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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der plotzliche Herztod (SCD) ist eine haufige Tadsache von herzinsuffizienten Patienten.
Dabei verursacht in den meisten Fallen eine Vedamtg der Aktionspotentialdauer (APD)
die letalen ventrikularen Arrhythmien. Wahrend déerzinsuffizienz werden zahlreiche
Signalwege, einschliel3lich microRNAs beeinflusstroRNAs sind kleine, nicht-kodierende
RNA-Molekile, die durch Inhibition der Translatiomnd Transkriptdestabilisierung
posttranskriptional die Genexpression reguliereésh&ige Studien zeigen, dass microRNAs
wahrend der Herzinsuffizienz einer Fehlregulatiantediegen, was auf eine Beteiligung
dieser Molekile in der Entwicklung und dem Verldef Herzinsuffizienz hinweisen kdnnte.
In der vorliegenden Arbeit wurde miR-19 als eineedieller Regulator der Herzfunktion
identifiziert. Zebrafische mit einer verminderteniR¥l9 Expression entwickelten eine
Bradykardie und eine reduzierte ventrikulare Koktihgat. Wahrend Saugetiere zwei
miR-19-Isoformen exprimieren, besitzt der Zebrdfisder Isoformen (miR-19a-d). Die
spezifische Reduktion von miR-19b war ausreichamd, die Herzfrequenz um 30 % zu
reduzieren und eine Herzinsuffizienz zu induziedanpatch-clampExperimenten wurde in
miR-19b-defizienten Fischen eine signifikante Viegérung der APD nachgewiesen, die auf
eine gestOrte Repolarisation zurickgefuhrt werdennte. Zusatzlich zeigten diese Fische
eine erhohte Sensitivitat fur einen AV-Block, waa €harakteristikum fir ein Long QT
Syndrom im Zebrafisch ist. Mittels qRT-PCR und lfacase-Reportergenassays wurde
nachgewiesen, dass miR-19b direkt und indirekt BEigression kardialer lonenkanéle
reguliert und dadurch die Elektrophysiologie im #dlschherz moduliert. In dieser Arbeit
konnte miR-19b als wichtiger Regulator der elektren Aktivitéat des Herzens beschrieben
und als ein neues potentielles Kandidatenmolekil dds humane Long QT Syndrom

identifiziert werden.



Abstract

Abstract

Sudden cardiac death (SCD) is a common mode ohdeateart failure (HF) and results
from prolonged action potential duration (APD) awentricular arrhythmias. During the
pathogenesis and progression of HF, a myriad nurobeiignaling pathways are altered,
including microRNAs. microRNAs are small noncodiRNAs that fine-tune gene expression
by translational repression or transcript destafiion. Interestingly, microRNAs are
dysregulated during HF, suggesting a potential lrerment in the development and
progression of the disease. Here, miR-19 was ifigshtas an important regulator of heart
function. Zebrafish lacking miR-19 developed sevéradycardia and reduced cardiac
contractility. While mammals express two isofornigroR-19, the zebrafish genome encodes
for four members (19a-d). The reduction of miR-¥@lecifically was found to be sufficient to
reduce heart rate by 30 % and to induce heartré&ilRatch-clamp experiments from whole
hearts showed that miR-19b deficient zebrafish @klsignificantly prolonged ventricular
APD caused by impaired repolarization. AdditiondHhgse fish show increased sensitivity to
an AV-Block, which is a characteristic feature ohd QT-Syndrome in zebrafish. gRT-PCR
revealed that miR-19b directly and indirectly rexdak the expression of cardiac ion channels
and thereby modulates APD and shape. This studgrides miR-19b as an essential
regulator of electrical activity of the heart ardkmtifies it as a potential candidate gene

causative for human long QT syndrome.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz (HI) beschreibt ein komplexkknisches Syndrom, das durch eine
kardiale Dysfunktion charakterisiert ist, bei dasderz aufgrund von morphologischen und
molekularen Veranderungen nicht mehr in der Lageesiae physiologische Pumpleistung zu
gewahrleisten. Die HI ist nach der ischamischen zelrankung und dem akuten
myokardialen Infarkt die dritthaufigste Todesursaah Deutschland.In der Bundesrepublik
leiden etwa 1,8 Millionen Menschen unter einer amchen HI, was etwa 2,2 % der
Bevolkerung entspricht. Jedes Jahr werden 300.G0@ Reudiagnostizieft.Mit 370.000
Krankenhausaufnahmen pro Jahr ist die HI der héigfiGrund flr eine Hospitalisierung von
Patienten Uber 65 Jahren. In Europa miussen etWa ddr HI-Patienten innerhalb des ersten
Jahres nach ihrer Entlassung erneut stationar aofigmen werdef.Zusétzlich hat die Hl
eine sehr schlechte Prognose. Lediglich 50 % daeran Uberleben die ersten vier Jahre

nach der Diagnose. 50 % der Endstadium-Patientestevben bereits im ersten Jahr.

Zu den unmittelbaren Symptomen der HI gehdren Korigkeit, Atemnot, Mudigkeit und
die Bildung von Odemen. Die haufigsten UrsachenHlesind akute Herzinfarkte, koronare
Herzerkrankungen, erhdhter Blutdruck, Herzklappé&side, Myokarditis, Kardiomyopathien
und angeborene Herzfehfeahrend der HI durchlauft das Herz zahlreiche indkre
Umstrukturierungen. Um die reduzierte Herzfunktiomuszugleichen, werden das
sympathische Nervensystem, das Renin-Angiotensilogieron System sowie weitere neuro-
hormonale Mechanismen aktivigrDies fiihrt zu einer Stimulation von Signalwegeie, €ne
Hypertrophie des Herzens bewirkeRine chronische Aktivierung dieser kompensatogsch
Mechanismen, die kurzfristig eine verbesserte Paisfping gewahrleisten, fihrt langfristig
durch verstarktes, maladaptives Wachstum des MyskdHypertrophie), Apoptose im
Herzmuskel und Fibrose zur verstarkten Belastung Herzmuskels und progressiven
Verschlechterung der Herzfunktidfi.Eine weitere pathophysiologische Eigenschaft in Hl
Patienten ist die Verlangerung des ventrikularetiokispotentials (APY.Ursachlich fir die
AP Verlangerung ist haufig eine defekte Kardiomyenyepolarisation. Die genauen
molekularen Mechanismen, die zur Verlangerung derDauer (APD) fuhren, sind noch
nicht vollstandig aufgeklart. Die Folgen einer ARBflangerung sind ventrikulare
Arrhythmien und der plotzliche Herztodudden cardiac deathSCD). Bis zu 50 % der

Todesfille bei HI-Patienten sind auf einen SCD akziifiihren°
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1.2  Elektrophysiologie im gesunden Herzen und wahre der Herzinsuffizienz

Elektrisch leitfahige Zellen zeichnen sich durch gewebespezifisches AP aus. Ventrikulare
Myokardzellen besitzen ein charakteristisch langBs das in die Phasen 0-4 eingeteilt wird
(Abbildung 1). In Phase 0 kommt es zu einer rapi@éfmung von spannungsabhangigen
Na'-Kanéalen, wodurch ein nach innen gerichtetef-Sttom (l) entsteht! Der Influx der
Na'-lonen bewirkt eine initiale Depolarisierung. Durdie Inaktivierung desyk und die
gleichzeitige Aktivierung von nach auRen gerichieté-Kanalen (L) entsteht in der friihen
Phase der Repolarisierung ein, auch rad¢éch bezeichneter, ,Knick® im Aktionspotential
(Phase 1). Ein Gleichgewicht aus’Gdlc,) und K'-Strémen (k) sorgt in Phase 2 fiir das fiir
Kardiomyozyten charakteristische Plateau. Am EreteRlateauphase werden die nach innen
gerichtetend,Strdme schwécher. Zusétzlich werden repolarisorddi-Strome aktiviert ¢
und ki), wodurch es in der dritten Phase zu einer vallligen Repolarisation kommt, bei
der das Membranpotential auf das Ruhepotentialagbbmwird. Bei einer Spannung von -85
bis -90 mV werdeny} und ks deaktiviert, wahrendk] in der Ruhephase aktiv bleibt (Phase

4). Der Konstantexk-Strom ist nétig, um das Ruhepotential konstartialten'*

Strom Gen
I SCN5A/SCN1B/SCN4B
L LA CACNA1C
; ; KCND2/KCND2
By g - KCNH2/KCNE2
B by KCNQ1/KCNE1/KCNE4
o .l KCNJ2

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines humaneventrikularen Aktionspotentials Die Einteilung des
AP erfolgt in die Phasen 0-4. Die Starke der eimsvéind auswarts gerichteten Strome wéahrend destARuich
gestrichelte Linien gekennzeichnet. Die bekanntemes die fir die jeweiligen lonenstrdme bendétigtdea,
sind rechts aufgefiihrt. Eigene Darstellung nacheRawind Cerbdf.



Einleitung

Wie bereits erwahnt, ist die Verlangerung der APD eharakteristisches Merkmal von
HI-Patienten. Grundlegender Mechanismus der APDavigerung ist eine verminderte oder
erhohte Expression von depolarisierenden und reap@eenden lonenkandlen. Wie diese

wahrend der HI verandert wird, wird im Folgendefgaaeigt.

1.2.1 Veranderungen von Natriumstromen wahrend deHerzinsuffizienz

Ina ist fUr die rapide Depolarisation zu Beginn desva&Pantwortlich. Als initialer lonenkanal
des AP nimmt \, eine zentrale Rolle ein und ist fir die Geschwgkdit der kardialen
Erregungsweiterleitung verantwortlich. Nach der tiaén Depolarisation folgt eine
Inaktivierung desn. mit einer Restaktivitat von unter 0,5 $Diese Restaktivitat wird als
spater N&Strom (ka ) bezeichnet. Obwohl degd.-Strom, verglichen zur hohen Amplitude
des ka in Phase 0, relativ klein ist, transportiert erhvagind der langen Plateauphase mehr
Na'-lonen als der depolarisierengeakStrom* Modifikationen des Na. kénnen die APD
maRgeblich beeinflussén. Kommt es zu einer fehlerhaften oder unvollstandige
Deaktivierung desyk, Wirkt Ina. entgegen repolarisierender-&trome. Dies fuhrt zu einer
Verlangerung der APD. Die Aktivitat vomd wird durch die Interaktion von SCN5A, der
a-Untereinheit des Kanals, mit dghUntereinheiten SCN1B und SCN4B modifizi&ft?
Wie die Aktivitat durch die Interaktion dieser Urgaheiten moduliert wird, ist noch nicht
ausreichend geklart. Es wird vermutet, dass diedig der B-Untereinheiten die
Inaktivierung des Stroms beeinflusst. In verschiethe Studien zuryh, Aktivitat bei HI-
Patienten wurde gezeigt, dass dei-Strom verstarkt vorliegt, wodurch die Repolarisati

verzogert und die APD verlangert witdi®®

1.2.2 Veranderungen von Kaliumstromen wéhrend der ldrzinsuffizienz

Die verringerte Expression von repolarisierendefrKiindlen ist ein charakteristisches
Merkmal bei HI-Patienten. Hierbei ist insbesondeiree konsistente Dysregulation vagin
HI-Patienten zu beobachtéh?® I, ist ein K'-Strom, der nach der Depolarisation nur kurz
aktiv ist. Dadurch hat dieser Kanal vor allem irofggn Organismen, die ein langes AP
besitzen, keinen direkten Einfluss auf die APD. duseine Funktion in der ersten Phase des
AP bestimmt er jedoch die Amplitude des APs, wa$ siuf die Aktivitat aller folgenden
lonenstrome auswirkt. Auf3erdem ist er fur arich den bereits erwdhnten ,Knick” im AP

in Phase 1, verantwortlich. Die meisten Studienlche die Aktivitdt von g1 untersuchen
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zeigen, dass dieser Strom in HI-Patienten verringerliegt®®3> Andere Studien hingegen
berichten von einer unbeeintrachtigten Aktivitdt>’ Von den zahlreichen Studien, welche
die repolarisierenden Strome und ks untersuchen, zeigen die meisten, dassrverandert
vorliegt, wahrend ds konsistent einen geringeren Strom aufw&igt:>>*"**Die verringerte

Aktivitat der K'-Strome in HI-Patienten resultiert in einer Verlangg der APD.

1.2.3 Das Long QT Syndrom

Die beschriebenen elektrophysiologischen Verandgmn wahrend der HI &hneln
angeborenen Kanalopathien, die ursachlich fur dagglQT Syndrom (LQTS) sind. Daher
kann die HI als eine Form des erworbenen LQTS bbret werde’ Das LQTS ist eine
vererbte oder erworbene lebensbedrohliche kardtgk@ankung, die zu Arrhythmien und
einem daraus folgenden SCD filhren ké&hH5. Der namensgebende Befund ist eine
Verlangerung des QT-Intervalls im Elektrokardiogran(EKG), die durch eine verlangerte
APD verursacht wird. Die Verlangerung der APD wibgim LQTS entweder durch
verringerte k-, erhohte ¢, oder erhéhtenl -Stréome verursacht. Die haufigsten Ursachen des
LQTS sind Mutationen in der-Untereinheit deskt (KCNQ1), im k~-Kanal (KCNH2) und in
dera-Untereinheit desyk (SCN5A)*“* Mittlerweile sind jedoch viele weitere Gene bekiann

die zur Entstehung des LQTS beitragen konnen (Tabgl

Tabelle 1: Long QT Syndrom verursachende GeneDie Tabelle beinhaltet Gene, die bei einem
Funktionsverlust(]) oder durch eine verstarkte Funktign) fur unterschiedliche Formen des Long QT
Syndroms verantwortlich gemacht werden. Modifizieath Medeiros-Domingo et &l.

Syndrom Gen Protein (Funktionaler Effekt)
LQTS1 KCNQ1 Kv7.1(])

LQTS2 KCNH2 Kv11l.1 ()

LQTS3  SCN5A NaVv1.5 ()

LQTS4  ANKB Ankyrin B ()

LQTS5 KCNE1 MinK (])

LQTS6  KCNE2 MIiRP1 ()

LQTS7 KCNJ2 Kir2.1 (])

LQTS8 CACNALC L-Typ Calcium Kanal{)
LQTS9 CAV3 Caveolin 3 ()

LQTS10 SCN4B Natriumkanal@4 Untereinheit |)
LQTS11 AKAP9 Yotiao (|)

LQTS12 SNTAl Syntrophin )

LQTS13 KCNJ5 Kir3.4 (])

LQTS SCN1B Natriumkanal@l Untereinheit |)
LQTS KCNE4 MIiRP3 (|)
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1.3 microRNAs und ihre Funktionen in der kardialen Physiologie und

Pathophysiologie

microRNAs (miRNAs) sind kleine, etwa 20-22 Nuklelgtilange, nicht-kodierende RNA-
Molekule, die durch post-transkriptionale Mecharesndie Genexpression inhibieren. Die
erste miRNA wurde 1993 iBaenorhabtidis elegansntdeckf® Seitdem wurden allein 2.000
humane miRNAs identifiziert, die schatzungsweise Hixpression von Uber 60 % aller
humanen Gene regulieréfi®® miRNAs werden durch RNA-Polymerase Il vom Genom in

etwa 2 kb lange, sogenanmémary miRNAgpri-miRNA) transkribiert (Abbildung 2§?°
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Abbildung 2: Darstellung der Biogenese und des Winknechanismus von microRNAsDie pri-miRNA-
Transkripte werden im Zellkern zunachst durch Daogh ca. 70 Nukleotide langen pre-miRNAs prozessier
Die pre-miRNAs werden anschlieBend durch Exportiims Cytoplasma transportiert. Im Zytoplasma werden
diese Molekile durch Dicer zu einem miRNA-Duplexz®ssiert. Einer der beiden RNA-Strange des miRNA-
Duplex wird in denRNA induced silencing complgfRISC) eingebaut. Der RISC wirkt durch mRNA-
Destabilisation oder translationale Repressionbitdisch auf die Expression der Zielgene. Eigemesizllung
nach Winter et al*
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Diese pri-miRNA-Molekile kdnnen eine oder mehrer®RINAs enthalten. Noch innerhalb
des Zellkerns werden diese Molekile durch den Cxd36CR8-Komplex zuprecursor
mMiRNAs (pre-miRNA) gespalten, die etwa 60-100 Nukleotiteng sind und eine
charakteristisch@airpin-Struktur ausbilder? Die pre-miRNA wird durch Exportin-5 in das
Zytoplasma transportiert, wo sie von Dicer, eineiMaRe IlI-Enzym, zu einem miRNA-
Duplex prozessiert wirt™® AnschlieRend werden die beiden Strange des miRNplEx
getrennt’™° Die reife miRNA kann durch die Interaktion mit Angaute-Proteinen an den
RNA-induced silencing complefRISC) binderf®®® Durch die spezifische Bindung der
mMIiRNA an die komplementare Sequenz innerhalb derm®anslatierten Region (3-UTR)
der Ziel-mRNA, kann der RISC-Komplex die Genexpi@ssiurch Inhibition der Translation
oder bzw. und durch die Degradation der mRNA p@sigkriptional inhibieren. In den
vergangenen Jahren wurden unterschiedliche Algodth entwickelt, die dazu verwendet
werden, Ziel-Gene fur miRNAs zu bestimmen. Fir Biedung zwischen miRNA und
MRNA wird keine vollstdndige Komplementaritat begtHtEs wird vermutet, dass hierfur vor
allem die Komplementaritat der 5-gelegerssedRegion zur mRNA von Bedeutung f8t%
Martin et al. zeigen jedoch, dass auch unvollsgsmdnd aulRerhalb deeedRegion gelegene
Komplementaritdt ausreichen kann, um die Expressien entsprechenden Ziel-Gene zu
inhibieren®® Inwiefernsingle nucleotide polymorphisniSNPs) in miRNA-Genen oder deren

Zielsequenzen die Genexpression beeinflusseneibg@genwartiger Untersuchung&if?®

mMiRNAs bieten durch ihren Wirkmechanismus den Mbr&ene in ihrer Expression sehr fein
zu regulieren. Zusatzlich bieten sie die Mdogliclikeiurch die Inhibition mehrerer Gene
innerhalb eines Signalwegs, groRen Einfluss aulobische Prozesse zu nehnf@f! Das
Herz ist ein Organ, das sensitiv auf kleinste Vdeiiangen auf zellularer und molekularer
Ebene reagiert, wodurch eine sehr feine Reguldden®tigt wird. Dabei ist der Einfluss von
mMiRNAs im Herzen noch unzureichend aufgeklart. Sdweahrend der Kardiogenese als
auch dem Fortschreiten von kardialen Erkrankungerdevdas miRNA-Expressionsprofil als
veréandert beschriebéfi’* Weiterhin wurde gezeigt, dass eine myokard-sgsetié Deletion
von Dicer in adulten Mausen zu einer biventrikutékypertrophie, Fibrose, Induktion von
fetalen Genen und SCD fiiHrt.Diese Ergebnisse wiesen erstmals darauf hin, dass
Fehlregulation von miRNAs eine Rolle wahrend derdli@vaskularen Pathologie spielen

kdnnte.
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1.4 Das miR-17~92 cluster

Das miR-17~92 cluster wurde 2004 &43orf25 identifiziert und ist heute eines der am
besten erforschten miRNA Clust&rDas 800 Nukleotid lange Cluster befindet sich ihath
eines Introns deMIR17HG (miR-17~92 cluster host genand kodiert fir sechs miRNAs:
miR-17, miR18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 und riFa-1 (Abbildung 3y’ Das Cluster

ist evolutionér stark konserviert und besitzt e Syntenie. Das humane Genom besitzt
zwei weitere paraloge Cluster: das miR-106b~25dagimiR-106~363 Cluster.

Saugetiere Zebrafisch
. 17 18a 19a 20a 19b-1 92a-1 17 18a 19a 20a 19b 92a-1
miR-17~92 O —— — — — T — —
18¢c 20b 19c 363
106a 18b 20b 19b-2 92a-2 363 .
MIR-106a~363 = e S e e S e
93 19d 25
innem Intron 13% MCM7
106b 93 25
miR-106b~25 — S — . —
innerhalb Intron 13 von MCM7 17a-2 18b 92a-2
. —

Abbildung 3: Darstellung der miR-19-kodierenden Clister im S&ugetier- und im Zebrafischgenom
Dargestellt sind die drel[ im Saugetier) bzw. vielB( im Zebrafisch) Mitglieder der miR-17~92-Familierd
miRNA Cluster. Die Sequenzen der miRNAs und diet&yie der kodierenden Cluster sind stark konservier
zwischen Mensch und Zebrafisch.

Die Expression des miR-17~92 Clusters wurde in rdeme hdmatopoetischen und soliden
Tumoren dysreguliert vorgefunden und wird als ,and®-1' in der Krebsforschung intensiv
erforscht’®® Des Weiteren sind Funktionen in Immunkrankheiteeurodegenerativen
Erkrankungen, kardiovaskularen Krankheiten und ssa@xiation mit fortgeschrittenem Alter

bekan nt72-75,81-91

1.4.1 miR-19 in der kardialen Physiologie und Pathghysiologie

Im humanen Genom sind zwei Isoformen von miR-19i&wddie sich lediglich in einem
Nukleotid aul3erhalb deseedSequenz unterscheiden: miR-19a und miR-19b. Ais des

miR-17~92 Clusters wurden in den vergangenen Jataieineiche Funktionen von miR-19 in

7
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Tumoren aufgeklart. Die Rolle von miR-19 in der diavaskularen Physiologie und
Pathophysiologie ist jedoch noch unzureichend scftr Ventura et al. lieferten 2008 den

ersten Hinweis darauf, dass miR-19 eine Rolle inzkte spielen konnt€.

