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1. Einfiihrung - Genregulation und Promotorarchitektur

Eukaryontische Genregulation, insbesondere auf Promotorebene, stellt den Fokus der im

nachfolgenden beschriebenen Forschungsarbeit dar, wobei folgende Schwerpunkte

bestehen:

(1) basale Mechanismen der transkriptionellen Regulation inklusive epigenetischer
Aspekte,

(2) funktionelle Charakterisierung von Promotorpolymorphismen,

(3) transkriptionelle Regulation bei entwicklungsbiologischen Prozessen, sowie

(4) Genregulation im Rahmen kardiovaskularer und neuronaler Physiologie und
Pathophysiologie.

Promotoren sind regulative Schlisselelemente in unserem Genom, welche die
Transformation von genetischer Information in Struktur bedingen. Sie bestimmen, wann
(z.B. im Rahmen der Embryonalentwicklung), wo (d.h. Gewebe- bzw. Zellspezifitat) und
unter welchen physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen ein Gen
transkribiert wird.

Promotoren besitzen eine bestimmte Architektur und lassen sich unter funktionellen
Aspekten in drei Regionen unterteilen™ % ** 3 (Abbildung 1-1):

(1) Der sogenannte core-Promotor umfasst eine Region von ca. + 35 Basenpaaren (bp)
upstream und downstream des transkriptionellen Startpunktes und reicht aus, die Initiation
der Transkription durch die RNA-Polymerase || (RNAP II) zu vermitteln.

(2) Die sogenannte proximale Promotorregion, welche sich bis ungefahr 300 bp oberhalb
der Transkriptionsstartstelle erstreckt, umfasst viele aktivierende oder hemmende cis-
Elemente, welche Transkriptionsfaktoren (TFs) binden und so die Promotoraktivitat
modulieren.

(3) Weiterhin tragen die distale Promotor-Region und sog. enhancer- bzw. silencer-
Elemente zur Promotorregulation bei, wobei die letzteren unter anderem dariber definiert
sind, dass sie hunderttausende von Basenpaaren oberhalb oder unterhalb des regulierten
Gens lokalisiert sein kdnnen.

Zur Initiation der Transkription muss der sog. basale Transkriptionsapparat, welcher auch
als RNA-Polymerase II-Maschinerie bezeichnet wird, an die core-Promotorregion
gebunden haben™ * > °. Bei diesem basalen Transkriptionsapparat handelt es sich um
einen Proteinkomplex, der aus den sog. general transcription factors (GTFs) TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH besteht, die mit der RNAP Il assoziieren, um den sog.
Prainitiationskomplex (PIC) zu bilden. TFIID ist selbst wiederum ein Multiproteinkomplex,
welcher aus dem TATA box-bindendem Protein (TBP) und mindestens 13 sogenannten
TBP-assoziierten Faktoren (TAFs) besteht’.

Zum weiteren funktionellen Verstandnis der Transkriptionsinitiation ist von Bedeutung,
dass der oben erwadhnte core-Promotor vier verschiedene Sequenzelemente, sog. major
core promoter elements, aufweisen kann" " & #1° (Abbildung 1-1):

(1) Die TATA box wird im Rahmen der oben erwahnten PIC-Assemblierung von TBP
erkannt, was wiederum die Bindung des basalen Transkriptionsapparates einleitet.

(2) Der Initiator (Inr) befindet sich im Bereich der transkriptionellen Startstelle und kann
u.a. die Position der Startstelle in Promotoren ohne TATA box determinieren.

(3) Das sog. BRE (TFIIB recognition element), welches von TFIIB sequenzspezifisch
gebunden wird, ist - sofern vorhanden - direkt oberhalb der TATA box lokalisiert.

(4) Das sog. downstream core promoter element (DPE), welches initial bei Drosophila
identifiziert wurde, aber auch in menschlichen Promotoren gefunden werden kann, bindet
auch TFIID, jedoch nicht das TBP. Da beinahe alle Promotoren, die ein DPE besitzen,
keine TATA box aufweisen, scheint das DPE ein funktionelles Gegenstlick zur TATA box
darzustellen.
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Abbildung 1-1: Promotor- und core-Promotorarchitektur

Promotoren sind in der Postgenomara von grundsatzlicher Bedeutung, da mittels
alternativer Promotoren eines Gens (s.a. Abschnitt 3.1) aus diesem multiple Isoformen
generiert werden konnen und so die GroRe des Transkriptoms relativ zum Genom erhdht
werden kann'" 2. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass die Genanzahl selbst
nicht mit der Komplexitat einer Spezies korreliert, da der Mensch nur ca. 20.000 bis
30.000 Gene besitzt, wahrend der Wurm Caenorhabditis elegans beispielsweise knapp
20.000 Gene aufweist™ ' 3 1> Demgegeniiber scheint die Komplexitit einer Spezies
durch eine elaborierte Genregulation bedingt zu sein.
Weiterhin kénnen alternative Promotoren zu raumlicher (d.h. zellspezifischer) und
zeitlicher (z.B. bezogen auf entwicklungsbiologische Prozesse) Regulation der
Genexpression beitragen. Sie konnen aullerdem die subzellulare Lokalisation und
stimulusspezifische Regulation von Isoformen beeinflussen'® " 18,
Promotoren sind darlUber hinaus von ontogenetisch-phylogenetischer Bedeutung, da
Prozesse der Embyronalentwicklung insbesondere auf transkriptioneller Ebene reguliert
werden'® %

, und Transkriptionsfaktoren sowie deren Promotor-Interaktionen selbst fiir die
humane Evolution von Bedeutung zu sein scheinen®" %%,




Die (patho)physiologische Relevanz von Promotoren zeigt sich auch anhand des Effektes
von genetischen Polymorphismen (z.B single nucleotide polymorphisms (SNPs)) in
Promotorbereichen, die assoziiert sein kdnnen mit:

- psychologischen Merkmalen, z.B. Neurotizismus?*,

- physiologischen Merkmalen, z.B. Serumspiegel von Bilirubin®® oder des Angiotensin-
Konversions-Enzyms (ACE)®,

- der Anfalligkeit fiir bestimmte Erkrankungen, z.B. fiir zerebrale Malaria®’ oder das
Helicobacter pylori-assoziierte Magenkarzinom?.

DarUber hinaus spielen Promotorpolymorphismen eine Rolle bei

- der vieldiskutierten Gen-Umwelt-Interaktion im Rahmen von depressiven
Erkrankungen?,

- bei der Starke der Assoziation zwischen Kérpergewicht und Blutdruck®,

- pharmakodynamischen Fragestellungen, wie z.B. dem Ansprechen auf bestimmte
Antiasthmatika®', oder  pharmakokinetischen Fragestellungen, wie  z.B.
Zytostatikametabolismus und assoziiertem Leukamierisiko2.

In Abgrenzung zu den zuvor beschriebenen Promotorpolymorphismen, welche nur eine

Assoziation mit bestimmten Phanotypen aufweisen, wurden auch Mutationen in

Promotorregionen oder in Faktoren des basalen Transkriptionsapparates beschrieben.

Diese koénnen die Ursache fir unterschiedliche Erkrankungen wie beispielsweise

Thalassamie, Epilepsie oder Xeroderma pigementosum sein®.



2. Inhaltliche und methodische Aspekte zur Untersuchung der Genregulation

Die nachfolgend in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen auf dem Gebiet der

Genregulation lassen sich in die folgenden Aspekte gliedern (Abbildung 2-1A):

(1)

(2)
3)

Um diese inhaltlichen Aspekte untersuchen zu kénnen, konnten wir das in Abbildung 2-1B

welche Signaltransduktionskasakaden
ausuben (Abschnitte 3, 4 und 5),
funktionelle Charakterisierung von Promotorpolymorphismen (Abschnitt 6) und
epigenetische Mechanismen der Genregulation (Abschnitt 7).

Analyse von Protein-DNA- bzw. Protein-Protein-Interaktionen und von Effekten,
auf downstream-gelegene Promotoren

dargestellte Methodenspektrum etablieren.

A

downstream-Effekte von Signaltransduktions-
kaskaden (z.B. RER, AT2R)

7

Protein-Protein-
Interaktionen

transkriptionelle(r) Startpunkt(e)

Epigenetische Protein-DNA- funktionelle Effekte von

Aspekte Interaktionen krankheitsa.ssoziierten 5,5 UTR AUG
Polymorphismen mRNA
(z.B. SNPs)
Promotor
Stimulus

- yeast two-hybrid screening
- Co-Immunoprazipiation (ColP)

-5-RACE
- RNase protection assay (RPA)

SNP
- Reporterassays inkl.
Kotransfektionen
- EMSA mit supershift-Analysen
- Chromatinimmunoprazipitation (ChlP)
- Affinitdtschromatographie - real-time PCR

- Northern blotting
- Western blotting
- Immunzytologie

Abbildung 2-1: Inhaltliche Aspekte der eukaryontischen Genregulation (A)
und Methoden zu deren Analyse (B).

m5CpG: methyliertes CpG-Dinukleotid; MBD: methyl-CpG-binding domain;
RER: Renin-/ Prorenin-Rezeptor; AT2R: Angiotensin-AT2-Rezeptor;

SNP: single nucleotide polymorphism; EMSA: electromobility shift assay;
RACE: Rapid amplification of cDNA ends.




