem Knockdown von Drosha
DicefDrosha
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Um die funktionelle Bedeutung eines miRNA Knockdewfir SMCs zu
evaluieren wurden im Folgenden einige funktionélksay durchgefihrt. Im
Proliferationsassay zeigte sich deutlich, dasKaeckdown von sowohl Dicer
als auch Drosha — und somit der Knockdown der miBNA zu einer
signifikant verstéarkten Proliferation auf bis zu0%b fihrt (Abb. 7A) und damit
auch zu einer erhéhten Zellzahl (Abb. 7B). Um défekE des Knockdowns
von Dicer und Drosha auf die Migration zu untergrchwurde ein
modifizierter Boydenchamber Assay mit 10% FCS ateneotaktischem
Stimulus durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass aueh Migration der SMCs
signifikant erhoht war (Abb. 7C), wahrend kein Kffauf die Apoptoserate,
nach Stimulation mit 0,5 M ¥D,, messbar war (Abb. 7D).
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4.1.3 Herrunterregulation von Drosha fuhrt zu eine verstarkten
Expression von Genen der Zellzyklusregui@an
Im Folgenden sollte der Mechanismus der durch Kdogk von Dicer und
Drosha gesteigerten Proliferation genauer untetswadrden. Um ihn zu
analysieren wurde zunachst eine FACS Analyse vopi@iumiodid gefarbten
SMCs durchgefihrt. Der Knockdown resultierte in BACS Analyse in einem
verstarkten Eintritt der Zellen in die S- und G2RWase (Abb. 8A, B). Um
hierfiir verantwortliche Gene zu identifizieren wendach Drosha Knockdown
in einem PCR Array die Expression von 84 Genenhdgesanen Zellzyklus
mittels real-time PCR determiniert (Abb. 8C).
Es zeigte sich, dass der Knockdown zu einer Hoclle&gn der Mehrzahl der
Gene fihrte (61,9%) wahrend nur 35,7% in ihrer Egpion vermindert
wurden und dies auch in deutlich geringerem Ausnfa@ur 8C zeigt eine
Ubersicht aller Gene, die mindestens 1,3 fach reguivaren. Unter diesen
Genen befand sich CDK2, CDK6 (Cyklin-abhangige Isera 2 und 6) und
SKP2 (S-phase Kinase-associated protein 2), eiengeies Element der
CDK2 S-Phase Synthetase. Demnach drei Gene, die die
Zellzyklusprogression von der G1-Phase an veratliaslorsind und somit
maoglicherweise fur die verstarkte GO0-G1-/S-Phasegi@ssion der Zellen
verantwortlich sein kdnnten. Das am starksten hemlirerte Gen infolge des
Drosha Knockdowns ist BCL-2 (B-cell lymphoma 2)n einti-apoptotisches
Gen, desweiteren war auch DDX11 (DEAD/H box polymep 11) etwa
zweifach hochreguliert. DDX11 gehort zu den DEADxB@roteinen, die in
einer Reihe von zellularen Prozessen eine Rollelapi So sind sie u.a.
wichtig fur die Initiierung der Translation, daskteare und mitochondriale
Splicing. Im Zellzyklus wirken sie positiv reguleard und sind durch ihre
Helikase-Aktivitat besonders fur den Ubergang deR @ur M-Phase
mitverantwortlich und wichtig wahrend der S-Ph&#sdeutlich verringert
exprimiert infolge des Drosha Knockdowns waren gieo-proliferativ
wirkenden Gene CCNT2 (Cyclin T2; zusammen mit dgkli@-abhéangigen
Kinase 8 bildet CCNT2 eine Untereinheit des tragikmellen
Elongationsfaktors p-TEFb), CCNC (Cyclin C; intaeagy mit der Cyklin-
abhangigen Kinase 8 und induziert die Phosphotytigreiner Untereinheit der

RNA polymerase IlI, besonders hohe Expression wéhmer G1 Phase),
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HERCS5 (Hect Domain « RLD 5; wichtig wéhrend der C-Phase bzw. dem
Ubergang zur 1-Phase),CCNB1 (Cyclin B1; beteiligt an der Mitose, bilc

mit p34 den maturati-promoting factor (MPF))sowie die bekannten a-

proliferativ wirkenden Ger CDKN1A (Cyclin-dependent kinase iibitor 1A,

p21, Protein 2; Expression wird kontrolliert Gber p5@hibiert die Aktivitat

von CDK2/CDK«Komplexen und damit die Zellzyklusprogression wahit

der G1-Phaselnd TP53 (p53, Protein 53eagiert auf Stressignale mit ¢

Induzierung von Zellzklusarrest, Apoptose, Seneszenz, DNA Reparatur

Anderungen im Metabolism).

Zellzahl

DNA-Gehalt

B

Zellzahl

DNA

Zellzahl,

herunterregulierte Gene hochregulierte Gene

Gen Regulation Gen Regulation

CCNB1 -1.33 TFDP1 1.31

RBLZ -1.35 CDK2 1.36

CDK5R1 -1.36 MCM2 1.39

TP53 -1.38 ATM 1.41

DIRAS3 -1.39 CDKNI1B 1.41

BRCA1 -1.41 BRCA2 1.44

CDKN1A -1.45 RAD51 1.45

HERCS -1.84 CHEK2 1.46

CCNC -2.19 CK51B 1.48

CCNT2 -2.55 RADSA 1.54

MCM4 1.58

CUL3 1.61

S5KP2 1.73

DNM2 1.79

DDX11 2.04

CDKb 2.11

BCL2 2.71

Abb. 8 A, Effekt eines siRNA vermitteltem Dicer bzw. &ha Knockdown auf di
Zellzyklusprogression, ermittelt durch FACS Analy$e Effekt eine siRNA-
vermitteltem Drosha Knockdown auf die Expressionnvdsenen de
Zellzyklusmaschiner.
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4.1.4 Proliferative Stimuli fihren zur reduzierten Expression von

Dicer und Drosha
Um zu untersuchen, welche potentiellen Stimuli di@sin vivo detektierte
Expressionsprofil von Dicer und Drosha verantwontlsein kdnnten, wurden
die drei hauptsachlich wahrend vaskuloproliferativeerkrankungen
vorkommenden Stimuli (proliferativ, inflammatorisalmd apoptotisch) auf
SMCsiin vitro untersucht und die Expression von Dicer und Drasiisels
real-time PCR nach 12 und 24 Stunden quantifiziert.
Eine Stimulation mit 10% FCS fuhrte hierbei zu eisgnifikant reduzierten
Expression von Drosha bereits nach 12 Stunden eidkbEnzyme nach 24
Stunden (Abb. 9A). Um Apoptose in SMCs zu induzieveurden diese mit
0,5 M H,0O, behandelt. Dies hatte keine Auswirkungen auf dipr&ssion von
Drosha, die Expression von Dicer dagegen war na&clstinden tendenziell
herunterreguliert, nach 24 Stunden erreichte sée wieder den Ausgangswert
(Abb. 9B). Ein weiterer wichtiger Stimulus vivo ist die Inflammation.n
vitro wurde sie imitiert durch die kombinierte Gabe von
TNF-o (20 ng/ul), INFy (20 ng/ul) und IL18 (20 ng/ul). Diese Stimulation
fuhrte in SMCs zu einer erhdhten Expression voneDicach 12 und 24
Stunden. Drosha dagegen wurde geringer exprimiacth n24 Stunden
(Abb. 9C).
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4.1.5 Analyse der transkriptionellen Regulation deDicer Expression

4.1.5.11n silico Analyse der Promoterregion von Dicer

Um die in vitro und in vivo vorgefundene Herunterregulation von Dicer auf
transkriptioneller Ebene zu untersuchen, wurde &irglico Promoteranalyse
durchgefuhrt.

Die Sequenz der Promoterregion wurde mit dem PnograGene2Promoter
(Genomatix) artenuibergreifend aus der Datenbank INQBbereitet. Mit Hilfe
der Programme Matinspector und MatBase (Genomé&txinten mogliche
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren ideaidgrt werden. Interessant
sind besonders Gruppen von Transkriptionsfaktosegenannte Module, die
in ihrer Orientierung Uuber die Arten konserviertndi Bei diesen
phylogenetisch konservierten Modulen steigt die ¥elmeinlichkeit, dass es
sich um funktionelle Faktoren handeln kdnnte.

Abb. 10B zeigt die Promoterregion von Dicer im Mamen, Schimpansen,
Maus, Ratte und Auerochse, sowie konservierte Kraptonsfaktorenmodule.
Aufgrund der deutlichen Konservierung dieser Modylet bzw. grin
umrandet) zwischen den Arten und der relativ grol3&nzahl an
Transkriptionsfaktorbindestellen, bestehend ausd@igsregionen fur die
Forkhead Transkriptionsfaktoren (FKHD), Homeoboxariskriptionsfaktoren
(HBOX), NK6 Homeobox Transkriptionsfaktoren (NKX6Homeodomain
Transkriptionsfaktoren (HOMF) und Retenoid X RepeptRXRF) wurden
diese Transkriptionsfaktoren einer Literaturrecheranterzogen.

HBOX Transkriptionsfaktoren spielen bekannterweesee wichtige Rolle
wahrend der Entwicklung bzw. Morphogenese. Danebesitzen einige
Mitglieder  Schlisselfunktionen in der  Tumorentsteiu und
Metastasenbilduny. Ahnlich wirken auch die Mitglieder der HOM Familie
der Entwicklung von Organen und Gehirn, au3erdentéeSelbsterneuerung
von undifferenzierten embryonischen Stammzelféfi.

Die NKX Transkriptionsfaktoren kontrollieren versetiene
Entwicklungsprozesse von u.a. dem zentralen Neystas, dem Magen-
Darm-Trakt und der Bauchspeicheldrde.Die RXR Familie der
Transkriptionsfaktoren sind wie der Name sagt wichifir den Retinolsdure
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Signalweg, insgesan regulieren sie direkt oder indirekt 532 Ge
verschiedener Funktione*

Auf der Basi: dieser Recherchavurde der Forkhead Transkriptionsfak
FoxO1 als wahrscheinlichsr, Dicertegulierender Transkriptionsfakt
identifiziert und inweiteren Analysen untersucht.

Die Familie der Forkhead Transkriptionsfaktorenutegt in Abhangigkei
von Ubergeordneten SignaltransduktionskaskadendetiePI3K/Akt oder de
p42/p44MAPK die Zellzyklusprogression und hieriber die Profem,
Migration und Apoptose vaskularer Zell® **Wachstumsfaktoren aktiviere
den PI3K/Akt Signalweg, der zu einer Phosphoryhgruund somi
Inaktivierung on FoxO fuhrt und den ansonsten F+induzierten
Zellzyklusstop aufhe.®” Die Bindung von FoxO an Promoterregionen
demnach gesteuert durch Wachstumsfaktoren, z sind FoxOs in der Lage
die Genexpression sohl zu initiieren als auch zu inhibieren. Diese De
wirden das von uns vorgefund Expressionschema von Dicer erkla
kénnen. Daher wurde nun im Folgenden untersucht,FokO1 an di
Promoterregion von Dicer bindet. Als Basis dientde dhumane
Promotersequenz, deren Sequenz rund um die Bindungsregion RaxO1
(fettgedruckt) in Abb10A dargestellt istAul3erdem wurde zunéchst Uberpr
ob FoxO1 in SMCs exprimiert wird und wiessenAktivitat reguliert wird

A

GCGAAGTGGGTGTTTGTTATTTCCCCAAATGCGGAGGCCCCTGCACC
ACTAACGCGAGGAAACGCAGGCCAGTGGGAAGGTACTTTAAAAAG
GGGAGGGAGGTGCTCAGAGGGAAGCTAAGCTCTCCGGGAAACAA
TTACGGCCACGTTACGGTCTGTGGGTGCCAGAAGGAGCAACAATG
GAGGCAGTCGAATTCCGAGAGCTCAGAGAGTCTGCCAAACTTAG

B :

Homo sapiens S | S— W
2
Pan troglodytes _L — = — I

(4]

[}

.
|

(s3]

a

[+

Mus musculus _3“ £ [

4 -

Rattus norvegicus .~ % e L ——

Bos taurv§ @ o—
L0 VSHBOX +VSNKXs @ VSFKHD
00 bp
- W vsHOMF W VERXRF

Abb. 10: A, Sequenzausschnitt der Pronrregion von Dicer, unterstrichen: Primer fur
ChIP Analyse, fettgedruckt: FoxO1 Bindungsrec
B, Konservierte Promotermodule von Di
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4.1.5.2 FoxO1 wird in SMCs exprimiert und Gber diePI3K reguliert

Da zur Expression von FoxO1 in GefaRen wenig bekaan wurde zunachst
in murinen Femoralarterien einm situFarbung vorgenommen. In der
GefalRwand zeigte sich ein deutliches Signal furdFgxauch kolokalisiert mit
Smooth Muscleo-Aktin (SMA) (Abb. 11A), was die Expression in SMCs
beweist. Gefal3dilatation, die sich in einer sidraifit verminderten Expression
von Dicer auf3erte, fuhrte auch zu einer Phosplestylig von FoxO1 und Akt
(Abb. 11B). Da fruhere Studien zeigten, dass eirseh8tumsfaktorabhangige
Inaktivierung von FoxOl1 Uuber eine Phosphorylierungn Akt und
Translokalisation von FoxO1 vom Zellkern ins Cytpha wirkt® wurde im
Folgenden uberpruft, ob Serumstimulation von SM@KFAkt-abhangig in
einer Phosphorylierung und nuklearem Export resultWie der Western Blot
in Abb. 11C zeigt, kommt es durch die Serumstimoitairon SMCs zu einer
deutlichen Phosphorylierung von Akt und ebenso ingerePhosphorylierung
und somit Inaktivierung von FoxO1 auf Proteinebedie, durch spezifische
Inhibitoren der PI3K (Ly294002, 50 pmol/l; Wortmann 100 mmol/l)
verhindert werden konnte. Die Immunoféarbung in AbbD zeigt anschaulich,
dass die durch Stimulation mit Wachstumsfaktorenrvdrgerufene
Translokation von FoxO1 ins Cytoplasma durch Wortnaa inhibiert wurde.
Die PI3K konnte daher als wichtiger Faktor der Fax&ktivierung in SMCs
bestétigt werden.