Die Deletion des miR-17~92 Clusters in Mausen #ihzu Entwicklungsdefekten des
ventrikuldren Septum¥.In weiteren Studien wurde gezeigt, dass spezifiiehverminderte
Expression von miR-19a und miR-19b zur altersbedmgHI, kardialer Fibrose und
Versteifung des Ventrikels durch direktes Targetuop CTGF und TSP-1 beitragt Ein
miRNA-screen an Myokardproben von insuffizienten Herzen zeigime signifikant
reduzierte Expression von miR-19a und miR-1®murch eine Uberexpression des miR-
17~92 Clusters hingegen wurde in transgenen Maesenkardiale Hypertrophie induziert.
Zusatzlich wiesen die Tiere Anfalligkeiten fiir letaArrhythmien auf® In zwei darauf
folgenden Studien wurden diese Ergebnisse bestadkig et al. zeigten, dass miR-19a und
miR-19b durch direktes Targeting von MuRF-1 unagitn-1 einen verstarkenden Einfluss
auf die kardiale maladaptive Hypertrophie habenhredd in einer anderen Studie die
Uberexpression von miR-19b im Zebrafisch zu Arrhyign und einer Bradykardie

fuhrten®49°

1.5 Der Zebrafisch als Modellorganismus

In aktuellen Studien werden fiur die Erforschung vémmanen kardiovaskularen
Erkrankungen hauptsachlich genetisch modifiziertaubé als Modellorganismus verwendet,
darunter auch fiir die Elektrophysiologie des HesZ&Das Mausmodell hat einen wichtigen
Einblick in die physiologische und pathophysiolatis Funktion zahlreicher lonenkanéle
ermoglicht. Aufgrund der hohen Herzfrequenz von B&iu besitzt das Modell jedoch
Limitierungen in der Translation auf den Mensché&im eine hohe Herzfrequenz zu
ermoglichen, besitzen Mause ein sehr viel kiirzaRswas durch eine beschleunigte kardiale
Repolarisation zustande kommt. Dies fuhrt zu eifeshkompletten Fehlen der im Menschen
charakteristischen ventrikularen Plateaupffadenenkanale, die im humanen LQTS haufig
fehlreguliert vorliegen oder nicht funktional sirgind in Mausen nur schwach exprimiert und

spielen eine untergeordnete Funktion.

In den vergangenen Jahren hat sich der Zebrafi€g@ni@ rerio) ein tropischer
SuRwasserfisch, als Modellorganismus fur die Ectmusg humaner Erkrankungen
etabliert?®*% Abgesehen von der Morphologie des Herzens, didrissh lediglich durch

zwei Kammern charakterisiert ist, dient der Zelscfi insbesondere fiur die kardiale

8
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Entwicklung und Elektrophysiologie immer haufigels aModellorganismus fiur die
Erforschung kardialer Gert&' Ein groRBer Vorteil der Nutzung des Zebrafischs als
Modellorganismus ist die extrauterine Entwicklungndu die Transparenz des
Zebrafischembryos. Hierdurch lassen sich Herzektwig, Schlagfrequenz und
phanotypische Charakteristika mittels direkter “igierung unter dem Mikroskop
beobachte® Durch genetische Veranderung zur gewebespezifistheerexpression von
fluoreszierenden Proteinen kann die Entwicklungzelmer Organe sehr genau beobachtet
werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass der Zebddfiglr seine Entwicklung keine intakte
Blutzirkulation benétigt. Aufgrund seiner gering&mndl3e werden wahrend der ersten sieben
Tage der Entwicklung séamtliche Gewebe durch Difinsausreichend mit Sauerstoff und
Nahrstoffen versorgt. Dies ermdglichin vivo Studien ohne Komplikationen durch
Nahrstoffmangel durchzufihren. Aul3erdem erlaubt Zidsrafisch eine einfache genetische
Manipulation, die es ermoglicht, die Funktion voer®n in diesem Modellorganismus zu
analysieren. Weitere Vorteile sind die einfache itucdas schnelle Wachstum, eine grof3e

Nachkommenschaft und eine geringe Generationszeit.

1.5.1 Die Elektrophysiologie im Zebrafisch

Der Zebrafisch besitzt mit einem Puls von etwa 80-{bei Raumtemperatur) eine ahnliche
Herzfrequenz wie der Mensch. Der Sinusknoten, dsralektrische Signal generiert, befindet
sich am Sinus venostu®'® Von hier breitet sich das AP iber das Atrium zutrioa
ventrikularen Kanal (AV-Kanal) aus, wo es verzogeeitergeleitet wird, bevor es sich tber
den Ventrikel ausbreité?®> Wie beim Menschen sind im Zebrafisch-EKG eine Pigyein
QRS-Komplex und eine T-Welle zu beobachten (Ablilgld)>°® Dies lasst vermuten, dass
De- und Repolarisierung im humanen und im ZebrhBfiecz ahnlich sind. Das AP im
Zebrafisch kann durch Mikroelektrodgmatch-clampoder spannungssensitive Farbstoffe am
Zebrafischherzen erfasst werd@n'®'%® Die Analysen der APs zeigten, dass das
Ruhepotential, die APD und die AP-Form von atrialend ventrikuldren Zellen von
Zebrafisch und Mensch vergleichbar sind (Abbilddng?®*%°
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QRS-Komplex QRS-Komplex

QRS-Komplex

QT-Intervall QT-Intervall

A QT-Intervall

Abbildung 4: Schematische Darstellung von ventrikudren Aktionspotentialen und EKG-Diagrammen aus
Maus, Zebrafisch und MenschDie kardiale Elektrophysiologie ist zwischen Mensghund dem Zebrafisch
stark konserviert. Wahrend die Maus im ventrikutéktionspotential nahezu keine Plateauphase aletbil
besitzt das Aktionspotential im Fisch eine dem hoemaAktionspotential &hnliche Form und Lange. White
besitzen auch das EKG-Diagramm von Fisch und Merscd groRe Ahnlichkeit. Eigene Darstellung nach
MacRae et al. und Skinner et'&f**°

In vorangegangenen Studien wurden dyratth-clampAnalysen die Eigenschaften kardialer
lonenkandle im Zebrafisch untersucht. Dabei steiith heraus, dass der Zebrafisch sich als

Modellorganismus zur Untersuchung voge- 021102 | 102108113114 102108115 |

108115116 ynd  k,-Stromen®® !’ eignet. Weiterhin konnte durch mutante Linien die
Pathoelektrophysiologie einiger Kanale untersuctdrden. In diesem Zusammenhang
identifizierten Langheinrich et al. dmeakdanceMutante, die eine Mutation im KCNH2 Gen
besitzt'*® Durch die KCNH2-Mutation wird im Fisch deg4Strom verringert und es kommt
Zu einer gestorten Repolarisation im Ventrikel ghdrakteristischen Arrhythmien mit einem
2:1 AV-Block. Arnaout et al. untersuchte zwei wegteezessive Mutationen in KCNH2 und
zeigte, dass die Mutanten ein verlangertes Aktiotesgial und ein verlangertes QT-Intervall
aufwiesen und lieferte damit ein Modellsystem féas chumane LQTE? In einer weiteren
Studie identifizierten Hassel et al. eig&in of functionMutation in KCNH2. Die sogenannte
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reggae Mutante ist durch ein verkirztes AP charakterisierd liefert ein Modell fur das
humaneshort QTS

Abbildung 5: Aufnahmen ventrikularer Aktionspotenti ale aus dem ZebrafischAufgrund der &hnlichen
Form des Aktionspotentials im Menschen und im Zieh eignet sich der Zebrafisch als Modellorganism
fur elektropathophysiologische Untersuchung@ain of functionund loss of functionMutationen in KCNH2

lieferten Modelle fir das humane Short QT Syndroeggad und Long QT Syndromb¢eakdancg Eigene

Darstellung nach Hassel et al. und Arnaout &t°af°

1.5.2 Reverse Genetik im Zebrafisch

Wie bereits aufgezeigt, ist der Zebrafisch aufgruediner einfachen genetischen
Manipulierbarkeit ein beliebtes Modell fur die Urgechung von Genen. Hierbei wird vor
allem diereverse genetieStrategie angewandt, bei der ein Gen gezielt mutiger dessen
Expression reduziert wird, um durch einen Funktenlsist die Genfunktion zu analysieren.
Seit einigen Jahren werden fir den transiektetkdowrantisensemorpholinomodifizierte
Oligonukleotide (Morpholinos) verwendet. Morpholmsind antisense-Oligonukleotide, die
sich von normalen Nukleinsduren dadurch unterseleidass der Ring im Ruckgrat des
Oligonukleotids aus sechs Atomen besteht und dakdréit keine negative Ladung besftZt.
Durch diese Struktur besitzen Morpholinos den Mbei@er hohen Stabilitdn vivo und sind
vor einer Degradation durch Nukleasen geschii¥eiterhin reduziert die elektrische
Neutralitat unspezifische Interaktionen mit Proggeinvermindert dadurch die Toxizitat und
bewirkt eine erhohte Bindeaffinitit an RNA-Molekdfé Die Morpholinos werden so
entworfen, dass sie an bestimmte Sequenzen inberbalmMRNA-Molekilen binden kdnnen
und dadurch die Translation oder das Splicing iiendn. Aul3erdem kénnen Morpholinos an
pri- und pre-miRNA-Molektle binden und auf diesened\ie Prozessierung der miRNA in
ihre reife, aktive Form inhibieren. Weiterhin konnsie reife miRNAs binden und folglich

deren Aktivitat verringern.
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Das CRISPR/Cas9cl{ustered regulatory interspaced short palindromapeats/CRISPR-
associated Endonucleasg System bietet eine relativ neue Alternative zerwendung von
Morpholinos. Diese biochemische Methode ermdglestnahezu an jeder Stelle im Genom
einen Doppelstrangbruch zu verursachen. Die Auswahlder Doppelstrangbruch eingefihrt
werden soll, ist lediglich durch die sogenanptetospacer adjacent mot{PAM)-Sequenz,
welche aus drei Nukleotiden besteht (5'-NGG-3‘itiert. Um die Cas9-Endonuklease an
die PAM-Sequenz zu fuhren, wird eismgle guideRNA (sgRNA) bendétigt. Diese dient als
antisenseOligonukleotid und fihrt das Cas9-Protein an eigewinschten Lokus im Genom.
Dort kann das Cas9-Protein einen Doppelstrangbreaffihren. Durch zellinterne
Mechanismen wird der Doppelstrangbruch reparies® Reparaturmechanismen sind nicht

immer prazise, wodurch es an diesen Stellen zu tMaen kommt.

Beide Methoden bieten Vor- und Nachteile. ObwohIrpimlinos seit Jahrzehnten erfolgreich
zur Aufklarung der Funktion vieler Gene beigetragesmben, wird die Anwendung in
aktuellen Studien kritisch hinterfralft *?° Die CRISPR/Cas9-Methode zeigt eine hohere
Spezifizitat, hat jedoch den Nachteil, dass zuridlcbsozygote Mutanten hergestellt werden
missen, um einen vollstdndigen Genverlust anabsieau kdnnen. Weiterhin kénnen

kompensatorische Mechanismen den Verlust von Gétituren maskierer?’

1.6 Ziel dieser Arbeit

Die pathophysiologischen Mechanismen wahrend dést&mung der HI sind unzureichend
aufgeklart. Um zu verstehen, wie es zu den morgitben und elektrophysiologischen
Veranderungen im Herzen kommt, ist es nétig, didekdaren Mechanismen der kardialen
Pathophysiologie zu verstehen. Hierbei ruckt inshdere die Verlangerung des
ventrikularen Aktionspotentials in den Fokus. DierNingerung fuhrt zu Arrhythmien, an
denen ein Grof3teil der Patienten mit HI verstiBisherige Ergebnisse deuten darauf hin,
dass in Geweben von erkrankten Herzen zahlreicheNws dysreguliert vorliegen. Die
Funktion von miR-19 wurde, neben anderen miRNAglan vergangenen Jahren mit einigen
Mechanismen und Signalwegen im Herzen in Verbindgegracht. In der vorliegenden
Arbeit wird mit dem Zebrafisch als Modellorganismdg Funktion von miR-19 in der
Elektrophysiologie des Herzens untersucht. Nackemitransienterknockdownund einem
knockoutvon miR-19 werden die molekularen und funktionakkaswirkungen auf das

kardiovaskuléare System analysiert und die entsgredén Signalwege aufgeklart.
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2 Material und Methoden

2.1  Puffer und Lésungen

Tabelle 2: Puffer und LésungenDie Substanzen fiir die Herstellung von Puffern bédungen wurden, wenn

nicht anders angegeben, von der Firma Sigma Aldrézogen.

Puffer Zusammensetzung
EDTA-LOsung 05M NaEDTA

pH 8,0 mit NaOH einstellen
LB-Medium 171 mM NacCl

10 g/l Bacto-Trypton

5 g/l Hefeextrakt

pH 7,0 mit NaOH einstellen
TBE 445 mM Tris

445 mM Borsaure

2 mM EDTA [pH 8]
1x TBS 20 mM Tris Base

137 mM NacCl

pH 7,6 mit HCI einstellen
1x TBS/T 1x TBS

0,1% (v/v)  Tween 20
Trypanblau-Ldsung 0,8% (v/iv)  Trypanblau
DMEM complete DMEM high glucose

10 % FCS

1x L-Glutamin

1x Penicillin / Streptomycin
E3-Puffer 4 M NacCl

170 nM KCI

330 nM Cad

330 nM MgSQ
LB-Agar 30 g/l LB-Agar
PBS 137 mM NaCl

2,7mM KCI
PBS-T 1x PBS

0,1 % (viv) Tween-20
4 % PFA in PBS 1x PBS

4 % Paraformaldehyd
PBT 1x PBS

0,2 % Triton X-100
Pronase-Ldsung 20 g/l Pronase

4 h bei 37 °C inkubieren,

bei -20 °C aufbewahren
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Puffer Zusammensetzung
PTU, 100x 34l 1-Phenyl-2-Thiourea in E3
lichtgeschuitzt aufbewahren

Ldosung A 25 mM NaOH

0,2 mM NaEDTA
Ldsung B 40 mM Tris-HCI
Préahybridisierungspuffer 50-65% Formamid
(miRNA) 5x SSC

0,1 % Tween-20

50 pg/ml Heparin

500 pg/ml tRNA

pH 6,0 mit Zitronensaure einstellen
Hybridisierungspuffer 1x Prahybridisierungspuffer
(miRNA) 2 ul MIRCURY LNA detection

probe

SSC 20x 6M Natriumchlorid

1M Natriumacetat
EDTA 0,5M EDTA

pH 8 mit NaOH einstellen
TAE Puffer 50x 0,2M Tris

0,1M EDTA pH 8

pH 8 mit NaOH einstellen
SDS 10% 10 % Sodiumdodecylsulfat
Pipettenlosung 139 mM KCI

10 mM NacCl

0.5 mM MgC}

5mM Mg-ATP

0.5 mM EGTA

0.4 mM GTP-Tris

10 mM HEPES

pH 7,2 mit NaOH einstellen
Aul3enldsung 1x Leibowitz 15 Medium

1x Penicillin / Streptomycin
SSCT 2x 2X SSC

0,1 % Tween-20
Zitronensaure 1M Zitronensaure
DEPC Wasser 0,1% DEPC

1h autoklavieren
Essigsaureanhydrid Losung 2,5 pl Essigsaureanhydrid

1ml 0,1 M Triethanolamin
HYB" 50 % deionisiertes Formamid

5x SSC

0,1 % Tween-20

bei -20 °C lagern
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Puffer Zusammensetzung
HYB"* 1x HYB

5 mg/mi Hefe-RNA

50 pg/ml Heparin

bei -20 °C Lagern

MAB 100 mM Maleinsaure

150 mM NacCl

pH 7,5 mit NaOH einstellen
Blocking Losung 1x MAB

2% Blocking Reagent (Roche)
Farbeltsung 50 mM mgC}

100 mM NacCl

0,1 % Tween-20

1mM Levasimol

100 mM Tris (pH 9,5)

2.2 Laborgerate

Tabelle 3: LaborgerateGerate und deren Hersteller, die fur die Anfertigdieser Arbeit verwendet wurden.

Gerat

Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR Syster Thermo Scientific, Karlsruhe
Biorad, Miinchen

Elektrophoresegerat
Feinwaage
Geldokumentationssystem
Inkubator Heratherm
Inkubator Heracell 150
Kuhlschranke
NanoDrop Lite
Fluoreszenzlampe
Mikroskop SZX16
Mikroskop IX70

pH Meter

Pipetten
Sterilwerkbank
Thermocycler T100
Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge
Vortexgerat

Waage EW 6000 - 1M
Warmeschrank
Mikroskop, Axio Observer.Z1
Mikroinjector
Zentrifuge 4530 R

Kern, Balingen
Peqglab, Erlangen
Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe
Liebherr, Biberach an der Ril3
Thermo Scientific, Karlsruhe
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
WTW, Weilheim
Kinesis, Langenfeld
Integra Bioscience, Fernwald
Bio-Rad, Mlinchen
Eppendorf, Hamburg
Biozym, Hessisch Oldendorf
Phoenix Instrument, Garbsen
Kern, Balingen
Memmert, Schwabach
Carl Zeiss, Jena
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 4: ReagenzienSubstanzen und Reagenzien und deren Herstellerfidiedie Anfertigung der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Reagenzien

Hersteller

2-Phenoxyethanol

4',6'-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Agarose
Chloroform
Dilution Buffer

Sigma Aldrich, Minchen
Thermo Scientific,aflsruhe

Carl-Roth, Karlsruhe

Merck Calbiochem, Darmstadt

Sigma Aldrich, Minchen

Ethanol vergallt=99,8 % mit ca. 1 % Carl-Roth, Karlsruhe

MEK

Hydrogen Peroxide 30 % w/v (1C AppliChem GmbH, Darmstadt

vol.) for analysis
Laminin
Methanol
Methylcellulose
Natriumcitrat
Power Block

QIAzol Lysis Reagent

Triton X100
Tween-20
FCS

GeneRuler DNA-Marker

6x Loading Dye
T7 Endonukleasel

Pen / Strep (Zellkultur)
Restriktionsendonukleasen

DMEM - Medium

Leibowitz-15-Medium

L-Glutamin

NBT/BCIP Stock Solution

Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragmente

Terfenadin
Phenylephrin
Ampicillin
Kanamycin
SOC-Medium
Paraformaldehyd
Trypsin / EDTA
Ethanol>99,8 %
Propanol
Essigsaureanhydrid
Ethidiumbromid

Sigma Aldrich, Minchen
Sigma Aldrich, Minchen
Sigma Aldrich, Minchen
Carl-Roth, Karlsruhe
BioGenex, San Ramon, CA, USA
Qiagen, Hilden
Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe, Deutsetila
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, KarlsruBeutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Thermo Fischer Scientif@rlsruhe, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Karlsruli&gutschland
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe,ubschland
11681451001, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
11093274910nwieAldrich, Taufkirchen,

Deutschland
Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland

Electron Microscopy Sciences, HialtfluSA
Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe

Grussing, Filsum, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Reagenzien Hersteller

Essigsaurex34 %) Merck, Darmstadt, Deutschland
Morpholino-modofizierte Gene Tools, Philomath, USA

Oligonukleotide

Wasser B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschlan
Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland
Cas9-Protein ToolGen, Seoul, Sudkorea

PEZX-MTO01, Dual Luciferase Vector GeneCopoeia, Wien Osterreich

pGL3 - Luciferase Vector AddGene, Cambridge, USA

plS2 — Renilla Luciferase Vector AddGene, Cambridge, USA

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller, die Aaofertigung der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Materialien Hersteller

Accu-Edge® Disposable Microtome Blade Sakura, Staufen

Deckglaser 24 x 60 mm Menzel, Braunschweig
Einweg-Pasteurpipetten Carl-Roth, Karlsruhe
Reaktionsgefal3e 15/50 ml greiner bio-one, Frickesba
Fettstift (Dako Pen) Dako, Hamburg

FluoroDish Zellkulturplatte World Precision Instrents, Herts, UK
Objekttrager mit Vertiefungen Marienfeld, Lauda Konigshofen
Objekttrager Superfrost Plus Menzel, Braunschweig
Reaktionsgefal3e 0,2 ml (PCR) kisker Biotech, Steinfurt

PCR Platte, 96-Well Thermo Scientific, Karlsruhe
Petrischalen greiner bio-one, Frickenhausen
Pinzetten neolLab, Heidelberg
Pipettenspitzen Starlab, Hamburg

Polyolefin StarSeal Starlab, Hamburg
Préaparationsbesteck Fine Science Tools, Heidelberg
Préapariernadel neolLab, Heidelberg
ReaktionsgefalRe 1,5 ml, 2 mi Sarstedt, Numbrecht

Spritzen und Einmalkanulen BD, Heidelberg

Skalpell Feather, Osaka, Japan

StoRel Sigma Aldrich, Minchen
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2.3 Kits und Reagenzien

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendetéts kind Reagenzien mit Bestellnummer,

Hersteller und Verwendungszweck aufgelistet.

GeneJET Plasmid Miniprep Kit
Das GeneJET Plasmid Miniprep Kit Midiprep (KO50hefmo Fischer Scientific, Karlsruhe,
Deutschland) wurde fir die Isolation von Plasmid®Nwus E.coli verwendet. Die

Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

PureYield™ Plasmid Midiprep System
Das PureYield Midiprep Kit (A2492, Promega, ManmhgiDeutschland) wurde fur die
Extraktion gréRerer Mengen an Plasmid-DNA verwen@@¢ Durchfihrung erfolgte nach

Herstellerangaben.

GeneJET Gel Extraction Kit

Das GeneJET Gel Extraction Kit (KO691, Thermo Feschcientific, Karlsruhe, Deutschland)
wurde fur die Extraktion von DNA aus Agarose-Gelererwendet. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung der DNA wurden Bigmden auf einem UV-Transluminator

ausgeschnitten und nach den Herstellerangabereausseé! isoliert.

QIAquick PCR Purification Kit
Das QIAquick PCR Purification Kit (28106, Qiagen,ldén, Deutschland) wurde zur
Aufreinigung von DNA Fragmenten aus PCR- und VerBasatzen verwendet. Die

Durchfihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit
Dieses Kit (AM1354, Thermo Fischer Scientific, Katlhe, Deutschland) wurde zur

Herstellung der sgRNA verwendet. Die Durchfiihrurfglgte nach Angaben des Herstellers.
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MMESSAGE mMMACHINE® SP6 T7 Transcription Kit
Das mMessage mMachine Kit (AM1340, Thermo Fisclee8ific, Karlsruhe, Deutschland)
wurde verwendet, um die RNA-Sonden fir dresitu-Hybridisierung herzustellen. Die

Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

miScript Il RT Kit
Das miScript II-RT-Kit (218161, Qiagen, Hilden, Dschland) wurde fur die RT von

miRNAs verwendet. Die Reaktion erfolgte nach demga&ben des Herstellers.

iIScript™ cDNA Synthesis Kit
Dieses Kit (1708891, Bio-Rad, Minchen, Deutschlamailde zur Herstellung von cDNA aus

MRNA verwendet. Die Verwendung erfolgte nach degatren des Herstellers.

miScript SYBR® Green PCR Kit & QuantiFast SYBR GRER Kit

Diese Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden tiie relative Quantifizierung von
MIiRNA- (218076) und mRNA-Transkripten (204056) vendet. Die Durchfihrung erfolgte
nach Herstellerangaben.