2.1 Eigene Arbeiten - Chromatinimmunoprazipitation (ChiIP)

Die Methode Chromatinimmunoprazipitation (ChlP) erlaubt, Protein-DNA-Interaktionen
von Transkriptionsfaktoren im Chromatinkontext und prinzipiell bezlglich des
Gesamtgenoms zu analysieren®**. Aufgrund der Bedeutung des Chromatinkontextes fiir
die Genregulation® 3® *” kénnen mit dieser Methode daher im Vergleich zu in vitro-
Methoden wie electrophoretic mobility shift assay (EMSA) oder DNase footprinting
genauere Einblicke in Regulationsmechanismen gewonnen werden.

Daruber hinaus kann mittels ChIP auch die Rekrutierung von Kofaktoren (z.B.
Untereinheiten des Mediator-Komplexes®) und von histonmodifizierenden Enzymen wie
HATSs (Histon-Acetyltransferasen) untersucht werden®.

ChIP basiert darauf, dass Zellen mittels Formaldehyd fixiert werden, um sogenannte
Protein-DNA-crosslinks zu bedingen. Nach einer sich anschlieBenden Zelllyse wird die
genomische DNA mit den gebundenen Transkriptionsfaktorkomplexen mittels Ultraschall
fragmentiert. Schlie3lich erfolgen eine Immunoprazipitation gegen den zu analysierenden
Transkriptionsfaktor, eine Revertierung des crosslinks und eine Analyse der
entsprechenden cis-Elemente mittels genomischer PCR*,

Der Habilitant erlernte die Methode ChIP im Labor von Prof. Mark Ptashne (Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, New York, USA), welcher als einer der ersten
Wissenschaftler genomische real-time PCR im Rahmen der ChlIP verwendete, um die
Rekrutierung von TFs quantifizieren zu kénnen*°.

Im Rahmen unseres ChIP-Protokolls ist die Verwendung von multiplen Kontrollen
essentiell. So dienen Immunoprazipitationen (IP) beispielsweise gegen die
Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2), das FLAG-tag und/ oder das green fluorescent
protein (GFP) als Negativkkontrollen. Im Rahmen der genomischen real-time PCR werden
genomische DNA und das sog. total (= input; genomische DNA nach der Sonifikation
jedoch ohne IP) als Positivkontrollen beziiglich des template verwendet. Weiterhin werden
Positiv- (Startpunktbereich des housekeeping-Gens ECE-1c) und Negativkontrollen
(intergenetische Regionen, upstream-Promotorregionen) beziiglich der Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren verwendet. Die Standardisierungen erfolgen u.a. mittels
genomischer ChIP-PCR gegen den transkriptionellen Startpunktbereich von p-Aktin. Wie
im Supplement der Originalarbeit 14.1 beschrieben, quantifizieren wir die Rekrutierung
eines Transkriptionsfaktors (hier: PLZF) an eine Promotorregion (hier: Renin-/ Prorenin-
Rezeptor (RER)) folgendermalen:

~[CULIP(PLZF), PCR(RER))~Cilinput, PCR(RER)]}

X =

o~[CHLIP(TBP), PCR(fi~actin)}-Cilinput, PCR( f—actin)]]

Dabei wird die Rekrutierung des TBP an die TATA box-Region des B-Aktin-Promotors zur
Standardisierung verwendet. Ct. Cycle threshold der real-time PCR; IP(y): y ist das
Antigen, gegen welches sich der in der Immunoprazipitation verwendete Antikorper
richtet. X kennzeichnet den Stimulationszustand der verwendeten Zellen, wobei
beispielsweise der Quotient von X; (hier: unter Renininkubation) und X, (hier:
Vehikelkontrolle) die relative Rekrutierung des Transkriptionsfaktors (hier: PLZF)
quantifiziert.

Schlielich werden - wie im Supplement der Originalarbeit 14.1 ausfihrlich beschrieben -
auch die Negativkontrollen quantitativ bewertet, wobei beispielsweise die Ct-Wert-
Differenz zwischen Cf[IP(MMP-2), PCR(RER)] und Cf[IP(PLZF), PCR(RER)] mindestens
3 betragen sollte.



2.2 Eigene Arbeiten - Real-time PCR-Datenanalyse mit der GED-Formel

Real-time PCR stellt derzeit eine der wichtigsten Methoden zur Quantifizierung von mRNA
dar. Die exakte Messung von mRNA-Spiegeln, z.B. in Abhangigkeit von Genotyp bzw.
Zellkulturbedingung, stellt auch im Bereich der Genregulation eine notwendige Bedingung
fur valide Aussagen dar. Wir konnten kurzlich eine neue Formel zur Auswertung von real-
time PCR-Daten mathematisch herleiten und experimentell validieren. Diese sog. GED
(Gene Expression’s CT Difference)-Formel bericksichtigt u.a. die Effizienz der PCR-
Amplifikation und ist nicht vom Mitfihren einer Standardkurve abhangig (Originalarbeit
14.2). Die Berlcksichtigung der Amplifikationseffizienz ist insofern von Bedeutung, da die
falsche Annahme einer Verdoppelung der Produkte mit jedem Zyklus, d.h. einer Effizienz
von 100%, zur Uberschatzung, Unterschatzung und - bei heterogenen Effizienzen - sogar
zu einem "Vorzeichenwechsel" der Genexpression flhren kann. "Vorzeichenwechsel"
meint in diesem Kontext, dass beispielsweise in einer Probe eine Herunterregulation
relativ zu einer anderen Probe gemessen wird, obwohl in Wirklichkeit eine Hochregulation
der genspezifischen mRNA-Spiegel vorliegt.



3. Endothelinsystem
3.1 Das Endothelin-Konvertierungsenzyms-1 (ECE-1)

Das im Jahre 1988 entdeckte Endothelinsystem*' *>“* (Abbildung 3.1-1) besteht aus den
drei, durch separate Gene kodierten Isopeptiden Endothelin-1 (ET-1), ET-2 und ET-3.
Diese biologisch aktiven Endotheline werden in einem letzten spezifischen
Syntheseschritt aus noch inaktiven Vorlduferpeptiden, den big endothelins, durch
membrangebundene Metalloproteasen, die Endothelin-Konvertierungsenzyme (ECEs,
endothelin-converting enzymes), generiert. Die ECEs sind deshalb als Schlisselenzyme
in der Biosynthese der Endotheline anzusehen. Bisher konnten zwei ECEs kloniert
werden: ECE-1 stellt quantitativ die Hauptform dar und wird vor allem in Endothelzellen,
aber auch in glatten Muskelzellen, Neuronen und Astrozyten exprimiert* 4> 46 47. 48
Demgegenuber zeichnet sich ECE-2 durch ein spezifischeres, vorwiegend neuronales
Expressionsmuster aus, wobei die zerebrale ECE-2-Expression geringer zu sein scheint
als die von ECE-1%,

Die Effekte der Endotheline werden bei Vertebraten Uber die beiden G-Protein-
gekoppelten Rezeptorsubtypen ETA und ETg vermittelt. Die Wirkungen der Endotheline
umfassen starke Vasokonstriktion (via ETa), aber auch Vasodilatation (via ETg), sowie
mitogene Effekte, beispielsweise auf glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Mesangialzellen
und Astrozyten®® >' %2 %3,

big ET-1, big ET-2, big ET-3
(37-41 Aminoséauren (AS))

ECE-1

ECE-2 ::> <:I| ECE-1 C-terminal

Zn Zn
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S-S
3 4 extrazellular /
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KL QRRRRRRRRRK ;g% 21 AS

1 15 21

K
N Rk
ﬁ zytoplasmatisch 51-56 AS
ETe- N-terminal }

Rezeptor(n QN
c¢U Uy
z.B. - Vasokonstriktion z.B. - Vasodilatation

- Proliferation

Abbildung 3.1-1: Das Endothelinsystem

ECE-1-Isoformen und deren alternative Promotoren

Das humane ECE-1 selbst wird wiederum in vier verschiedenen Isoformen exprimert, die
als ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c and ECE-1d bezeichnet werden® % % 57 ynd ahnliche
Enzymkinetik, jedoch unterschiedliche Gewebeverteilung*®*® sowie unterschiedliche
subzelluldre Lokalisationen®® °° aufweisen. Diese Komplexitdt kann durch eine
Heterodimerisierung von ECE-1-Isoformen weiter gesteigert werden®.
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Interessanterweise werden diese vier Isoformen durch alternative, isoformspezifische
Promotoren und nicht durch differentielles splicing eines gemeinsamen primaren
Transkriptes generiert (Abbildung 3.1-2)*8-57- %861,

Exon Exon Exon Exon
) c-Promotor  1c b-Promotor 1b 2 a-Promotor 3
Genomische Ebene
55 0.2 11 Introngrofe [kbp]
mRNA-Ebene [T Ml ECE-1c
[T M ECE-1b
I ECE-1a

Abbildung 3.1-2: Genstruktur des humanen ECE-1.
Das ECE-1-Gen besteht insgesamt aus 20 Exonen®?, wobei hier nur die 5'-gelegenen
dargestellt sind.