Fur die folgenden Versuche wurde ein adenoviralektd mit einer nicht
phosphorylierbaren und somit nicht inaktivierbarekgnstitutiv aktiven
Mutante von FoxO1 verwendet. Die Effizienz der Wbg@ression wurde in
Abb. 11E anhand des parallel exprimierten GFP-3sgdas bicistronischen

Vektors determiniert.
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Abb. 11: FoxO1l Expression und Phosphorylieruin vitro undin vivc. A, Reprasentativer

Ausschnitt eines Gefal3querschnitts einer murinemdralarterie. Gefarbt wur
fur FoxO1 (grin, Pfeil), Smooth Musca-Actin (rot) und DAPI (blau). *luminals
Seite des Gefalles. B, Immunoblot Analyse der Pluogldrung von Akt un
Foxol in murinen Femoralarterien 30 min nach Dilata CDK4 diente al:
Ladekontrolle. C, Lysate 'n SMCs unter basalen bzw. Wachstumsbedingu
wurden im Immunoblot analysiert und die Phospherying von FoxO1 und A
in der At- bzw. Anwesenheit der spezifischen Inhibitoren Ly2®2 (Ly) und
Wortmannin (Wt) analysiert. CDK4 diente als Ladekole. D, Reprasentative
Farbungen fiur FoxOl1l (grin) und DAPI (blau) in SMGster basale
Bedingungen, Wachstumsbedingungen und Wachstunmhedjen unter Zugat
von Wortmannin (Wt). FoxC-positive Zellen wurden auf ihre Kernlokalisieru
guantifiziert. E,SMCs wurden mit pFoxO1 transduziert und die Uberesgion
von FoxOl anhand der Expression von GFP unter dermrdszenzmikrosko
detektiert
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4.1.5.3 FoxO1 hemmt die Proliferation von SMC:

Da die FoxOTranskriptionsfaktoren FoxOla, FoxO3a und FoxO<tionell

im Zusammenhanmit mitogenen Signalkaskaden steff> * sollte eine
Uberexpression von FoxO1 en Einfluss auf diéProliferatior von SMCs zur
Folge haben.

Um dies zu untersuchen wurde Fox(in vitro mittels eins adenoviralen
Vektorsiberexprimiert und die Zellzahl und BrdU Inkorpawsatim Vergleich
zur Transduktion mit einem Virusleervektor sowienesn lediglich GFP
exprimierenden Virus analysiert. Besonders nachS#8 fuhrte die FoxO

Uberexpressin zu einer deutlich erniedrigten Zellzahl im Veigh zu der
Kontrollen (Abb. 12A) und auch die BrdU Inkorpomati war signifikan
vermindert. (Abb. 12B

300 1 -0~pEmpty 4 pGFP -#-pFox01
250 -
=
= 200 -
i =
N
= 150 - *
I~ *
100 & -
50
24 Std. 48 Std.
T 120
= 100 r
o L
T 80
]
5 60y *
2 40
o
:) 20 7 r l
=
m 0
pEmpty pEmpty pGFP  pFoxO1
FCS - + + +

Abb. 12: Effekt der viralen Uberexpression von FoxO1l1 in SMids Vergleich zu
Transduktion mit einem Virusleervektor und einemPG#xprimierenden Viru
auf die Zellzahl (A) und Proliferation (E

63



4. Ergebnisse

4.1.5.4 Experimentelle Analyse der Promoterregiomon Dicer

Mit Hilfe einer Chromatin Immunprazipitation (Chi®jurde nun die direkte
Bindung von FoxO1 an die in Abb. 10B dargestelltenfoterregion gepruft.
Da FoxO1l Transkriptionsfaktoren unter serumfreieediBgungen an ihre
Promoterregionen binden, nach Stimulation durch Wgonsfaktoren den
Zellkern verlassen und im Cytoplasma degradierdesr(Abb. 11) (Forkhead
Transciption Factor FoxOla: A Central Player of thema Formation
Through Modulation of Proliferation, Migration argoptosis, Sedding et al.
Circulation Research — in revision), wurden SMiDsvitro 24 Std. mit
Basalmedium vorbehandelt, um eine FoxO1 BindundiarPromoterregionen
zu erreichen. Eine Kondition verblieb bei Basalmedi als zweite Kondition
wurde ein Teil der Zellen 20 min mit Wachstumsmaedi(inkl. 20% FCS)
behandelt, dann parallel die Zellen, sowie Pro@mematin-Bindungen
fixiert. Nach Aufschluss der Zellen wurde das Chatimenzymatisch verdaut
und die Proben mit einem spezifischen FoxO1 Anpikérund als Kontrolle
IgG inkubiert. Ein Teil des hierfur eingesetztenr@hatins wurde als Input
DNA flr die spatere PCR zurlickbehalten. Nach Aanfgeing des durch die
Antikdrperbindung isolierten Chromatins, sowie digout DNA, wurde eine
PCR mit den in Abb. 10A abgebildeten Primern duettigrt und die Produkte
auf ein Agarosegel aufgetragen (Abb. 13A).

Das PCR-Produkt der Input DNA als Kontrolle fur déawesenheit der
untersuchten Sequenz gibt unter basalen und Wawnkkadingungen ein gutes
Signal auf dem Agarosegel. Die schwachen Bandemg@eiKontrolle weisen
auf einen geringen Grad an unspezifischer Antikdmpeung hin. Die
Intensitaten der Banden der PCR Produkte nach Foxfikorperbindung
entsprechen ungefahr denen der Input DNA, so dassolF als
Transkriptionsfaktor, der an die untersuchte Seguander Promoterregion
von Dicer bindet, identifiziert werden konnte.

Um den direkten Einfluss von FoxO1 auf die Expm@ssion Dicerin vitro zu
verifizieren, wurde der Transkriptionsfaktor in SBIGausgeknockt bzw.
Uberexprimiert und die Auswirkungen auf die DicempEession mittels
real-time PCR untersucht.

Fur den Knockdown wurden SMCs mit spezifischer siRi¢gen FoxO1 bzw.

einer Kontroll-siRNA transfiziert und die Expressiovon Dicer auf
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MRNA-Ebene nach 24 Stunden untersucht. Abb. 138 zeutlich die relativ

hohe Expression von Dicer unter serumfreien Bediggn nach Transfektion
mit Kontroll-siRNA und die Herunterregulation na&timulation mit FCS.

Der Knockdown von FoxO1 fihrte zu einer ahnlichmeiderten Expression
wie infolge der FCS Stimulation trotz serumfreiegddigungen.

Um FoxO1 uberzuexprimieren, wurde eine nichtphogglesbare Mutante

des FoxO1l benutzt. Vier Tage nach Virustransduktvtom SMCs wurde

MRNA isoliert und die Expression von Dicer detenain(Abb. 13C). Unter

Wachstumsbedingungen konnte die ohnehin relatie litpression von Dicer
durch die Uberexpression von FoxO1 noch signifilgadteigert werden. Und
auch nach FCS Stimulation der SMCs filhrte die Utgression zu einer
signifikanten Hemmung der FCS-induzierten Heruetgutation von Dicer im

Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 13: A, Agarosegel der PCR-Produkte der Chtomienmunprazipitation von Zelllysaten
aus SMCs vorbehandelt mit basalem bzw. Wachstumsmediurchgefihrt mit
Antikdérpern gegen FoxO1l bzw. IgG, sowie das PCRiBkb der Input DNA.
B und C, Expression von Dicer auf mRNA-Ebene, gesmesnittels real-time PCR,
nach Knockdown von FoxO1 (B) und UberexpressionkoxO1 (C) in SMCs.
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4.1.6 Knockdown von Dicer und Droshin vivo fuhrt zu verstarkter
Proliferation von SMCs und Neointimabildung

Um diein vitro erreichten Ergebnisse vivozu verifizieren, wurden Dicer ur

Drosha im Resteno-Mausmodell ausgeknockt.

Hierfir wurde der wirksame Knockdown von jeweilseidsiRNAs gegel

murines Diceibzw. Drosha in mSM(in vitro analysiert (Abb. 4A, B) und die

jeweils wirksamste siRNA (siDrosha 2, siDicer 3) flie in vivc Versuche in

einer stabilisierten Modifikation benutzt. Dieseds: sSiRNAs wurden dann

einem Pluronic Gel nach Gefalidilata in der Maus um die freiprapariei

Femoralarterie applizie
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Abb. 14 A und B, reetime PCR Ergebnisse der mRN&xpression von Dicer (A) ur
Drosha (B) nach siRNA vermitteltem Knockdown in imen SMCs
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Dieser Transfektionsansatz erwies sich als selektif wie Abb. 15A zeigt.
Hier wurden Gefal3e in Vorversuchen mit cy3-markiesiRNA unter gleichen
Bedingungen transfiziert und nach 24 Stunden entmem Eine Untersuchung
der Schnitte dieser Gefal3e unter dem Fluoreszenaskitp zeigte nach
Optimierung des N/P-Verhéltnisses der Transfektiond der SiRNA-
Konzentration eine sehr gute Effizienz der Transbéek Der Grof3teil der
Zellen der Gefaliwand wies ein cy3-Signal durchstRNA auf.

Im endgultigen Versuch wurden jeweils 10 pg siRN&en Dicer und Drosha
mit einem N/P-Verhéltnis von 10 nach Gefal3dilatatimm Gel appliziert und
die Gefal3e nach 21 Tagen wieder enthommen. Diehroorptrische Analyse
zeigte, dass das Neointima/Media-Verhaltnis infalge Knockdowns deutlich
erhoht ist (Abb. 15B) im Vergleich zur Behandlung einer Kontroll-siRNA
oder einer reinen Dilatation ohne zusatzliche Bdhary. Zuséatzlich wurde
der Anteil an proliferierenden Zellen im Bereichr déeointima und Media
mittels PCNA Farbung bestimmt. Auch hier wiesen diefalle nach
Knockdown von Dicer und Drosha einen deutlich etbbhAnteil an
proliferierenden Zellen auf (Abb. 15C).
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Abb. 15: A, GefaRquerschnitte von murinen Femoralarn 24 Stunden nach Transfekt
mit mit cy3-gelabteltesiRNA, rot: siRNA, blau: DAPI Kernfarbung. B, Antein
PCNA positiven Zellen in Gefal3en, die mit siCtribzsiDicer/Drosha transfizie
wurden, 21 Tagen nach GefaRdilata (n = 5). D, Neointima/Media Ration vo
Gefallen mit siCtrl bzw. siDicer/Dros transfiziert, 21 Tagen nach Gefalidilata
(n=5).
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4.2 Einfluss von miRNAs auf vaskuloproliferierendeErkrankungen

4.2.1 Die miRNA-Expression wahrend der Atheroskleyse und Restenose
Da zur Expression von miRNAs wahrend vaskuloprakiender
Erkrankungen bisher noch nichts bekannt ist, wanaigdchst die Expression
wahrend der Atherosklerose und Restenose im Mausihgescreent.

Um die Expression wahrend der Restenose bestimmekdanen, wurden
Femoralarterien von C57BL6/N Mause dilatiert, nabh und 21 Tagen
entnommen und MiRNA isoliert. Als Kontrolle wurdéRNA aus gesunden
Kontrollgefal3en isoliert.

Zur Untersuchung der miRNA Expression wéhrend datwieklung der
Atherosklerose wurden Aortenbdgen von ApoE/LDIM&usen im Alter von
6 und 12 Monaten enthommen, miRNA isoliert und &epression von
miRNAs im Vergleich zu Aortenbdgen von 2 WocheremltApoE/LDLF"
Mausen determiniert.

Das Screening ergab, dass die Mehrheit der bekamii@NAs wahrend der
Atherosklerose und Restenose reguliert wurden. Wihder Restenose sind
nach 10 Tagen etwa 30% hoch- als auch heruntereeigiNach 21 Tagen fallt
auf, dass uber 60% der miRNAs verstarkt exprimveutden, wahrend nur
11,6% nicht reguliert waren (Abb. 16A). Abb. 17Aigtecine Ubersicht tiber
mindestens 5fach regulierte miRNAs 10 bzw. 21 Tiageh Gefal3verletzung,
sowie einzeln ausgewahlte miRNAs, die wahrend dbesklerose deutlich
reguliert wurden oder in der Literatur bereits imusammenhang mit
proliferierenden oder inflammatorischen Prozesseschxieben wurden. Alle
dick gedruckten miRNAs der Liste wurden mittelslHttme PCR validiert
(Daten nicht gezeigt).