TA Cloning® Kit

Fur die Zwischenklonierung von Sondensequenzen3idd@Rs wurde das TA Cloning Kit
(K2060-01, Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe,uBehland) verwendet. Die Klonierung
mittels A-Uberhange erfolgte nach Angaben des ldbess.

Dual-Luciferase® Reporter Assay System
Dieses Kit (E1910, Promega, Mannheim, Deutschlanalde fir einen Reportergen-Assay
verwendet, um die posttranskriptionelle Regulatimm miR-19b auf potentielle Gene zu

untersuchen. Die Verwendung erfolgte nach den Aegales Herstellers.

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit
Das Mutagenese-Kit (210519, Agilent Technologiesldironn, Deutschland) wurde fur die
Mutagenese der potentiellen miR-19b-Bindestellerweadet. Die Durchfiihrung erfolgte

nach dem Herstellerprotokoll.
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2.4  Zebrafischspezifische Methoden

2.4.1 Aufzucht, Haltung und Verpaarung von Zebrafighen

Die Aufzucht, Haltung und Verpaarung der Zebrafesarfolgte wie durch Westerfield
beschrieben?® Die Fische wurden bei einer konstanten Tempenainr28,5 °C und einem
Tag/Nacht-Rhythmus von 13/11 Stunden gehalten. U@mvendeten Zebrafischlinien sind

Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Fischlinien Fur die Untersuchungen im Zebrafischmodell wurdéa fblgenden Fischlinien
verwendet.

Art der Fischlinie  Linien
Wildtyplinien AB

TE

TUAB
Transgene Linien  Tg(myl7:GFP)

Tg(kdrl:GFP)
Mutante Linien reggae m230

2.4.2 Mikroinjektion

FUr die genetische Manipulation von Zebrafischeroben wurden Substanzen mittels
Mikroinjektion in die befruchtete Eizelle eingebnacHierflir wurde mithilfe einer speziell
angefertigten Schablone (TU-1, Adaptive Science |§00Worcester, USA) eine
Injektionsrampe aus 3 %iger Agarose (in E3-Medium)kine Petrischale gegossen. Die
Injektionsrampe besitzt Vertiefungen, in denen defruchteten Fischeier fur die
Mikroinjektion aufgereiht werden. Die Injektionsredd bestehen aus feinen Glaskapillaren,
die mithilfe eines Kapillarziehers hergestellt wemd Die Morpholinos wurden fiir die
Injektion mit 200 mM KCI auf die gewinschte Konzation verdinnt. Die
Zusammensetzung des Injektionsgemisches fur disSERICas9-Methode ist Kapitel 2.5.1
zu entnehmen. Die zu injizierende Lésung wurde ian @laskapillare gefillt und mithilfe
eines Mikroinjektors (Eppendorf, Hamburg, Deutsollaje nach Injektionslésung in den
Dotter oder in die Eizelle injiziert. Die verwendatMorpholinos sind in Tabelle 7 aufgelistet.
Die Eier wurden einige Stunden bei 28,5 °C in EJdMm inkubiert. Anschliel3end wurden
tote Eier aussortiert und das Medium erneuert. Egbryonen wurden bis zur jeweiligen

Untersuchung weiterhin bei 28,5 °C inkubiert.

20



Material & Methoden

Tabelle 7: Morpholinosequenzerfur den spezifischeknockdownvon miRNAs wurden Morpholinos mit einer
spezifischen Sequenz verwendet, die die Prozesgienud die Aktivitat der jeweiligen miRNA inhibiert

Morpholino Sequenz (5-3Y)

MO19 TCAGTTTTGCATGGATTTGCACAGC
MO19a GTAGTGCAACTATGCAAAACTAGCA
MO19b GCTGAATGCAAACCAGCAAAACTGA
MO19c GCCGGATGCAATCCTGCAAAACTCA
MO19d CTGACTGCCCACCCCGCAAAGCTGA
MO363 GATTACAGATGGATACCGTGCAATT

MO-Kontrolle CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA

2.4.3 in-situ-Hybridisierung kardialer Marker

Fur die Expressionsanalyse von kardialen Markermde/einein-situ-Hybridisierung an
10-15 Embryonen bei 48 hpf durchgefuhrt. Die Emhegmo wurden dechorioniert und
anschlieBend in einer 4 %igen PFA-LOsung (in PBI®r iNacht fixiert. Am nachsten Tag
wurden die Zebrafischembryonen zwei Mal fur 5 Mewtmit PBST gewaschen.
Anschlie3end wurden die Embryonen durch eine Metheitme dehydriert (Tabelle 8).

Tabelle 8: Methanolreihe Wahrend derin-situ-Hybridisierung wurden Embryonen zur Entwasserunig m
aufsteigenden Konzentrationen an Methanol behandit die Rehydrierung wurden die Embryonen in
umgekehrter Reihenfolge der Methanolreihe behandelt
Waschschritt  Methanolkonzentration (in PBST)

10 % Methanol

30 % Methanol

50 % Methanol

70 % Methanol

100 % Methanol (2x)

S > ™ i

Bei jedem Schritt wurden die Embryonen fur 5 Mimute der jeweiligen Losung inkubiert.
Dehydrierte Embryonen kénnen fur mehrere Monate-B@i °C gelagert werden. Fur die
weitere Behandlung wurden die Embryonen rehydridrerfir wurden die Embryonen in
umgekehrter Reihenfolge mit den Methanollésungeanjdiveils 5 Minuten inkubiert und
anschlieBend zwei Mal fir 5 Minuten mit PBST gewasc Durch eine Inkubation mit einer
Proteinase-K-Losung (10 pg/ml in PBST) wurde diélthation der in-situ RNA-Sonde
erleichtert. Die Dauer der Inkubation richtete sidth dem Alter der Zebrafischembryonen
(Tabelle 9).
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Tabelle 9: Dauer der Proteinase-K-Behandlunddie Dauer des Proteinase-K-Verdaus wahrendiraitu-
Hybridisierung richtet sich nach dem Alter der Egdiren.

Alter der Embryonen  Dauer der Proteinase K-Behandlug

< 24 hpf 3 — 5 Minuten
24 hpf 8 — 10 Minuten
48 hpf 18 — 20 Minuten
72 hpf 26 — 30 Minuten

Nach dem Proteinase-K-Verdau wurde mit PBST gespfitt fir 5 Minuten mit PBST
inkubiert, um die Reste der Proteinase-K zu engfierrAnschlielend wurde erneut fur 20
Minuten mit 4 %iger PFA-LOsung fixiert und zweimalit PBST fur jeweils 5 Minuten
gewaschen. Um in spateren Aufnahmen den Hintergraadreduzieren, wurden die
Embryonen mit Essigsdureanhydrid behandelt. Hiesfiirden die Embryonen zunachst mit
DEPC-Wasser gespult und fir 60 Minuten mit einesigsiiureanhydrid-Losung inkubiert.
AnschlieBend wurde erneut zweimal fur 10 Minutent MBST gewaschen. Fur die
Prahybridisierung wurden die Embryonen zunéachst5fiMinuten mit 200-500 ul HYB
Puffer und anschlieBend fiir 3-4 Stunden mit H¥Riffer bei 65 °C inkubiert. Im folgenden
Schritt erfolgte die Hybridisierung. Hierfir wurdbe Prahybridisierungslosung durch die
Hybridisierungslosung ausgetauscht. Die Hybridisigslosung (HYB + 10 pl/ml
Digoxigenin-markierte RNA-Sonde) wurde bevor sié@e Embryonen gegeben wurde 5-10
Minuten bei 65 °C inkubiert. Die Hybridisierung @ldte Uber Nacht bei 65 °C.

Am folgenden Tag wurden die Zebrafischembryonenimak fir 30 Minuten mit einer
50 %igen Formamid-Losung (in 2x SSCT) inkubiert.s@lnlielend wurden die Embryonen
mit 2x SSC fur 15 Minuten bei 65 °C gewaschen, beie bei 37 °C fur 30 Minuten mit
RNaseA (10 pg/ml in 2x SSC) inkubiert wurden. Did&ldeA-Behandlung dient zur
Degradation von einzelstrangiger RNA. Hierdurch aeur unspezifisch gebundene RNA-
Sonden verdaut und der Hintergrund verringert. E@ryonen wurden einmal fir 5 Minuten
bei 37 °C und zweimal fir 30 Minuten bei 65 °C ®jx SSC gewaschen. Anschlie3end
wurden sie zweimal bei Raumtemperatur mit 0,2x $8®@aschen. Die Embryonen wurden
in 24-well-Platten Gberfuhrt und fur 3-5 Stundent B®iger blockingL6sung inkubiert.
AnschlieBend wurde der Anti-Digoxigenin-Antikdrpefl1093274910, Sigma-Aldrich,
Minchen, Deutschland) 1:3000 lnockingL6sung geldst, auf die Embryonen gegeben und

Uber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Antikdrper-Losung emtfeund die Embryonen miilocking

Losung fur 25 Minuten gewaschen. AnschlieRend wumie Zebrafischembryonen dreimal

22



Material & Methoden

fur jeweils 25 Minuten in MAB-LOsung gewaschen. Vder Farbereaktion wurden die
Embryonen dreimal fir 5 Minuten in Farbelésung @hBubstrat) &aquilibriert und
anschlieBend in 500 pl Farbelésung (mit 20 pl/mITNEBCP Substrat) in Dunkelheit
inkubiert. In Abstédnden von 30 Minuten wurde unterm Mikroskop untersucht, ob die
gewunschte Farbung erreicht wurde. Durch Inkubatiem 37 °C kann die Reaktion
beschleunigt werden. Zum Stoppen der Farbereaktimte die Farbeldsung abgenommen

und die Embryonen dreimal fur jeweils 10 MinuterPIBST gewaschen.

Fur die Dokumentation wurden die behandelten Emiegoin 2,5 %ige Methylzellulose
dberfuhrt, mit einer flexiblen Praparationsnadekgarichtet und unter dem Mikroskop

fotografiert.

2.4.4 in-situ-Hybridisierung von miRNAs

Fur diein-situ-Hybridisierung wurden 10 bis 15 Embryonen verwen®ets Chorion der 48

und 72 hpf Zebrafischembryonen wurde mit zwei Rtereentfernt. AnschlielRend wurden
die Embryonen in 4 % Paraformaldehyd (PFA; in PB&)4 °C Uber Nacht fixiert. Um den
fixierten Embryonen das Wasser zu entziehen, wursienin aufsteigenden Methanol-
Konzentrationen jeweils 20 Minuten bei 4 °C inkubidvgl. Tabelle 8) Dehydrierte

Embryonen koénnen in Methanol bei -20 °C fir mehrbtenate gelagert werden. Das
Protokoll derin-situ-Hybridisierung erstreckte sich Uber einen Zeitraton drei Tagen. Am

ersten Tag wurden die Embryonen rehydriert. Hiewflirden sie in umgekehrter Reihenfolge
mit den Methanolldsungen fur jeweils 5 Minuten iblart. Im Anschluss wurden die
Embryonen vier Mal fur jeweils funf Minuten in PBSdewaschen. Um das Gewebe
durchlassig fur die Sonden zu machen, wurden didrizonen in 10 pg/ml Proteinase-K
inkubiert. Die Lange der Inkubation richtete sichch dem Alter der Embryonen. 24 hpf
Embryonen wurden fir 15 Minuten verdaut, wahrendhgBEmbryonen fir 30 Minuten und
72 hpf Embryonen fur 60 Minuten verdaut wurden. héchsten Schritt wurden die
Embryonen erneut fir 20 Minuten in 4 % PFA-PBSdikiund finfmal fur jeweils funf

Minuten in PBST gewaschen. Die Embryonen wurderf@tunden bei 21 °C unterhalb der
Schmelztemperatur in 200 pl Prahybridisierungspuii&ubiert. Nachfolgend wurden der
Préahybridisierungspuffer durch 200 pl Hybridisiegapuffer (Prahybridisierungspuffer mit 2
pl miR-19a bzw. miR-19b spezifischer DIG-markiem@RCURY-Sonde) ausgetauscht und

bei gleicher Temperatur Uber Nacht inkubiert.
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Am zweiten Tag wurde der Hybridisierungspuffer agamen und die Embryonen kurz mit
Prahybridisierungspuffer gewaschen. Daraufhin wardee Embryonen mit aufsteigenden
Konzentrationen an SSC behandelt (Tabelle 10).

Tabelle 10: Waschschritte nach der Hybridisierung nt miRNA-Sonden Nach der Hybridisierung werden
die Zebrafisch-embryonen mit steigenden Konzemnath an SSC-Puffer und gleichzeitig absteigenden
Konzentrationen an Hybridisierungspuffer fur jeweib Minuten gewaschen.

Waschschritt  Lésung

1. 75 % HP / 25 % 2x SSC
2. 50 % HP / 50 % 2x SSC
3. 25 % HP /75 % 2x SSC
4 2x SSC (2x)

Es folgten weitere Waschschritte: Zweimal mit 023C bei Hybridisierungstemperatur fir
jeweils 30 Minuten, 75 % 0,2x SSC / 25 % PBST baumtemperatur fur 10 Minuten, 50 %
0,2x SSC /50 % PBST bei Raumtemperatur fur 10 mu25 % 0,2x SSC / 75 % PBST bei
Raumtemperatur fur 10 Minuten und mit PBST bei Ramperatur fur 10 Minuten. Mit dem

Ziel, unspezifische Proteininteraktionen zu blookie wurden die Embryonen fur mehrere
Stunden mit eineblockingsolution(PBST/ 2 % Schafserum/ 2mg/ul BSA) inkubiert. Der
Anti-DIG-Antikorper (11093274910, Sigma-Aldrich, Of&irchen, Deutschland) wurde

1:5000 inblockingsolutionverdiinnt und tber Nacht auf die Embryonen gegeben.

Am dritten Tag dein-situ-Hybridisierung wurde die Antikérperlésung abgenoemund 7 x
mit PBST fur 15 Minuten bei Raumtemperatur gewasch&nschlielend wurden die
Zebrafische dreimal mgtainingPuffer gewaschen. Fiur die Farbung wurde das Félolsasit
hinzugegeben und bis zur gewiinschten Farbung iekutium Beenden der Farbereaktion
wurde das Farbesubstrat abgenommen und die EmbrymitePBST gewaschen. Fir die
mikroskopischen Aufnahmen wurden die Fische in%,®/ethylzellulose ausgerichtet und

unter dem Mikroskop fotografiert.

2.4.5 Pharmakologische Behandlung von Zebrafischenit Terfenadin

Zebrafischembryonen wurden durch Behandlung mitfehadin fur einen 2:1 AV-Block
sensitiviert. Terfenadin inhibiert die Funktion vdg, wodurch die Repolarisierung im

Ventrikel gestort wird. Schon bei sehr geringen Kemtrationen zeigen die Zebrafische eine
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Verlangerung des ventrikularen AP. Bei hoheren Kotationen kommt es zu den

beschriebenen Arrhythmien.

Fur die Behandlung wurden 48 hpf Zebrafischembeshoreoniert, falls diese noch nicht
geschlupft waren. Eine 30 mM Stock-Losung aus Tad@ (Sigma-Aldrich, Minchen,

Deutschland) in DMSO wurde in E3-Medium verdinntir Klie Behandlung wurden

Konzentrationen von 10-30 uM verwendet. Als Koreraliente 1 % DMSO in E3-Medium.

2.4.6 M-Mode-Aufnahmen

Der M-Mode (motionMode) ist eine Aufnahmemethode der Echokardiogeapbiese
Methode lasst sich unter anderem daflr verwendienHdrzfunktion zu visualisieren. Am
Zebrafischembryo wurden die Aufnahmen nicht mitteilses Echokardiographen, sondern
durch Fluoreszenzmikroskopie erstellt. Hierfir waudie transgene Fischlinieg(Myl7:GFP)
verwendet. Die Zebrafischembryonen wurden bei 48 imp 2 %ige Methylzellulose
eingebettet und unter dem Fluoreszenzmikroskogzipkat Das fluoreszierende Herz wurde
fur zehn Sekunden gefilmt. Um ein 1-dimensionalég &es M-Mode zu konstruieren, wurde
aus jedemframe ein 1 Pixel breiter Abschnitt in der Transversaled auf der Hohe des
Ventrikels oder des Atriums kopiert. Die kopier#®&bschnitte wurden anschlieRend zu einer

M-Mode Aufnahme zusammengesetzt.

2.4.7 Analyse vorreggae-Mutanten

Die reggaeMutante besitzt einen einfach zu beobachtendemdd, bei dem das Herz
Arrhythmien aufweist. Um diesen Phanotyp festzletel wurden 48 hpf Zebrafisch-
embryonen in 96-well Kulturschalen tberfuhrt. Degrgschlag der Zebrafische wurde tber
einen Zeitraum von zwei Minuten beobachtet. Wies &ech wahrend dieser Zeit
Arrhythmien aus, wurde sein Phanotyp als Mutantegerto Zeigte der Fisch wahrend den

zwei Minuten keinen Phanotyp, wurde er phanotypashwildtyp beschrieben.

2.4.8. Ermittlung der Herzfrequenz und dedractional shortenings

Fur die Analyse der Herzfrequenz wurden die Zebchmbryonen unter dem Mikroskop
beobachtet. Die Herzschlage wurden Uber einenaimitrvon 10 Sekunden gezahlt. Die

ermittelten Werte wurden auf eine Minute hochgemneth

25



Material & Methoden

Fur die Ermittlung der ventrikularen Verkirzunggtran (fractional shorteningFS) wurden
die Fische in 2 %iger Methylzellulose eingebettad lateral nach links blickend ausgerichtet.
Die Fische wurden unter dem Mikroskop plaziert eimdVideo des kontrahierenden Herzens
wurde angefertigt. Durch Ermittlung des systolisthend diastolischen Diameters des
Ventrikels kann ein prozentualer Wert der Kontraktermittelt werden:

FS [%] =Diastole—5ystole % 100

Diastole

2.4.9 Foto- und Videodokumentation

Die zu dokumentierenden Zebrafischembryonen wumdeéns %iger Methylzellulose (in E3-
Medium) positioniert und mithilfe einer elastisch@mépariernadel ausgerichtet. Fur die
Dokumentation wurden die Fische unter dem Stereasiop (SZX16, Olympus, Hamburg)
oder dem Mikroskop (Axio Observer.Z1, Carl Zeisena) fotografiert und gefilmt. Die

Bilder wurden mit ImageJ bearbeitet.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 CRISPR/Cas9

FUr die Mutagenese des miR-19b-Gens wurde die ORIS#s9-Methode angewendet. Diese
Methode ermdéglicht eine gezielte Mutation an nahjedem Lokus im Genom. Die Position
der Mutation wird lediglich durch die PAM-Sequenmitiert. Fir das Design der sgRNA
wurde der Algorithmuschopchopverwendet?® Fir die Herstellung der sgRNA wurden
folgende Oligonukleotide bestellt: miR-19b-sgRNA-FB-TAGGACCCCCGGTCAG-
TTTTGC-3', miR-19b-sgRNA-R: 5AAAC GCAAAACTGACCGGGGGT-3'. Die in Rot
dargestellten Uberhange wurden fiir die Klonieruegdtigt. Die Oligonukleotide wurden
entsprechend dem Reaktionsprotokoll miteinanderitiigiert (Tabelle 11).

Tabelle 11: Reaktionsprotokoll zum Hybridisieren van Oligonukleotiden Die Oligonukleotide wurden nach
dem Mischen durch langsames Abkiihlen der Lésungimaihder hybridisiert.

Volumen Lésung Temperatur Inkubationszeit

2 ul gRNA forward Oligonukleotid (10QM) 95 °C 5 Minuten

2 pul gRNA reverse Oligonukleotid (1Q0/) -0,1 °C pro Sekunde bis 50 °C
2 ul NEB Puffer 3 50 °C 10 Minuten

14 pl Wasser -0,1 °C pro Sekunde bis 4 °C
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Die miteinander hybridisierten Oligonukleotide wendin den pT7-gRNA-Vektor (46759,
Addgene, Cambridge, USA) ligiert. In einem kombitee Schritt aus Restriktionsverdau und
Ligation wurden die Oligonukleotide an die entspiertde Position eingefugt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Reaktionsprotokoll fur die Klonierung der sgRNA Das Einfligen der spezifischen Sequenz der
sgRNA erfolgte in einem kombinierten Schritt ausf&tionsverdau und Ligation.

Volumen  Ldsung Temperatur Inkubationszeit

1l hybridisierte Oligonukleotide 37 °C 60 Minuten

4 ul pT7-gRNA-Vektor (100 ng/ul) 16 °C 45 Minuten

1l Puffer 3 (NEB) vorherige Schritte 3x wiederholen
1yl T4 DNA Ligase Buffer (NEB) 55 °C 30 Minuten

0,5 ul BsmBI (NEB) 80 °C 15 Minuten

0,3 ul Bglll (NEB)

0,3 ul Sall (NEB)

0,5 ul T4 DNA-Ligase (NEB)

1,4 ul Wasser

Der komplette Ligationsansatz wurde fur eine Tramshtion verwendet und auf Ampicillin-
Selektivagar ausgestrichen. Die Plasmid-DNA vonzemen Klonen wurde durch eine

Miniprep isoliert und mit dem Primer M13Uni -21 seqziert.

Fur die Herstellung der sgRNA wurde einevitro Transkription durchgeftihrt. Hierfur wurde
zunachst der Vektor pT7-gRNA (mit entsprechendeserit) durch einen Restriktionsverdau
fur zwei Stunden bei 37 °C linearisiert (Tabell§.13

Tabelle 13: Reaktionsansatz fiir den Restriktionsvatau von pT7-gRNA Damit der Vektor als Matrize zur
Herstellung einer sgRNA dienen konnte, wurde ecld@inen Restriktionsverdau linearisiert.