Pathophysiologische Bedeutung des ECE-1

ECE-1 ist ein pathogenetischer Faktor bei einer Reihe von adulten kardiovaskularen
Erkrankungen des Menschen, wie zum Beispiel arterieller Hypertonie®, Arteriosklerose®
und durch Ischamie bedingter Herzinsuffizienz®®. Im Tiermodel konnte eine erhéhte ECE-
1-Aktivitat, sowie eine vermehrte ECE-1a-mRNA-Expression bei Herzinsuffizienz
demonstriert werden, was in Einklang mit der Bedeutung des Endothelinsystems bei
dieser Erkrankung steht ®. Dariiber hinaus ist die ECE-1-Expression bei der Restenose
nach Angioplastie erhdht®” sowie bei fibrotischen Erkrankungen von Leber®® und Lunge®
verandert. Weiterhin konnte im Tiermodell durch eine pharmakologische ECE-1-Blockade
der klinisch bedeutsame Vasospasmus nach Subarachnoidalblutung reduziert werden’®
1. Zudem wurde in humanen malignen Gliomen eine vermehrte ECE-1 Expression
nachgewiesen’?,

Die Bedeutung von ECE-1 geht Uber die des eigentlichen Endothelinsystems hinaus, da
ECE-1 nicht nur big ETs spaltet und so aktiviert, sondern eine breitere Substratspezifitat
aufweist, welche unter anderem auch Neurotensin und Substanz P umfasst”®.

Von Relevanz ist auch die Rolle von ECE bei Morbus Alzheimer. So kann ECE-1 [-
Amyloid (AR) in vitro degradieren’; weiterhin weisen ECE-1- und ECE-2-knockout-Mause
eine erhdhte Konzentration von AR40 und AR42 auf®, was mit der beobachteten
Erniedrigung des Endothelin-Liquorspiegels bei Patienten mit M. Alzheimer’® konsistent
ist. SchlieRlich konnte kurzlich von einer franzdsischen Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass ein von uns erstmalig beschriebener ECE-1b-Promotorpolymorphismus’’ (s.
Abschnitt 6.2) signifikant mit Morbus Alzheimer beim Menschen assoziiert ist, und zwar in
einer dhnlichen GroRenordnung wie das ApoE2-Allel”®.
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3.2 Eigene Arbeiten - Klonierungen und funktionelle Charakterisierungen der
isoformspezifischen Promotoren des ECE-1

Das ECE-1-Gen stellt aufgrund seiner entwicklungsbiologischen (s. Abschnitt 3.3) und
pathophysiologischen  Bedeutung einen Schwerpunkt der hier dargestellten
Forschungstatigkeit dar. Weiterhin ist es aufgrund seiner komplexen Struktur mit multiplen
Isoformen auch hervorragend geeignet, um allgemeine genregulatorische Prozesse zu
untersuchen.

Drei der vier isoformspezifischen Promotoren des humanen ECE-1 sowie der bovine
ECE-1a-Promotor wurden von uns kloniert und funktionell inklusive der Analyse
transkriptioneller Startpunkte charakterisiert (Originalarbeiten 14.3 sowie " 8% 8" 82.8%) Dje
genregulatorischen Mechanismen wurden hierbei mit einer Vielzahl an Methoden
untersucht [u.a. Promotor-Luziferase-Reportergenassays mit seriellen Deletionsmutanten
und site-directed mutagenesis, Kotransfektionsexperimente rekombinanter
Transkriptionsfaktoren, electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) mit supershift-
Analyse, 5-RACE, RNase protection assay (RPA)].

Die Isoformen ECE-1a, ECE-1b und ECE-1c werden insbesondere transkriptionell auf
Promotorebene reguliert. Dies konnten wir unter anderem dadurch zeigen, dass eine
Korrelation zwischen isoformspezifischen mRNA-Spiegeln und isoformspezifischen
Promotoraktivitdten besteht.

Wir konnten zeigen, dass der ECE-1a-spezifische Promotor einen hohen Grad an
Regulierbarkeit aufweist, wahrend der ECE-1c-spezifische Promotor vor allem
Eigenschaften eines housekeeping-Gens wie beispielsweise Fehlen einer TATA box,
hoher Gehalt an CG-Dinukleotiden und Existenz von cis-Elementen fir den
Transkriptionsfaktor SP1 besitzt (vgl. Seite 2121 in Originalarbeit 14.3). Diese
Promotorcharakteristika decken sich mit von uns durchgefihrten mRNA-
Expressionsanalysen, wobei ECE-1a im Gegensatz zur ubiquitdren Expression von ECE-
1c eine zell- bzw. gewebespezifischere Expression aufweist.

Der ECE-1a-Promotor kann beispielsweise durch Transkriptionsfaktoren der ETS-Familie
reguliert werden, wobei upstream der Proteinkinase C (PKC)-Signaltransduktionsweg
involviert ist.

Im ECE-1c-Promotor konnten wir - in Ubereinstimmung mit seinen housekeeping-
Eigenschaften - multiple transkriptionelle Startpunkte determinieren, die jeweils mit
bestimmten cis-Elementen (fir Bindung des CAAT-box-bindenden Proteins NF-YB, flr
E2F-2 und fur einen GC-box-bindenden Faktor) rdumlich assoziiert waren (s.a. Fig. 1 in
Originalarbeit 14.3). Im ECE-1c-Promotor konnten wir weiterhin nachweisen, dass die
Kompetition zwischen einem konstitutiven Transkriptionsfaktors (NF-YB) und einem
induzierbaren (GATA-2) um ein Promotorelement mdglich ist (Originalarbeit 14.3).
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3.3 Die Rolle des ECE-1 und des Transkriptionsfaktors Nkx2-5 im Rahmen der
Herzentwicklung

ECE-1 ist nicht nur - wie oben beschrieben - bei verschiedenen, adulten Patho-
physiologien beteiligt, sondern es (bt auch wichtige Funktionen im Rahmen der
Embryogenese aus. ECE-1-knockout-Mause weisen beispielsweise multiple kraniofaziale
sowie kardiovaskuldre Fehlbildungen auf®*. Beziiglich des kardiovaskuldren Phanotyps
treten bei diesen Tieren sowohl konotrunkale Malformationen (beispielsweise peri-
membrandse Ventrikelseptumdefekte und sog. double outlet right ventricle (DORVSs)) als
auch Fehlbildungen der groRen Gefale (wie z.B. unterbrochene oder hypoplastische
Aortenbdgen) auf**. Weiterhin sind die ECE-1-knockouts durch eine intestinale
Aganglionose, analog zum Morbus Hirschsprung, sowie durch ein Fehlen von
epidermalen Melanozyten gekennzeichnet®. Daher vereinen diese Tiere die Phanotypen
der ET-1-/ ETa- (kraniofaziale und kardiovaskuldre Defekte)®® % bzw. ET-3-/ ETg- (Defekte
beziiglich Darmnervensystem und Melanozyten)®” ®8 defizienten Mause (Abbildung 3.3-1),
was auf die Schlusselfunktion von ECE-1 bezlglich des gesamten Endothelinsystems
hinweist®. Dariiber hinaus ist ECE-1 bei der Induktion von embryonalen Myozyten zu
Purkinje-Fasern involviert®.

Die Bedeutung von ECE-1 im Rahmen der menschlichen Ontogenese konnte durch die
Beschreibung eines Patienten mit einer Jloss-of-function-Mutation im ECE-1-Gen
demonstriert werden, dessen Klinik grofRe Ahnlichkeiten zur ECE-1-knockout-Maus
aufwies (beispielsweise multiple Herzfehler und M. Hirschsprung) und welcher zusatzlich
noch Episoden schwerer Agitation zeigte®.

Den oben beschriebenen entwicklungsbiologischen Defekten in den knockout-Modellen
des Endothelinsystem liegt eine Stérung von Proliferation, Migration und/ oder
Differenzierung von Neuralleistenzellen zugrunde, wobei Neuralleistenzellen unter
anderem Vorlaufer flr Neuronen des peripheren (enterischen) Nervensystems und fir
Melanoblasten darstellen, sowie an der Entwicklung von kardialem Konotrunkus, grol3en
GefaRen und Strukturen im Kiemenbogenbereich beteiligt sind®* °' %2 (Abbildung 3.3-1).