Wahrend des betrachteten Verlaufs der Atheroskdefasd ebenfalls eine
Regulation der miRNAs statt, die im Verlauf relakenstant war. So waren
um die 20% der miRNAs hochreguliert, ca. 35% hestreguliert und ca. 45%
der miRNAs waren in ihrer Expression nicht beeisgiu/Abb. 16B). Abb. 17B
zeigt entsprechend eine Ubersicht tiber mindestéah Segulierte miRNAs
wéhrend der Atherosklerose, sowie einzeln ausgegv@hRNAs, die wahrend
der Restenose deutlich reguliert wurden oder diden Literatur bereits im

Zusammenhang mit proliferierenden oder inflammatden Prozessen
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beschrieben wurden. Die miRNAs, ren Expression wahrend ¢
Atherosklerose mittels re-time PCR validiert wurden sind dick gedru

(Daten nicht gezeig
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Abb. 16: Ubersicht ber den Anteil regulierter miRNAs waldeder Restenose (/
und Atherosklerose (I
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A

Regulation Regulation Regulation Regulation
miRNA nach 10 nach 21 mMiRNA nach 10 nach 21
Tagen Tagen Tagen Tagen
mmu-miR-15a 7,51 8,18 mmu-miR-292-5p 4,93 5,68
mmu-miR-31 7,28 7,70 mmu-miR-691 4,91 6,32
mmu-miR-342-3p 7,19 6,99 mmu-miR-532-5p 4,89 6,33
mmu-miR-671-5p 6,79 8,02 mmu-miR-181b 4,87 6,02
mmu-miR-19b 6,75 6,29 mmu-miR-188-5p 4,87 5,69
mmu-miR-299* 6,66 6,22 mmu-miR-18a 4,80 5,54
mmu-miR-494 6,62 6,00 mmu-miR-34c* 4,79 5,97
mmu-miR-495 6,52 5,86 mmu-miR-466f-5p 4,78 6,22
mmu-miR-148a 6,48 7,52 mmu-miR-125a-3p 4,76 5,93
mmu-miR-411 6,47 6,27 mmu-miR-327 4,76 5,68
mmu-miR-674* 6,41 6,06 mmu-miR-140 4,75 5,60
mmu-miR-154 6,26 6,40 mmu-miR-130b 4,56 5,68
mmu-miR-224 6,22 6,39 mmu-miR-696 4,55 5,37
mmu-miR-541 6,20 4,39 mmu-miR-421 4,49 5,40
mmu-miR-485* 6,14 6,00 mmu-let-7f* 4,48 5,61
mmu-miR-433 6,13 5,88 mmu-miR-324-3p 4,46 5,31
mmu-miR-324-5p 6,11 6,14 mmu-miR-290-3p 4,40 5,33
mmu-miR-335-5p 6,05 6,23 mmu-miR-210 4,37 5,52
mmu-miR-24-2* 6,03 6,84 mmu-miR-770-3p 4,36 5,88
mmu-miR-680 5,98 6,90 mmu-miR-466h 4,35 5,92
mmu-miR-298 5,96 6,21 mmu-miR-181d 4,29 5,04
mmu-miR-106a 5,82 5,60 mmu-miR-451 4,19 2,85
mmu-miR-34b-3p 5,75 5,63 mmu-miR-207 4,08 5,89
mmu-miR-374 5,74 5,66 mmu-miR-146a 3,11 3,35
mmu-miR-139-5p 5,67 6,27 mmu-miR-720 1,69 1,49
mmu-miR-300 5,65 5,49 mmu-miR-206 1,45 3,60
mmu-miR-411* 5,62 5,76 mmu-miR-16 0,88 0,67
mmu-miR-376b 5,62 5,61 mmu-miR-92a 0,63 0,06
mmu-miR-340-5p 5,58 5,39 mmu-miR-92b 0,16 -0,29
mmu-miR-706 5,56 5,70 mmu-let-7g* 0,00 5,33
mmu-miR-714 5,54 7,38 mmu-miR-182 0,00 5,04
mmu-miR-322 5,51 6,03 mmu-miR-187 0,00 5,16
mmu-miR-467a* 5,45 6,54 mmu-miR-485 0,00 5,45
mmu-miR-297a 5,41 4,48 mmu-miR-672 0,00 5,97
mmu-miR-197 5,37 4,28 mmu-miR-678 0,00 5,79
mmu-miR-20b 5,36 5,66 mmu-miR-712 0,00 5,30
mmu-miR-134 5,36 6,32 mmu-miR-877 0,00 5,36
mmu-miR-710 5,26 6,25 mmu-miR-23a -0,10 0,05
mmu-miR-148b 5,17 4,77 mmu-miR-145 -0,89 -1,87
mmu-miR-101b 5,13 5,50 mmu-miR-143 -1,91 -2,39
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mmu-miR-218 5,08 4,46 mmu-miR-184 -2,03 -8,42
mmu-miR-301a 5,06 4,31 mmu-miR-1 -3,73 0,12
mmu-miR-196b 5,00 4,67 mmu-miR-712* -5,22 0,00
mmu-miR-149 5,00 5,25 mmu-miR-193 -5,41 0,09
mmu-miR-29b 4,95 5,48 mmu-miR-193b -5,45 0,22

B

m RNA Regulation Regulation m RNA Regulation Regulation
nach 6 nach 12 nach 6 nach 12
Monaten Monaten Monaten Monaten

mmu-miR-466f-3p 5,09 1,82 mmu-miR-744 -0,54 -6,08
mmu-miR-146a 3,39 1,10 mmu-let-7f -0,57 -2,58
mmu-miR-29b 2,89 -6,35 mmu-miR-28 -0,61 -6,46
mmu-miR-21 2,54 -3,04 mmu-let-7d* -0,63 -6,98
mmu-miR-34a 1,52 -6,46 mmu-miR-30e -0,66 -6,78
mmu-miR-207 1,51 -5,82 mmu-miR-130a -0,69 -6,72
mmu-miR-720 1,43 3,45 mmu-miR-106a -0,79 -4,69
mmu-miR-323-5p 1,14 -6,42 mmu-miR-455 -0,82 -7,99
mmu-miR-15a* 1,06 -5,59 mmu-miR-31 -0,86 0,27
mmu-miR-122 0,86 -8,17 mmu-miR-100 -0,92 -7,35
mmu-miR-494 0,81 -5,24 mmu-miR-92a -0,94 0,33
mmu-miR-714 0,78 -6,20 mmu-miR-93 -0,94 -5,14
mmu-miR-451 0,58 -1,63 mmu-miR-127 -1,28 -6,89
mmu-miR-129-5p 0,49 -5,25 mmu-miR-145* -1,33 -6,71
mmu-miR-501-3p 0,44 -5,89 mmu-miR-1 -1,38 -10,32
mmu-miR-16* 0,41 -5,82 mmu-miR-224 -1,67 -7,30
mmu-miR-485 0,40 -4,21 mmu-miR-10a -1,75 -7,24
mmu-miR-140 0,40 -6,31 mmu-miR-801 -1,88 -5,86
mmu-miR-23a 0,34 -0,12 mmu-miR-379 -1,90 -6,84
mmu-miR-341 0,33 -5,46 mmu-miR-10b -2,37 -5,95
mmu-miR-346 0,32 -6,02 mmu-miR-148a -2,72 -6,48
mmu-miR-203 0,21 -5,78 mmu-miR-541 -3,98 0,00
mmu-miR-331-3p 0,20 -5,66 mmu-miR-877 -5,04 0,00
mmu-miR-421 0,19 -5,81 mmu-miR-431 -5,05 0,00
mmu-miR-143 0,18 -0,49 mmu-miR-376b -5,14 4,17
mmu-miR-145 0,00 0,29 mmu-miR-324-3p -5,21 0,00
mmu-miR-206 -0,07 -6,30 mmu-miR-30e* -5,37 0,00
mmu-miR-486 -0,09 -6,34 mmu-miR-495 -5,47 0,00
mmu-miR-150 -0,10 -6,32 mmu-miR-872 -5,49 4,98
mmu-miR-125a-3p -0,11 -5,51 mmu-miR-290-5p -5,56 0,00
mmu-miR-16 -0,16 0,14 mmu-miR-154 -5,60 0,00
mmu-let-7b* -0,22 -6,65 mmu-miR-376b* -5,65 0,00
mmu-let-7c -0,24 -0,53 mmu-miR-335-5p -5,67 0,00
mmu-miR-652 -0,28 -6,52 mmu-miR-134 -5,80 0,00
mmu-miR-20a -0,28 -6,10 mmu-miR-322 -5,90 0,00
mmu-miR-92b -0,48 1,31 mmu-miR-676 -6,32 0,00
mmu-miR-15a -0,50 -6,59 mmu-miR-351 -6,71 0,00
mmu-miR-193 -0,51 -5,96 mmu-miR-322* -7,54 0,00

Abb. 17: Ubersicht tiber mindestens 5fach regaianiRNAs wahrend der Restenose (A) und
Atherosklerose (B) sowie jeweilszgln ausgewahlte weitere miRNAs
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4. Ergebnisse

Da in den Experimenten zur Untersuchung der Exmmesson miRNAs
wahrend der Atherosklerose und Restenose jeweks Ehipression im
gesamten Gefal3 untersucht wurde, blieb die Fraiga,ofvelcher Zelltyp far
die jeweilige mMIRNA Expression verantwortlich seikdnnte. Die
hauptsachlich in  den GefaBen vorkommenden Zelltypesind
Monozyten/Makrophagen, SMCs und ECs. Daher wurdedasen jeweiligen
isolierten primaren Zellenn vitro miRNA isoliert und ein Screening der
MiRNA Expression im Ruhezustand mittels Microargyrchgefihrt (Abb.
18).

Da letztendlich die die spezifische Expression RORNA in humanen Zellen
fur spatere diagnsotische oder therapeutische 2as@ébn Bedeutung ist,
wurden hierfir humane primére Zellen ausgewahlt,d umit den
Expressionsdaten wahrend der Atherosklerose undeitese aus der Maus
korrelliert.

Die Arraydaten in Abb. 18 zeigen deutlich, dasdevimiRNAs sich in ihrer
Expression von Zelltyp zu Zelltyp unterscheidersgiesamt weisen SMCs und
ECs eher Uberschneidende Expressionsprofile aMergleich zur Expression
in Monozyten/Makrophagen, wie man am Beispiel dgf7] Familie sehen
kann.

Doch wie miR-98 oder miR-126 gibt es auch miRNAs, fdst ausschliel3lich
in ECs vorkommen, oder in SMCs wie miR-214 und rhf®a-3p. Im Kontext
der Entstehung vaskuloproliferativer Erkrankunged dem Ziel, selektiv die
Funktion von SMCs beeinflussen zu kdnnen, wurderfraigenden bevorzugt
MiRNAs untersucht, deren Expression fur SMCs sgenfist und die

gleichzeitig wahrend der Atherosklerose und Restemeguliert werden.
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Monozyt en/
Makr ophagen SMC EC
m RNA Mean Mean Mean
hsa- Il et-7a 7.768 29. 261 29. 759
hsa-m R- 21 552 26. 624 32. 665
hsa-let-7c 1.681 25. 025 25. 680
hsa- | et - 7f 6. 800 24. 440 25. 236
hsa- | et-7d 4.368 21. 328 24.001
hsa- | et - 7i 1.130 14. 030 6.948
hsa-let-7e 445 13. 815 21. 897
hsa-let-7b 3.549 11. 830 14.599
hsa-n R- 26a 2.927 9. 389 6.120
hsa-m R-199a- 3p 471 9.171 15
hsa-m R- 125b 146 8. 308 3.123
hsa-n R- 23a 1.281 6. 750 9. 437
hsa-nm R-214 102 5.107 33
hsa-m R- 31 87 3.974 872
hsa-nm R-923 1.187 3.776 1.522
hsa-nm R- 221 352 3. 646 4.541
hsa-m R-222 450 3. 597 3.453
hsa-m R- 155 469 995 3. 444
hsa-m R- 16 1.331 661 481
hsa- m R- 98 136 454 3. 083
hsa- nm R-92a 2.505 451 952
hsa-m R-34c- 3p 1.507 450 185
hsa-m R- 25 268 442 885
hsa-m R- 186* 791 378 295
hsa- nm R- 20a 263 357 1.025
hsa-m R- 768- 5p 1.482 357 187
hsa-m R- 106a 275 250 799
hsa- m R- 146a 227 138 1.029
hsa-nm R- 126 237 42 22.502
hsa-m R- 145 105 378 29
hsa-nm R-92b 211 163 271
hsa-nm R- 494 - 162 62

Abb. 18: Ausgewihlte Ubersicht iiber die miRNA Eegsion in humanen
Monocyten/Makrophagen, SMCs unEC
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4.2.2 Proliferative, apoptotische und inflammatorsche Stimuli und ihre
Wirkung auf die miRNA Expression in SMG
Proliferative, apoptotische und inflammatorischam@ti z&ahlen zu den
bedeutendsten Einflissen, die wéahrend vaskuloprativer Erkrankungen auf
SMCs wirken. Daher sollte nun untersucht werdewjafern diese Stimuli auf
die Expression einzelner miRNAs wirken, die wahrded Atherosklerose und
Restenose deutlich reguliert waren. Untersucht amridier einige miRNAS,
deren Regulatiom vivoin der real-time PCR bestatigt werden konnten.
Mitogene Stimulationn vitro wurde erreicht durch Zugabe von 10% FCS zum
Zellkulturmedium, apoptotische Reize wurden miti@)s M HO, vermittelt
und Inflammation durch Zugabe von jeweils 20 ng/ niNF-,
IL-1p und INF4.
Auffallig ist, dass miR-31, die wéahrend der Restmnm vivo 7-8fach
hochreguliert war, keine Expressionsverdnderunganh nmitogener oder
apoptotischer Stimulation aufweist (Abb. 19A, B)uch miR-106a zeigt
keinerlei Veranderungen der Expression nach miteigemd apoptotischer
Behandlung der SMCs (Abb. 19A, B), dabei weist @igniRNA im
Mausmodell der Atherosklerose und Restenose -eirressantes und
gegenlaufiges Expressionsmuster auf. So ist miRelfch 12 Monaten in
ApoE/LDL"' Masuen fast 5fach weniger exprimiert (Abb. 17Bghwend der
Restenose dagegen 5fach hochreguliert (Abb. 17AR-82a gehoért zur miR-
17~92 Familie, die in einigen Tumoren als hochriegulvorbeschrieben

ist98, 99

und deren Mitglieder anti-angiogenische Protemeeten° Daher
wurde diese mIRNA hier weiter untersucht, obwohlinke aufféallige
Regulation wahrend der Athoersklerose und Restestatdand (Abb. 17A,
B). Apoptotische Stimulation der SMCs flhrte zueeigignifikant erhdhten
Expression von mir-92a (Abb. 19B) waéahrend die Zwgalvon
Wachstumsfaktoren keine deutliche Veranderung dgrdssion hervorrufen
konnte (Abb. 19A).