Volumen  Lésung

3 Ug pT7-gRNA (mit entsprechendem Insert)
5 ul Puffer 3.1 (NEB)

1x BSA (NEB)

1l BamHI-HF (NEB)

Der Verdau wurde durch die Zugabe von Proteinaginidle Konzentration: 100 pug/ml) und
SDS (finale Konzentration 0,5 %) und anschliel3eridkubation bei 50 °C gestoppt. Das
linearisierte Plasmid wurde mittels des PCR-puaifin-Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland)
aufgereinigt und in 39 pl Wasser eluiert. Fir dierdtellung der sgRNA wurde das T7-
Megashoertscript-Kit (Thermo Fischer Scientific,rkkeuhe, Deutschland) verwendet. Dme
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vitro Transkription wurde durch Zugabe von 15 pl Ammomagetat Stopp-Losung beendet.
Anschliel3end wurde die RNA durch Zugabe von 30&thknol fir 30 Minuten bei -20 °C
prazipitiert. Nach Pelettierung der RNA wurde diesié gekihltem Ethanol gewaschen und
bei Raumtemperatur getrocknet. Das RNA-Pellet wurd® pl Wasser aufgelost.

Fur die Injektion der sgRNA in das EinzellstadiurasdZebrafischembryos wurde eine

Injektionslésung nach Tabelle 14 hergestellt.

Tabelle 14: CRISPR/Cas9 Injektionslosungzusammensetzung der Injektionslésung fur die Mikjedition.

Konzentration LOsung
150 ng/ul SgRNA
400 ng/ul Cas9-Protein (ToolGen, Seoul, Stidkorea)

Bei der Injektion ist darauf zu achten, dass disuridy direkt in die Eizelle injiziert wird. Zur
Uberprifung der Mutationseffizienz wurde 24 Stunaech der Injektion DNA aus 10-15
Embryonen isoliert. Durch eine PCR-Reaktion wurge rdiR-19b umgebende genomische
Region amplifiziert. Hierzu wurden folgende Primeerwendet: miR-19b-genoF: 5'-
CTGCTGCTTCTCCACGATTC-3', miR-19b-genoR: 5-CGGGACAN GCAATACCTT-
3. Das PCR-Produkt wurde mittels des PCR-Aufrainigs-Kits aufgereinigt und in 20 pl
eluiert. 200 ng der DNA wurden auf 18 pl mit Wasserdinnt und mit 2 pl Puffer 2 (NEB)
versetzt. Die DNA-Strdnge wurden nach Protokollgagthmolzen und erneut hybridisiert
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Reaktionsprotokoll zum mismatch pairing von mutanter und Wildtyp DNA Durch
Aufschmelzen und erneutes Hybridisieren entstelgA{Strange mimismatche# den mutierten Bereichen.

Temperatur  Inkubationszeit

95 °C 5 Minuten
-0,2 °C pro Sekunde bis auf 85 °C
-0,1 °C pro Sekunde bis auf 4 °C

Durch das Aufschmelzen und erneute Hybridisieretstenen DNA-Doppelstrange, die im
Bereich von miR-19b eine fehlerhafte Komplemendarisogenanntenismatchesbesitzen.

Diese nicht-komplementéren Sequenzen werden dueci dEndonuklease 1 (T7E1, NEB)
erkannt und geschnitten. Durch eine elektropharetisDNA-Auftrennung im Agarosegel
kann die Mutagenese-Effizienz analysiert werdenob®n mit dem gewlnschten

Bandenmuster wurden zusatzlich durch eine Sequemgjeauf Mutationen untersucht.
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Zusatzlich wurden amplifizierte Fragmente mittetgp®-TA-Klonierung in den Vektor pCRII

eingebracht, um die Sequenzen von einzelnen Muattiau analysieren.

2.5.2 Transformation vonE.coli

Fur die Transformation voi.coli wurden chemisch kompetente Top10-Zellen verwendet.
Hierbei wurden jeweils 3-1Ql der Plasmidlésung zu den Bakterien gegeben, gémisd

fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein 86klindiger Hitzeschock bei 42°C. Nach
weiteren 2 Minuten Inkubationszeit auf Eis wurdea Bakterien in 25QuI SOC-Medium
aufgenommen und flr 60 Minuten bei 37 °C inkubidnschlieBend wurden die Bakterien
auf selektiven LB-Agar-Platten ausplattiert undriidacht bei 37 °C inkubiert.

2.5.3 Selektive Agarplatten und Flissigmedien

Fur die Amplifikation von Plasmiden besitzen diesetibiotika-Resistenzgene, die eine
Selektion vorE.coli durch Selektivmedien oder Selektivagar erméglicharisprechend der
Antibiotikaresistenzen der jeweiligen Stamme wurdiem Medium und dem Selektivagar
100 pg/ml Ampicillin oder 20 pg/ml Kanamycin hinzaiggt.

2.5.4 Extraktion von Plasmid-DNA auskE.coli

Fur die Extraktion von Plasmid-DNA auscoli wurde das Miniprep-Kit (Thermo Fischer
Scientific, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. gtioldere Mengen an Plasmid-DNA wurde
das Midi-Prep-Kit (Promega, Mannheim, Deutschlareivendet. Die Durchfuihrung erfolgte

nach dem Protokoll des Herstellers.

2.5.5 Dualer Luciferase-Reporterassay

Durch einen Luciferase-Reporterassay wurde diekiiréRegulation der Expression von
Genen durch miR-19b untersucht. Hierfir wurden iwi2.6.2 beschrieben HEK293A-Zellen
mit Luciferase-Konstrukten transfiziert. Eine Asfling der verwendeten Plasmide ist Tabelle
16 zu entnehmen. Durch eine Kotransfektion mit mimgiR-19b-mimic (C-300489-03, GE
Heathcare) wurde uUberprift, ob die 3-UTR des jégen Gens miR-19b-responsive

Elemente enthalt. Als Kontrolle wurden die gleichéektoren mit einem Kontroll-mimic
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(CN-001000-01, GE Healthcare) kotransfiziert. Beiee direkten Bindung von miR-19b im
Bereich der 3'UTR des zu untersuchenden Gens, koes#u einer Inhibition ddirefly-
Luciferase-Expression. Fur die Effizienzkontrolkr dransfektion diente eine Kotransfektion
von renilla-Luciferase. Fur den Assay wurde dagal-Luciferase® Reporter Assay System
Kit (E1910, Promega, Mannheim, Deutschland) verweridiet.Zellen wurden 48 Stunden
nach der Transfektion mit PBS gewaschen und mit 1l00x Passive Lysis Buffer fur 20
Minuten auf dem Schattler lysiert. AnschlieRend aderr pro Ansatz 20 pl des Lysats in
weille 96-well-Platten (CLS3600, Sigma Aldrich) dbbrt. Im Luminometer wurden 25 ul
Luciferase-Substrat zum Lysat gegeben und die erase-Aktivitdt Gber 10 Sekunden
gemessen. Anschliel3end wurden 25 pl Stop & GLOePufi dem Gemisch gegeben und die
renilla-Luciferaseaktivitat ebenfalls Uber 10 Sekunden eggan. Die relative Luciferase-

Aktivitat wurde aus dem Verhaltnis der beiden Mitierte zueinander berechnet.

In einer weiteren Kontrolle wurden die potentielRimde-Motive von miR-19b innerhalb der
3’-UTR des jeweiligen Gens mutiert. Hierfir wurdes@QuikChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kif(210519, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutseti)averwendet. Die
fur die Mutagenese verwendeten Primer sind in Talel aufgelistet. Durch die Mutation
sollte im Falle einer direkten Regulation durch rii®b die Bindestelle identifiziert werden.
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Tabelle 16: Luciferase-Reporterplasmide/erwendete Plasmide fir den Luciferase-Reporteiggmna

Target-3'UTR Vektor
Kontrolle pEZX-MTO1
Humanes KCNE1 pEZX-MTO1
Humanes KCNE1 mut pEZX-MTO01
Humanes KCNE4 pEZX-MTO1
Humanes KCNJ2 pGL3

Humanes KCNJ2 mutl pGL3
Humanes KCNJ2 mut2 pGL3
Humanes KCNJ2 mut3 pGL3

Humanes SCN1B pGL3
Humanes SCN1B mut pGL3
Humanes SCN4B pGL3
Humanes SCN4B mut pGL3
Zebrafisch KCNE1 pGL3
Zebrafisch KCNE1 mut  pGL3
Zebrafisch KCNE4 pGL3
Zebrafisch KCNE4 mut  pGL3
Zebrafisch KCNJ2 pGL3

Zebrafisch KCNJ2 mutl pGL3
Zebrafisch KCNJ2 mut2 pGL3

Zebrafisch SCN1B pGL3
Zebrafisch SCN1B mut pGL3
Zebrafisch SCN4B pGL3

Zebrafisch SCN4B mut pGL3

Tabelle 17: MutageneseprimerPrimersequenzen die fur die Mutation von potergielmiR-19b-sites in
Luciferasereporter-Konstrukten verwendet wurden.

Primer

Sequenz (5> 3

hsaKCNJ2sitel-F CAAAGATAATGCATATTTTACGACAGTGGAGCTTACACTT
hsaKCNJ2sitel-R AAGTGTAAGCTCCACTGTCGTAAAATATGCATTATTTTG
hsaKCNJ2site2-F CTTGAACCGCCGGTTCATTTACGACCTTATTCAGAAAATAGAG
hsaKCNJ2site2-R CTCTATTTTCTGAATAAGGTCGTAAATGAACCGGEGTTCAAG
hsaKCNJ2site3-F TTTCTGGGCTTTTCCTTTACGACATTCCAAAATTCATTTC
hsaKCNJ2site3-R GAAATGAATTTTGGAATGTCGTAAAGGAAAAGCCEBGAAA

hsaSCN1B-F
hsaSCN1B-R
hsaSCN4B-F
hsaSCN4B-R
hsaKCNE1-F
hsaKCNE1-R
dreKCNE1-F
dreKCNE1-R
dreKCNE4-F

CTCCTCCTTGCTGATTACGACACATTGGCCGCTTC
GAAGCGGCCAATGTGTCGTAATCAGCAAGGAGGAG
CTCCCAGAGCTGGTTACGACAGCCCTTGTGTG
CACACAAGGGCTGTCGTAACCAGCTCTGGGAG
TCCACTCCTCCCTACGACCCATCCTGCACA
TGTGCAGGATGGGTCGTAGGGAGGAGTGGA
GTATGAAACAAAGCACATTACGATCCGAGATTTTTAATGTC
GACATTAAAAATCTCGGATCGTAATGTGCTTTGTTTCATA
CAATAGTGATGGGTTGTTACGAGAAAAACGGTTCCCGC
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Primer Sequenz (5> 3Y)

dreKCNE4-R GCGGGAACCGTTTTTCTCGTAACAACCCATCACTATTG
dreKCNJ2sitel-F GAGTGTTCTTACGAATATGCTACGTTAAATAAACACAGC
dreKCNJ2sitel-R  GCTGTGTTTATTTAACGTAGCATATTCGTAAGAALRCTC

dre KCNJ2site2-F CATGGTTAAATAAACACAGCTATGAGGCACTGCACAGCTTAAG
dreKCNJ2site2-R  CTTAAGCTGTGCAGTGCCTCATAGCTGTGTTTATRACCATG
dre SCN1B-F GCAGTAATTGTAGCACTGGTGATAACAAATCATACCCAAC

dre SCN1B-R GTTGGGTATGATTTGTTATCACCAGTGCTACAATTACTG

dre SCN4B-F CACATGCACGTGAATACAACCATCAGCCATCATGCTGTG

dre SCN4B-R CACAGCATGATGGCTGATGGTTGTATTCACGTGCATGTG

2.6  Zellbiologische Methoden

2.6.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen und Bestinmung der Lebendzellzahl

HEK293A-Zellen wurden zweimal wéchentlich mit 1-2 %0° Zellen in 75crf+
Kulturflaschen ausgesat und mit 10 ml DMEM-Mediufl@ % fetales Kalberserum und
2 mM L-Glutamin) bei 10 % Cound 37 °C kultiviert. Fir die Passage der Zellemde das
Medium abgenommen und die adhéarenten Zellen zwemiakterilemphosphate buffered
saline (PBS) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zelleshdimkubation mit 1 ml einer
Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden der Kulturflasche algt. Durch Zugabe von 9 ml
vorgewarmtem Kulturmedium wurde die Trypsinierungstpppt. Ein Aliquot wurde im
Verhéltnis 1:2 mit einer 0,8 %igen Trypanblau-Légugemischt, um die Lebendzellzahl
mittels Hamozytometer (BR717810-1EA, Sigma Aldrittynchen, Deutschland) bestimmen
zu kénnen. Hierbei werden tote Zellen blau gefasaihrend lebende Zellen den Farbstoff aus

der Zelle transportieren und farblos erscheinen.

2.6.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen mitLipofectamine2000

Fur die transiente Transfektion von HEK293A-Zellemt Lipofectamine2000 (Thermo
Fischer Scientific) wurden die Zellen am Vortag dcimst mit 1 x 19Zellen/well in 24-well-
Schalen ausgeséat. Pro Ansatz wurdepg6Plasmid-DNA in 150ul serumfreiem Medium
gelost. Gleichzeitig wurden 3 pl Lipofectamin20@001i50 pl Medium geldst. Anschliel3end
wurden die zwei Losungen gemischt und fir 10-15Uén bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Medium in den wells wurde auf 400 ul reduziérteinem néchsten Schritt wurden

100 pl der Transfektionslosung auf die Zellen gegebnd durch leichtes Schwenken mit
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dem Medium gemischt. Nach 3-4 Stunden Inkubatiar3e’C und 10 % CO2 wurden die

Schalen mit vorgewarmtem DMEM-Medium erneut aufllaafgefullt.

2.6.3 Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung beschreibt eiMiethode, die das Anfarben von
verschiedenen Strukturen innerhalb von histologieclicewebeschnitten ermoglicht. Die
Zebrafischembryonen wurden zunéchst mit 4 %iger-R6sung tUber Nacht bei 4 °C fixiert
und anschlie3end mithilfe des JB-4 Embedding KRtslyscience Inc.) in das entsprechende
Einbettungsmedium Uberfiihrt. Fur die Einbettung deurdas Protokoll des Herstellers
befolgt. Nach Aushartung des Mediums wurden 2-4dicke Schnitte angefertigt und auf
Objekttrager Uberfuhrt. Die Schnitte wurden UberBtunden bei 70 °C getrocknet, bevor sie
der HE-Farbung unterzogen wurden. Die getrockn&ehnitte wurden fir 5 Minuten in
Wasser rehydriert. Anschlieend wurden die Objagdr fur 5 Minuten in gefilterter
Hematoxylin-Losung inkubiert, bevor sie erneut 2iinuten in Wasser gewaschen wurden.
In einem nachsten Schritt wurden die Schnitte #& $ekunden mit einer S&ure-Alkohol-
Mischung (2 ml 37 % Salzsaure, 25 ml 50 % Ethagelpult und nochmals mit Wasser
gewaschen. Durch eine zweimindtige Inkubation in %@er Natriumbikarbonat-Losung
erhalten die Zellkerne eine blaue Farbung. AnsBelrel werden die Objekttrager jewells eine
Minute in 70 % und 95 % Ethanol inkubiert, bevar &ir 3-5 Minuten mit der Eosin-Ldsung
behandelt werden. Nach einem abschlieenden SpilenWasser und Trocknung im

Warmeschrank wurden die Schnitte unter dem Mikrpskaalysiert.

2.7 Nukleinsauren

2.7.1 Isolation der Gesamt-RNA aus Zebrafischen

Fur die RNA-Isolation aus Zebrafischembryonen wordel5 Embryonen in ein 2 ml
Reaktionsgefal dberfihrt. Das Medium wurde abgeremomd 800 pl Qiazol (79306,
Qiagen, Hilden, Deutschland) zugegeben. Um das Gewe dissoziieren und die Zellen zu
lysieren wurden die Fische wiederholt durch eingit®p gezogen (24G Kandule). Die
Extraktion der Ribonukleinsduren erfolgte durch @og von 160ul Propanol. Nach der
Zugabe wurden die Proben fur 30 Sekunden stark hgdstt und 2 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Phasentrennung drfidlgch Zentrifugation (4°C, 15 min,
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12.000 g). Die obere Phase, welche die RNA enthmlirde abgenommen und die RNA
durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol bei -20 %€ 30 Minuten gefallt. Beim
Abnehmen der oberen Phase ist darauf zu achterdaniPipettenspitze die Interphase nicht
zu berdhren, um Kontaminationen der RNA zu vermeidie préazipitierten RNA-Molekule
wurden durch Zentrifugation sedimentiert (13.000yg°C, 30 min), mit 50@ 70 %igem
(v/v) Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatugetrivcknet. Das getrocknete Pellet

wurde in 50ul RNase freien Wasser aufgenommen.

2.7.2 gRT-PCR

Fur die relative Quantifizierung von RNA-Transkaptwurde eine gqRT-PCR durchgefihrt.
Hierfir wurde 1 pg Gesamt-RNA mit dem miScript TKit (fir miRNAs; Qiagen, Hilden,
Deutschland) oder mit dem iScript-Kit (fir mRNA;d8ad, Minchen, Deutschland) in cDNA

umgeschrieben. Die Reaktionsansatze wurden nactll@dl8 angesetzt.

Tabelle 18: Reaktionsanséatze zur Herstellung von diDA Fir die Herstellung von cDNA aus miRNA
(miScript) und mRNA (iScript) wurden folgende Reaksansatze hergestellt.

miScript iScript
Volumen Lésung Volumen Losung
10 pul RNA (100 ng/pl) 10 pul RNA (100 ng/pul)
4 ul 5x HiSpec Buffer 4 ul 5x iScript Reaction Mix
2 ul Nucleics Mix 1ul iScript RT
2 ul RT Mix 5ul Wasser
2 ul Wasser

Die Probe wurde anschlie3end 1:10 verdiinnt undzmisveiteren Verwendung bei -20 °C
aufbewahrt. Die qPCR wurde in 96-well Platten dgeftihrt. Fur die Quantifizierung von
MiRNAs wurde das miScript SYBR Green PCR Kit verdein(Qiagen, Hilden). Fir die
Quantifizierung von mRNA-Molekilen wurde das Qufasi SYBR Green PCR Kit
verwendet (Qiagen, Hilden). Die Reaktion erfolgtésprechend Tabelle 19 und Tabelle 20.
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Tabelle 19: Reaktionsansétze fur die RT-PCHrur den Nachweis von miRNAs und mRNA wurden folgend

Reaktionsanséatze hergestellt.

MiScript SYBR Mix
Volumen Lésung

Quantifast SYBR Mix
Volumen Ldsung

5 ul miScript SYBR Mix
1l Wasser

1l Primer Assay

1l Universal Primer
2 pul cDNA

5 ul Quantifast SYBR Mix
2,8 ul 5x iScript Reaction Mix
0,1 pul iScript RT
0,1 pl Wasser
2 ul cDNA

Tabelle 20: Reaktionsprotokoll fiir die RT-PCRFur den Nachweis von miRNAs und mRNA wurden folgend

Reaktionsprotokolle durchgefihrt.

miScript-RT-PCR (MmiRNA)
Temperatur Inkubationszeit

Quantifast RT-PCR (mMRNA)
Temperatur Inkubationszeit

1. 95°C 15 Minuten

2. 95°C 15 Sekunden
3. 55°C 30 Sekunden
4, 70°C 30 Sekunden
5. Schritt 2-4 40 Mal

wiederholen

95 °C 5 Minuten
95°C 10 Sekunden
60 °C 30 Sekunden
Schritt 2-3 40x wiederholen

Die PCR-Reaktion und die Ermittlung der Qt-Wertbolgte mithilfe eines 7500 Fast Real-
Time PCR Systems (Thermo, Karlsruhe) und der eettygnden Software. Die Berechnung

der relativen Expression der Gene erfolgte nachdd@t-Methode. Fur die Normalisierung

der mRNA-Quantifizierung wurde die Expression ddésquitéar exprimierten Gens Ekl

(Elongation factor lo) bestimmt. Um die Werte der miRNA-Expression zunmalisieren,

wurde RNUG6b (ubiquitar exprimierte snRNA) verwendet
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Tabelle 21: gRT-PCR Primer Auflistung von Primern, die fur eine relative Quéimierung mittels gRT-PCR
verwendet wurden. Fir die Quantifizierung von miRNAvurden Primer Assays von Qiagen (Hilden,
Deutschland) bezogen. Fir diese Primer sind digeBesmmern angegeben. Fir die Quantifizierung von
mMRNA-Transkripten wurden die Primer selbst entworfere: Danio rerio, RT: Reverse Transkription,
F: forward, R:reverse.