(1) Kraniofaziale Abnormalitaten (1) Morbus Hirschsprung

(2) Herzfehler /B (2) Fehlen von Melanozyten

Abbildung 3.3-1: Entwicklungsbiologische Bedeutung des Endothelinsystems.

A. Die Abbildung fasst die Phanotypen der knockout-Mausmodelle im Endothelinsystem
zusammen. B. Neuralleistenzellen aus dem sog. cardiac neural crest wandern durch die
Kiemen-bdgen I, IV und VI in die Herzanlage ein und tragen dort unter anderem zur
Bildung des Ausflu3traktes und der grol3en Gefalie bei. AA: Aortenbogen; DOA: dorsale
Aorta. Aus: Kirby, M.L., Waldo, K.L., Circulation 82, 1990.
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Der Transkriptionsfaktor Nkx2-5 zahlt zur Familie der homeo box-Proteine und wird im
prakardialen Mesoderm als einer der friihesten Marker der Kardiogenese exprimiert,
wobei sein Expressionsmuster - neben dem des Activin-Typ lla-Rezeptors und von bone
morphogenic protein-2 (BMP-2) - die sog. heart forming region definiert®® ** (Abbildung
3.3-2). Nkx2-5-knockout-Mause sind durch ein Fehlen des sogenannten cardiac looping™
bzw. einen Stillstand der Herzentwicklung nach dem looping® gekennzeichnet. Beim
Menschen konnten unterschiedliche Nkx2-5-Mutationen beschrieben werden, welche
beispielsweise mit konotrunkalen Herzfehlern (u.a. Ventrikelseptumdefekte, DORV und
Fallot-Tetralogie), aber auch mit AV-Blécken einhergehen®” %9,

Proteinstruktur Expression
N2 cranial
x2S 324 AS
—— 60 AS——
N-[ETINGS[  Homeo-box [T -C

e

helix-turn-helix
DNA-bindende Domane

Zielgene . actR-lla
bmp-2
- myosin light chain 2v nkx-2.5
- atrial natriuretic factor

- B-type natriuretic peptide

- cardiac alpha-actin caudal

heart forming cells

Abbildung 3.3-2: Struktur, Zielgene und friihes Expressionsmuster von Nkx2-5.
Die rechte Abbildung wurde Ehrman, L.A., Yutzey, K.E., Dev Biol 207, 1999 entnommen.
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3.4 Eigene Arbeiten - Regulation des ECE-1-Gens durch Nkx2-5

Aufgrund der Bedeutung sowohl von ECE-1 als auch von Nkx2-5 im Rahmen der
Herzentwicklung bestand das Ziel eines Projektes darin, eine mogliche Regulation von
ECE-1 durch Nkx2-5 zu untersuchen, um weitere Einblicke in die Pathomechanismen
angeborener Herzfehler zu erhalten. Diese stellen mit 1% der Lebendgeburten'® "' den
haufigsten Geburtsdefekt dar und sind die flihrende, nicht-infektiése Todesursache bei
Kindern'%,

Wir konnten in Kardiomyoblasten zeigen, dass eine Uberexpression von Nkx2-5 alle drei
isoformspezifischen ECE-1-Promotoren (ECE-1a, -1b und -1c) aktiviert (Originalarbeit
14.4). Mittels Gelshift sowie durch site-directed mutagenesis der entsprechenden
Promotorkonstrukte konnte demonstriert werden, dass der ECE-1b-Promotor direkt, d.h.
durch Bindung von Nkx2-5 an das entsprechende cis-Element aktiviert wird, wahrend die
beiden anderen ECE-1-Promotoren indirekt durch diesen Transkriptionsfaktor aktiviert
werden (Originalarbeit 14.4; Abbildung 3.4-1A). In stabilen, Nkx2-5-Uberexprimierenden
kardiomyoblastaren und endothelialen Zelllinien wurde mittels RNase protection assay
(RPA), Northern blot sowie real-time PCR nachgewiesen, dass Nkx2-5 auch im
endogenen Chromatintext einen Anstieg der ECE-1a-, -1b- und -1c-spezifischen
Transkripte bedingen kann (Originalarbeit 14.4).

Wir konnten somit erstmalig eine Verbindung zwischen dem kardialen Homeobox-
Transkriptionsfaktor Nkx2-5 und dem kardial exprimierten ECE-1 aufzeigen (Originalarbeit
14.4). Unsere Daten legen nahe, dass die konotrunkalen Herzfehler, die bei bestimmten
Nkx2-5-Mutationen beobachtet werden, unter anderem durch eine dysregulierte ECE-1-
Expression vermittelt werden, und dass dieser Mechanismus auch die Defekte des
Erregungsleitungssytems bei diesen Patienten erklaren kénnte (Abbildung 3.4-1B).

Die gezeigte Nkx2-5-ECE-1-Interaktion spielt unter Umstdnden auch in der adulten
Pathophysiologie eine Rolle, da sowohl - wie unter 3.1. beschrieben - ECE-1 als auch
Nkx2-5 ' bei Herzinsuffizienz hochreguliert sind, und eine Hochregulation des
endogenen Nkx2-5 im Tiermodell mit Herzinsuffizienz assoziiert ist'%*

ka2 5

J

NA

4,197 7421
55 0.2 1 [kbp]

s [l [T N D RN

ECE-1c ECE-1b ECE-1a

Nkx2-5

A

ECE-1

V4

(a) konotrunkale kardiale Entwicklungsbiologie
(b) Entwicklung des Erregungsleitungssystems

Abbildung 3.4-1: Regulation des ECE-1-Gens durch Nkx2-5.

A. Nkx2-5 aktiviert die drei isoformspezifischen ECE-1-Promotoren. x und y stellen
indirekte Mechanismen dar; die Sequenzen kennzeichnen Konsensi fiir die Bindung von
Nkx2-5. B. Putative entwicklungsbiologische und pathophysiologische Bedeutung der
Nkx-ECE-Interaktion.
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4. Renin-Angiotensin-System
4.1 Der AT2-Rezeptor (AT2R)

Das Renin-Angiotensin-System (RAS), welches insbesondere aus den in Abbildung 4.1-
1A gezeigten Komponenten besteht, (bt Schillsselfunktionen im Bereich der
Kreislaufregulation und Fliissigkeitshom&ostase aus'® '%. Die Effekte des RAS werden
hauptsachlich Uber die beiden Rezeptoren Angiotensin-AT1-Rezeptor (AT1R) und
Angiotensin-AT2-Rezeptor (AT2R) vermittelt. Wahrend eine Aktivierung des AT1R
insbesondere Vasokonstriktion, zellulare Hypertrophie (z.B. von Kardiomyozyten),
Proliferation (u.a. von Fibroblasten, Mesangialzellen, glatten Gefallmuskelzellen) und
Fibrose bedingt, kommt dem AT2R bezlglich dieser Effekte eine antagonistische Wirkung
zu (Abbildung 4.1-1A)'% 107 108 109 " diesem Zusammenhang ist jedoch zu betonen,
dass die Funktion des AT2R in der Literatur kontrovers diskutiert wird"'°, da einige in vitro-
und in vivo-Befunde zeigen konnten, dass AT2R-Aktivierung auch Fibrose und Wachstum
fordern kann'" 112113,

Angiotensin |l ist ein wichtiger pathogenetischer Faktor bei einer Vielzahl von kardio-
vaskularen Erkrankungen wie z.B. der Atherosklerose'* ''°, dem Schlaganfall''® ",
renalen Endorganschaden''® "' und sog. remodeling-Prozessen nach Myokardinfarkt'?"
21 Dariiber hinaus konnte eine Vielzahl von klinischen Studien demonstrieren, dass eine
Blockade des RAS durch ACE-Hemmer oder Angiotensin-AT1-Rezeptorblocker (ARBs)
die Progression von Herzinsuffizienz und renalen Erkrankungen (z.B. der diabetischen
Nephropathie) verlangsamen und die Mortalitat reduzieren kann'?* 1%,

Der zuvor erwahnte AT2R ist auch insofern von pharmakologischer Bedeutung, als eine
Blockade des AT1R mit ARBs indirekt eine Aktivierung des AT2R zu bedingen
scheint'?*1"% 1% Eine Aktivierung des AT2R ist unter anderem mit einer Hemmung von
MAP-Kinasen - und damit antiproliferativen Effekten -'?°, einer Hemmung der JAK-STAT-
Kaskade - und damit antiinflammatorischen Effekten -''°, sowie einer verstérkten

Bradykinin-NO-Signaltransduktion - und damit vasodilatativen Effekten -'?" assoziiert.