Ein dagegen sehr interessantes Expressionsmusgatimgenen Mausmodell
weist dagegen miR-494 auf. Wahrend der Restenostiatiehochreguliert,
wird es wahrend der Atherosklerose nach 12 Monatehr als 5fach weniger

exprimiert (Abb. 17A, B). Zudem wird miR-494 inf@gvon mitogenener
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Stimulation eher verringert exprimiert (Abb. 19Ayahrend Apoptose keinen
Effekt auf die Expression besitzt (Abb. 19C).

Das Cluster miR-143/145 wird wahrend der Atheraslde im Array nicht
reguliert gefunden, wahrend der Restenose findgt sine Runterregulation
(Abb. 17A, B). Auch dieses Cluster ist in der Tubiologie als reguliert
vorbeschriebefd und wurde hier genauer auf die Regulationmechasism
untersucht. Es zeigte sich, dass beide miRNAs anfgvon mitogener und
inflammatorischer Stimulation in ihrer Expressioarrunterreguliert wurden,
wahrend die Apoptose keinen Effekt zu haben sch@bb. 19A, B, C).
Aufgrund der deutlichen und einheitlichen Regula¢io, sowie der
vorherrschenden Expression von mir-145 in SMCs (Al#), wurde dieses
Cluster ausgewahlt im Folgenden genauer auf einglich& Funktion hin
untersucht zu werden.

MiR-146a — wahrend der Atherosklerose und Resgenestva 3fach
hochreguliert, zeigt ein &hliches Expressionspnoéich inflammatorischer
Stimulation (Abb. 19C). Apoptotische Stimulationnkadie Expression nicht
beeinflussen, wahrend FCS zu einer verringerten rdsgon fihrt
(Abb. 19B, A). MiR-146a als deutlich hochregulierteiRNAs wahrend
vaskuloproliferativer Erkrankungen wurde daher élésn ausgewahlt im
Folgenden genauer auf die Funktion hin untersughterden.
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4.2.3 miR146¢

MiR-146a wurde im Array wahrend der Atherosklerose deidRestenose ii
Mausmodell reguliert vorgefunden. Interessist zudem, dass m-146a nicht
im Verbund eines Clusters steht, mit dem es exprimwird, was reir
hypothetisch fur eine méglicherweise wichtige fuokelle Bedeutung dies
einzelnen miRNA sprechen kénnte. Obwohl sie vechiveise starker in EC
exptimiert wird als in SMCs, wurde sie daher ausgewéiter charakterisie
zu werden.

Die Ergebisse der Arrays zeigten in beiden Mausmodellen @&mm@stante
Hochregulation von mi-146a. Und auch in der retane PCF (Abb. 20) fand
sich wahrend der Resiose eine mehr als 10fache Hochregulation. Wah
der Atheroklerosesteigerte sich die Expression im Verlauf der 12 Btermit
der Zeit. Die Konzentration von m-146a nach 6 und 12 Monaten war

einer mindestens 20 fach erhdhten Expression st

A

16 -

= = =
=) ~ =
' '

Relative Expression
(miRNA/Kontrolle)
co

0 Tage 10 Tage 21 Tage

W

Relative Expression
(miRNA/Kontrolle)
5= &8 & 8 8 3

=
o
1

2 Wochen 6 Monate 12 Monate

Abb. 20: Regulation von mnm-miR-146a wahrend der Restenose (A) und Atheroskle®)s
im Mausmode
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4.2.3.1 Die funktionelle Bedeutung von hs-miR-146ain vitro

Um die Rolle von mil146a auf die &nktion von SMCs wéhrend d
Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen untersuchea konnen
wurde die miRNAIn vitro mittels spezifischer CleaniR ausgeknockt. Die
fuhrte in SMCs zu einer verringerten Proliferatiiigur 21A), die sich noch
deutlicher in einer verringerten Zellz im Vergleich zur Kontrolle auf3er
(Figur 21B). Die migratorischen Eigenschaften von SMCansliert durch
FCS, blieben durch den lockdown unbeeinflusst (Figur C).
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Abb. 21: Effekte eines Knockdowns von t-miR-146a in SMCs auf die Proliferatic

(A, BrdU Inkorporation), Zellzahl (B, W-1 Metabolisierung) und Migratio
(C, madifizierter Boydenchamber Ass
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4.2.4 miR-143/145

MiR-143 und -145 wurden im Array wahrend der Ressenim Mausmodell

herunterreguliert vorgefunden, wéhrend die Athdeysise die Expression
nicht zu beeinflussen schien.

Bei der Untersuchung, welche Stimuli die Expressieser beiden miRNAs
beeinflussen, fuhrte besonders die mitogene Stioualanittels FCS zu einer
signifikant erniedrigten Expression (Figur 19A) hdawurden sie ausgewahlt
um auf ihre funktionelle Bedeutung fur SMCs hin Igsi@rt zu werden.

Interessant ist zudem, dass beide miRNAs ein egy€hester bilden und in
unmittelbarer Umgebung auf dem Chromosom 5 kodigrd, was fur eine

kombinierte Expression und moglicherweise auch Wigksprechen kénnte.

In der real-time PCR sollten die Ergebnisse deays(Figur 17) nun bestatigt
werden. Wahrend der Restenose zeigte sich, dasshsowR-143 als auch

miR-145 signifikant weniger exprimiert wurden. Wéhd der Atherosklerose
hingegen ergaben die real-time Ergebnisse einelidetHochregulation

beider miRNAs nach 6 Monaten, die nach 12 Monatehlésst bzw. bestand
bei miR-143 immer noch eine leicht verstarkte Egpien im Vergleich zu

gesunden GefalRen, wahrend die Expression von nmbRfadt auf null

zurtickging (Figur 22A, B).
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Abb. 22: Regulation von mm-miR-143 und 145 wéahrend der Restenose
und Atherosklerose (B) im Mausmoc

4.2.4.1 Die funktionelle Bedeutung vonhsa-miR-143/145in vitro in SMCs
Um zu untersuchen, ob die vorgefundene Regulatanmik-143 und -145
eine Bedeutung fir die Funktion von SMCs besitatrden beide miRNAin
vitro ,uberexprimiert®, d.h. SMCs wurden mit miRMPrecursorn transfizier
Dies fuhrte unter mitogenen Bedingungen in der Zeilkutu einer signifikan
verringerten Zellzal (Abb. 23A) die auf basalem Niveau blieb. Zud
offenbarte sich ein signifikanter Rickgang der Redtion Abb. 23B). Mit
der kombinierten Transfektion r Precursorn beider miRNAs konnte jewe
der starkste Effekt eielt werden. Zusatzlich wurden erdnderungen im

Migrationsverhalten nach Transfektion untersucktk&nnte durch die erhér
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Konzentration von mi-143 undi145 aber kein Effekt detektiert ween (Abb.
23C). Dagegen zeigte sich eine leicht verstarkte €andzur Apoptose nac
Stimulation mit 0,5 M LO, (Abb. 23D).
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Abb. 23: Effekte einer Transfektion mit miRN-Precursorn fir h«miR-143 und -145 in
SMCs auf die Proliferation (A, BrdU Inkporation), Zellzahl (B, W-1
Metabolisierung), Migration (C, modifizierter Boyuhamber Assay) ur
Apoptose (D, Cell Death Detection Ass:i

4.2.4.2 Die funktionelle Bedeutung von hs-miR-143/145in vitroin ECs
Obwohl man in der Behandlung b: Pravention der Restenose e
Inhibierung der Proliferation der SMCs anstrebtrengs winschenswert, we
die Proliferation von ECs unbeeinflusst bliebe. Hifichtiger Faktor i
Heilungsprozess nach Gefal3verletzung ist die Rebalilisierung

Um das Btential von mif-143/145 als potentielle Zielmolekile zt
therapeutischen Beeinflussung der Resterbesserbeurteiler zu kénnen
wurde im Folgenden der Einfluss einer Uberexpressiauf das

Proliferationsverhalten von E(in vitro untersucht.
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Durch Analyse der Ws1 Metabolisierung zeigte sich, dass ¢
Uberexpression bzw. Rekonstitut von miR-143nach mitogener Stimulatic
mittels FCSkeinerlei Effekt auf die Zellzahl besaf3. Eine Ubg@ression vor
miR-145 und eine kombinierten Uberexpression fiihragegen zu einer
signifikant verringerten Zellzahl (Abbl18A). Der BdU Assay dagegen
prasentierte keine signifikante Beeinflussung detiferation (Abb.18B).
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Abb. 24 Effekte einer Transfektion mit miRMPrecursan fir hsimiR-143 und -145 in
ECs auf die Proliferation (A, BrdU Inkorporation), Ze#hl (B, Ws-1
Metabolisierunc
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4.2.4.3 MiR-143/145 regulieren die Expression von Zellzyklusgen

Um den Mechanismus Uber den 1-143/145 einen Einfluss auf ¢
Proliferation nehmen aufzuklarerollte ein PCR Array die Veranderungen
der Expression von Zellzyklusgenen aufzeigen. ldrewurde die Expressic
von 80 Genen der Zellzyklusmaschinerie mittels -time PCR nach
Uberexpression von m-143/145 im Vergleich zu einer Kontrol
determiniet. Abb. Z5A zeigt, dass durch die Uberexpression eher wenige
deutlich reguliert wurden. So waren etwa ein Vieder untersuchten Gel
mindestens zweifach hochreguliert, aberr 7 mindestens dreifach (Ab
25B). Eine Inhibierte Expression fand sidagegenbei den in Abb. 5C

dargestellten Genen. Durch einen Abgleich diesareGuit Datenbanken fi
diein silico Vorhersage moglicher Z-mRNAs (PicTar, mirBase, TargetSc:
sollten mogliche direkte Targetgene von 143 und mif-145 identifiziert
werden.

Dieser Vergleich offenbarte, das drei der herusetprierten Gene a
maogliche Targets von m-143 in Frage kommen: CDK5RAP2 (Cyc-

abhangige Kinase 5 assoziierte regulatorische dinteeit 2), das am starkst
runterregulierte Gen, sowie CDK4 (Cin-abhangige Kinase 4) und RI
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Abb. 25 Effekte einer kombinierten Transfektion mit miR-Precursorn fur hemiR-143

undl45 in SMCs auf die Genexpression auf mMRNA Ebenesaatter Plot eine

PCR Arrays, P1-143/145 transfizierte SMCs im Vergleich zur Konlgo

B, Ubersicht Gber die Gene, die durch die Trangfekimindestens dreifac

hochreguliert wurden. C, Ubersicht iiber die Geni nach Transfektion
herruntereguliert wurde

4.3 Etablierung einer in vivo Transfektionsmethode zum Knockdown vor
MiRNAs
Um zukinftig auctin vivomiRNA Precursor und Inhibitoren lokal applizier
zu koénnen,wurde &hnlich wie Ur die in vivo Versuche in 4.1.6 di
Transfektionsmethode mittels Pluic Gel fur zunachst miRNA Inhibitore
optimiert. Hierfir wurde ein cy-gekoppelter miRNA Inhibitor i
verschiedenen Konzentrationen (10, 15, 20 pg) unterschiedlichen N/
Verhéaltnissen4, 6, 10 kombiniert, mit dem Pluronic Gel vermischt und

Mausen um die Femoralarterie appliz Nach 24 Std. wurden die Geféa
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entnommen und in den Gefal3schnitten die Transfesiffizienz evaluieri
Die groRte Effizienz konnte erreicht werdeei Transfektion mit 20 p
Inhibitor und einem N/P Verhaltnis voi (Abb. 26).

Qverla

Cy3-Clear-miR DAPI

Abb. 26: A, GefaRquerschnitte von murinen Femoralarteriergtd. nach Transfektion mit
cy3 gekoppeltem miRN-Inhibitor, rot: cy3 Signal des Inhibitors, blau: BA
Zellkernférbung
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5. Diskussion

Neben den inflammatorischen Prozessen spielt besendie Proliferation
glatter Gefal3muskelzellen eine entscheidende Ruwlleder Pathogenese
vaskuloproliferativer Erkrankungen. Ublicherweisefibden sich SMCs in
einem nicht proliferativen, ruhenden Stadium in Tenica media des Gefalies.
Verletzung oder mechanischer Stress bewirken eiigealiion der SMCs in die
Intima des Gefal3es, wo sie proliferieren und s@mi¢ Verdickung der Intima
bewirken. Diese neointimale Proliferation glattesf@muskelzellen bildet die
Grundlage fir die Entwicklung vaskuloproliferativerkrankunger?® 0% 102
Aus diesem Grund ist es von entscheidender Bedgutun
Regulationsmechanismen zu identifizieren, die diatwbdrt der glatten
GefaBmuskelzellen auf eine Verletzung der GefalRwaulieren. Ebenso
kann die Identifizierung und Charakterisierung dean diesen
Signaltransduktionsmechanismen beteiligten Molekidden, die zuklnftige
Entwicklung sicherer und effizienter Strategien fdie Pravention und
Behandlung vaskuloproliferativer Erkrankungen varareiben.