Primer

Sequenz (5'— 3‘) oder Bestellnummer

Primer Assay miR-19a
Primer Assay miR-19b
Primer Assay miR-19¢
Primer Assay miR-19d
Primer Assay miR-20a
Primer Assay miR-20b
Primer Assay miR-18a
Primer Assay miR-25
Primer Assay miR-92a
Primer Assay miR-93
Primer Assay miR-363
dre CACNALIC RT F
dre CACNALC RTR

MS00003192
MS00031584
MSC0002573
MS00049490
MS00003199
MS00003206
MS00031514
MS00003227
MS00006594
MS00003346
MS00009576
TTGCAAACTGTGTGGCCTTAGCTG
TTGCCTCCCATTGAAGTACCACCA

dre HCN4 RT F TGAGGATGTTTGGGAGCGAG
dre HCN4 RTR GGAGCAGCATAGTCAGATCCC
dre KCNA4 RT F TTAAAATGCTGGCGGAAATC
dre KCNA4 RT R ATCATGGCCATTCCTCTCTG
dre KCNAB1 RT F CTGAAAACCTGGGAGCCATA
dre KCNAB1 RT R AACCACTAGGGCACGAACAC
dre KCND2 RT F TGTCCAACTTCAGCCGGATC
dre KCND2 RT R CATGTCCACCAGCATCCCAT
dre KCND3 RT F GCTCTGCCTGTTCCTGTCAT
dre KCND3 RT R AGGATCCCGTTAGCTCCAGT
dre KCNE4 RT F1 CCACCGCGCTTTCATCGC
dre KCNE4 RT F2 GGCGAAACGCACATCCGC

dre KCNE4 RT R1 CCCCTTATCCGGCGGAAG
dre KCNE4 RT R2 GCTCCACCGAGCAGAGTG

dre KCNH2 RT F
dre KCNH2 RT R
dre KCNJ2 RT F
dre KCNJ2 RT R

CAAACACCAACCCTGAGAAGAT
GTGCCAGAATACAACCTCTGAA

CTGCTGTCGTGGCTGTTTT
CCGATTGTAGTCTGCGTCTC
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Primer

Sequenz (5'— 3‘) oder Bestellnummer

dre KCNQ1 RT F
dre KCNQ1 RTR
dre SCN12ab RT F
dre SCN12ab RT R
dre SCN1Ba RT F
dre SCN1Ba RT R
dre SCN4Ba RT F
dre SCN4Ba RT R
dre SCN4Bb RT F
dre SCN4Bb RT R

TCCAGTCGCTCATGTGTCTC
ACGCACATCATATGGCTTACGT
GCCCTCCATCAAACACATCC
GCCAGTGTGGGGAATTTCG
AGCTTTTGGCTTGAGGCT
TCTGTGAAGATGTCTGCA
AGGTGAGCACAGGGAAGGTCCATT
GGAGGCCATTTTCTGTGTTGTCGT
TGTGTTGTGTTCATGCTTTG
GACCACCTTTAGTTCCTCTA

2.7.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ginvitro Verfahren, bei dem spezifische DNA-
Sequenzen von einem DNA-Strang mithilfe einer tlestabilen DNA-Polymerase
amplifiziert werden kénnen. Fur die PCR werden z@bigonukleotide, sogenannte Primer,
verwendet, die nach Denaturierung des DNA-Strargesihre komplementare Sequenz
innerhalb des DNAemplatesbinden. Fur diesen Schritt ist denealingTemperatur ()
wichtig, die jeweils an die Primer angepasst wikhch dem Primeannealingwird der
Durch

zahlreiche Wiederholungen dieses Zyklus wird dieAaBequenz exponentiell amplifiziert.

Komplementarstrang durch die thermostabile DNA-Rwgase synthetisiert.
Um die Amplifikate an den Enden mit Restriktiongstistellen zu versehen, kénnen die
Primer sogenannte Primerextensions enthalten. BeiV@rwendung solcher Primer wird
aufgrund der langeren Primersequenz djen@ich 5 Zyklen auf 72 °C erhdht. Die Reaktion

erfolgte nach dem Protokoll aus Tabelle 22:

Tabelle 22: Reaktionsprotokoll fir die Polymerasekienreaktion Fir die Polymerasekettenreaktion wurde
standardmaRig folgendes Reaktionsprotokoll verwende

Volumen Ldsung Temperatur  Inkubationszeit
36,5 pul Wasser 98 °C 30 Sekunden

10 pl 5x HF Puffer 98 °C 10 Sekunden

1 pl dNTPs Tm 30 Sekunden

0,5 ul Primer A (50 uM) 72 °C 30 Sekunden / kb
0,5 ul Primer B (50 uM) Schritte 2-4 40x wiederholen

1l DNA-Template 72 °C 10 Minuten

0,5 ul Phusion DNA-Polymerase
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2.7.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmaten

Fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1,gé&cAgarosegele (in 1x TBE) mit
0,1 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Proben vaurdnit 6x DNA-Ladepuffer (R0O611,
Thermo Fischer Scientific) versetzt und fur etwa 88 40 Minuten bei 70 mA (100 V)
aufgetrennt. Zur GroRRenbestimmung der DNA-Fragmehémte der GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (SM0331, Thermo Fischer Scientific). Alaufpuffer diente 1x TBE-Puffer. Die

DNA-Molekile wurden auf einem UV-Transilluminatacistbar gemacht und dokumentiert.

2.7.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationen von RNA- und DNA-Proben wurd@hotometrisch durch die
Absorption bei 260 nm bestimmt (Spektrophotomel&ermo Scientific). Fir die Messung
wurde 1 pl der Probe verwendet. Die Absorption tohei 260 nm entspricht etwa einer
Konzentration von 5@g/ml dsDNA, 30ug/ml ssDNA oder 4Qug/ml RNA. Der Grad der
Verunreinigung mit Proteinen wurde durch den Wem VA260nm/A280nm bestimmt. Bei

reinen Proben belauft sich dieser Wert auf 1,82His

2.7.6 Restriktionsverdau von DNA

Fiur den Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten ulagrRiden wurden Restriktionsenzyme
der Firma New England Biolabs verwendet. Die Reaktivurde entsprechend Tabelle 23
durchgefuhrt.

Tabelle 23: Reaktionsansatz fir den Restriktionsvetau von DNA Fir den Verdau von DNA wurde
standardmanig folgendes Reaktionsprotokoll verwende

Menge LOosung

<5ug DNA

3 ul 10 Reaktionspuffer
0,5 ul Restriktionsenzym
auf 30 pl mit Wasser auffillen

2.7.7 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor warmit dem Enzym T4-DNA-Ligase
(NEB, Frankfurt, Deutschland) und dem entsprecheri®Rleaktionspuffer durchgefihrt. Das
molare Verhaltnis von Vektor zu Insert wurde zwisehl:1 und 1:3 variiert. Die Ligation

erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur.
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2.7.8 Klonierung von Reporterplasmiden

FUr den Luciferase-Reporterassay wurden die Vekt@®L3 und pEZX verwendet. Die
3'-UTR des zu untersuchenden Gens wurden mitteR B@G genomischer Zebrafisch- oder
humaner DNA amplifiziert. Gleichzeitig wurden Ubeprimerextensions Xbal-
Restriktionsschnittstellen an die Enden der Amdife kloniert. Diese dienten einer gezielten
Integration der 3'-UTR hinter da#refly-Luziferasegen im pGL3-Vektor. Die verwendeten

Primer sind in Tabelle 24 aufgelistet.

Tabelle 24: Primersequenzen fur LuciferasereporteiKonstrukte Fur die Herstellung der Luciferase-
Reporterplasmide wurden folgende OligonukleotidePaimer verwendet.

Primer Sequenz (5 3

3'UTR hsa Scn4B F GCTCTAGACTCCCCCTCCTACCTGAGAG
3'UTR hsa Scn4B R GCTCTAGACCAGAACCTGGAATGCTGAT
3'UTR hsa Scnl1B F CGCTCTAGAAAGGAAGAGCCAGCCGTAAT
3'UTR hsa ScnlB R CGCTCTAGACTTCTGTAAAGAGACGAGGCTGA
3'UTR hsa KCNJ2F CGCTCTAGAACAACACGGTCTGTTGGTCA
3'UTR hsa KCNJ2 R CGCTCTAGAAGCGGAAACCCAAAATTACC
3'UTR dre ScnlB F CGCTCTAGACTTGAAGCTCTGTCCATCATGA
3'UTR dre ScnlB R CGCTCTAGATGATCCCATTTAAAGCGGAGT
3'UTR dre KcnJ2 F CGCTCTAGACGGGAAGGTTTGACAGACAC
3'UTR dre KcnJ2 R CGCTCTAGATCACCCACCTACTAAACCCC
3'UTR dre ScndBb F  CGCTCTAGAACACAATCACACATGCACGT
3'UTR dre Scn4Bb R CGCTCTAGATTTCCCCGACCATCACATCC
3'UTR dre KCNE1L F CGCTCTAGATTCCTTCTGAACCCCGGTAC
3'UTR dre KCNE1LR CGCTCTAGATCAGACCTGCAGACTGATGG
3'UTR dre KCNE4 F CGCTCTAGACTGCAGTTCCCGCCTAAATG
3'UTR dre KCNE4 R CGCTCTAGACATACCCATGCACATAGACCA

Die Amplifikate und der pGL-3-Vektor wurden mit deRestriktionsenzym Xbal verdaut und
durch eine Agarose-Gelelektrophorese mit anschid®e Extraktion aus dem Agarosegel
aufgereinigt. Der linearisierte pGL-3-Vektor wurdephosphoryliert, um eine Religation zu
verhindern. Hierfur wurde die Antarctic Phosphatést©289S, NEB) entsprechend dem
Reaktionsprotokoll aus Tabelle 25 verwendet. Dakiensansatz wurde fur eine Stunde bei
37 °C inkubiert und anschlieBend fir 5 Minuten B8i °C hitzeinaktiviert. Anschlie3end

wurde das Amplifikat in den dephosphorylierten \@ekigiert und inE.coli transformiert.
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Tabelle 25: Reaktionsansatz fir die Dephosphoryliemg von linearisierten Plasmiden Vor der
Ligationsreaktion wurden die linearisierten Plasenigphosphoryliert, um eine Religation zu vermeiden

Menge Losung

1-5ug linearisiertes Plasmid

3 ul 10x Antarctic Phosphatase Reaktionspuffer
1l Antarctic Phosphatase (5 Einheiten)

auf 20 pl mit Wasser auffillen

2.7.9 Herstellung von RNA-Hybridisierungssonden

Fur die Herstellung von RNA-Hybridisierungssondearaden Primer fur die Amplifikation

der entsprechenden kodierenden Sequenz entworferveDvendeten Primer sind in Tabelle
26 aufgelistet. Als DNA-Template diente cDNA aus fgf Zebrafischembryonen. Die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Geld&tephorese und anschliel3ender
Extraktion aus dem Gel aufgereinigt und in den g&Rktor kloniert. Vor der Synthese der
RNA-Sonde wurde das Plasmid durch einen Restrigtierdauupstreamder kodierenden

Sequenz linearisiert. Die Linearisierung des Pldsndient dem gezielten Transkriptions-
Abbruch bei der antisense-RNA Synthese. Fur diestdbung der Sonde wurde das

mMessage mMachine Kithermo Fischer Scientific, Karlsruhe, Deutschlavetwendet.

Tabelle 26: Primer zur Herstellung derin-situ-HybridisierungssondenDie aufgelisteten Primer wurden zur
Amplifikation der entsprechenden Sequenzen ausafisbh-cDNA verwendet, um anschliel3énesitu-Sonden
fur die angegebenen Gene herzustellen. aathied myosin heavy chajrvmhc:ventricular myosin heavy chain
nppa:natriuretic peptideA, myl7:myosin light chain ;/tbx2b:T-Box 2 Bish:in-situ-Hybridisierung.

Primer Sequenz (5> 3

vmhcish F  CCCAGCTAACCAGAAGCAAG
vmhcishR CTGGGCTCGCAGAATCTTAC
amhcish F  ACCGGGAGAATCAGTCTGTG
amhcishR CCTGGTCCACACTTTGTCCT
nppaish F ACACGTTGAGCAGACACAGC
nppaishR  TGTTAACAAATTAAGCCGTATTGT
myl7 ishF CTCTTCCAATGTCTTCTCC
myl7ishR  TATTTCCAGCCACGTCTA

tbx2b ish F ATGGCTTACCACCCTTTCCACG
tox2bishR  CGTCTTTCTTCTCCGCAATAGGC
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2.8 Sonstige Methoden

2.8.1 Patch-clamp

Fur die Ableitung von ventrikularen Aktionspotetgia wurde diepatch-clampMethode
angewandt. Beinpatch-clampwird die Membran der zu untersuchenden Zelle rimere
Kapillare gedffnet. Uber die Offnung kann die etidhe Spannung an der Zellmembran

gemessen werden.

Die patch-clamp Versuche erfolgten an der Zebrafischliniég(Myl7:GFP) die
kardialspezifisch GFP exprimiert. Die Reporterlimieente zur Erleichterung der Entnahme
der Herzen. Das Chorion von 48 hpf Zebrafischemteypo wurde entfernt und die
Embryonen in Leibowitz-15 (L15)-Medium tberfihrta® Medium enthalt Calciumionen
und dient der Aufrechterhaltung der kardialen Fiorktnach der Entnahme aus dem
Zebrafischembryo. Den Embryonen wurde unter demorEkrenzmikroskop das Herz
entnommen. Daflur wurde der Fisch mit einer Kan@eéQ) fixiert und mit einer zweiten
Kanile (27G) jeweils ein Schnitt proximal und distas Herzens gefiihrt. Das Herz wurde

mit einer Pipette in eine 2-cm Kulturschale Gberfiih

Fur diepatch-clampAufnahmen wurden ausschlief3lich vollstandige ymohgan schlagende
Herzen verwendet. Die Aufnahmen der APs erfolgten Raumtemperatur und wurden in
current clampKonfiguration durchgefiihrt. Die Au3enlésung bedtanis L15-Medium (mit
den Zusatzen von 100 U/ml Penicillin und 100 pg8tleptomycin). Die Pipettenlésung
enthielt 139 mM KCI, 10 mM NaCl, 0.5 mM MgCI2, 5 mMg-ATP, 0.5 mM EGTA,
0.4 mM GTPTris und 10 mM HEPES mit einem pH-Werhvh2. Die Pipetten besalien
einen Widerstand von 1,5 — 5(M Die Daten wurden mittels 4-Pol Besselfilter (8)dnit
1-2 kHz tiefpassgefiltert und mit einer Rate vod(bkHz digitalisiert. Die Signale wurden
mit einem Verstarker (RK-400, Bio-Logic SAS, Claksance) und der pCLAMP-Software
(Axon Instruments) aufgenommen und analysiert. Bies wurden durch 5 ms sub-
Schwellenwert-Impulse initialisiert. Die APD wurdem Zeitpunkt der Depolarisierung bis
zur 50 %igen (APEy) und 90 %igen (APE) Repolarisierung gemessen.

2.8.2 Elektronenmikroskopische Analysen

Zebrafischembryonen verschiedener Entwicklungsstaavurden in 4 %iger PFA-LOsung
Uber Nacht bei 4 °C fixiert. Am folgenden Tag wurddie Embryonen mit Osmiumséaure
behandelt. Dieser Schritt dient zur Kontrastverbrssy unter dem Transmissions-
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elektronenmikroskop (TEM). Zusétzlich wurden die lEgonen mit einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert. Die dehydrierten Embryomemden in Epon 812 eingebettet. Nach
einer Aushartungszeit von 24 Stunden wurden dierigomen mit einem Mikrotom in 70 nm

breite Schnitte prapariert. Die Praparate wurdescldreRend mit Uranylacetat und
Raynoldscitrat behandelt. Dieser Vorgang diente ewrneinem besseren Kontrast.

Anschlie3end konnten die Praparate mit einem TEMyarert werden.
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3 Ergebnisse

3.1  Expression von miR-19 im Zebrafisch

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Uwrteusgen durchgefihrt, die eine
Dysregulation der miRNA-Expression in erkranktenmzée zeigteri® "3 Ikeda et al. zeigten in
einem mMiRNA-Screen von Herzgewebeproben aus HeR@in eine Veranderung von etwa
50 % der detektierten miRNAs. Insbesondere die &gwon von miR-19a und miR-19b war
in Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCMnd Aortenstenose (AS) mit einer
Reduktion auf bis zu 37 % stark vermind@rt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zebrafischweamndet, um die Rolle von miR-19 in der
kardialen Funktion aufzuklaren. Die Sequenz von +18R& und miR-19b ist innerhalb der
Vertebraten vom Zebrafisch bis zum Menschen aufl@bildebene zu 100 % konserviert
(Abbildung 6). Diese starke Sequenzhomologie deudetf eine essentielle und
moglicherweise konservierte Funktion hin. miR-1%a umiR-19b sind die zwei Isoformen
der miR-19-Familie, die im Saugetier vorhanden sindZebrafischgenom sind zwei weitere
Isoformen kodiert. Durch Genduplikationen stelletwae 30 % des Zebrafischgenoms
orthologe Kopien anderer, bereits vorhandener Giné® Ein solches Duplikationsevent
fuhrte im Zebrafisch wahrscheinlich dazu, dass ien@n vier Isoformen von miR-19 zu
finden sind: miR-19a-d. Die Sequenzen dieser weformen sind in Abbildung 7 dargestellt.

miR-19a miR-19b
Danio rerio 5’-ugugcaaaucuaugcaaaacuga-3’ 5’-ugugcaaauccaugcaaaacuga-3’
Homo sapiens 5’-ugugcaaaucuaugcaaaacuga-3’ 5’-ugugcaaauccaugcaaaacuga-3’
Mus musculus 5’-ugugcaaaucuaugcaaaacuga-3’ 5’-ugugcaaauccaugcaaaacuga-3’
Gallus gallus 5’-ugugcaaaucuaugcaaaacuga-3’ 5’-ugugcaaauccaugcaaaacuga-3’
Xenopus tropicalis  5’-ugugcaaaucuaugcaaaacuga-3’ 5’-ugugcaaauccaugcaaaacuga-3’

Abbildung 6: Sequenz von miR-19a und miR-19b in vexchiedenen VertebratenspezieAufgefihrt sind die
Sequenzen von miR-19a und miR-19b von unterscligeii Spezies innerhalb des Vertebratenstamms. Die
Homologie der Sequenz betragt 100 %. 88edSequenz ist grau unterlegt.

Neben der hohen Sequenzhomologie, liegt fir miRil@en Genomen vom Zebrafisch und
Saugetieren eine starke Syntenie vor. Dementspndchefinden sich die miR-19a und
miR-19b enthaltenden Cluster in einer ahnlichen egechen Umgebung wie im

menschlichen Genom (vgl. Abbildung 3).
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dre-miR-19a
UGGUGCAGUUCUCUGBRIWAUUGCAUAG UU-GCACUAGAGAAAACGGGAGUGUGCAAAUCUAUGCAAAACLERUGGCCUGCUGC

FhkAEIE * Kk Kk KAk Kk Sk dkokkdokokkdkokkok

dre-miR-19b
GCUGGACCCCCGGUCBUUUUGC-UGG-UUUGCAUUCBBUUAAGACUGUGOGOGCAAAUCCAUGCAAAAQUERIGGCAGC
FhkkkkkRIRFhhhkkkkkkkkkk

Fkkkkkk kkk Kkkkokkkkkkk

dre-miR-19c¢
UGGAAAAGCCCUGUUAUCUGGCAGUUUUGCA-GGAUU-GCAUCCHRBUAUUACAACAUBCGUGCAAAUCCAUGCAAAACTITECGCCAGGGACAAAQCA
kkkkkkk Kk kk kkkk Kk * Fhkkkkkkkkkhkkkkkkkkkk

dre-miR-19d
GUUGUGUGGCGGWGCUUUGC-GGGGUGGGCAGUEABTCGUGUGGCCBGUGCAAACCCAUGCAAAACEBRCUGCGCUAC
Kkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkk

* kkkkk kk ok Kkk kokkk

Abbildung 7: Darstellung der Sequenzen von miR-19a im Zebrafisch Im Zebrafisch werden vier

homologe Isoformen von miR-19 kodiert: miR-19a-de [Beugenzen der reifen miRNA (grau hinterlegt)
unterscheiden sich in hdchstens zwei Nukleotideie Btar-Isoformen (gelb unterlegt) sind wenigerrlsta

konserviert.

Fur die Funktionsanalyse von miR-19 im Zebrafisclrde in dieser Arbeit zunachst die
Expression aller vier Isoformen untersucht. Hierfuwurde wahrend der
Embryonalentwicklung zu unterschiedlichen Zeitpenktdie Expression von miR-19a-d
mittels gRT-PCR quantitativ ermittelt. Bei der P&eaktion wurden spezifische Primer
verwendet, die die Unterscheidung der einzelnerfois®n erméglichen sollten. Die
Expression aller vier Isoformen von miR-19 war lteren Einzellstadium unmittelbar nach
Befruchtung der Eizelle zu detektieren (Abbildung Bs war zu beobachten, dass miR-19c
und miR-19d eine sehr viel schwachere Expressidwiesen als miR-19a und miR-19b
(Cri9amw =14; Gaowd =~20). Die Expression aller vier Isoformen von miR-1@irde
24 Stunden nach Fertilisatiorhqurs post fertilization,hpf) stark induziert. Zu diesem
Zeitpunkt nimmt das Herz seine Funktion auf und gfaran, erste Kontraktionen

durchzufthren.
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Abbildung 8: Expression von miR-19a-d wahrend der Enbryonalentwicklung des ZebrafischsDie relative
Expression von miR-19a-d wurde zu den angegebee#punkten wahrend der Entwicklung mittels gRT-PCR
detektiert. Die Expression aller vier Isoformen deibei 24 hpf stark induzierpf: hours post fertilization
(+ Standardabweichung; n = 3 mit 15 Tieren je Pyobe

Neben der zeitlichen Auflésung der miR-19-Expreasswéhrend der Entwicklung wurde
auch die raumliche Expression von miR-19 untersudhierzu wurde einein-situ-
Hybridisierung in Zebrafischembryonen bei 48 hpd U2 hpf mit spezifischelocked nucleic
acid (LNA)-Sonden gegen miR-19a und miR-19b durchgdfibNAs sind modifizierte
RNA-Oligonukleotide, die eine um 2-8 °C pro modiiter Base erhthte Schmelztemperatur
aufweisen und dadurch fur den spezifischen Nachweis kurzen DNA- und RNA-
Sequenzen eingesetzt werden kontiemie Expression von miR-19a und miR-19b zeigte
eine ahnliche Verteilung. Sie waren vor allem im déyosepten des Skelettmuskels und im
Herz zu detektieren (Abbildung 9).

miR-19a ‘ miR-19b
Yyy
48 hpf 48 hpf
miR-19a miR-19b
v ¥ ¥
*
72 hpf 72 hpf

Abbildung 9: Expression von miR-19a und miR-19b imZebrafischembryo Die Expression von miR-19a
und miR-19b wurde in Embryonen bei 48 hpf und 72 mittels in-situ-Hybridisierung untersucht. Die
Expression beider Isoformen war in den Myoseptédail@d und im Herz (Sterne) zu beobachtepf: hours post
fertilization.
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3.2 miR-19-Defizienz beeinflusst die Herzfunktion

Um die Rolle von miR-19 in der kardiovaskularen Kion zu untersuchen, wurde die
Expression von miR-19 in einekmockdowrExperiment transient verringert. Hierfir wurde
ein Morpholino verwendet. Aufgrund der hohen Hongdoder miR-19-Isoformen konnte ein
Morpholino entworfen werden, dass an die reife $aqualler vier Isoformen binden kann
(MO19; Abbildung 10). Dadurch sollte die Expressalter miR-19-Isoformen gleichzeitig

reduziert werden. Das Morpholino wurde mittels Mikijektion in das Einzellstadium der

Embryonen eingebracht.

dre-miR-19a

5’ ~-UGGUGCAGUUCUCUGCUAGUUUUGCAUAGUUGCACUACAAGAAAAC GGGAGUUGUG(EAAUCUAUGCAAMCUGAUGGUGGCCUGCUGC -3’

GACACGTTTAGGTACGTTTTGACT
dre-miR-19b

5’ ~GCUGGACCCCCGGUCAGUUUUGCUGGUUUGCAUUCAGCUUUUAAGACUGUGCGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGAUUGUGGCAGC-3"

CGACACGTTTAGGTACGTTTTGACT
dre-miR-19c

5’ ~-AAAAGCCCUGUUAUCUGGGGUGAGUUUUGCAGGAUUGCAUCCGGCUUUAUUACAACAUGCUGUGCAAAUCCAUGCAAAACUCGCUGCGCCAGGGACAAA-3'

ACTCAAAACGTCCTAACGTAGGCCG CGACACGTTTAGGTACGTTTTGACT
dre-miR-19d

5’ -GUUGUGUGGCGGUCAGCUUUGCGGGGUGGGCAGUCAGCCUCCGUGUGGCCGCUGUGCAAACCCAUGCAAAACUGAGCGCUGCGCUAC-3"

GTCGAAACGCCCCACCCGTCAGTC CGACACGTTTAGGTACGTTTTGACT

reife miRNA Star-Isoform MO19 [ MO19a Ml MO19b MO19c MO19d

Abbildung 10: Design der Morpholinos fiur einen miR49 knockdown Aufgrund der hohen Homologie der
miR-19-Isoformen konnte MO19 (griin) so entworfenrdem, dass es an alle Isoformen bindet. Fir den
spezifischerknockdowreinzelner Isoformen wurden Morpholinos designed,ash weniger stark konservierten
Sequenzen der pre-miRNA binden: MO19a (rot), MO1Blau), MO19c (violett), MO19d (orange). Die
Sequenzen der reifen miRNA und der Star-Isoforrd gitau bzw. gelb unterlegt.