Um die Signaltransduktionskaskaden des AT2R detailliert zu analysieren, ist es
notwendig, direkte Proteininteraktionspartner dieses Rezeptors zu identifizieren. Derzeit
kennt man folgende Adapterproteine des AT2R (Abbildung 4.1-1B):

- Im Jahre 1996 konnte gezeigt werden, dass der AT2R an die G-Proteine Gai2 and
Gai3 koppelt'?®. G-Proteine scheinen jedoch eine atypische Funktion im Rahmen der
AT2R-Signaltransduktion auszulben, da Bindung von Angiotensin Il an diesen
Rezeptor nicht durch G-Protein-Bindung beeinflut wird 2 %,

- Der AT2R kann weiterhin mit der Phosphatase (SHP-1)"*" physikalisch interagieren.

- Vor wenigen Jahren wurde der Transkriptionsfaktor PLZF (promyelocytic zinc finger
protein) im kardialen Kontext als weiterer, direkter Interaktionspartner des AT2R
beschrieben'.

- ATBP, ein von unserer Arbeitsgruppe erstmalig identifizierter AT2R-Bindungspartner,
wird im folgenden Abschnitt 4.2 diskutiert werden.
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A Angiotensinogen B
Angiotensin | N- extrazellular
l ACE

Angiotensin Il

SHP-1
‘ ‘ C\‘ PLZF

- Vasokonstriktion - Vasodilatation

- Hypertrophie und Proliferation - Wachstumshemmung

—» Gio2 and Gia3

- profibrotische Effekte - proapoptotische Effekte ATBP/ ATIP
- proinflammatorische Effekte - Differenzierung

- Aldosteronsekretion - Antiinflammation

Abbildung 4.1-1: Das Renin-Angiotensin-System (RAS).

A. Komponenten des RAS und Effekte seiner Rezeptoren. ACE: Angiotensin-
Konversionsenzym; AT1R: Angiotensin-AT1-Rezeptor; AT2R: Angiotensin-AT1-Rezeptor.
B. Direkte, physikalische Interaktionspartner des AT2R.

4.2 Eigene Arbeiten - Klonierung und funktionelle Charakterisierung des ATBP

Da der AT2R wie zuvor beschrieben unterschiedliche, teilweise entgegengesetzte
zellulare Effekte ausiben kann und da eine detailliete Analyse von
Signaltransduktionsprozessen unter anderem auf der Charakterisierung von
physikalischen Interaktionen beruhen sollte, bestand das Ziel des in diesem Abschnitts
dargestellten Projektes darin, weitere, unbekannte, direkte Interaktionspartner des AT2R
zu identifizieren.

Wir konnten unter Verwendung eines yeast two-hybrid screenings einer Mausbibliothek
ATBP (AT2R binding protein) als ein zuvor unbekanntes Protein klonieren, welches an
den zytoplasmatischen C-Terminus des Angiotensin-AT2 Rezeptors bindet'®. Dariiber
hinaus konnte die Interaktion zwischen AT2R und ATBP mittels Immunoprazipitation
verifiziert werden. ATBP wird in mindestens drei verschiedenen Isoformen (ATBP50,
ATBP60 und ATBP135) exprimiert, wobei ATBP insgesamt ein ubiquitdres
Expressionsmuster aufweist'®. ATBP spielt eine entscheidende Rolle beim Transport des
AT2R vom Golgi-Apparat zur Zytoplasmamembran, da eine Herunterregulation von ATBP
mittels siRNA eine Retention des AT2R in intrazelluldren Kompartimenten bedingt'*
(Abbildung 4.2-2). Weiterhin ist ATBP in Neuroblastomzellen fir die AT2R-vermittelte
Hemmung von MAP-Kinasen und die AT2R-vermittelte Proliferationshemmung
notwendig'*® (Abbildung 4.2-2).

In PC12W-Phdochromozytom-Zellen, welche den AT2- aber nicht den AT1-Rezeptor
exprimieren, wird nach Stimulation mit Angiotensin Il die mRNA von ATBP stark induziert.
Weiterhin ist ATBP50-mRNA in AT2R-knockout-Mausen vermindert exprimiert. Dies
deutet darauf hin, dass der AT2R im Sinne eines positiven feedbacks den mRNA-Spiegel
des ATBP erhoht'®,

SchlieBlich konnten wir zeigen, dass der AT2R - der allgemein in fetalen Geweben ein
breites und postnatal ein begrenztes (z.B. Gehirn, Herz, Niere, Uterus und Ovar)
Expressionsmuster aufweist'® '** - im Vergleich zu den ATBP-Isoformen in weniger
Geweben exprimiert wird"*®. Dies weist auf eine (iber die eines Effektormolekiils des
AT2R hinausreichende Funktion des ATBP hin.
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Unsere Ergebnisse konnten dadurch bestatigt werden, dass das humane ATBP-Gen,
welches in dieser Spezies als ATIP (AT2 receptor interacting protein) bezeichnet wird, von
einer franzésischen Gruppe kloniert werden konnte'®. Auch diese Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass ATIP eine Inhibierung der Wachstumsfaktor-induzierten ERK2-Aktivierung
vermittelt und einen hemmenden Effekt auf die Zellproliferation besitzt.

Unsere Daten bieten dariber hinaus eine mdgliche Erklarung fir die kontrovers
diskutierte Rolle des AT2R (s. Abschnitt 4.1). Dieser Rezeptor per se ist weder eindeutig
als "gut" noch als "bdse" im Hinblick auf kardiovaskulare Pathophysiologie anzusehen,
sondern hdchstwahrscheinlich bestimmt die Art des rekrutierten Adapterproteins die
Rezeptorfunktion. Rekrutierung von SHP-1 oder ATBP vermittelt beispielsweise
antiproliferative und antihypertrophische Effekte, wahrend eine Rekrutierung von PLZF
kardiale Hypertrophie fordert (Funke-Kaiser et al., 2006 '%*).

ﬂ
g.....-f-

N-Terminus "'"'"""'}
%%

Zellmembran

AT2- Rezeptor

N- Termlnus

E g;\ég Zytoplasma

= * ERK- Inhlblerung

.-:I * Antiproliferation
'-..--'
AT2-Rezeptor

Abbildung 4.2-2: Molekulare Funktion des ATBP

ﬂ!L!‘sJ

18




4.3 Der Renin-/ Prorenin-Rezeptor (RER)

Die Protease Renin stellt aufgrund der Fahigkeit, die Hydrolyse von Angiotensinogen zu
Angiotensin | zu katalysieren, ein Schlisselenzym im Renin-Angiotensin-System (RAS)
dar™ "3 Renin und Prorenin werden klassischerweise als Enzyme bzw. Proenzyme
betrachtet. Neuere Forschungen zeigen jedoch, dass diese Proteine auch
Hormonfunktion besitzen, da sie an zelluldre Zielstrukturen binden kénnen'®. Weiterhin
wurde kirzlich ein humaner Renin-/ Prorenin-Rezeptor (RER) kloniert, welcher spezifisch
Renin  und auch Prorenin binden kann. Der RER besitzt eine singulare
Transmembrandoméne und (bt interessanterweise eine duale Funktion aus™ %
(Abbildung 4.3-1):

(1) Bindung von Renin an diesen Rezeptor steigert die katalytische Aktivitat des Renins
um den Faktor 4 bis 5. Dariber hinaus bedingt Rezeptorbindung von Prorenin, dass
dessen katalytische Aktivitat - bezlglich der Generierung von Angiotensin | - demaskiert
wird.

(2) Nach Ligandenbindung kann der Renin-/ Prorenin-Rezeptor eine Signaltrans-
duktionskaskade induzieren. Bindung von Renin und auch Prorenin bedingt eine
Phosphorylierung des Rezeptors sowie eine Aktivierung der MAP (mitogen-activated
protein)-Kinasen (MAPK) ERK1 and ERK2.

Prorenin
Enzym- Angiotensinogen
Renin aktivitat
vergleichbar : 3 Angiotensin |
4-5-fach ?' mit Renin

el

ERK1/2 Membran

\

7

\ 0 Transkriptom

A\ \Ya\Y/a\Y4
Zellkern

Abbildung 4.3-1: Molekulare Funktion des Renin-/ Prorenin-Rezeptors

Die mRNA des RER wird vor allem in Hirn, Herz, Plazenta, Niere, Leber und Pankreas
exprimiert'® 140,

Weiterhin ist zu betonen, dass der C-terminale Abschnitt des RER molekular identisch ist
mit dem vacuolar proton-translocating ATPase (V-ATPase) membrane sector-associated
protein M8-9 (APT6M8-9)"! "% Dies ist insofern von Bedeutung, da V-ATPasen
beispielsweise bezlglich zahlreicher renaler Transportprozesse, dem receptor recycling
und der Neurotransmitterspeicherung physiologische Funktionen ausiiben 2,
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Medizinische Bedeutung des Renin-/ Prorenin-Rezeptors

(1) Monogene Erkrankungen:

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass ein monogener Gendefekt im Renin-/ Prorenin-
Rezeptor die Ursache flr eine X-linked mental retardation (XLMR) - verbunden mit
Epilepsie (XMRE) - in einer betroffenen Familie ist'*>. Passend zu diesen Befunden
konnte nachgewiesen werden, dass das vom RER (= APT6M8-9)-Genlokus kodierte
Protein eine entscheidende Rolle im Rahmen der Entwicklung des zentralen
Nervensystems spielt, da die Deletion von APT6M8-9 beim Zebrafisch mit verkleinertem
Enzephalon und Nekrosen des ZNS verbunden ist"*.