Es war bisher nicht bekannt, ob miRNAs einen Es¥lauf die Funktion von
SMCs, und damit auf die Pathogenese vaskulopratif@r Erkrankungen
besitzen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse geben erstmasneHinweis darauf, dass
mMiRNAs generell einen entscheidenden Einfluss aaf Ehtstehung dieser
Erkrankungen haben und dass einzelne miRNAs dan®atbesitzen in diese
Pathomechanismen kompensierend einzugreifen. MiR&l&dherapeutisches
Mittel besitzen den Vorteil, dass wirklich initiad,h. schon auf mMRNA-Ebene,
in maligne wirkende Signalkaskaden eingegriffendeer konnte anstatt wie
sonst ublich die Auswirkungen auf Proteinebene gelan.

Zusatzlich besitzen miRNAs die interessante Eigesi$égarallel sehr grol3e
Gruppen von Genen zu regulieren, somit besitzt eineige miRNA bzw. ein
einziges miRNA Cluster das Potential die funktitmeé{usrichtung einer Zelle
ganzheitlich umzuprogrammieren.

Ihre Beeinflussung konnte in Zukunft somit einernuaréigen, attraktiven
gentherapeutischen Ansatz darstellen, nachdem EGeapiutische Strategien

mittels viraler Vektoren in der Vergangenheit ininldchen Studien am
90



5. Diskussion

Menschen leider unvorhersehbare, zum Teil todlldebenwirkungen gezeigt
hatten'® Zum Knockdown von miRNAs gibt e vivo vielversprechende
Methoden. Mit Hilfe von ,Antagomirs®, speziell mdtiierten Antisense-
Molekilen zur Ziel-miRNA, konnten einzelne miRNAsn i Mausmodell

spezifisch sehr langanhaltend runterreguliert  wefde Eine

Weiterentwicklung stellen LNA-modifizierte ant-;
miRs (Exiqon) dar. Hierbei handelt es sich u{:|
modifizierte zur MiRNA komplementarg B

Oligonukleotide, die neben denm vivo Ublichen

Phosphorothioate-,Ruckgrat* eine weiter

Modifikation besitzen. So ist das 2-O Atom mit del O

(@]

I
4'-C Atom des Riboserings durch ein O=p—=0
Methylenbriicke ,geschlossen/locked”. Dies erdi_. 3
Abb.27: Struktur von LNAY

den Vorteil, dass nach Paarung mit der miRNA die

Schmelztemperatur um 2-8°C erhoht ist im Vergleidu anderen
komplementaren Oligonukleotiden. Dadurch erhoht silie Stabilitdt und
Spezifitat der Duplexbildung.

Von dieser Variante reichen deutlich geringere bg4e25 mg/kg KG statt 80
mg/kg KG), umin vivo eine effizientere Wirkung im Vergleich zu Antagosi
zu erzielen. Auch an nicht-humanen Primaten wumde ENA-antimiR gegen
miR-122 schon erfolgreich getestet ohne das LNAmerte Toxizitat oder
histopathologische Veranderungen auftrdfénDie erste klinische Phase |
Studie initiilert von Santaris Pharma startete im B#08. Ergebnisse sind noch
nicht bekannt. LNA-anti-miR-122 soll bei der Behamd) von Hepatitis C
Infektionen eingesetzt werden, da miR-122 in Lebidgn zur Replikation des
Viruses beitragt. Die Ergebnisse dieser Studie sindwichtiger Schritt zur
Evaluierung, ob miRNA-basierenden Therpeutika in Bleaxis am Menschen
geeignet sein kénnten.

Mit dem Ansatz miRNAs als therapeutisches Mittel enutzen kénnte
demnach der virale Ansatz umgangen werden. Hoffraufgerfolg gibt auch
der bisher erfolgreiche Einsatz von anderen Oligteatiden (SIRNAS) in
klinischen Studien.
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5.1 Diskussion detin vivo Modelle

5.1.1 Restenose: Dilatation der Femoralarterie in 87BL6/N Mausen

Zur Untersuchung der Restenaseszivowurde das von Satt alim Jahr 2000
publizierte Mausmodell der Dilatation der Femorade ausgewahi®
Daneben existieren weitere Modelle. So entwickdliedner et al eine
Methode, anhand der durch intraluminales Einfihegmes Drahtes in die
Carotis die Entstehung von intimalen Lasionen riadNochen erzielt werden
konnte’®® Allerdings bedeckten diese Lasionen eine ehenéldilache und
erreichten nur eine Dicke von zwei bis drei Zellsbten®” AuRerdem wird in
diesem Modell die Entstehung von Lasionen erhebldm genetischen
Hintergrund der Mé&use beeinflus&t. '%° Zusammen mit der limitierten
proliferativen Zellantwort und dem technischen Amsh besitzt diese
Methode deutliche Nachteile. Eine weitere Altevatware die Arbeit mit
Ratten. Hier ist der Vorteil, dass durch die gréRerGefal3e eine
Ballonangioplastie durchgefiihrt werden kann.

In diesem Projekt wurde sich trotzdem fur Mausedarieden, da hierdurch die
Mdoglichkeit besteht, die Experimente auf Knockouer&é auszuweiten. So
konnten die in dieser Arbeit gewonnenen Daten Iedspeise an Dicer
Knockout Mausen verifiziert werden.

Die von uns gewdahlte Methode der Dilatation derinem Femoralarterie ist
einer Ballonangioplatie nachempfunden. Durch Lmyatiam distalen und
proximalen sichtbaren Ende der Femoralarterie widér Blutfluss
unterbrochen. An dem abgehenden Ast der Femonaéali@rteria Profunda
femoris) wird das Gefal3 erdffnet und ein Draht miitem etwas grol3eren
Durchmesser als das Gefald in die Femoralarterigegihrt. Nach einer
Minute wird der Draht wieder entfernt, das eréftnabgehende Gefal3 ligiert
und der Blutfluss wieder hergestellt (Abb. 28).
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Abb. 28: A, B, C, Schema der endovaskularen Varteggader Femoralarterie
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In der Folge der Uberdehnung durch den Draht, bleisis GefaRlumen
dauerhaft erweitert, die Media ist ausgedinnt. \&iathidie externe Lamina des
GefalRes erweitert ist, verringert sich das GefaBumdurch eine
fortschreitende Hyperplasie der SMCs in der Rebger idlen gesamten Bereich
der Dilatation. Als seltene Nebenwirkung tretendrhbosen auf, diese Mause
wurden nicht zur Auswertung herangezogen. AulRersteftt sich postoperativ
eine rasche Ausbreitung von Apoptose ein. Diesénogene Verlauf dhnelt
sehr der menschlichen Restenose.

Als Zeitpunkt fur Analysen wurden 10 und 21 Tagem®peration gewahlt,
da nach 10 Tagen die proliferative Phase des Gafédttellings beginnt,
wéahrend nach 21 Tagen die Proliferation der SMGslake3t (Abb. 29).

el

g : - T )
e R _ r Ay } 1

Abb. 29: HE-gefarbte Gefal3schnitte der Femoralierter
von links: nicht dilatiertes Kontrollgefa3, 10 Taggch Dilatation, 21 Tage nach Dilatation

5.1.2 Atherosklerose: ApoE/LDLF" Mause

Das geeigneteste Tiermodell zur Untersuchung deerAsklerose, welches die
Erkrankung beim Menschen am besten widerspiegéltias Schwein. In Folge
cholesterolreicher  Ernahrung erreichen  Schweine snkdéevel und
atherosklerotische Lasionen, die den menschlicledm &hneln. Ein grol3es
Problem stellen jedoch die Tierhaltung und die ImoKesten dar. M&ause sind
dagegen in der Regel resistent gegenuber der Hdbng einer
Atherosklerose mit Ausnahme des C57BL6 Stammes.

Dieser wird heutzutage weithin genutzt, trotzdenlltesoman wichtige
Unterschiede zum Menschen im Hinterkopf behaltenli€en natirlich die
Lebensspanne von Mausen bei nur 2 Jahren und ihwicBte bei
durchschnittlich 30 Gramm. Daneben unterscheid#t auch das Lipidprofil
deutlich vom Menschen. Beim Menschen liegen 75%Cledesterols als LDL

(low density lipoprotein) vor, wahrend Mause derof@eil ihres Cholesterols
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als HDL (high density lipoprotein) im Blut transpieren, das beim Menschen
protektiv gegenuber Atherosklerose wirkt. So enkein Mause auch bei
high-fat Erndhrung im Gegensatz zum Menschen k&therosklerose.

Dieses Problem wurde durch verschiedene Ernahrangswten, wie z.B. der
Western diet (ahnlich der durchschnittlichen amarigchen Erndhrung), und
der Herstellung verschiedener Knockout Variantem, denen Gene des
Lipidmetabolismus ausgeschaltet wurden, gelost.

Hierbei handelte es sich meistens um Gene, diediér Aufnahme der
zirkulierenden Lipoproteine (VLDL, LDL, HDL) aus deBlut verantwortlich
sind. Durch den Knockout werden erhdhte Blutfettergreschaffen und somit
eine Préadisposition zu atherosklerotischen Erkragkn.

Ein besonderer Durchbruch war die Herstellung des Maus. Diese Tiere
besitzen deutlich erhéhte Cholesterolspiegel, aehderte fur Triglyceride,
Chylomikronen und VLDL, aber nur um 45% erhdohte HDlerte. Eine
chronologische Analyse der Geschehnisse wahrend Hatstehung
atherosklerotischer Lasionen in diesem Mausmodgfjte starke Ahnlichkeit
zur Atheroskleroseentstehung in groReren Tiermedalind im Menscheh?
Lasionen entwickeln sich bevorzugt an vaskularerrzWeigungen und
entwickeln sich vom Schaumzellstadium zu fibrogesitiven Stadien mit klar
definierter fibroser Kappe und nekrotischen LipidkeAllerdings treten in
Mausmodellen keine Plaquerupturen auf. Es wird weetm dass der Grund in
der hohen Oberflachenspannung der kleinen Geféage der Durchmesser der
Aorta betragt weniger als 1 mm.

In diesem Projekt wurde zur Untersuchung der Atsidesose das
ApoE”"/LDLr" Doppel-knockout Mausmodell benutzt. Der zusatslich
Knockout des LDL Rezeptors fuhrt zur Erhéhung déd_lund VLDL (very
low desity lipoprotein) Cholesterols und damit zeNén, die dem Menschen
noch ahnlicher sind.

Diese Tiere entwickeln trotz normaler Erndhrungnsaie Hyperlipidamie und
Atherosklerosé!™ *2Nach 6 Monaten sind im Aortenbogen bereits ddutlic
Plaques zu erkennen, die sich nach 12 Monaten aeatich vermehrt haben.
Abb. 30 zeigt eine Ubersicht (ber den Cholestetatie im Plasma
verschiedender Knockout Mause. Die Spiegel von ApbBLr” Mausen

weisen bei normaler Erndhrung die hochsten Werte wawbei keine
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Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen fesijeswerden

konnten'*!

LDLR | +/+ =f= +/+ =/
ApoE | +/+ ++ —i= —/—
1200 |- - = -
n=24 n=17 n=20 n=21
1000 |- - - ~
P . .
g .
$E [ KRy
E‘g wol. i B
[
s | ¥
&g 400} B - :
£ ”
u L]
200 - -8 -

MeantSE 113 43 268 118 e 620 143

Abb. 30: Plasmacholesterolkonzentrationen in Ma&auserrschiedener Genotypen
bei normaler Erndhrung (Alea. 7 Wochen im Durchschnitt)

In unseren Versuchen wurden nur Mannchen benutnt, Bffekte durch

hormonelle Schwankungen auszuschliel3en.