Durch eine gRT-PCR aus RNA-Proben von 48 hpf Zétwhén wurde deknockdownraller
miR-19-Isoformen nachgewiesen (Abbildung 11). Digptession der reifen Isoformen von
miR-19a-d wurde durch die Injektion von MO19 um bis 90 % verringert. Als Kontrolle
wurde in einem weiteren Ansatz ein Kontroll-Morghol verwendet, das keine Zielsequenz

im Zebrafisch besitzt.
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Abbildung 11: Knockdown von miR-19a-d reguliert die Expression von cotrarlgibierten miRNAs Mittels
gRT-PCR wurde die Expression von miR-19-benachbaf@&nen untersucht. Exemplarisch dafir ist die
Expression von miR-363 und miR-25 aufgezeigt (in8tadabweichung; n = 3 mit 15 Tieren je Probe;
p < 0,05).

miR-19-defiziente Tiere zeigten typische Charaktéd@ einer kardialen Dysfunktion
(Abbildung 12A). Bei 48 hpf entwickelten die behahidn Zebrafische ein kardiales Odem
und einen Blutstau vor dem Herzen, was erste Hsmavauf eine gestdrte Herzfunktion
darstellt. In den kontrollinjizierten Fischen wardiese phéanotypischen Veranderungen nicht
zu beobachten. Um die kardiale Funktion genau atiramen, wurde zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten die Herzfrequenz und dientnlkulare Fraktionsverkirzung
(fractional shortening FS) als Indikator fur die Herzkontraktilitat besint. Die Fische
entwickelten durch den miR-Iéhockdowreine starke Bradykardie. Die Herzfrequenz wurde
hierbei um 28 % + 6,7 % (p < 0,005) verringert, Wassistent bis 72 hpf beobachtet werden
konnte. Die Bradykardie wurde zusatzlich durch eiegingerte Kontraktilitat begleitet. Die
FS betrug in Kontrolltieren bei 48 hpf 26 % + 3,94%d wurde durch eine MO19 Applikation
auf 19 % + 7,6 % reduziert. Dies entspricht einexdbiktion um 23 % (p < 0,005).
Interessanterweise wurde die bei 48 hpf hoch skamife Reduktion der Kontraktilitat bei

72 hpf wieder normalisiert, wahrend die Bradykand@sterhin bestand.
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Abbildung 12: Knockdown von miR-19 resultiert in einer kardialen Dysfunktion Fische mit einer
verringerten Expression von miR-19a-d entwickeligrische Charakteristika einer kardialen Dysfunktioit
einem kardialen Odem und einem Blutstau vor denezéfe(A). Zuséatzlich wurden Schlagfreque(®) und
ventrikulare VerkirzungsfraktiofC) signifikant reduziert (+ Standardabweichung; h4; p < 0.005).

3.3 Individueller knockdown einzelner miR-19-Isoformen

Die vier Isoformen von miR-19 sind zusammen miteaed MmiRNAs auf insgesamt vier
MIRNA-Clustern kodiert. Die einzelnen miRNA-Genen@nhalb dieser Cluster liegen eng
zusammen und sind teilweise nur durch 20 Nukleotideeinander getrennt. Aus diesem
Grund wurde Uberprift, ob durch den miR{rtbckdown eine ungewollte Regulation
miR-19-benachbarter miRNAs vorlag. Hierfiir wurdeeeqRT-PCR durchgefuhrt, bei der die
Expression von miR-19b-benachbarter miRNAs untdrswarde. Dabei zeigte sich, dass vor
allem die Expression von miR-363 signifikant vegent war (Abbildung 11). miR-363 wird
downstreamvon miR-19c¢ kodiert und ist zusammen mit diesdresaem pri-miRNA-Strang
exprimiert (Abbildung 3). Die verringerte Expressioon miR-363 liel3 die Moglichkeit
offen, dass die beschriebene Bradykardie und diengerte FS nicht durch ddmockdown
von miR-19, sondern durch eine verringerte Expogssion miR-363 verursacht wurden.
Diese Mdglichkeit sollte durch einen spezifischkaockdowrnvon miR-363 Uberprift werden.
Hierfir wurde ein miR-363-spezifisches Morpholind@363) in das Einzellstadium von
Zebrafischembryonen injiziert. MO363 wurde so enfeno, dass es die reife Sequenz von
miR-363 erkennt (Abbildung 13). Auf diese Weise tkags an die pri-, pre- sowie reife
mMiRNA binden und dadurch die Prozessierung deraddermolekile und die Aktivitat der

reifen miRNA inhibieren.
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dre-miR-363

5’ ~-CGGGUGGAUGACUCUGCAAUUUUAUUAGUGAUGGAAAAACUUCAAUAAAAAUUGCACGGUAUCCAUCUGUAAUCCGCUGGAUUCCAUUACCUGCGU-3"

TTAACGTGCCATAGGTAGACATTAG
MO363

Abbildung 13: Schematische Darstellung deknockdown-Strategie fir miR-363 Dargestellt ist disSequenz
der pre-miR-363. Das Morpholino fir démockdownvon miR-363 (MO363, griin hinterlegt) bindet an die
Sequenz der reifen miRNA (grau hinterlegt).

Die knockdowrEffizienz von miR-363 wurde mittels qRT-PCR ermiitt Hierfir wurde
RNA aus MO363- und kontrollinjizierten Zebrafischeryonen bei 48 hpf isoliert und die
relative Expression von miR-363 untersucht. Diedbrgsse zeigten, dass darockdown

erfolgreich war und die Expression von miR-363 antker 1 % reduziert wurde.
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Abbildung 14: Reduktion der miR-363 Expression Die Expression von miR-363 zeigte in 48 hpf
Zebrafischembryonen nach einem Morpholino vernmiételknockdown eine Reduktion auf unter 1 %
(x Standardabweichung; n = 3 mit 15 Tieren je Prgbe 0,05).

Phanotypisch zeigten miR-363-defiziente Fische reirsehr spezifischen Defekt der
Augenentwicklung. Ein gro3er Teil der Embryonenwackelte kleinere Augen mit einer
Stérung der Retinogenese bis hin zum vollstandigeriust der Augen (Abbildung 15A).
Auch in MO19-injizierten Embryonen war eine leich806rung der Augenentwicklung
festzustellen, die sich durch eine kleinere Augéfigr kennzeichnete (Abbildung 12A).
Dieser Effekt kénnte durch eine ungewollte Fehltagon von miR-363 nach MO19
Applikation verursacht worden sein. Die Schlagfemg und die FS, die durch eine MO19

Applikation reduziert wurden, blieben durch ein&nockdownvon miR-363 dagegen
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unbeeintrachtigt (Abbildung 15B, C). Diese Ergebaibestétigen, dass der kardiale Phanotyp
nicht durch die Fehlregulation von miR-363 bediisjt
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Abbildung 15: Transienter knockdown von miR-363 zeigte keinen Einfluss auf kardiale Fameter (A) Ein

Morpholino-vermittelterknockdownvon miR-363 fiihrte in Zebrafischembryonen zu sarkDefekten der
Augenentwicklung. Die Herzfrequen) und die FS(C) blieben nach einenknockdownvon miR-363
unverandert (+ Standardabweichung; n=11; p 5)0,0

Um eine hoéhere Spezifizitat zu gewahrleisten unue eder vier miR-19-Isoformen als
ursdchlich fur die Regulation der kardialen Parametu identifizieren, wurde in einem
nachsten Schritt die Expression der miR-19-Isofornmelividuell reduziert. Hierfur wurden
vier Morpholinos verwendet, die im Bereich der Stmformen von miR-19a-d binden
(MO19a, MO19b, MO19c, MO19d; Abbildung 10). Die Skoform einer miRNA
bezeichnet den komplementaren Strang im miRNA-Dueser Bereich des miRNA-Gens
ist weniger stark konserviert und ermdglicht eszdpsch die Expression von miR-19a-d
individuell zu verringern. Um deknockdownder entsprechenden miRNA zu validieren und
die Expression der benachbarten miRNA-Gene zu udierp wurde eine gRT-PCR
durchgefuhrt. Hierbei wurde die Expression von ri&-d und aller miR-19-benachbarten
MIiRNA-Gene detektiert: miR-20a/b, miR-25, miR-363R-92a, miR-18a und miR-93.
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Abbildung 16: gRT-PCR von miR-19-Isoformen und benahbarter miRNAs Die Auswirkung des
spezifischerknockdownsron MO19a, MO19b, MO19c und MO19d auf die Expmsdienachbarter miRNAs
wurde mittels einer gRT-PCR untersucht. Lediglialroth einen MO19b-induzierteknockdownwurde keine
Regulation anderer miRNAs festgestellt (+ Standangdachung; n = 3 mit 15 Tieren je Probe; p < 0,05).

Die Ergebnisse der gPCR zeigen, dass durch denfispeen knockdownvon miR-19a,
miR-19¢c und miR-19d die Expression der jeweitlownstrearrkodierten mIiRNA
beeintrachtigt wurde (Abbildung 16). Der spezifisdtnockdownvon miR-19a resultierte
gleichzeitig in einer verringerten Expression voiRf0. Eine Verringerung von miR-19c
fuhrte zu einer schwacheren Expression von miR+363 die Verringerung von miR-19d
fuhrte zu einer verstarkten Expression von miR-26 miR-363. Lediglich in miR-19b-
defizienten Fischen war keine Verdnderung der ESqioa@ anderer miRNAs zu beobachten.
Neben der Dysregulation von benachbarten miRNAsyltierte die Reduktion von miR-19a,
miR-19b und miR-19c zusatzlich in einer verringeriexpression ihrer Familienmitglieder.
Da die Morpholinos so entworfen wurden, dass sie cie Prozessierung einer einzelnen
Isoform beeinflussen kénnen, ist die wahrscheisbetErklarung hierfur, dass die Primer in

der gRT-PCR aufgrund der starken Homologie deemnerhiR-19-Isoformen nicht zwischen
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den einzelnen Isoformen unterscheiden kdnnen. Dsdbedint vor allem die Expression von
miR-19a und miR-19b nicht individuell betrachtetrden zu kénnen.

3.4 Identifikation von miR-19b als kausale Isoform

In einem weiteren Versuch wurde die Morphologie debrafischembryos und die kardiale
Funktion nach einenknockdownvon miR-19b untersucht. miR-19b-defiziente Embryos
zeigten keine auffalligen, globalen, morphologisthe/eranderungen, die durch
Entwicklungsstorungen verursacht wurden (Abbilduigd). Es konnten jedoch, wie in
MO19-injizierten Zebrafischembryonen, kardiale Oéeond ein Blutstau vor dem Herzen
beobachtet werden. Wahrend eine MO19-Applikatioaiimer Storung der Augenentwicklung
resultierte, zeigten miR-19b-defiziente Fische imergfeich zu Kontrolltieren keine
Veranderung der Augengrol3e oder Augenform. Diegelkfrisse zeigen, dass eine Reduktion
von miR-19b spezifischer auf die Beeinflussung \ardialen Parametern wirkt und
gleichzeitig weniger unspezifische Effekte veruttaals eine Applikation von MO19.

Fur die Untersuchung der kardialen Funktion wurde lderzfrequenz von MO19b- und
kontrollinjizierten Fischen ermittelt. Es zeigtelsi dass miR-19b-defiziente Fische bei 48 hpf
eine um 36,1 % *=5,7 % (p < 0,005) reduzierte Hemienz aufwiesen. Die miR-19b-
Defizienz vermittelte Reduktion der Herzfrequenzr wamit etwas starker, als die MO19
vermittelte Reduktion, die die Herzfrequenz um 2B8,7 % verringerte. Zusammenfassend
zeigt sich, dass die Reduktion von miR-19b allessreicht, um den MO19-induzierten
Phanotyp zu reproduzieren, ohne dabei die Expressiderer miRNAs oder die Entwicklung
der Zebrafischembryonen in ihrer zu beeinflussars diesem Grund wurden die Analysen in

allen nachfolgenden Experimenten auf miR-19b foienss
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Abbildung 17: Identifikation von miR-19b als kausak Isoform (A) Ein transienteknockdowrvon miR-19b
mittels MO19b-Injektion in das Einzellstadium vomEryonen fiihrte zu einem karidalen Odem und einem
Blutstau vor dem Herzer(B) Zusatzlich entwickelten miR-19b-defiziente Zebsefie eine Bradykardie mit
einer um 36 % + 5,7 % verringerten Herzfrequenat@ndardabweichung;>n12; p < 0,005).

Damit ausgeschlossen werden konnte, dass der M@iBder MO19b-induzierte Phanotyp
durch off-targetEffekte der verwendeten Morpholinos verursacht deursollte in einem
weiteren Schritt die Expression von miR-19b durdheealternative Methode blockiert
werden. Hierfur wurde die CRISPR/Cas9-Methode vedee Fir die Sequenzbestimmung
der sgRNA fiir den miR-19knockoutwurde derchopchopAlgorithmus verwendet?® Um
eine hohe Spezifizitat zu gewahrleisten, wurde ufagaachtet, dass die sgRNA, ahnlich wie
die Isoform spezifischen Morpholinos, im Bereichr &ar-Isoform bindet (Abbildung 18).
Dies verhinderte eine unspezifische Bindung deMNs§Rn miR-19a, miR-19c oder miR-19d.
Die sgRNA wurde zusammen mit Cas9-Protein mittelkrdMnjektion in das Einzellstadium
von Zebrafischembryonen eingebracht. Als KontroMarde eine gegen GFP gerichtete
sgRNA verwendet, die keine Zielsequenz in Wildtyghafischen besitzt. Nach 24 Stunden
wurde die genomische DNA der Embryonen isoliert omtels T7E1-Assay auf Mutationen
im miR-19b-Gen untersucht. Das Ergebnis des T7Esays zeigt, dass die CRISPR/Cas9-
Methode eine hohe Mutations-Effizienz erreichte l{dung 18B). Von neun getesteten
Embryonen enthielten sieben mindestens eine Mutato miR-19b-kodierenden Gen.
Sequenzierungen des miR-19-Gens zeigten Deletiandninsertionen im Bereich der Star-
Isoform und der Droshsite (Abbildung 18A).
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A PAM SgRNA

GGGCCAGUCAAAACGACCAAACG
wt 5-ATTTGACCTT  GCTGGACCCCCGGTCAGTTTTGCTGGTTTGCATTCAGCTTTTAAGEUTE TG CAAATCCATGCAAAACTGATTGTGCAEACT-3!

mutl 5-ATTTGACCTT GCTGGACCCEe AGTTTTGCTGGTTTGCATTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGCARBTARSAACTGATTGTGGCABCACT-3"
mut2 5-ATTTGACCTT GCTGGACCCCC&E TTTTGCTGGTTTGCATTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGCAAATEBSAAGTGATTGTGGCARTACT-3"
mut3 5-ATTTGACCTT GCTGG- TTTTGCTGTTTTGCTGGTTTGCATTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGCAABTEEAACTGATTGTGGCABCACT-3"
mut4 5-ATTTGACCTT GCTGGACCCEE CAGTTTTGCTGGTTTGCATTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGONPRRTRRAACTGATTGTGGCABCACT-3"
muts 5-ATTTGACCTT GCTGGACCCCCGET TTTTGCTGGTTTGBSGTTTGBTTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGCAAATCCATGCAAAACTGRTTSETG
muté 5-ATTTGACCTT GCTGGACCCCCGGGTCCAGCAAACTGACCATTTCGATTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGCAAATCCATGCAAAACTEARTTZT
mut7 5-ATTTGACCTT GCTGGACCCCCGBIAGAGTTTTGCTGGTTTGCATTCAGCTTTTAAGACTGTGCGCTGTGONTATABAACTGATTGTGGCAGERA

negativ
Kontrolle 1 2 3 4 5

1.0+

0.5+

relative Expression

0.0

T
Kontrolle CRISPR19b

Abbildung 18: miR-19b-Reduktion durch einen CRISPRCas9 vermittelten knockout (A) Die sgRNA
gegen miR-19b (griin) bindet im Bereich der Stafeisa (gelb hinterlegt) von miR-19b (blau) und denoBha-
site. Die enstandenen Mutationen enthielten Irmeeth und Deletionen innerhalb dieser Bereiche (ftl
(B) Durch einen T7E1-Assay wurde die Effizienz der SRR/Cas9-Methode untersuclit) Die Expression
von miR-19b war in CRISPR/Cas9-injizierten Zebrafismbryonen signifikant reduziert.

Bemerkenswerterweise zeigte eine qRT-PCR, das&xjeession von miR-19b durch den
CRISPR/Cas9 vermittelteknockout ahnlich stark reduziert wurde, wie durch MO19b
(Abbildung 18C). Die Expression von miR-19b konnbereits durch eine MO19b-
Applikation maximal auf 50 % reduziert werden. B$ anzunehmen, dass die qRT-PCR
Primer, aufgrund der starken Homologie von miR-u8d miR-19b, die Expression dieser
beiden Isoformen nicht getrennt voneinander nactemekonnen. Entsprechend konnte durch
einen CRISPR/Cas9 vermitteltenockoutdie Expression von miR-19b vergleichbar stark auf
etwa 60 % reduziert werden. Die vermeintlich vesibéne Expression wird durch die

unveranderte Expression von miR-19a begrtindet.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Herzaguwurch eine CRISPR/Cas9-vermittelte
Reduktion der miR-19b-Expression &hnlich stark régltt wurde wie in MO19b-injizierten
Zebrafischembryonen (Abbildung 19). Die Herzfrequevurde in 48 hpf Zebrafischen um
etwa 37,7 % £ 9,5% (p < 0,005) reduziert. Zusatzpersistierte die Bradykardie mindestens
bis zu 5 Tage nach Fertilisatiodalys post fertilizationgpf). Dies zeigt, dass die verringerte
Expression von miR-19b spezifisch fur die Bradykarderantwortlich ist und Morpholino
vermittelteoff-targetEffekte ausgeschlossen werden kdnnen.
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Abbildung 19: Relative Herzfrequenz nach MO- und CRSPR/Cas9-vermittelter miR-19b-Reduktion
(A) Die Herzfrequenz von 48 hpf und 72 hpf Zebrafischeyonen wurde durch MO19b-Inketion auf 60 — 65 %
reduziert. (B) Durch einen CRISPR/Cas9-vermittelténockoutvon miR-19b wurde die Herzfrequenz in
Zebrafischemryonen &hnlich stark reduziert und ipgest Uber 5 dpf (z Standardabweichung; n = 10;
p < 0,005).

3.5 miR-19b-defiziente Fische zeigen keine Entwiakhgsdefekte

3.5.1 Die Morphologie von miR-19b-defizienten Zebifesschherzen ist unbeeintrachtigt

Die Beeintrachtigung der kardialen Funktion kannrctu unterschiedliche Ursachen
hervorgerufen werden. Um zu uberprifen, ob morghisthe Veranderungen die kardiale
Dysfunktion nach einem miR-1%mnockdown verursachen, wurden zunéchst die
makroskopische Morphologie und die detailliertenstdibgischen Strukturen des

Zebrafischherzens untersucht.

Tg(Myl7:EGFP) Tg(Myl7:EGFP)

48 hpf |[MO19b

Abbildung 20: Der knockdown von miR-19b hatte keinen Einfluss auf die Morpholgie des
Zebrafischherzens miR-19-defiziente Tg(myl7:GFP)Zebrafischembryonen wurden bei 48 hpf frontal
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Morphaodes Herzens zeigte keine Veréanderungen. Heast-
tube jogging dascardiac loopingund die Abgrenzung von Ventrikel (v) und Atriun) ¢@aren klar zu erkennen.
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Um die Morphologie des Herzens auf Veranderungechdeinen miR-19nockdownzu
Uberprufen, wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnaih vonTg(Myl7:GFP)}Zebrafischen
gemacht. Myl7 ist ein kardial spezifisches Gen uhdnt als Marker fir die kardiale
Differenzierung. miR-19b-defiziente Fische zeigteme normale kardiale Morphologie.
Ventrikel und Atrium waren klar voneinander zu tien und der AV-Kanal deutlich zu
erkennen (Abbildung 20). Daseart-tube joggingund das kardialelooping waren
ordnungsgemald ausgebildet. Diese Ergebnisse wuldgeh histologische Untersuchungen
bestétigt. Die histologischen Analysen zeigten,sddas Wachstum des Myokards nicht
beeintrachtigt war und dass der Ventrikel eindeutigch einen AV-Ring vom Atrium
getrennt vorlag (Abbildung 21). Weiterhin waren diegenanntercushions welche die

Vorlaufer der Herzklappen bilden, nicht beeintrégtht

e A
. S
VR

, J

Abbildung 21: Histologische Analysen zeigten keinerkEinfluss durch miR-19b-Defizienz Eine H&E-
Farbung vor(A) kontroll- und(B) MO19b-injizierten Embryonen bei 72 hpf zeigte enemale Kardiogenese
und Herzmorphologie. MaR3stabsbalken: 50 um, A:ufstriavc: atrioventrikularer Kanal, cushiongVorlaufer
der Herzklappen), endo: Endokard, myo: Myokard/emntrikel.