(2) Kardiovaskulare Erkrankungen:

Sog. decoy-Peptide, welche die rezeptorassoziierte Prorenin-Aktivierung bzw. Bindung
inhibieren, kénnen im Tierversuch die Entwicklung und Progression einer
hypertoniebedingten, kardialen Fibrose reduzieren'® ' und dariiber hinaus eine
diabetische Nephropathie komplett hemmen'" '*®. Passend dazu konnte gezeigt werden,
dass eine RER-Aktivierung das profibrotische Zytokin TGF-B in Mesangialzellen
induzieren kann'*®. Dies deutet auf eine entscheidende Rolle des RER in der
Pathophysiologie dieser Endorganschaden hin. Weiterhin konnte klrzlich demonstriert
werden, dass eine transgene Uberexpression des RER arterielle Hypertonie' sowie eine

Glomerulosklerose™’ bedingt.

(3) Pharmakologie:

Aufgrund der Entwicklung oral wirksamer Renin-Inhibitoren wie Ro 66-1132 (Hoffmann-La
Roche) oder Aliskiren (CGP 60536B, SPP-100; Novartis)'*" "2, wobei letzteres beziiglich
der Indikation arterielle Hypertonie die klinische Phase Il abgeschlossen'? '°* >4 ynd im
Mérz 2007 die Zulassung in den USA erhalten hat'® ' kommt dem Renin-/ Prorenin-
Rezeptor eine wichtige Bedeutung in der Pharmakologie und kardiovaskularen klinischen
Medizin zu. Renin-Inhibitoren reduzieren zwar wie erwartet die Plasmareninaktivitat,
aufgrund der Unterbrechung der negativen Rickkopplung von Angiotensin Il auf die
Renin-Synthese kommt es jedoch zu einem Anstieg der absoluten Plasmakonzentration
von Renin um das bis zu 34-fache™” ' 37 Daher ist zu erwarten, dass diese neue
Medikamentengruppe indirekt Auswirkungen auf die Signaltransduktion des RER
aufweist, was weitere Wirkungen und Nebenwirkungen bedingen konnte.

(4) Onkologie:

Dem RER scheint aber auch eine Rolle in der Onkologie zuzukommen, da dieser in
humanen Glioblastomen und Glioblastomzelllinien exprimiert wird, und der Renin-Inhibitor
RO0663525 die DNA-Synthese und Zellzahl von Gliomzellen in Kultur reduzieren kann,
wobei dieser Effekt (iber den RER vermittelt zu sein scheint'.
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4.4 Eigene Arbeiten - Entschliisselung der Signaltransduktion des RER

Da die Signaltransduktion des Renin-/ Prorenin-Rezeptors bis auf die oben erwahnte
leichte Aktivierung von MAP-Kinasen zuvor noch nicht untersucht worden war und auch
keine direkten Protein-Protein-Interaktionspartner des RER bekannt waren, bestand das
Ziel eines kurzlich abgeschlossen Projektes darin, die Signaltransduktion des RER von
der Membran bis hinunter in den Zellkern basierend auf Protein-Protein- und Protein-
DNA-Interaktionen zu analysieren (Originalarbeit 14.1).

Initial konnten wir mittels RT-PCR und Northern blotting nachweisen, dass der RER
ubiquitar exprimiert wird. Darlber hinaus wurden die transkriptionellen Startpunkte des
humanen RER mittels 5°-RACE analysiert, wobei multiple Startstellen in diesem TATA
box-losen Promotor identifiziert werden konnten. Komplementar zur Startpunktanalyse
wurde der Promotor des humanen RER Gens kloniert. Nachfolgende Promotor-
Reportergen-Assays zeigten, dass der RER-Promotor in unterschiedlichen Zellen eine
sehr hohe Promotoraktivitdt aufweist (Originalarbeit 14.1). Die Promotor-Architektur des
RER weist also - passend zur ubiquitaren Expression - Kennzeichen eines sog.
housekeeping-Promotors auf.

Anschlieend konnten wir mittels eines yeast two-hybrid screening den Transkriptions-
faktor PLZF (promyelocytic zinc finger protein) als Interaktionspartner des RER
identifizieren und diese Protein-Protein-Interaktion mittels Koimmunoprazipitation
verifizieren (Originalarbeit 14.1). Bei PLZF handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor,
welcher bei Patienten mit t(11;17)(g23;921)-translokationsassoziierter  akuter
promyelozytischer Leukémie (APL) disruptiert ist"® " 182 und welchem eine Bedeutung
im Rahmen der ZNS-Entwicklung zukommt'®® '®*_ Dariiber hinaus wurde PLZF bereits als
Adapterprotein des Angiotensin-AT2-Rezeptors im Herzen beschrieben'® (s.a. Abschnitt
4.1). Weitere Experimente zeigten, dass eine Aktivierung des RER durch Renin eine
Translokation von PLZF vom Zytoplasma in den Kern bedingt (Originalarbeit 14.1;
Abbildung 4.4-1). Mittels Chromatinimmunoprazipitation (ChIP), electrophoretic
mobilityshift assay (EMSA) und site-directed mutagenesis konnte nachgewiesen werden,
dass PLZF direkt auf dem Promotor des RER bindet, was wiederum eine erniedrigte
Promotoraktivitat und einen erniedrigten mRNA-Spiegel des RER bedingte (Originalarbeit
14.1). Demgegeniber verursachte eine RER-Aktivierung PLZF-vermittelt eine Aktivierung
der p85a-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K-p85a) auf Promotor- und
mRNA-Ebene (Abbildung 4.4-1). Alle diese Effekte konnten durch siRNA gegen den RER
aufgehoben werden (Originalarbeit 14.1). Die Bedeutung dieser neuen Renin-RER-PLZF-
RER/ PI3K-Signaltransduktionskaskade in vivo konnte von uns in einen PLZF-knockout-
Modell der Maus verifiziert werden (Originalarbeit 14.1).

Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass eine Aktivierung dieses RER-PLZF-
Signaltransduktionsweges in Kardiomyoblasten die Zellzahl erhéht und die Apoptose
vermindert (Originalarbeit 14.1).
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5. Prionen-Protein
5.1 Prionen und Prionenerkrankungen

Prionen sind proteinartige Partikel, welche trotz des Fehlens von Nukleinsauren infektios
sind. Prionenerkrankung stellen aufgrund dieser speziellen Pathophysiologie eine
besondere Krankheitsgruppe innerhalb der Medizin dar ¢ 167: 168. 169,

Humane Prionenerkrankungen lassen sich in 1) genetische (M. Gerstmann-StrauRler'®
und fatale familidre Insomnie'), 2) infektiose (Kuru'? und die iatrogene Creutzfeld-
Jakob-Krankheit'”® sowie die new variant Creutzfeld-Jakob disease'™) und 3)
sporadische (Creutzfeld-Jakob-Krankheit'®) einteilen. All diesen Krankheiten gemeinsam
ist, dass das endogene, physiologische Prionen-Protein (PrP°) entweder mutiert ist oder
durch infektidses Prionen-Protein in die pathologische, partiell protease-resistente Form
(PrP®°) missgefaltet wird'”. Ubereinstimmend damit konnte gezeigt werden, dass PrP°-
defiziente Mause resistent gegentber Prionenerkrankungen sind, das Vorhandensein von
PrP° also eine Voraussetzung fiir die Pathogenese von Prionenerkrankungen ist'’® 175177,
Prionenerkrankungen werden dartiber hinaus auch als pathophysiologisches Modell flr
M. Alzheimer genutzt'”® ""® ¥ und Prionen spielen - unabhangig von den eigentlichen
Prionenerkrankungen - in der Pathophysiologie dementieller Erkrankungen eine Rolle'™"
'82 Die zum Teil kontrovers diskutierten physiologischen Funktionen von PrP® umfassen
Signaltransduktion®® '8 Anti-Apoptose'® '*® Kupferbindung'®* ' und oxidativen Stress-
Metabolismus'® 8% '8 | diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass PrP® neben
dem Gehirn beispielsweise auch in der Niere und im Herzen exprimiert wird'®® 191 192
Bezuglich des letztgenannten Expressionsortes scheinen pathologische Prionen-Proteine
eine Kardiomyopathie induzieren zu kénnen %% 94,

5.2. Eigene Arbeiten - Funktionelle Charakterisierung des Promotors des humanen
Prionen-Proteins

Aufgrund der Bedeutung der PrP°-Expression im Rahmen von Prionenerkrankungen,
sowie aufgrund der allgemeinen physiologischen Bedeutung des Prionen-Proteins,
bestand das Ziel eines Projektes darin, den humanen Promotor des PrP°-kodierenden
Gens (PRNP), welcher zu diesem Zeitpunkt noch nicht kloniert war, zu subklonieren und
basal funktionell zu charakterisieren (Originalarbeit 14.5).