5.2 Die Bedeutung von Dicer und Drosha — und damder Expression von
mMiRNAs - fur vaskuloproliferative Erkrankungen
Dicer und Drosha sind verantwortlich fur die Spatfuder priméren miRNAs
in die aktive mature Form. Um eine mdgliche Bedegtwon miRNAs fur
vaskuloproliferative Erkrankungen zu evaluieren deur zunachst die
Expression und funktionelle Bedeutung dieser bei#gzyme analysiert.
Bisherige Veréffentlichungen konnten zeigen, dassDflr die embryonale
Entwicklung des GefaRsystems essentidll istd auch eine wichtige Rolle fiir
die Entwicklung und Funktion des Herzens sgfeldier sollte nun die Rolle
der miRNAs im adulten Gefalsystem und wahrend \epkaliferativer

Erkrankungen untersucht werden.
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5.2.1 Expression von Dicer und Droshan vivo und die funktionelle
Bedeutung der Expressiom vitro
In initialen Experimenten wurde zunachst die Exgi@s von Dicer und
Drosha wahrend vaskuloproliferativer Erkrankungem iMausmodell
analysiert. Wahrend der Atherosklerose und Reseekosnten wir erstmals
zeigen, dass beide Enzyme signifikant in ihrer Egpion herunterreguliert
sind. Um dieses Ergebnis in der vitro Situation nachzuvollziehen, wurden
Dicer und Drosha mittels spezifischer siRNA in SM@er in intimalen
Lasionen vorherrschenden Zellart, ausgeknockt. Desiltierte in global
reduzierten miRNA Leveln, was bisherige Ergebnissd&Cs bestétigft® ™
Wenn miRNAs nun die Funktion von SMCs reguliereallts ein solcher
Knockdown funktionelle Auswirkungen aufweisen. IlerdTat fuhrte der
Knockdown von sowohl Dicer als auch Drosha zu esignifikant verstarkten
Proliferation von SMCs, zudem auch zu einer erhdhtgration. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu kirzlich verdiffaten Erkenntnissen in
ECs. Hier fuhrte ein siRNA vermittelter Knockdowrorv Dicer zu einer
verringerten Proliferation und auch Migration deell@n®® "° wahrend ein
Knockdown von Drosha keinen Einfluss auf die Migratbesaf3’
Unter apoptotischen Bedingungen war kein Einfluss Ricer und Drosha in
SMCs messbar. Dagegen zeigten Asada Bt dass in ECs die Apoptoserate
nach Dicer Knockdown unter Serumbedingungen zwehtnbeeintrachtigt,
aber unter serumfreien Bedingungen signifikant lerfnéar.
Betrachtet man nun die Auswirkungen eines Knockdowaon Dicer und
Drosha auf den Zellzyklus genauer, zeigte sich én BACS Analyse ein
verstarkter Eintritt der Zellen in die G2/M-Phasedusomit eine verstérkte
Progression. Ein mdglicher Mechanismus koénnte nat B ochregulation
einiger Zellzyklusgene zusammenhangen, die nachckdwwvn von Drosha
identifiziert werden konnten, wie SKP2, CDK4 und Diese Gene sind
besonders fur die Zellzyklusprogression von derRhase an verantwortlich
und kdnnten somit auch die Ursache fur das in #&23% Analyse beobachtete
Shifting sein. Ein @hnliches Ergebnis zeigte siebhain LKR13 Zellen (Mouse
Lung Adenocarzinoma), in denen die miRNA Expresslarch shRNA gegen
Drosha, DGCRS8 und Dicer inhibiert wurde. Dies télru einem verstarktem

Eintritt der Zellen in die S-Phase und erhohte @mliferationsraté’
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Zusatzlich konnten Suarez et al. zeigen, dass &erXnockdown in ECs zu
einer erhohten Expression von Wachstumsfaktoren WIEK/Tie-2,
KDR/VEGFR2, von Adhesionsmolekilen, Matrixremodgpnoteinen und
Proteinen des endothelialen Nitritoxidsynthase &ligags fuhrf® also
teilweise ebenfalls pro-proliferativen Prozessean,ich Gegensatz zu der von
ihr vorgefundenen verringerten Proliferationsratevitro stehen. Da diese
Faktoren eher Endothelzellspezifisch exprimiertdeer wurden sie in SMCs
nicht untersucht.

Ein deutlich anti-proliferativer Effekt zeigte sicdm MCF-7 Zellen, einer
Brustkrebszelllinie, in der ein Dicer Knockdownemem Arrest der Zellen in
der G1-Phase resulierte.

Ein Zusammenhang zwischen diesen Ergebnissen kaitkiaren. Die sehr
zelltypspezifische Wirkung ist auffallig und lassth moéglicherweise mit der
zellspezifischen Expression von miRNAs beantwort®ird in verschiedenen
Zelltypen jeweils ein gewisses Set an miRNAs exmitnund diese dann
durch einen generellen Knockdown der miRNAs hemetgiliert, konnte das

auch verschiedene Auswirkungen nach sich ziehen.

5.2.2 Regulationsmechanismen der Expression von Brcund Drosha
Interessant an der Expression von Dicer und Drashalie sehr deutlich
verringerte Expression wahrend der Atheroskleraos® Restenosen vivo im
Mausmodell. Um den verantwortlichen Faktor fir dieRegulation zu
identifizieren, wurden in ersten Experimenten SMQ@sit den drei
hauptséachlich in vaskuloproliferativen Erkrankungeirkenden Stimuli —
mitogen, apoptotisch, inflammatorisch — behandeld uliie Expression von
Dicer und Drosha untersucht.

Hierbei konnte FCS als verantwortlicher Faktor itfealert werden, der in
SMCs zu einer deutlich verringerten Expression éreithzyme fiihrt. Dagegen
zeigen apoptotische und inflammatorische  Stimuli komsistente
Expressionsregulationen. So konnten fur die Ruagerlation von Dicer auch
apoptotische Reize mitwirken, wahrend inflammatdres eine eher
untergeordnete Rolle spielen werden, darsitro eine verstarkte Expression

bewirken. Dagegen zeigt die Expression von Drostiaeklei Beeinflussung
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durch apoptotische Stimuli, wahrend auch inflammsthe Reize zu einer
verminderten Expression fuhren.

Einen deutlichen Einfluss besitzt in jedem Fall aigiogene Stimulus fur die
vivo beobachtete verringerte Expression von Dicer urusima.

In ECs zeigte sich fur diese Bedingungen wiedergagenlaufiges Bild. So
fuhrte in diesem Zelltyp Serumentzug zu einer weerten Expression von
Dicer und Drosha, die durch Zugabe von VEGF und ®iHeer rekonstituiert
werden konnté!?

Es scheinen in den veschiedenen Zelltypen sehr ngagege
Regulationsmechanismen zu existieren, fur deren klAuing weitere
Experimente noétig sind.

11%im letzten Jahr

Zur Expression von Dicer vero6ffentlichten Tokumatua
erstmals einen poststrankriptionalen Regulationtiam@smus durch let-7.
Hauptsachlich in der pulmonalen Tumorzelllinie Gakeigten sie die inverse
Korrelation zwischen der Expression von Dicer ueid/l (let-7a, c, d) auf. So
fuhrte eine Uberexpression von let-7 zu einer enggen Expression von
Dicer, wahrend ein Knockdown von Dicer ebenfallaeeireduzierte let-7
Expression zur Folge hatte. Daraufhin postuliefiee @ruppe eine negative
Feedback Regulationsschleife. Fur let-7a konnte direkte Bindungsstelle in
der mRNA Sequenz von Dicer identifiziert werden.

Ob dieses Regulationsmodell auch in SMCs entscheiderkt ist fraglich.
Trotz der deutlichen Regulation von Dicer in munn@efalRen wahrend der
Atherosklerose und Restenose und auch in humanerlCsSMliie mit
Wachstumsfaktoren stimuliert wurden, konnten kelaeatlichen Regulationen
von let-7a,c oder 7d beobachtet werden (Daten eglv nicht gezeigt).
Generell werden Vertreter der let-7-Familie in SM@ér stark exprimiert, wie
unser Screening in den verschiedenen Zelltypent,zalger nur let-7b* und
let-7f wurden in den vaskuloproliferativen Mausmibele reguliert
vorgefunden. Um eine endgultige Aussage zu trefigaren weitere
Experimente in SMCs notwendig, aber die bisherigekenntnisse sprechen
gegen eine posttranskriptionale Expressionsreguiaton Dicer durch let-7.
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Um einen Regulationsmechanismus, der in SMCs #iddutliche Regulation
von Dicer auf transkriptioneller Ebene verantwohli sein kdnnte zu
identifizieren, wurde in diesem Projekt zunacheea silico Promoteranalyse
fur Dicer im Menschen durchgefihrt.

Diese zeigte unter anderem eine phylogenetisch skbnservierte
Bindungsregion fur den FoxO1 Transkriptionsfaktor.

Dass die Aktivitat von FoxO1 nachweislich auch #urE€S reguliert wird, gab
einen ersten Hinweis darauf, dass FoxO1l mdglicheevauch fur die FCS-
vermittelte Regulation von Dicer und Drosha verantiich sein kénnte.

In Saugetieren sind die FoxO Transkriptionsfaktonearbeschrieben als
Kipl
Regulatoren fir Schlisselfunktionen wie Zellzykiegpession (p27 ,

Cipl
RB/p130, cyclin B and D, polo-like kinases and p2), DNA Reparatur
(GADD45) und Apoptose (Fas Ligand, Bim, TRAIL, TRBN17,18
In Bezug auf Restenose konnte unsere Arbeitsgruppieiiheren Arbeiten

zeigen, dass FoxO1l auch wahrend dieser Pathogemesewichtige Rolle
Kipl
spielt. So induziert FoxO1 eine gesteigerte Expoasgon p27 auf mRNA

und Protein Ebene, wahrend die Expression von @yRI inhibiert wird.
Demzufolge entsteht ein Zellzyklusstop wahrend dgimergang von der G1-
zur S-Phase. Durch Uberexpression von einer katistiktiven Form von
FoxOl in vivo im Restenose Mausmodell konnte die Neointimadmisig
gehemmt werden.

In diesem Projekt konntan situ Farbungen zeigen, dass FoxO1 in SMCs der
murinen Gefal3wand lokalisiert ist. In dilatierteef&3en, sowie SMCs unter
Wachstumsbedingungen wird phosphoryliertes Fox@emé\kt exprimiert.
Unter serumfreien Bedingungen und in nicht dila¢erGefallen liegt FoxO1
nichtphosphoryliert im Zellkern vor und bindet akéin seine Promoterregion
(Abb. 31). Dies fuhrt zur Expression von uUberwiadjerllzyklusinhibierenden
Genen, was sich bei einer Uberexpression von Fox®&jner reduzierten
Proliferation von SMCs aulierte.

Treten Wachstumsfaktoren auf, die den PI3K-Signgladtivieren, fluhrt dies
auch zu einer Aktivierung bzw. Phosphorylierung ¥t und in der Folge zur
Phosphorylierung von FoxO1. Dies fuhrt zur Delosatiion aus dem Zellkern

ins Cytoplasma, wie Fluoreszenzmikroskopbilder eeigconnten und somit
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zur Inaktivierung des Transkriptionsfaktors. In é@ge wird die Inhibierung

der Zellzyklusprogression aufgehoben.

Mechanischer Stress/
Wachstumsfaktoren
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Abb. 31: Ubersicht tiber die PI3K/Akt/FoxO Signalkade

Durch ChIP konnte in der Folge gezeigt werden, #fas®1 in der Tat an die
in silico ermittelte Sequenz in der Promoterregion von Digedet. Zusatzlich

bestatigten Knockdown und Uberexpressions- expetiemgon FoxO1 einen
direkten Zusammenhang zur Expression von Dicer.iSkonnte erstmals ein
Regulationsmechanismus der Expression von DicelSMCs identifiziert

werden.

Offen bleibt, ob fir die Expression von Drosha éhmmlicher Mechanismus
verantwortlich ist. Obwohl diein silico Analyse in der humanen
Promoterrregion von Drosha keine BindungsregionHGrO1 identifizieren

konnte, weist Drosha das gleiche Expressionsmusier Dicer nach

Knockdown oder Uberexpression von Foxi@Vitro auf (Daten nicht gezeigt).
Moglicherweise gibt es also auch hier eine diredder indirekte Regulation
von Wachstumsfaktoren tUber FoxO1l auf die Expresdibn dies zu klaren

sind jedoch weitere Analysen notwendig.
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5.2.3 Bedeutung von Dicer und Drosha in vivo fir die
Neointimaentstehung
Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine wichtige Beohg der Expression von
Dicer und Drosha fiir die Funktion von SMCs auf.
Da ein Knockdown beider Enzyme die Migration undlferation verstarkte,
ware eine Uberexpressiamvivoin der Theorie eine ideale Manahme, um die
Neointimaentwicklung nach Gefal3verletzung zu irdmén.
Zum Zeitpunkt unserer Experimente existierten j&dkeine Beschreibungen
uber murine oder humane Klone von Dicer oder Droghaech waren diese
kommerziell nicht erhaltlich.
Daher wurde zunachst wieder der Ansatz eines Krawekd gewahlt.
In vivo wurde die Expression von Dicer und Drosha nacha®edrletzung
durch Behandlung mit spezifischer siIRNA gehemmt undie
Neointimaentwicklung, sowie Proliferation der valskan Zellen im Verlauf
der Restenose quantifiziert. Dieser Knockdown vaceDund Drosha fihrte
zu einer signifikant verstarkten Neointimaentwicidu im Vergleich zur
Kontrolle. Dieser Phanotyp wurde von einer erhoha@aahl proliferierender
Zellen im Bereich der Neointima und Media begleiiese Bestatigung der
vitro Daten betont das mogliche Potential fur einenagheutischen Ansatz. So
konnte durch eine Rekonstitution der Expression W@noer und Drosha
maoglicherweise der verstarkten Proliferation vonGMvahrend der Restenose
entgegengewirkt werden und so der pathogene Kraskbdauf entscheidend
gebremst werden. Diese Hypothese kdnnte in weitEsgrerimenten anhand

einer (viralen) Uberexpression der beiden Enzymeprift werden.

5.2.4 Mogliche Ursachen der zellspezifischen miRNExpression

Viele Veroffentlichungen zeigen einen entscheidenimfluss der Expression
von Dicer und Drosha - und somit von miRNAs - aefl@inktion. Trotzdem

sind die zum Teil gegensétzlichen Ergebnisse digffahd es bleibt die Frage,
wie es zu den deutlichen Unterschieden in der Wigkeines Knockdowns von
Dicer in den verschiedenen Zelltypen kommt.

Zusammengenommen lassen sich diese gegensatzlidBegebnisse

maoglicherweise mit der zellspezifischen Expression miRNAs erklared? in
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deren Konsequenz sich ein globaler Knockdown natiirauch funktionell
verschieden auswirken wirde.