In den folgenden Experimenten wurde durch eimieole-mountin-situ-Hybridisierung
Uberpruft, ob miR-19b die molekulare Identitat voatrialen und ventrikularen
Kardiomyozyten reguliert und somit mdoglicherweisskindar die Funktion des Herzens
beeintrachtigt. Anhand der kardialen Markerntricular myosin heavy chaifvmhqg und
atrial myosin heavy chaifamhq lasst sich die Spezifizierung der kardialen Zeile atriales
und ventrikulares Myokard beurteilen. D&nockdownvon miR-19b zeigte hier keine
Auswirkung auf die Starke oder die Lokalisation @spression (Abbildung 22). Weiterhin
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war diemyl7-Expression in miR-19b-defizienten Herzen verglbanhstark wie in Herzen aus
kontrollinjizierten Fischen. Zusatzlich wurde dientwicklung des AV-Kanals Uberprift.
Hierfir wurde die Expression vavatriuretic Peptide Anppa)und T-box protein 2k{tbx2b)
analysiert.tbx2bist ein transkriptioneller Repressor, der bei 48 $pezifisch im AV-Kanal
des Zebrafischherzens exprimiert wird und die Kamdifferenzierung inhibiert**% Die
Expression vomppawird unter anderem durdbx2binhibiert und ist folglich nicht im AV-
Kanal zu detektieret?* In beiden Féllen zeigte sich durch derockdownvon miR-19b kein

Unterschied in der Genexpression.

Abbildung 22: in-situ-Hybridisierung kardialer Marker in miR-19b-defizie nten Fischen Die kardiale
Expression vonvmhg amhg¢ myl7, nppa und tbx2b wurde durch eine Reduktion von miR-19b nicht
beeintrachtigt. Die molekulare Identitat von atialund ventrikularen Kardiomyozyten blieb unbedicittigt in
miR-19b-defizienten Herzen und dieyl7-Expression vergleichbar mit unbehandelten HerZaisatzlich war
die Expression vonppaundtbx2bund damit die molekulare Identitdt des AV-Kandtefle) unverandert.

3.5.2 Die Angiogenese in miR-19b-defizienten Zebiathembryos ist unbeeintrachtigt

Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die Herzfuoktnehmen kann, ist die Angiogenese. In
vorangegangenen Publikationen wurde berichtet, mi#Rs19b eine Rolle in der Angiogenese
spielt. In einer Studie von Yin et al. wurde miRb18Is ein Regulator des Zellzyklus von
Endothelzellen beschrieb&f. Zusatzlich zeigten Landskroner-Eiger et al., dasMausen

eine endothelspezifische Deletion des miR-17~92st€hs nach einer Ischamie zu einer
verbesserten Vaskularisierung der Extremitaten desl Herzens fihtt® Daher sollte in
einem weiteren miR-19knockdowrVersuch ausgeschlossen werden, dass eine Reduktion
von miR-19b die Angiogenese im Zebrafischembryo iffkesst. Hierfir wurden die
miR-19b-Expression imrg(kdrl:GFP)}Zebrafischen durch eine MO19b-Injektion reduziert.
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Die Tg(kdrl:GFP)Linie kodiert ein GFP-Gen, das durch einen endotheldpelén
Promotor in allen Blutgefal3zellen exprimiert wildie Durchlichtbilder zeigen, dass miR-
19b-defiziente Zebrafischembryonen den oben besodinien Phanotyp mit kardialem Odem
und Blutstau vor dem Herzen entwickelten (Abbildi&8). In den gleichen Fischen zeigen
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen keine bedegtendBeeintrachtigungen der
Angiogenese innerhalb der ersten funf Tage der ponlaten Entwicklung. Die Anzahl und
Auspragung der Intersegmentalgefaf3e sowie die Alsig der SubintestinalgefalRe war

nicht gestort.

Kontrolle MO-19

24 hpf 24 hpf

Tg(kdrl: GFP) 24 hpf Te(kdrl: GFP)

& v// 48 hpf V/

A A

Tg(kdrl: GFP) 48 hpf Tg(kdrl: GFP) 48 hpf

. 120 hpf 120 hpf
e A

o @

Tg(kdrl: GFP) 120 hpf Tg(kdrl: GFP) 120 hpf

Abbildung 23: miR-19b-defiziente Zebrafische zeigte keine Defekte in der Angiogenes®ie miR-19b-
Expression wurde iTg(kdrl:GFP)Zebrafischen durch eine MO19b-Injektion reduzi®te Entwicklung der
Blutgefalle wurde wahrend der ersten funf Tage déwiEklung beobachtet. Die Fische zeigten Charétika
einer kardialen Dysfunktion, ohne dabei Defektdén Angiogenese aufzuweisen.
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Nachdem ausgeschlossen wurde, dass der miRdi®tkdown Auswirkungen auf die

kardiale Morphogenese und Differenzierung hat, wardltrastrukturelle Analysen mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) durchgefiiO19b-defiziente Fische zeigten
keine Auffalligkeiten in der molekularen StruktuerdKardiomyozyten. Die sarkomerischen
Einheiten waren hoch organisiert und an den Z-®emeklar abgegrenzt (Abbildung 24).
Weiterhin zeigte ein Querschnitt durch die Myofilemte keine Strukturverdnderung. Die

Myosin- und Aktin-Filamente waren regelmafiig angeet.

Abbildung 24: Elektronenmikroskopische Aufnahmen va miR-19b-defizienten Kardiomyozyten
miR-19b-defiziente Zebrafischembryonen zeigten bei 48 hpf tiansmissionselektronenmikroskopischen
Aufnahmen keine Unterschiede der Ultrastruktur veentrikularen Kardiomyozyten im Vergleich zu
Kontrolltieren. Die Struktur der Sarkomere war ghwt, die Z-Scheiben klar abgegrenzt und der Qbaitsc
der Myofilamente (Ecke rechts oben) zeigte einelreg3ige Anordnung. Grof3enstandard =1 um

Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauddss,miR-19b kardiale Prozesse nicht
Uber die Regulation der morphologischen und streken Entwicklungen oder durch einen
Einfluss auf die Spezifizierung kardialer Myozytbeeinflusst. Vielmehr besitzt miR-19b

vermutlich eine Rolle in der Regulation und Aufreerhaltung der kardialen Funktion.
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3.6 miR-19b-Defizienz resultiert in einer Verlangeung des Aktionspotentials

Eine reduzierte Herzfrequenz kann durch zwei uaokéeslliche Mechanismen verursacht
werden. Die erste Mdglichkeit liegt in einem de&rktSinusknoten, der eine pathologisch
niedrige Frequenz erzeugt. Die andere Moglichletitie Verlangerung der APD. Durch eine
gestoérte Repolarisation befinden sich die lonenkaiméeiner verlangerten Refraktarzeit, was
in einem niedrigeren Puls resultiert. Da die VeagiEming der APD ein bekanntes Symptom
bei HI-Patienten ist, wurde zunachst diese Hypatlsmlysierf. Um zu iiberpriifen, ob miR-
19b-defiziente Fische eine verlangerte APD aufwieseirde ein pharmakologischer Ansatz
gewahlt™® Durch die Behandlung von Zebrafischembryonen netféhadin wurde der
repolarisierendex}-Strom inhibiert und das ventrikulare AP klnstlrlangert (Abbildung
25). Wird das ventrikulare AP Uber eine gewissewstle hinaus verlangert, zeigt der
Zebrafisch einen sehr charakteristischen und dintfadbeobachtenden Phénotyp, bei dem der

Ventrikel lediglich nach jeder zweiten atrialen Kaktion schlagt®” 18419

Terfenadin

-
-
-
- -

Véfl‘apgerung

H\

Abbildung 25: Schematische Darstellung der pharmakiogischen Wirkung von Terfenadin Nach der
initialen Repolarisierung ventrikulérer Kardiomydey entsteht durch ein Gleichgewicht von einstrdoeen
C&*-lonen (k,) und auswartsgerichtetegAStromen eine Plateauphase. Durch die Verstarkend«dStrome
wird das Membranpotential repolarisiert. Terfenadtindet an KCNH2, denyl-vermittelnden Kanal und
inhibiert dessen Aktivitat. Dadurch kommt es zu eeirgestérten Repolarisierung und somit zu einer
Verlangerung des Aktionspotentials.

48 hpf Zebrafische wurden mit einer subphanotym@acherfenadin-Dosis behandelt, bei der
die Kontrollfische keinerlei Phanotyp entwickeltamm sie fir einen APD-Verlangerungs-
typischen AV-Block zu sensitivieren. M-Mode-Analysezeigen, dass die Terfenadin-
Behandlung in 25 % + 4,1 % der miR-19b-defizienkeéschen zu einem solchen AV-Block
fuhrten, wahrend kontrollinjizierte Fische weiterheinen regelmafligen Herzschlag zeigten

(Abbildung 26). Dies lie3 vermuten, dass eine m#@R-Defizienz zu einer
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subphéanotypischen Verlangerung des AP fluhrte, wabdwlie Fische fur die weitere
pharmakologische APD-Verlangerung sensitiviert vemrdund LQTS-charakteristische

Symptome entwickelten.
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Abbildung 26: miR-19b-Defizienz sensitiviert Zebrafsche fir einen AV-Block miR-19b-defiziente4d8 hpf
Zebrafischembryonen wurden mit subphéanotypischerfefiadin-Dosen (30 pM) behande{d) M-Mode-
Analysen zeigen, dass eine miR-19b-Defizienz iremimAV-Block resultierte(B) Wahrend kontrollinjizierte
Tiere keinen Phanotyp zeigten, war der charakisctls¢ 2:1-Rhythmus in 25 % + 4,1 % der miR-19b-
defizienten Embryonen zu beobachten (+ Standardabweg; n = 3 mit= 10 Tieren pro Gruppe; p < 0.05).

Um den Einfluss von miR-19b auf die ventrikulareDARu bestéatigen, wurden ventrikulare
APs von kontrollinjizierten und miR-19b-defizientéterzen aufgenommen. Hierflr wurden
die Herzen von 48 hpf Zebrafischembryonen herapspigrt. Die APs wurden mittefsatch-
clampam Ventrikel des Herzens abgeleitet. Das Ruhepatdr68,5 + 2,9 mV) und die APD
(APDsg: 286 = 9,7 ms; APBR: 349,9 £ 9,9 ms) von kontrollbehandelten Herzerrewa
vergleichbar mit bereits verdffentlichen Ergebniss@Abbildung 27)*° In MO-19b-
injizierten Embryonen waren die ABPum 57 % = 3,8 % und die ARPum 39 % £ 3,5 %
signifikant verlangert. Zusatzlich war zu beobanohtelass in der Phase der frihen
Repolarisierung die Form des AP veréandert war. dogenannteotch der Knick im AP vor
der Plateauphase, war in miR-19b-defizienten Hestark abgeflacht (Abbildung 27).
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Abbildung 27: miR-19b-Defizienz resultierte in einen verlangertem Aktionspotential (A) Ventrikuléare
Aktionspotentiale wurden mittelpatch-clampan explantierten Herzen von miR-19b-defizienteraésch-
embryonen abgeleitet. Eine miR-19b-Defizienz résu# in einer Verlangerung des Aktionspotentiaigl u
einem abgeflachtermotch (Stern). (B) Die APD wurde durch eine Reduktion von miR-19b leémer
Repolarisierung von 50 % (ARE) um 57 % + 3,8 % und 90% (AR um 39 % + 3,5 % verlangert (+
Standardabweichung;>n10 Aktionspotentiale aus 5 Herzen; p < 0.05).

3.7 miR-19b reguliert die Expression kardialer lon@kanale

Eine Verlangerung der APD tritt in der Regel auénw die Expression oder die Funktion
kardialer lonenkanéle beeintrachtigt ist. Um didekolaren Mechanismen zu verstehen, Gber
die eine miR-19b-Reduktion zu einer APD-Verlangerdinhrt, wurde mittels qRT-PCR die
Expression von kardialen lonenkanéalen untersuciet, it der APD in Zusammenhang
stehen. Das Ergebnis der Expressionsanalyse deaigs, in miR-19b-defizienten Embryonen
diverse lonenkandle fehlreguliert vorlagen (Abbiidw28). Bemerkenswerterweise blieb die
Expression von HCN4 durch einen miR-1@imckdown unbeeintrachtigt. HCN4, der
lonenkanal der den sogenannfenny currentbildet, besitzt im Sinusknoten die Aufgabe,
den Sinusrhythmus vorzugeben. Die unbeeintrachtigggression dieses Kanals weist auf

eine normale Entwicklung und Funktion des Sinusénstin.
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Abbildung 28: Expressionsanalyse kardialer lonenkaéle nach miR-19bknockdown Die Expression von
lonenkanalen, die mit einer Verlangerung oder Verlig der APD und dem LQTS im Zusammenhang stehen,
wurde in miR-19b-defizienten Zebrafischembryonen &8 hpf untersucht. Die Expression von KCNA4,
KCND3, SCN12Ab und CACNAILC zeigten eine Reduktiarshrend KCNE1, KCNE4, KCNJ2, SCN1B und
SCN4Bb eine verstarkte Expression aufwiesen. Dbiemformatische Analysen wurden potentielle miRz419
Zielgene ermittelt - in blau dargestellt (= Stardddbweichung; n = 3 mit 15 Tieren je Probe; p < 1,05

Die Kanale SCN1B und SCN4Bb zeigten nach einer #AReduktion eine verminderte und
SCN12A eine erhohte Expression. Diese Kanale stedex Depolarisation in Phase 0O
(Abbildung 29). Zusatzlich wiesen dig-Strom assoziierten Kanale, KCNA4 und KCND3,
die hauptsachlich denotch regulieren, eine verringerte Expression auf. CAQRA ein
L-Typ Calciumkanal der wahrend der Plateauphasag@R) aktiv ist, zeigte eine verringerte
Expression. Weiterhin wurden kanalassoziierte Rretevdhrend der Repolarisationsphase
(KCNE1, KCNE4) und wéahrend der Ruhephase (KCNJ2)rstiekt exprimiert.
Zusammengefasst wurden durch eikeanckdownvon miR-19b lonenkanéle aus allen Phasen
des AP fehlreguliert (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung eines Aktisgpotentials und die Rolle von miR-19b regulierter
GeneDer Verlust der miR-19b-Expression resultiertedebrafisch in einer veranderten Expression zahiegic
kardialer lonenkanéle. Die beeinflussten lonenkandernehmen in jeder Phase des Aktionspotentiaés e
Rolle.

In weiteren Analysen wurde die direkte Regulatiaan vmiR-19b auf die fehlregulierten
lonenkanéle untersucht. Da eine Reduktion von ndR-2u einer verstarkten Expression
eines Zielgens fiuhren sollte, wurden die hochregidn lonenkandle KCNE1, KCNEA4,
KCNJ2, SCN1B und SCN4Bb als potentielle, direkt vioniR-19b regulierte Zielgene
untersucht. Durch bioinformatische Analysen wurberfirtift, welche dieser Gene potentielle
Bindestellen in der 3-UTR fir miR-19b besitzen @Nung 28). Interessanterweise waren
alle lonenkanale mit einer verstarkten Expressiotenielle Zielgene fur miR-19b. Die
3-UTR des entsprechenden Gens wurde aus ZebrafBBA amplifiziert und in einen
Reporter-Vektor in die 3*-UTR eines Luciferasegétaniert. Bei einer direkten Regulation
durch miR-19b wiirde die Expression und somit digivii@ét der Luciferase durch eine
Kotransfektion von miR-19mimicinhibiert werden. Die Luciferaseaktivitat wurihevitro in
HEK293-Zellen Uberprift. So konnte gezeigt werddass miR-19b eine direkte Regulation
auf die 3*-UTR von KCNE4, KCNJ2 und SCN1B ausubtigAthung 30). Durch Mutieren der
potentiellen Bindestellen in den 3*-UTRs von KCNE4&ZNJ2 und SCN1B wurde die miR-

19b-abhangige Repression aufgehoben.
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Abbildung 30: Luciferase-Reportergenassay zur Ubemiifung der direkten Regulation durch miR-19b
Die direkte Regulation von miR-19b auf die Expressvon potentiellen Zielgenen wurde mittels Lucifes-
Reportergenassay analysiert. Die 3'-UTR des patbati Zielgens wurde in einen Luciferase-Reporterge
Vektor kloniert und mit miR-19Imimicsin HEK293-Zellen kotransfiziert. Sowohl die Zelisgh- (A) als auch
die humaner(B) 3'-UTRs von KCNE4, KCNJ2 und SCN1B wiesen Bind#stefur miR-19b auf. Zuséatzlich
zeigte humanes SCN4B eine direkte Regulation domiét19b (+ Standardabweichung; n = 3; p < 0,05).

In einem weiteren Experiment wurde die direkte Ratgnn von miR-19b auf die homologen
humanen Gene Uberpruft. Hierfir wurden die Sequenis 3‘-UTRs der entsprechenden
Gene aus HEK293-DNA amplifiziert. Luciferasekonkteumit humanen Sequenzen zeigten
eine direkte Regulation bei KCNE4, KCNJ2, SCN1B 8@N4B (Abbildung 30B). Auch

hier konnte die miR-19b abhangige Repression duwehielte Mutation der miR-19b-

Bindestelle aufgehoben werden. KCNE1 konnte wettleMenschen, noch im Zebrafisch als
direktes Zielgen von miR-19b identifiziert werdebie Bindestellen und die eingefihrten

Mutationen sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Zebrafisch-Sequenzen

mir-19b: 3‘-~AgucaAaacGUAcCuaaACGUGU-5' mir-19b: 3'-aGUcAAaACGUAccUAAacguGu-5
[ = T IR N N ]
SCN1B-3'UTR5-aaUgcagUaauUGUaGcacUGCACAuaa-3' SCN4B-3'UTR:augUAuUUcUGCAUauAUUgaauUuau-3
RN I O Y (e

mut KCNE1-3'UTR: 5-aaUgcagUaauUGUaGcacUG gug AUAA-3* mut SCN4B-3'UTR-augUAUUUCUG guaauAUUgaauUuau-3*
mir-19b: 3-aGUcaaaacgUaccUAAACGUGU-5' mir-19b: 3-agucaAaacgUaccUAAACGUgU-5*
H f T [ T
KCNE1-3'UTR5'-guaUGaaacaaaGcacAUUUGCAUccga-3 KCNE4-3'UTR5"-acaauagUgaugGguuGUUUGCAgAaaa-3*
H ol N I

mut SCN1B-3'UTR: 5'-guaUGaaacaaaGcacAUU AC®\Uccga-3' mut KCNE4-3'UTR: 5'-acaauagUgaugGguuGUU acg AgAaaa-3*

mir-19b: 3-AgUcaaaaCGUAcCUaaacGugu-5°

KCNJ2-3'UTR5'-aaUaAacacaGCAUaGAggcaCugcac-3*

mut KCNJ2-3'UTR: 5-aaUaAacacaGC uau GAggcaCugcac-3*

Humane Sequenzen

mir-19b: 3-aGucaAaacGUacCUAAACGUGU-5 mir-19b: 3'-AGucaaaaCgUacCUAAACGUGU-5
fo T [: [o LT
SCN1B-3'UTR5'-cccCuccUccuUGCcuGAUUUGCACAcau-3* SCN4B-3'UTR:gcUUcucccaGaGecuGGUUUGCACAgcce-3°
[ T I [ I TR N R
mut SCN1B-3'UTR: 5'-cccCuccUccuUGcuGAUU acg ACAcau-3* mut SCN4B-3'UTR-gcUUcucccaGaGecuGGUU acg ACAgcc-3*
mir-19b: 3-aGucaAAacguaccuaaACGUGU-5' mir-19b: 3-aGUcaAaACGUACCuAaacGUgU-5
bl [ETTT [ 1 1 L
KCNE1-3'UTR5'-uccUcccUUgcacccauccUGCACAcau-3* KCNJ2-3'UTR:5'-uugaAccGeeGguUcauUUUGCACcuuc-3°
bl (. I T T O
mut KCNE1-3'UTR: 5'-uccUcccUUgcacccauccUG gugAcau-3 mut KCNJ2-3'UTR: 5'-uugaAccGeecGguUcauUU acg ACcuuc-3'
mir-19b: 3'-~AGuCaaaacgUaccUAAACGUGU-5 mir-19b: 3-agucaAaaCguaCcUaAACGUGU-5
[ g R
KCNE4-3'UTR sitel: 5'-gaUCuGaacccaGeccAUUUGCACAcua-3 KCNE4-3'UTR site2:  5'-ggcauacUcaGgcgGaGaUUGCACAaag-3*
ol [ I
mut miR-19b: 3-AGuCaaaacgUaccuAA ugc UGU-5 mut miR-19b: 3-agucaAaaCguaCcUaA ugc UGU-5

Abbildung 31: Zielsequenzen von miR-19b in der 3‘-UR potentieller Zielgene Fur einen Luciferase-
Reportergenassay wurde die 3'-UTR des potentidiefgens in einen Luciferase-Reportergen-Vektonidd.
Mit dem Ziel, die durch miR-19b induzierte Inhiloiti der Expression aufzuheben, wurde die Zielseqjszier
3-UTR mutiert (in rot dargestellt).
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3.8 miR-19b-Defizienz vermindertreggae™* -Phénotyp

Um den spezifischen Effekt von miR-19b auf die Ei@ihysiologie des Zebrafischherzens
weiter zu verdeutlichen, wurde eiascueExperiment durchgefihrt. Ein klassischrescue
Experiment, bei dem die Expression eines kausaielgehs normalisiert wird, ist in diesem
Zusammenhang sehr schwierig, da miR-19b die Exjoresdeler kardialer lonenkandle
beeinflusst und der Phanotyp eine Konsequenz auBylregulation aller Kanaltranskripte
darstellt (Abbildung 28). Eine Normalisierung alliehlregulierten Gene durch zusatzliche
Morpholinoinjektionen ware aufgrund der grof3en Anzchwer zu etablieren. Um weniger
die Normalisierung einzelner Transkripte, als desulttierenden Phanotyp in den Fokus zu
stellen, wurde in einem alternativeescueExperiment die zuvor beschriebemeggae
Mutante verwendetreggae wurde als ein Modell fir dashortQTS im Zebrafisch
beschriebert?’ Durch einegain-of-functioaMutation im KCNH2-Gen wird der Kaliumstrom
Ik verstarkt und die ventrikulare Repolarisierung chésunigt. Die dabei entstehende
Verkirzung des ventrikularen AP resultiert in eineh@notyp, der in allen homozygoten und
in etwa der Halfte der heterozygoteaggaeMutanten beobachtet werden konnte. Die
reggaeMutanten zeigten Phasen von atrialer Fibrillati@mus-atrialer Blockaden und

vollstandigem Herzstillstand.