Initial konnten wir zeigen, dass die mRNA des endogenen Prionen-Proteins nicht nur in
neuronalen, sondern auch in endothelialen Zellen exprimiert wird. Dieser endothelialen
Expression scheint pathophysiologische Bedeutung zuzukommen, da Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen darauf hindeuten, dass gastrointestinale und zerebrale Gefalle bei der
Neuroinvasion von Prionenerkrankungen beteiligt zu sein scheinen %% 19197,

Weiterhin konnten unterschiedliche transkriptionelle Startpunkte in neuronalen versus
endothelialen Zellen determiniert werden, was auf zellspezifische Mechanismen in der
core-Promotor-Regulation hindeutet (Originalarbeit 14.5).

Der subklonierte PRNP-Promotor zeigte starke Aktivitaten - welche mittels der relativen
Luziferaseaktivitat (RLA) quantifiziert wurden - sowohl in humanen neuronalen als auch in
humanen endothelialen Zellen. Mittels Analyse von seriellen Promotordeletionsmutanten
konnten zwei aktivierende Regionen ([-131/-284]; [-1303/-1543] relativ zum 3’-Ende von
Exon 1 in Basenpaaren) und zwei reprimierende Regionen ([-254/-567]; [-567/-909]) in
neuronalen Zellen identifiziert werden. Demgegenuber sind die aktivierenden Elemente in
endo-thelialen Zellen bei [-131/-284] und [-284/-567] lokalisiert, und es konnte nur eine
einzige reprimierende Promotoregion ([-567/-909]) in diesem Zelltyp aufgezeigt werden
(Originalarbeit 14.5). Diese Befunde deuten auf zellspezifische Mechanismen auch in der
proximalen Promotor-Regulation hin.
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6. Funktionelle Charakterisierungen von Promotorpolymorphismen
6.1 Eigene Arbeiten - Polymorphismen im Cathepsin G-Genpromotor

Cathpepsin G (CTSG) ist eine Serin-Protease, welche von neutrophilen Granulozyten
freigesetzt wird'®® sowie die Prostazyklinproduktion hemmen und unter anderem dadurch
die Thrombozytenaggregation fordern'® 2% kann.

Im Rahmen eines sog. ACE-independent pathways kann Cathepsin G beispielsweise in
Granulozyten und im Gehirn Angiotensin Il aus Angiotensin | generieren®" 2°2. Dariiber
hinaus besitzt Cathepsin G die Fahigkeit, die Reaktion von Angiotensinogen zu
Angiotensin | zu katalysieren®® ?®2. Dem RAS wiederum kommt eine Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose und der intravaskularen Thombose zu?®.

Aufgrund dieser pathophysiologischen Bedeutung von Cathepsin G wurde von uns das
humane CTSG-Gen hinsichtlich der Existenz von mdglichen genetischen
Polymorphismen untersucht?*®>. Wir konnten insgesamt 5 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) identifizieren, von welchen vier in der Promotorregion des Gens lokalisiert waren
(G-618C, G-315A, C-179T und C-160T). Basierend auf diesen Befunden wurden die
Teilnehmer zweier Fall-Kontroll-Studien [(1) ECTIM-Studie mit 900 Herzinfarktpatienten
und 900 Kontrollen; (2) GENIC-Studie mit 466 Apoplex-Patienten und 444 Kontrollen]
beziiglich der CTSG-Polymorphismen genotypisiert?”®. In keiner der beiden Studien
konnten die Promotorpolymorphismen jedoch mit einem Phanotyp assoziiert werden.
Komplementdr dazu wurden von uns die entsprechenden Promotor-Haplotypen in
Luziferase-Reporter-Plasmide kloniert und in eine humane, histiozytare Lymphomzelllinie
transfiziert. Uberstimmend mit den klinischen Befunden zeigte sich kein Effekt der
Cathepsin-G-Promotorpolymorphismen auf die Promtoraktivitat?®”.
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6.2 Eigene Arbeiten - Polymorphismen im ECE-1b-Genpromotor

In einer gréBeren (n= 704) Assoziationsstudie konnten wir zwei ECE-1b
Promotorpolymorphismen (T-839G und C-338A; Abbildung 6.2-1) identifizieren, die
signifikant mit essentieller arterieller Hypertonie bei Frauen assoziiert waren, wobei
abhangig vom Genotyp systolische Blutdruckunterschiede von bis zu 14 mmHg
beobachtet werden konnten (Originalarbeit 14.6). Darlber hinaus konnten wir funktionell
zeigen, dass einer dieser hypertonusassozierten single nucleotide polymorphisms (SNPs)
des ECE-1b Promotors, welcher sich im Bereich einer Konsensussequenz fir die
Transkriptionsfaktorfamilie E2F befindet (C-338A), mit veranderter Promotor-
Reportergenaktivitdt und veranderter Affinitdt fir den Transkriptionsfaktor E2F-2
verbunden ist, wobei das -338A-Allel eine erhohte Affinitdt und eine erhodhte
Promotoraktivitat bedingt (Originalarbeit 14.6).

Die E2F-Transkriptionsfaktorfamilie umfasst die 6 Transkriptionsfaktoren E2F-1 bis E2F-6
und (bt eine Schliisselfunktion innerhalb der Zellzykluskontrolle aus®®. Zu den durch
E2F-Proteine regulierten Genen gehoéren sowohl Zellzyklusregulatoren (z.B. Zyklin E und
Cdc2) als auch Enzyme der Nukleotidbiosynthese (z.B. Dihydrofolatreduktase)®®. Die
Effekte der E2F-Proteine (mit Ausnahme von E2F-6) werden durch Interaktion mit sog.
pocket proteins, welche das Retinoblastoma-Protein, p107 und p130 umfassen,
reguliert®®. E2F-1 war das erste Gen, welches gleichzeitig die Kriterien eines Onkogens
als auch eines Tumorsuppressorgens erfiillte®®’.

Durch unsere Ergebnisse wurde erstmalig eine Verbindung zwischen der
zellzyklusassozierten E2F-Familie und essentieller Hypertonie aufgezeigt.

Unsere genetischen und klinischen Daten beziglich der hypertonieassoziierten ECE-1b-
Promotorpolymorphismen sowie unsere molekularbiologischen Resultate bezlglich
haplotypabhangiger Promotoraktivitdt konnten kirzlich durch eine unabhangige
Arbeitsgruppe reproduziert werden®®® 2. Dar{iber hinaus konnte diese Arbeitsgruppe
zeigen, dass der von uns initial identifizierte und funktionell charakterisierte C-338A-
Promotorpolymorphismus signifikant mit Morbus Alzheimer beim Menschen assoziiert ist,
und zwar in einer vergleichbaren GréRenordnung wie das ApoE2-Allel.

Exon 1c Exon 1b Exon 2 Exon 3

c-Promotor [ b-Promotor mm - a-Promotor:-_
() (55

92% 74% Allelfrequenz

(P<«— wr—>»)

G A ATG
-839 -338 Exon 1b

Abbildung 6.2-1: Polymorphismen im humanen ECE-1b-Promotor
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6.3 Eigene Arbeiten - Polymorphismen im ECE-1c-Genpromotor

Im Gegensatz zum ECE-1b-Promotor, in welchem SNPs Untersuchungsgegenstand
waren, wurden im Promotor der humanen ECE-1c-Isoform Mikrosatelliten-repeats von
uns analysiert (Originalarbeit 14.3). Bei diesen Mikrosatelliten handelt es sich um einen
(CA)n-Dinukleotidrepeat sowie einen (CG)p, -(CA)-Dinukleotidrepeat (Abbildung 6.3-1).

Wir konnten anhand unterschiedlicher humaner DNA-Proben und mittels verschiedener
Methoden (radioaktive genomische PCR, direkte Sequenzierung von PCR-Produkten und
Sequenzierung post Subklonierung) zeigen, dass all diese Mikrosatelliten bezlglich ihrer
Repeatanzahl hochpolymorph sind (Originalarbeit 14.3). Diese
Mikrosatellitenpolymorphismen haben eine starke funktionelle Auswirkung auf die basale
Promotoraktivitdt. Der im Vergleich zu vielen anderen Promotoren starke ECE-1c
Promotor wird in neuronalen und auch endothelialen Zellen durch die entsprechenden
Allele zum Teil um einen Faktor > 2 in seiner Aktivitat beeinflu®t (Originalarbeit 14.3).