Eine weitere Ursache, die auch die verschiedeneNmiExpressionsprofile
der Zelltypen erklart, lasst sich maoglicherweises ader Krebsforschung
herleiten. Lu et at'® fanden bei Untersuchungen von 217 miRNAs heraus,
dass ihre Expression in verschiedenen Tumorenidewdriierte, aber flr den
jeweiligen Tumor charakteristischer zu sein schandie Expressionsmuster
von 16.000 mRNAs. Angeleitet von der Rolle, die Mi&&s wahrend der
Entwicklung spielen fand die Gruppe einen Zusamraeghzwischen dem
jeweiligen Tumor und seiner embryonalen Herkunfb. ISsitzen Tumore,
deren Gewebe von normalen embryonialen Vorlauflenzestammt (aus
embryonalem Entoderm), wie Magen, Darm und Leberaginliches miRNA
Expressionsprofil. Leukamien sind deutlich versdbie von festen Tumoren
und kdnnen auch gemal ihrer genetischen Anomalitéteerteilt werden.
SMCs, ECs und Monozyten stammen urspringlich ans Mesoderm, aber
maoglicherweise findet die Umstellung zur spezifescmiRNA Expression auf
einer bestimmten Entwicklungsstufe statt. Ein Veidi der miRNA
Expression der verschiedenen Zelltypen der Vaskuliat Hinblick auf ihre
embryonale Entwicklung koénnte moglicherweise neud&egntnisse uber

Expressions- und Funktionsweisen bringen.

5.3 Expressionsprofile von miRNAs wahrend vaskulapliferativer
Erkrankungem vivo und Expressionsregulationen infolge der
wichtigstam vivo auftretenden Stimuliin vitro

Da Uber die Expressionsprofile von miRNAs wahreraskuloproliferativer

Erkrankungen bisher noch nichts bekannt war, wandgchst ein Screening

der miRNA Expression wahrend der Atherosklerose uRektenose im

Mausmodell durchgefuhrt. Dies ergab, dass die Mahrhller bekannten

mMiRNAs reguliert wird, z.T. 8fach wie z.B. miR-3hdimiR-494. Interessante

Regulationen wurden in der real-time PCR valid{Pdten nicht gezeigt). Um

zu filtern, welche Prozesse diese Regulationenrsachen und in denen diese

mMiRNAs dann mdglicherweise auch funktionell inveltisein konnten, wurde
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die Expression ausgewahliarvivo regulierter miRNAsn vitro in SMCs nach
Stimulation mit verschiedenen Faktoren determiniert

Hierfir wurden mitogene, apoptotische und inflanomathe Stimuli
ausgewahlt, da diese wahrend vaskuloproliferativ&rkrankungen
vorherrschen. Das Cluster miR-143/145 konnte alsurtterreguliert unter
mitogenen und inflammatorischen Bedingungen idexnigft werden und auch
nach apoptotischer Stimulation ist ein solcher dredter Expression zu
erkennen. Da miR-143/145 wahrend der Restenosprentend auch deutlich
verringert exprimiert wurden, zeigte sich ein BExgsiensprofil, dass unter
vaskuloproliferativen Bedingungen vitro undin vivo eine herunterregulierte
Expression zeigt. Da das Cluster zudem in versehiex Tumorzelllinien als
herunterreguliert und mit anti-proliferativer Winkg vorbeschrieben ist,
wurden miR-143/145 ausgewahlt um auch in vaskuléfeilen auf ihre
Funktion hin untersucht zu werden. Da miR-145 zudemmehmlich in SMCs
exprimiert wird, bestande eventuell die Mdglichkledi einer Behandlungm
vivo hauptséchlich die Funktionen diesen Zelltyps ziridkissen.

MiR-146a wurde ebenfalls zur weiteren Analyse ausgpt. Diese miRNA
weist in vitro sowohl eine Regulation infolge von proliferativ&timuli als
auch inflammatorischen Stimuli auiln vivo scheint die hochregulierte
Expression als Folge der inflammatorischen Reizerarid der Entstehung der
Atherosklerose zu tberwiegen. Diese miRNA bietehiolech moglicherweise
einen Angriffspunkt fur die wahrend der Pathogendse Atherosklerose
ablaufenden inflammatorischen Prozesse mit eineétzlichen Wirkung auf
die Proliferation.

Das miRNA-Expressionsscreening in den verschiedeteditypen zeigte fur
miR-146a eher eine geringere Expression in SMCseumel deutlich hohere in
ECs. Trotzdem sollte aus praktischen Grinden diékufteir in diesem Projekt
zunachst eine Relevanz dieser miRNA fir SMCs aldgeklerden. Bein vivo
Experimenten ist eine zellspezifische Behandlungnkandéglich, so dass die
Bedeutung fur die beiden mehrheitlich vorkommendatitypen ECs und

SMCs ohnehin wichtig abzuklaren ist.

In diesem Projekt wurde sich zunachst auf miRNAsZemtriert, die in

proliferativen Geschehen vorbeschrieben sind. FiZdkunft bieten sich auf
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der Basis unserer Expressions-Screenings weitelRNAS zur weiteren
Analyse an.

So ist auffallig, dass die meisten Mitglieder der1 Familie in SMCs und ECs
sehr stark exprimiert sind. Allerdings gehdrte dieiRNA-Familie zu Beginn
dieses Projekts zu den mit am Besten untersuchtesteNAs. Schon 2005
konnte Ras als Targetgen identifiziert und in @ellbffentlicht werden!*® so
dass wir uns auf noch unbekanntere miRNAs konzetni wollten. Sicher
aber ware z.B. let-7f eine interessante miRNA, stierohl in SMCs und ECs
stark exprimiert wird und wahrend der Atherosklerosd Restenose im Array
reguliert vorgefunden wurde.

Mir-21 wird ebenfalls sehr stark exprimiert in SM@sd ECs, und deutlich
reguliert im Mausmodell wéahrend der Atherosklerosd Restenose im Array,
was sich auch in der real-time PCR bestatigte t{(vela Expression:
Atherosklerose: 6 Monate: 5,7 + 0,9; 12 Monate: 5,8,8 / Restenose: 10
Tage: 13,6 £ 0,2; 21 Tage: 8,1 + 0,1) (Daten ngereigt).

Die Bedeutung dieser miRNA fiir die Restenose walterdings von Jet al.
2007 verdffentlicht®

Weiterhin fir uns in Zukunft sind sicher miRNAs wieR-31 sehr interessant.
Diese miRNA wird hauptsachlich in SMCs exprimienduist wahrend der
Restenose deutlich hochreguliert, was auch in dal-ttme PCR bestéatigt
wurde (relative Expression: 10 Tage: 31,0 + 0,9Tage: 25,5 £ 1,0). Neuere
Publikationen zeigen jetzt ebenfalls eine Hochragoh wahrend
verschiedener Tumorentstehungen *a(fEur ihre Bedeutung im vaskuldren

Geschehen ist bisher nichts bekannt.

Auffallig ist, dass ganze Gruppen von miRNAs wieRAii43, 145, 146a, 31
und 21 immer wieder als reguliert in verschiededemoren beschrieben
werden, so dass ihnen mdglicherweise eine wicldiigemeine Bedeutung fur
proliferative Prozesse zugeschrieben werden kandgliomerweise sogar

unabhangig vom Zelltyp.
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5.3.1 Die Expression und Funktion von miR-146a

Die Expression von miR-146a wurde wahrend der Atsiderose und
Restenose deutlich hochreguliert. Dies lie3 sichriakeufihren auf
inflammatorische Reize, die wahrend der Pathogeaagelie SMCs wirken.
Wahrenddessen verursachte eine mitogene Stimulatigimer eine
Herunterregulation der Expression. Auch in anderechronisch
inflammatorischen Erkrankungen wie der rheumatischrthritis oder
Psoriasis ist die Expression von miR-146a deutliethoht'**'% Die
hochregulierte Expression konnten geméaR Stancgk*&tauf LPS oder IL-f
Stimulationen zuriickgeftihrt werden, jedoch nichtFfdNoder andere TLR-
Liganden. So ist fur die in Figur 15C beobachtetechitegulation von
miR-146a in SMCs wahrscheinlich die Stimulation itl3 und weniger
TNF-o bzw. INF+ verantwortlich.

Interessanterweise wird miR-146a nicht in allenoaisch inflammatorischen
Geweben verstarkt exprimiert, so konnte in der Hawbn
Neurodermitispatientéff oder Lungenbiopsien von leichten Asthmatikérn
keine Regulation beobachtet werden. Dies spriclit @iederum fir eine
zellspezifische  Expression, Regulation und mOghaleese auch
Wirkungsweise dieser miRNA.

Im Rahmen der Immunantwort ist die Expressionsegu von miR-146a
schon ausfiihrlich vorbeschrieben. So konnten Retray*?? zeigen, dass ILfl
einen schnellen Anstieg der miR-146a Spiegel in. @rachealen SMCs
bewirkt. Transkriptionelle Studien préasentierten-fB- (Nuclear FactokB)
als Regulator der TLR-vermittelten (Toll-ike Retap) miR-146a
Expressiont? '**Im Gegensatz dazu ist die Funktion von miR-146ahno
relativ unbekannt. Bei hohen IL31Konzentrationen inhibiert miR-146a die
dadurch induzierte Ausschittung von IL-8 und RANTHSegulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed and Secreteehs auf eine Bedeutung
wahrend schwerer Inflammationen schlieRen [8st.

In Hinblick auf proliferative Erkrankungen wie Tumem finden sich
gegensatzliche Ergebnisse. So wird miR-146a hodhezy im Papillaren
Schilddriisenkarzinortt>*?”  Gebarmutterhalskred®® Brustkreb$® und

Bauchspeicheldriisenkret®, aber herunterreguliert in Prostatakréfs.*?°

105



5. Diskussion

Wobei wir auch eine Runterregulation der miR-146aprEssion nach
Stimulation mit FCS beobachten konnten.

Uber die Ursache dieser Regulatioriervivo wird noch spekuliert, so kénnte
aktiviertes NF«B fur die erhdhte Expression von miR-146a verantiabr
gemacht werdeff* Auf der anderen Seite finden sich upstream von-iBa
im Genom mehrere Transkriptionelle Bindestellel’> *** die die
Moglichkeiten weiterer Regulationsmechanismen — usdmit auch
Wachstumsfaktor-gesteuerte - offen lassen.

Das miR-146a nicht nur eine funktionelle Rolle iar dnflammation spielt,
sondern auch pro-proliferativ wirkt konnten wirhamd eines Knockdowns in
SMCs zeigen. Allerdings war dieser Effekt zwar gigant, der Unterschied
zur Kontrolle betrug aber nur wenige Prozent. Im demorzelllinie Hela
konnte miR-146a ein starkerer positiver Einflussf alie Proliferation
nachgewiesen werdéff’

Der relativ schwache Effekt in SMCs konnte auf diativ niedrige
Expression von miR-146a zurtickgefihrt werden, sssdan Knockdown
maoglicherweise nur schwache Auswirkungen zeigemte@nZudem wird die
mMIiRNA unter proliferativen Bedingungen noch zusgétrlherunterreguliert.
Dies lasst vermuten, dass bei einem Knockdowwivo im Dilatationsmodell
der Maus keine deutlichen direkten Effekte auf 8/dCs erwartet werden
konnen.

Zukunftige Experimente werden sich deshalb auffdrktionelle Bedeutung
von miR-146a bei inflammatorischen Prozessen kdneeen.

Unser Expressionsscreening in den verschiedeneitygBn zeigte, dass
miR-146a besonders stark in ECs exprimiert wird. gmade ECs eine
wichtige Rolle fur die Initiierung inflammatorischeéProzesse im Verlauf
vaskuloproliferativer  Erkrankungen inne haben, taési miR-146a

maoglicherweise in diesem Zelltyp einen groRererktiomellen Einfluss.

5.3.2 Die Expression und Funktion von miR-143/145
Das miRNA-Cluster miR-143/145 wurde wahrend der t®esse im
Mausmodell signifikant herunterreguliert vorgefundBei der Restenose steht

die Proliferation der SMCs neben inflammatorischérozessen im
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Vordergrund. Dementsprechend wurden beide miRNA$ anach mitogene
Stimulation in SMCs herunterreguli aufgefunden und auch inflammatorisc
Stimuli fuhrten bei mil-143 zu einer deutlichen Herunterregulation.
miR-145 zeigte sich ebenfalls dieser Tre

Andere proliferativ Pathogenesen weisen dinnliches Bili auf. So sind miR-
143/145 auch in vechiedenen humanen Tumorzellinien aus Gehirn, L¢
Prostata, Darm und myeloischer Leukamie, sowie inumdmer

Kolorektaltumor herunterregulié*°

und wurden daer als mogliche
Tumormarker postuliert. In DL-1 und SW480 Zellen fuhrte ebenfalls e
Transfektion mit mil-143 und 145 Precursorn zu einer verringer
Proliferation™* Esau et at** entdeckten eine Bedeutung von 1-143 fiir die
Differenzierung von Adipocyten, so wird ihre Diféarzierung durch eine
Knockdown von  mil-143

o _ _ pMe Wachstumsfaktoren

inhibiert. Als direktes Target fi
miR-143 konnte das Onkog¢ ’
KRAS validiert werder**?

KRAS, eine GTPase, regulie

eine Vielzahl zellulare / \ CDKSRAP2
_ _ @ @ CDK4
Funktionen, wie .B.