/+...K
miR-19b

Abbildung 32: Darstellung der Rolle von miR-19b inder kardialen Elektrophysiologie miR-19b reguliert
direkt die Expression von Proteinen die mit llxs und k; assoziiert sind. Durch die erhéhte Expressionedies
kardialen lonenkanale wird das AP verlangertrdggaeMutanten liegt der Kalium-Stromy,l verstéarkt vor,
wodurch das Aktionspotential verkirzt wird. In emeescueExperiment soll dieser Effekt durch einen
knockdownvon miR-19b aufgehoben werden.
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Die Hypothese hinter denmrescueExperiment bestand darin, durch einen miR-19b-
knockdowndie Arrhythmien inreggaeMutanten zu verhindern. Dabei sollte die miR-19b-
Defizienz vermittelte Verlangerung der APD die Jawe APD derreggaeMutanten
normalisieren (Abbildung 32). In einerascueExperiment wurde der Effekt einer miR-19b
Reduktion auf den Phanotyp von homozygoten und rémtgoten reggaeMutanten
untersucht. Eine Applikation von MO19b hatte keinémfluss auf den Phanotyp von
homozygoten Mutanten. Der Anteil von homozygoteggaeMutanten, die einemeggae
spezifischen Phanotyp aufzeigten, wurde durch ggmeingerte Expression von miR-19b
nicht beeinflusst (Abbildung 33). In heterozygotbtutanten hingegen war dagscue
Experiment erfolgreich. Durch eine Reduktion vonRriOb konnte dem Phanotyp
entgegengewirkt und die Anzahl der Arrhythmien aifgnden Embryonen signifikant um
33 % + 5,2 % reduziert werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: miR-19b-Defizienz verringert die Anzanl phanotypischer reg”-Mutanten Fir einrescue
Experiment wurde die miR-19b-Expressionr@ggaeMutanten verringert. Die miR-19b-Defizienz verraite
Verlangerung des AP war nicht ausreichend, um git tie Anzahl phanotypischer Embryonen zu verringern,
konnte jedoch die Anzahl phanotypischeg” -Mutanten um 33 % + 5,2 % reduzieren (+ Standasgéthung;

n = 73 Tiere aus 3 unabhangigen Versuchen; p 9.0,05
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, ldiediale Funktion der nicht-kodierenden
RNA-Isoformen der miR-19 Familie zu charakterisiereMithilfe des Zebrafischs als

Tiermodell wird aufgezeigt, dass insbesondere n8iR-dine essentielle Rolle in der kardialen
Elektrophysiologie Gbernimmt. Durch direkte undireite Regulation kardialer lonenkanéle
beeinflusst miR-19b als ein wesentlicher Faktor gedBch die APD und die Form des

ventrikularen AP.

Die miR-19-Familie bildet eine Gruppe von nicht-lerénden RNA-Molekilen mit einer
starken Konservierung innerhalb der Vertebratee. ®8quenzen und die Syntenie der miR-
19-Isoformen im Zebrafisch zeigen eine hohe Homielagm S&ugetiergenom. Der einzige
Unterschied besteht darin, dass das Zebrafischgem@m miR-19-Isoformen kodiert,
wahrend die miR-19-Familie im S&ugetier nur aus izwssformen besteht. Durch
Chromosomenduplikationen, die im Fisch im Laufe Beolution nach der phylogenetischen
Abspaltung der Saugetierlinie stattfanden, besiezt Zebrafisch in vielen Fallen zuséatzliche
orthologe Varianten eines bestimmten GEfiBei einer dieser Chromosomenduplikationen
sind wahrscheinlich im Zweig der Teleosten die dsamfen miR-19¢ und miR-19d
entstanden®” Nach einer Genduplikation werden zusétzliche Qot® in ihrer Expression
haufig herunterreguliert und zu Pseudogenen degntadi° Dies wiirde erklaren, weshalb
miR-19c und miR-19d im Zebrafischembryo schwachenaR-19a und miR-19b exprimiert
vorliegen. Die starke Konservierung von miR-19a omR-19b weist auf eine essentielle und
konservierte Funktion hin. Die Expression dieseidée miR-19-Isoformen wird in der
vorliegenden Arbeit in den Myosepten und im Herdes Zebrafischembryos nachgewiesen.
Bei 24 hpf wird die Expression stark induziert. diesem Zeitpunkt nimmt das Herz seine
Funktion auf und fangt an, kontinuierlich zu kohigxen. Die zeitliche Ubereinstimmung der
miR-19-Expression mit der Funktionsaufnahme dexzétfes weist auf eine Rolle von miR-19

in der kardialen Funktion hin.

Die relative Expression von miR-19 wurde in derliegrenden Arbeit stets mittels qRT-PCR
nachgewiesen. Die Expressionsanalyse nach einemidueéllen knockdownvon miR-19a

und miR-19b zeigt jeweils eine Reduktion beidefdsmen. Die Expression beider Isoformen
kann durch eine Erhéhung der Morpholino-Konzentragh nicht weiter reduziert werden.
Dies lasst vermuten, dass der individuekaockdown spezifisch die Expression der

entsprechenden Isoform reduziert, die Primer jedaelizreaktiv beide Isoformen binden.
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Dadurch kann in der Quantifizierung mittels qRT-P@Eht zwischen miR-19a und miR-19b

differenziert werden.

Die Kausalitat des Phanotyps konnte auf die Redoktion miR-19b beschréankt werden.
Eine Reduktion von miR-19b ist ausreichend, um @redykardie in Zebrafischembryonen
zu induzieren. Als Ursache fur die Bradykardie veurdine Verlangerung der APD
identifiziert. Der Zusammenhang zwischen einer ARBIAngerung und einer Bradykardie
konnte bereits in anderen Studien ermittelt werdémie Ursachen und die molekularen
Mechanismen, die zu einer Verlangerung der APD wmdhrder HI flhren, sind dagegen
unzureichend aufgeklart. Mit miR-19b liefert dieriegende Arbeit einen Kandidaten, der
die Veranderung der APD in HI-Patienten erklaremrké. Die verminderte Aktivitat von
repolarisierenden kStromen in HI-Patienten &hnelt vererbten Kanalwigat die ursachlich
fur LQTS-Erkrankungen sind. Daher wird die HI almee Form des erworbenen LQTS
beschriebedl’ Die veranderte Expression kardialer lonenkanalet geit einem erhéhten
Risiko einher, einen SCD zu erleiden und daran ewsterbert**'** Die bevorzugte
Behandlung von LQTS Patienten besteht in einer tosierten Verabreichung von
B-Blockern!**1>p-Blocker nehmen keinen direkten Einfluss auf dieDAReduzieren jedoch
die Wahrscheinlichkeit von Arrhythmiéfl® Erst nach einem iiberlebten Herzstillstand, wird
in LQTS Patienten das Implantieren eines Kardi@reiefibrillators (ICD) empfohleH.’
HI-Patienten wird ein ICD erst bei einer linksvékiitaren Ejaktionsfraktion von unter 35 %
eingesetzt!’ Die spate Indikation des ICD zeigt die dringendetwéndigkeit eines
biologischen Markers, der die Risikobewertung velmehsbedrohlichen Arrhythmien zul&sst.
miRNAs wurden bereits in vorangegangenen Studienvaihtige Regulatoren in einer Reihe
von pathologischen Prozessen beschrieben, die rer &ardialen Hypertrophie, HI oder

Arrhythmien flilhrer(2 74148149

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Reduktion miR-19b im Zebrafischembryo in einer
Bradykardie und einer verringerten Kontraktilitdésultiert. Auffallend ist, dass die
Bradykardie sehr konsistent in jedem Fisch zu bediea ist, wahrend der
Kontraktilitatsverlust nicht in allen miR-19b-deftnten Embryonen evident ist. Dies lasst
vermuten, dass miR-19b die Kontraktilitatt und diertrequenz Uber verschiedene,
voneinander unabhéngige Mechanismen beeinflusstreitBe veroffentlichte Studien
assoziieren miR-19 mit einer Bradykardie, Arrhytamiund Kardiomyopathien im Maus-
und Zebrafischmodef *>**°Der Mechanismus, der zu diesen pathologischerkEfiefiihrt,

ist bis heute weitestgehend unaufgeklart. In didgbeit wurde die Funktion von miR-19b

durch einen Funktionsverlust untersucht. Um eirteel®®pezifitdt zu gewahrleisten, wurde die
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miR-19b Expression durch einen Morpholino vermigel knockdown und mittels
CRISPR/Cas9-Genmodifikation reduziert.

Herzen aus miR-19b-defizienten Zebrafischembryonersen eine Verlangerung der APD
auf. Dieses Ergebnis wurde in dieser Arbeit dureteizunterschiedliche Experimente
bestatigt. Zunachst wurde ein pharmakologischeratmslurchgefihrt, bei dem das APD
verlangernde Medikament Terfenadin verwendet wubde.ventrikulare Repolarisation wird
durch die spezifische Inhibition der4Strome durch Terfenadin verzogert und die
Zebrafischherzen werden fir einen charakteristisch&V-Block zweiten Grades
sensitiviert:®”**® Aufgrund der zusatzlichen miR-19b-Defizienz vetsiten Verlangerung
der APD, entwickeln die Morphanten im Vergleich den Kontrollen schon bei geringeren
Terfenadin-Konzentrationen einen AV-Block. Die \&tgerung der APD wurde durch die
Ableitung eines ventrikularenompoundAP mittels patch-clampbestétigt. Dies zeigt, dass
die Reduktion von miR-19b nicht nur eine Folge Hierzinsuffizienz ist, sondern dass die
miR-19b-Defizienz eine APD verlangernde Ursachedst zu einer Bradykardie fuhrt. Das
abgeleitete AP zeigt neben einer signifikanten &egkrung eine veranderte Form im Bereich
desnotch, die auch bei kardiovaskularen Erkrankungen beokaatérden kani?*>3 Um
den grundlegenden Mechanismus aufzuklaren, tbemilRrL9b die Ladnge und die Form des
AP moduliert, wurde eine Expressionsanalyse voratweten LQTS-verursachenden Genen
durchgefuhrt. Die gestérte Expression von lonenkaméaus jeder Phase des AP zeigt, dass
miR-19b eine essentielle Rolle in der Regulation kkrdialen Elektrophysiologie besitzt.
Neben der verringerten Expression vog-aksoziierten Kandlen, wurde eine erhohte
Expression von depolarisierenden und repolaristEenonenkanalen detektiert. Besonders
interessant ist, dass sich die meisten dieser kamgtle als ein bioinformatisch
vorhergesagtes Zielgen fur miR-19b herausstelltbfittels Luciferase-Reporterassays
konnten SCN1B, SCN4B, KCNE1 und KCNJ2 als direkiggéne von miR-19b identifiziert
werden. Die miR-19b abhangige Regulation diesereGkonnte ebenfalls mit humanen
3-UTR Sequenzen nachgewiesen werden. Dies weistutidnin, dass die regulatorische
Funktion von miR-19b auch eine Rolle in der humaBkktrophysiologie des Herzens spielt.
Zusatzlich zeigt KCNE1 nach einer miR-19b Reduktieme konsistent verstéarkte

Expression, was eine indirekte Regulation durch-d®R vermuten l&sst.

Die KCNE-Familie bildet eine Gruppe von Proteindie alsp-Untereinheiten von KCNQL1
fungieren. KCNQL1 ist ein spannungsabhéngiger Kdtamal, der in der Repolarisation des
kardialen AP dengk-Strom ausbildet. Sowohl KCNE1 als auch KCNE4 mateh die
Aktivitat von KCNQ1'****° Die Expression von KCNE1 wurde in HF-Patienten aiolw
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verringert als auch erhéht vorgefund&n®®'®* Mansén et al. zeigten, dass sowohl eine
verringerte, als auch eine erhéhte Expression VBINEL den #s-Strom inhibierert®® Fiir
eine optimale Aktivitat von KCNQL1 ist vielmehr dashtige Verhaltnis der beiden Proteine
zueinander mal3geblich. KCNE4 ist eine weitdkdJntereinheit von KCNQ1l. Eine
Koexpression von KCNE4 mit KCNQIh vitro resultierte in einer vollstandigen Inhibition
des ks-Stroms'®® In der vorliegenden Arbeit wurde nach einer Reidukton miR-19b eine
signifikant verstarkte Expression von KCNE1 und KE2Nfestgestellt. Die Hochregulation
dieser Gene kdnnte durch eine Inhibition der KCN&Ktivitat in einer Reduktion desd
Stroms resultieren. Dies wurde die Verlangerung ARmd die Bradykardie erklaren.
Interessanterweise zeigten Li et al., dass einerddpeession von miR-19b im Zebrafisch
ebenfalls in einer Bradykardie resulti&Dies konnte dadurch erklart werden, dass KCNE1
bei einer miR-19b Uberexpression moglicherweise utterreguliert wird, was wie

beschrieben ebenfalls in einer Verlangerung deseARItiert.

In den letzten Jahren zeigten verschiedene Arbappgn, dass erhthtate Na,1.5-Strome
vermehrt in HI-Patienten auftretéh?>?*'%* Na1.5 bildet den Natriumkanal, der
hauptséachlich die initiale Depolarisierung bewirkinter physiologischen Bedingungen
erfolgt die Inaktivierung dieses Kanals nach depd@earisierung in weniger als 4 mS.
Durch eine gestorte Inaktivierung deg kommt es zu einem erhohteq,l Dieser Strom
bleibt bis in die Plateauphase aktiv und wirkt ftagsierenden K-Stromen entgegen. Auf
diese Weise wird die Repolarisierung verzogert esentsteht ein verlangertes AP. SCN1B
fungiert als eineB-Untereinheit von Ngd.5 und wurde in dieser Arbeit als ein direktes
Zielgen von miR-19b bestatit® Eine Uberexpression von SCN1B mit SCN5A, der alpha
Untereinheit von NA.5, resultiert in einer erhéhten Amplitude dgg..f® Die erhohte
Expression von SCN1B nach miR-kBeckdownkdnnte daher einen weiteren Faktor

darstellen, der die Verlangerung der ventrikul&k&D verursacht.

Neben den direkt regulierten lonenkanalen wurdedeinvorliegenden Arbeit mittels gPCR
weitere lonenkandle identifiziert, die nach eineiRfh9b Reduktion eine fehlregulierte
Expression aufweisen und vermutlich einer indirekiRegulation von miR-19b unterliegen.
Es ist davon auszugehen, dass die verringerte Esiprevon KCNA4 und KCND3 Ursache
fur die schwéchere Auspragung dedchist. KCNA4 und KCND3 bilden Kaliumkanéle, die
den l-Strom ausbilde®”*®® Eine Verringerung desyiStroms ist in unterschiedlichen
kardialen Erkrankungen zu beobachtef>*1%*1"'pDurch die verringerte Expression dieser
frihen repolarisierenden "KKanale wird die Tiefe des Phasendtch verringert und das

Plateaupotential beeinflusst, was sich auf die\Atéti aller folgenden lonenstrome auswirken

72



Diskussion

kann. Allerdings ist die verringerte ExpressionsdieKanéale im Menschen nicht zwingend
mit einer Verlangerung der APD assozif€ft.

Zusatzlich zeigen SCN12Ab und der L-Typ-Calciumka@aACNALC eine verringerte
Expression und eine Studie zeigt, dass Cx43 ditekth miR-19 reguliert wird® Dies zeigt,
dass die Reduktion von miR-19b durch direkte, miie, adaptive und maladaptive
Veranderungen der Genexpression eine komplexe milalekUmstrukturierung der kardialen
Elektrophysiologie bewirkt. Ein klassischescueExperiment, bei dem die Expression eines
einzelnen Gens nach einem miR-1Rbockdownwieder normalisiert wird, wirde den
induzierten Phanotyp vermutlich nicht aufheben l@mrmAus diesem Grund wurde fir ein
rescueExperiment eine Alternative gewahlt, bei der debafischmutanteeggaeverwendet
wurde. Die reggaeMutante ist durch einegain-of-function Mutation in KCNH2
charakterisiert. Die Mutanten zeigen ein verkirz&ds und entwickeln Arrhythmien mit
atrialer  Fibrillation, sinus-atrialen Blockaden undroriibergehend vollstandigem
Herzstillstand. Eirknockdowrvon miR-19b hat keine Auswirkungen auf die Expi@sson
KCNH2. Dies lasst vermuten, dass die KCNH2 Aktivaach inreggaeMutanten durch eine
Reduktion von miR-19b nicht beeinflusst wird. Wéaideder Phanotyp in homozygoten
reggae Mutanten nicht beeinflusst wurde, konnte eine mh#®-Defizienz in einer
signifikanten Anzahl von heterozygoteaggae Mutanten einen regelmafiigen Herzschlag
wiederherstellen. An dieser Stelle muss bertckigiciierden, dass miR-19b in der kardialen
Elektrophysiologie eine modulatorische Rolle Ubemit und eine miR-19b-Defizienz in
einer signifikanten, aber sub-phanotypischen APDIiargerung resultiert. Die Tatsache, dass
eine miR-19b-Defizienz vermittelte Verlangerung é@&D nicht ausreicht, um die Phanotyp
verursachende Verkiirzung der APD rief” Mutanten zu normalisieren und erneut einen
normalen Herzrhythmus herzustellen, scheint plalsibtn reg” Mutanten reicht die
miR-19b-Defizienz vermittelte APD-Verlangerung haéggn aus, um einen regelmaiigen

Herzschlag wiederherzustellen.

Die direkte Regulation von KCNE4, SCN1B und KCNJ@rah miR-19b konnte im

Luciferaseassay mit humanen Sequenzen bestatigiewerAul3erdem konnte humanes
SCN4B als direktes Zielgen von miR-19b identifizrerden. Die konservierte Funktion von
miR-19b liefert einen Hinweis darauf, dass miR-18Mler kardialen Elektrophysiologie des
Menschen eine Rolle spielt. Es ist davon auszugethess die im Zebrafisch identifizierten
Veranderungen der APD auch als Konsequenz einerl®@iRFehlregulation im Menschen

auftreten.

73



Diskussion

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit mit miR-1BbRegulator der APD identifiziert, der
in HI-Patienten fehlreguliert vorliegt. Mit der maldtorischen Funktion von miR-19b auf die
Expression von kardialen lonenkanélen liefert di@sbeit einen Mechanismus, der die
Verlangerung und Formveranderung des ventrikul&fnn Hi-Patienten erklart. Zusatzlich
liefern die vorgestellten Ergebnisse mit miR-19beai Kandidaten als ursachliches Gen fir
ein erworbenes LQTS.

4.1 Ausblick

Der Mechanismus, der zu einer Verlangerung der APBI-Patienten fuhrt, ist unzureichend
aufgeklart. In der vorliegenden Arbeit werden Ermyebe aufgezeigt, die miR-19b als
Regulator der kardialen Elektrophysiologie im Zdisch beschreiben. Durch direkte und
indirekte Regulation kardialer lonenkanale, modtlmiR-19b die APD und die Form des
AP.

In weiteren Studien muss aufgeklart werden, unteichen Umstanden miR-19b zur
Pathophysiologie von kardialen Erkrankungen beitraierzu ware interessant zu
untersuchen, ob Patienten mit einer Verlangerung ABD und einem LQTS eine
Fehlregulation der miR-19b Expression aufweisererfdir misste das QT-Intervall von
betroffenen Patienten ausgemessen und auf eineslibon mit der miR-19b Expression
untersucht werden. Weiterhin wére interessant,olm d>atienten, die unter einer HI leiden,
einen kausalen Zusammenhang mit miR-19b assoxnidfgtationen gibt. Hierbei gibt es
zwei Moglichkeiten, an welcher Stelle diese Mutatauftreten konnte. Zum einen kann sich
die Mutation im miR-19b kodierenden Gen befindeamzanderen in der 3*-UTR des
Zielgens. Eine Mutation im miR-19b-Gen, welche Bi®zessierung von miR-19b inhibiert
oder die Bindeaffinitat an die 3'-UTR verringerst iunwahrscheinlich. miR-19b reguliert
viele zellulare Prozesse und eine Fehlregulation méRr-19b Aktivitdt ist mit vielen
Krankheiten assoziiert. Durch eine Sequenzandemorg miR-19b, wurden folglich alle
miR-19b assoziierten Signalwege beeintrachtigt eerdDadurch stehen miRNAs im
Allgemeinen unter einem hohen Selektionsdruck und selbst unter weit entfernten Spezies
oft stark konserviert’**"*Nozawa et al. zeigen in einer Studie, dass diealrtsrate der
matureSequenz im mMIRNA-Gen, im Vergleich zu nicht-synom@n Substitutionen in
proteinkodierenden Sequenzen, nur etwa 10 % bétraDementsprechend sind Mutationen
in der 3'-UTR des regulierten Gens weitaus wahrnsticher. In weiteren Studien sollte daher

Uberprift werden, ob die in der vorliegenden Arhkdintifizierten Bindesequenzen von
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miR-19b in der 3*-UTR von KCNE4, SCN1B, SCN4B un€KJ2 in Patienten vermehrte
Mutationen aufweisen. Dafur wirde sich eine Koheigmnen, die aus HI-Patienten mit einer

Verlangerung der APD oder einem LQTS besteht.

Wenn miR-19b auf diese Weise mit einer pathophggisthen Verlangerung der APD im
Menschen in Zusammenhang gebracht werden kannteéveiterhin untersucht werden, ob

sich miR-19b als Marker fir eine Risikobewertungea SCD zu erleiden, eignet.
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