Wachstum, Zelldifferenzierur 1 Iv
und Apoptose. ? ?
Eine erh6hte Expression v Aporm @
MiR-143 resultiert N €iNE _corsamer . ¥
verringerten Tanslation von ﬂ?w\lh
KRAS, Dadurch verhindert ¢ %*/%

die durch mitogene Stimulatic
o 2 funktionelle Bedeut:

hervorgerufene Aktivierung de e KRAS Signalkaska

PI3K/Akt-Signalwege:

In vorhergegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgrigpete gezeigt werde

dass sowohl der MAF- als auch der PI3K/Ak&ignalweg ur die Proliferation

von SMCs essentiell sirt3

Dieser Mechanismus konniedglicherweis die
Ursache deantiproliferativin Wirkung von miR-143 seinZucem wurde der
Signalweg Uber KRAS auch die leicht erhdhte Apogtate in SMCs nac

Transfektion mit mil-143 Precursorn erklaren kénnen.
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FUr miR-145 konnte bisher noch kein Target validigerden. Unsere Daten
des PCR Arrays weisen einige weitere mogliche Targes. So wurden einige
Gene nach Uberexpression von miR-143 und -145 her itExpression
inhibiert. Es bleibt allerdings zu klaren, ob miB5lhier einen direkten oder
indirekten Effekt auf die Genexpression besitztr RiilR-143 fanden sich
durch Abgleich mit Datenbanken fur die theoretisBleeechnung von miRNA
Targets (PicTar, TargetScan, mirBase) drei Ubersidumgen mit
herunterregulierten Genen. CDK5RAP2, CDK4 und RBllen zu moéglichen
Targets von miR-143 und zeigen auch experimeniak &unterregulation
nach Transfektion mit miR-143 Precursorn. Die Fiorién dieser Gene sind
allerdings gegensatzlich. Wahrend RB1 zu den Tuonpmessorgenen zahlt
und antiproliferativ wirkt:** zahlen CDK5RAP2 und CDK4 zu den
proproliferativen Genen. CDK4 ist wichtig fur dieelzyklusprogression
wahrend der G1-Pha$®, CDK5RAP2 spielt eine Rolle wahrend G2 Phase
und dem Ubergang zur M-Phase.

Es bleibt zu klaren, ob es sich bei diesen Genedivgkhte Targets der miRNA
handelt oder die beobachteten Regulationen eingeFadler inhibiterten
Expression von upstream wirkenden Genen ist. Eiallele Regulation
wirde die These stitzen, dass miRNAs das funkieschehen einer Zelle,
hier im Hinblick auf Zellzyklusprogression, ganztieh regulieren kénnen.

So ist Ras auch fur die Aktivierung von CDK4 vevamitlich, was einen
funktionellen Zusammenhang darstellen kérrite.

Generell scheint das Cluster miR-143/5 in starklifgrativen Geschehen
verringert exprimiert zu werden und ihre Expresseotsprechend negativ auf
die Proliferation einzuwirken.

Interessanterweise, wurde miR-143 in humanem Gevegbestarksten im
Herzen, in den Nieren und im Thymus exprimiert afdigden>'
Im Gegensatz zur Restenose ist miR-143 wahrend Atberosklerose
hochreguliert und auch miR-145 wird nach 6 Monatutlich erhoht
exprimiert, die Expression geht aber nach 12 Monatef fast Null zurlck.
Diese Ergebnisse lassen sich mit bisherigen Datdnt aerklaren und bedurfen

weiterer Experimente.
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5.5 Ausblick

Mit unseren Experimenten konnten wir erstmals zgigess Dicer und Drosha
- und somit miRNAs — eine Schlisselrolle fir SMQGs Hinblick auf
vaskuloproliferative Erkrankungen inne haben.

Besonders Uber Drosha war wenig bekannt, obwoldedieEnzym einen
entscheidenden funktionellen Einfluss besitzt upezgisch wahrend der
MiRNA-Synthese wirkt. Dicer betreffend gab es Msreieinige
Veroffentlichungen Uber die Expressionsregulatiamd uFunktion in ECs.
Uberraschenderweise stehen diese zumeist im Gdgerma unseren
Ergebnissen in SMCs. Eine solche kontrare Wirkumgssv ware in der
klinischen Situation aber sehr willkommen. Ein ehtsidendes Problem
wahrend der Behandlung der Restenose ist, dasdeukinen Seite die
Proliferation der SMCs inhibiert werden soll, ume dEntwicklung einer
Neointima zu verhindern, auf der anderen Seite gddigegen die
Reendothelialisierung des Gefal3es nicht beeinigichzw geférdert werden.
Unsere Ergebnisse lassen daher einen ggf. dopgsstivowirkenden Effekt bei
einer eventuellen therapeutischen Beeinflussunguwin.

Ein weiterer Ansatz fir die Behandlung vaskulofeodtiver Erkrankungen
besteht in der Identifikation einer oder einer Gueipron MiRNAs die die
Funktion der Zellen der GefalRwand entscheidendnbiessen konnten. Von
potentiellen Kandidaten wie miR-143/145 und miR-d4@nnte von un
vitro eine antiproliferative Wirkung nachgewiesen werdéasatzlich konnte
eine Methode etabliert werden, mittels der lokalRMA-Precursor und
miRNA-Inhibitoren in vivo in Zellen der Gefal3wand transfiziert werden
kénnen. Dies stellt fur die Zukunft eine wichtigeetilode dar, um die
Wirksamkeit einzelner miRNAsSn vivo und somit die Mdglichkeit eines
therapeutischen Ansatzes zu untersuchen.

Zusatzlich ware es interessant zu untersuchen, iBbl46a das Potential
besitzt auch inflammatorische Prozesse zu inhibiaved so die beiden
wichtigsten Prozesse wahrend des GefalRremodeldhigsinflammation und

die Proliferation hemmen kdnnte. Hier werden weitékperimente folgen.
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5. Diskussion

Ein weiteres wichtiges Ziel wird es in Zukunft seimiRNA Targets zu

identifizieren und validieren, um neue mogliche MRbasierte Therapieren
Uberhaupt entwickeln zu kénnen.

In der Vergangenheit wurden mehrere bioinformagscNorhersagemodelle
entwickelt, um potentielle Targetstrukturen von Ni&s zu identifizieren

(Mirbase, TargetScan, PicTar, u.a.).

Aufgrund der sehr kurzen Sequenz von miRNAs undaiesrs weil nur die
ca. 6 Nukleotide des ,seed“-Sequenz entscheidendlifii Target-Bindung

sind, ergeben diese Programme fur einzelne miRNikge &ielzahl von

Targets an, so dass eine Validierung mittels mdéekiologischer Assays
unumganglich ist. Nur so kann die jeweilige Funktiollstandig aufgeklart
und das diagnostische bzw. therapeutische Potemtidl auch Risiko von
mMiRNAs abgeschatzt werden.

Die Tatsache, dass miRNAs nicht nur einzelne Gspnadern ganze Gen-
Netzwerke und Signalwege regulieren kdnnen, bietetrme therapeutische
Maoglichkeiten. Es ermdglicht durch Modulation eir@nzelnen miRNA die

Beeinflussung einer ganzen Gruppe von Genen. Davarschiedenen
Zellen/Organen die Verfugbarkeit potentiell regid@er messenger RNAS
unterschiedlich sein kann, wéren zellspezifiscHekEe von miRNAs moglich.

Wichtige zukinftige Aufgaben umfassen daher einmillierte Analyse von

MiRNA-zellspezifischen Target-Netzwerken.
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6. Zusammenfasung

6.1 Zusammenfassung

Die Apoptose, Migration und besonders die Prolifera von glatten
GefalBmuskelzellen (SMCs) spielt in vaskuloprolifmen Erkrankungen wie
der Atherosklerose und Restenose eine entscheidoltie

Ziel der vorliegenden Arbeit war die genaue Unteinsung der Rolle von
miRNAs innerhalb dieser Prozesse.

MiRNAs sind Kkleine, einzelstrangige RNA Molekiile, elehe die
Genexpression durch Bindung an die mRNA von Ziedgerund die
darauffolgende Degradierung der mRNA oder Reprassier Translation
regulieren. Die miRNA-prozessierenden Enzyme Diced Drosha sind
wahrend der Atherosklerose und wahrend der Restemm Tiermodell
signifikant vermindert exprimiert. Eine Inhibierugr Expression der beiden
Enzyme in SMCs flhrte zu einer Dysregulation deRNA Expression und
einer signifikanten Verstarkung der Proliferatiomduauch Migrationn vitro,
wohingegen kein Effekt auf Apoptose detektierbar.wds mdogliche Ursache
fur diesen pro-proliferativen Effekt konnte die Hoegulation einiger
Zellzyklusgene (SKP2, CDK6, CDK2, DDX11) identift werden.

FUr die in vivo beobachtete Expressionsregulation von Dicer undsita
konnte ebenfalls ein Mechanismus aufgeklart wer@&m.bindet der FoxO1
Transkriptionsfaktor unter serumfreien Bedingungen die Promoterregion
von Dicer und induziert dessen Transaktivierung.ciNeStimulation mit
Wachstumsfaktoren  (FCS) kommt es (Uber den PI3K/Akt-
Signaltransduktionsweg zu einer Phosphorylierund damit Inaktivierung
von FoxO1, was in einer verminderten Transaktivigrund Expression von
Dicer resultiert.

Die in vitro-Daten der verstarkten Proliferation in SMCs nactoékdown von
Dicer bzw. Drosha konnten auah vivo bestéatigt werden. Eine kombinierte
Runterregulation von Dicer und Drosha fuhrte imafationsmodell der Maus
zu einer signifikant verstarkten Neointimaentwiclguund einem erhdhten
Anteil proliferierender Zellen im Bereich der Netma und Media im
Vergleich zur Kontrolle.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass di&AapRozessierenden
Enzyme Dicer und Drosha und damit miRNAs einen betelen Einfluss auf

vaskuloproliferative Prozesse besitzen.
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6. Zusammenfassung
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Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit tntifizierung von miRNAs
die wahrend der Atherosklerose bzw. Restenose iezggwerden und de
weiteren Charakterisierung von n-143, miR445 und mif-146a.

MiR-146a wurde sowohl wahrend der Atherosklerose atb aler Restenos
im Mausmodell hochreguliert aufgefundeAls Ursache hierfir konnte
inflammatorische Reize verantwortlich gemacht wai Eine inhibierte mil-
146a Expression ft einen antiproliferativen Effekt in SMC:

MiR-143 und -145 bilden ein eigenstandiges Cluster, d.h. siedeve
gemeinsam  transkribiert. Dafur  spricht auch  eine nliéhe
Expressionsregulation. So werden beide miRNAs g&olon mitogener un
auch inflammeorischer Stimulation verringert exprimiert. Auckialwvend de
Restenose im Mausmodell ist ihre Expression herggaliert

Eine Transfektion mit miRN-Precursorn flhrte zu einer signifike
verringerten Proliferationvon SMCs in vitro, die sich nur deutlich
abgeschwacht in Endothelzellen (ECs) wiederfand. dgliche Zielgene fl
miR-143 konnten CDK5RAP2 (Cycl-abhangige Kinase 5 assoziie
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6. Zusammenfassung

regulatorische Untereinheit 2), sowie CDK4 (Cydinhangige Kinase 4)
identifiziert werden.

Zusammengefasst geben diese Daten einen deutlidhereis darauf, dass
mMiRNAs eine wichtige funktionelle Bedeutung fir SM@ne haben und ihre
Beeinflussung ein vielversprechender neuer Ansatar ZTherapie

vaskuloproliferativer Erkrankungen darstellen k@nnt
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6. Zusammenfassung

6.2 Summary

Micro RNAs (miRNAs) are small non-coding RNA moléesl that regulate
gene expression on posttranscriptional level bydibop their target mRNA.
They are implicated to regulate mRNA levels of 0p30% of mammalian
genes, comprising key regulators for cellular fioret Maturation and
expression of miRNAs is tightly controlled by th&ot processing enzymes
Dicer and Drosha. Up to now, the role of miRNAs Yascular smooth muscle
cell (VSMC) function remains elusive. Thus, the awihthis study was to
evaluate the regulation and impact of Dicer andsbBaofor smooth muscle cell
function during the development of neointimal lesion vitro andin vivo and
to screen miRNA expression in this setting.

Mouse models for atherosclerosis and restenosealed a significant down
regulation of Dicer and Drosha expression on mRNW arotein level in
diseased vessels. A siRNA-mediated knock down oéDor Drosha in human
coronary SMCs led to an accelerated cell cycle q@sgion as determined by
FACS analysis and increased VSMC proliferation,ratign but not apoptosis.
The pro-proliferative outcome might be originatedni the upregulation of
several pro-proliferative genes (CDK4, CDK6, SKP2).

For thein vivo observed expression pattern of Dicer a possiblehar@sm
could be elucidated. Thus, the foxO1 transcripfamtor binds under serumfree
conditions to its promoter region and facilitateeng expression. Upon the
presence of growth factors, the PI3K/Akt pathwaydmes activated; this
resulted in foxOl phosphorylation and therefore ciivaction. The
transcription of Dicer was stopped.

Thein vitro data were confirmed in an vivo setting. Here, a combined knock
down of Dicer and Drosha entailed a significanthycreased neointima
formation following wire injury.

Taken together, the results indicate a tremendofisence of the miRNA-

processing enzymes Dicer and Drosha on vasculéifgpadive processes.

The second part of this project focussed on thentifigation and
characterisation of mIRNAs that are aberrantly egped during

atherosclerosis and restenosis.
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MiR-146a could be identified as upregulated durb@h diseases due to
inflammatory stimuli. A knock down of miR-146a inMES revealed an
anti-proliferative effect.

MiR-143 and -145 form an independent cluster aredtherefore transcribed
corporately. This suggests a similar expressioriepat And indeed, both
mMiRNAs are downregulated upon mitogenic and inflatory stimulationin
vitro. During restenosis in murine femoral arteries,rehés as well a
significantly reduced expression. Transfection vaitbrecursor of miR-143 and
miR-145 led to a significantly reduced proliferatiocn SMCs, whereas the
proliferative rate in ECs was less affected. CDK®RAnd CDK4 could be
identified as possible target genes for miR-143hByenes are downregulated
following enhanced miR-143 expression and belong silico predicted target
genes. Further experiments will be necessary téiroothis finding.

In summary, these data indicate that miRNAs inhimiportant functions for
SMCs and therefore might represent a possible ttdogeuture treatment of

vascular proliferative diseases.
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