Exon 1c Exon 1b Exon 2 Exon 3

c-Promotor b-Promotor a-Promotor
(] [] [ e

-83 507

9 -
—cacaca.. — I cacacA.. — AT

5°-Satellit CpG-repeat 3’-Satellit Exon 1c
< -<———>
40 bp 22 bp 36 bp
- /
~

Abbildung 6.3-1: Polymorphismen im humanen ECE-1c-Promotor.
Das dargestellte Gelbild zeigt die elektrophoretische Auftrennung einer radioaktiven PCR,
welche die Region vom 5°-Satelliten bis zum 3°-Satelliten umfasst. Die genomische DNA

von 11 verschiedenen Individuen wurde dabei als template verwendet. Vergleiche auch
Fig. 8 in Originalarbeit 14.3.
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7. Epigenetik
7.1 Bedeutung der Epigenetik

Methylierung von CpG-Dinukleotiden ist ein weiterer Mechanismus der eukaryontischen
Genregulation, wobei dieser unter anderem bei der X-Chromosom-lnaktivierungm, dem
Imprinting®'!, der Unterdriickung von parasitiren Sequenzelementen im Genom?'?, der
Tumorgenese?™ 2" und im Rahmen der memory formation*'> 2'® von Bedeutung ist.
Methylierung von CpG-Dinukleotiden in Promotoren ist mit Suppression der
Promotoraktivitat verbunden; dieser Effekt wird unter anderem durch Histondeazetylierung
und durch sogenannte methyl-CpG-binding proteins (u.a. MeCP2 und MBD1) vermittelt?'"
218,219, 220 Dar{iber hinaus besitzt Promotormethylierung auch eine pharmakogenomische
Bedeutung. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Promotormethylierung des
DNA-Reparaturenzyms MGMT bei humanen Gliomen mit dem Ansprechen auf
Chemotherapie und mit der Uberlebensrate korreliert?”'. Von weiterem Kklinischen
Interesse ist, dass eine gezielte Induktion von Promotormethylierung erfolgreich in einem
Tumormodell in vivo angewendet werden konnte?”> und dass Inhibitoren der DNA-
Methylierung schon in klinischen Studien - insbesondere bei hamatologischen
Erkrankungen - eingesetzt werden®'* 22, Ebenso kommt der Epigenetik eine zunehmende
Bedeutung in der kardiovaskularen Medizin zu®** 2%°.

Die sog. CpG-Inseln, die sich in der Regel Uber einen Bereich von mehr als 500 bp
erstrecken, sind nicht nur durch einen hohen GC-Gehalt gekennzeichnet, sondern auch
durch eine hohe Frequenz von CpG-Dinukleotiden. CpG-Inseln sind in der Regel
unmethyliert?®® ¥’ und ca. 60% der durch die RNA Polymerase Il transkribierten Gene
besitzten CpG-Inseln in ihren Promotoren??.

Von Bedeutung bezlglich Abschnitt 7.2 ist, dass CpG-Inseln (also eine Haufung von
CpG-Dinukleotiden) und (CpG).,-Mikrosatelliten nicht identisch sind. Die Haufigkeit der
direkten, also ununterbrochenen Wiederholung des Dinukleotids, d.h. das "n", betragt bei
Mikrosatelliten gewdhnlich 15-30 ??°. Solche GC-Mikrosatelliten-repeats sind relativ selten
und machen nur 0.1% aller Dinukleotid-repeats aus®®.
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7.2 Eigene Arbeiten - Epigenetische Aspekte der Regulation des ECE-1c-
Promotors

Der von uns klonierte humane ECE-1c-Promotor besitzt, wie in Abschnitt 6.3 beschrieben,
einen polymorphen (CpG),-Mikrosatellitenrepeat. Daher bestand das Ziel darin, nicht nur
den EinflulR des repeat-Polymorphismus auf die Promotoraktivitdt zu analysieren (s.
Abschnitt 6.3), sondern auch die putative Regulation dieses Promotorabschnitts durch
Methylierung.

Unter Anwendung einer modifizierten Natriumbisulfit-Methode zur Methylierungsdetektion,
welche mit Subklonierungs- und Sequenzierungsschritten verbunden war, konnten wir
nachweisen, dass der CpG-Mikrosatellit des humanen ECE-1c-Promotors unter basalen
Bedingungen in epithelialen und endothelialen Zellen nicht methyliert ist (Originalarbeit
14.3).

Auf der anderen Seite zeigten transiente Transfektionen von Deletionsmutanten des ECE-
1c-Promotors - wobei diese im in vitro-methylierten bzw. unmethylierten, nativen Zustand
verwendet wurden -, dass der ECE-1c-Promotor insgesamt durch Methylierung stark
supprimiert werden kann (Originalarbeit 14.3). Dieser Befund wurde weiterhin durch

sog. patch-Methylierungsversuche, bei welchen nur bestimmte Bereiche des Promotor-
Luziferase-Konstruktes methyliert werden, validiert (Originalarbeit 14.3).

Um die Bedeutung des CpG-repeat selbst im Rahmen dieser Suppression zu analysieren,
wurden weitere Deletionsmutanten kloniert und im methylierten bzw. unmethylierten
Zustand transfiziert. Es konnte demonstriert werden, dass der CpG-repeat (zusammen mit
dem sich direkt anschlie®enden CA-repeat) ein postives regulatorisches Element darstellt,
wobei dieser aktivierende Effekt im unmethylierten und ungewodhnlicherweise ebenso im
methylierten Zustand des CpG-repeat beobachtet wurde (Originalarbeit 14.3).
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8. Dimensionen der transkriptionellen Regulation

Die in den vorangehenden Abschnitten diskutierten Ergebnisse haben uns dazu gefiihrt,
dass wir die Promotorebene selbst als dreidimensionales System betrachten. Dabei
stellen (1) Regulation durch klassische Transkriptionsfaktoren [Abschnitte 3, 4 u. 5], (2)
genetische Effekte (insbesondere der Effekt von Polymorphismen, z.B. SNPs) [Abschnitt
6] und (3) epigenetische Mechanismen (z.B. Methylierungsmuster von Promotoren)
[Abschnitt 7] die entsprechenden Achsen dar. Auf diesen Achsen wurden und werden
Promotoren von uns funktionell untersucht und klassifiziert, was in Abbildung 8-1
beispielhaft fir die alternativen Promotoren des humanen  Endothelin-
Konvertierungsenzyms-1 dargestellt ist. Der Promotor der c-spezifischen Isoform des
humanen Endothelin-Konvertierungsenzyms-1 (ECE-1) weist  housekeeping-
Eigenschaften auf - was geringere Regulation durch TFs impliziert -, kann durch
Methylierung reguliert werden und wird in seiner Aktivitat in gréRerem Male durch
Polymorphismen beeinflult (Abschnitte 3.2, 7.2 und 6.3).

Im Gegensatz zur ECE-1c-Isoform kann der ECE-1a-Promotor durch Induktion des
Proteinkinase C-Signaltransduktionsweges aktiviert werden (Abschnitt 3.2) und ist damit
in hdherem Malie regulierbar als diese.

Die Beeinflussung des ECE-1b-Promotors durch SNPs ist von klinischer Relevanz, jedoch
quantitativ von geringerer Auspragung als der Effekt des Mikrosatelliten-polymorphismus
im ECE-1c-Promotor (Abschnitte 6.2 und 6.3).

Regulation durch Trans-
kriptionsfaktoren ECE-1c-Promotor

I ECE-1b-Promotor

I ECE-1a-Promotor

genetische Mechanismen
(z.B. Methylierung)

genetische Mechanismen
] (z.B. Polymorphismen)

Abbildung 8-1: Dimensionen der transkriptionellen Regulation

Die drei oben dargestellten Achsen sind jedoch nicht unabhangig voneinander. So konnte
gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen Polymorphismen und Epigenetik in dem
Sinne besteht, dass durch einen SNP ein methylierbares CpG-Dinukleotid entstehen
kann®® 2! Die Komplexitat zellularer Regulation wird dariiber hinaus durch eine Vielzahl
weiterer Mechanismen gesteigert. Polymorphismen kénnen entscheidend zur Modulation
einer Gen-Umwelt-Interaktion beitragen, in dem Sinne, dass die Reagibilitat auf einen
bestimmten Umweltreiz vom Haplotyp abhéngig ist®** 2*. Weiterhin kdnnen
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234, 235 6

psychosoziale und nutritive®® Umweltfaktoren den Methylierungsstatus von
Promotoren und damit die Genfunktion verandern.

Nicht nur die zuvor diskutieren SNPs und Mikrosatelliten-Polymorphismen erhdhen die
interindividuelle Variabilitat, sondern auch die sog. CNVs (copy number variations). CNVs,
von denen etwa 1500 im menschlichen Genom existieren und welche ungefahr 12% des
humanen Genoms abdecken, scheinen mehr zur genetischen Diversitat beizutragen als
SN PSZ37, 238.

In einer kirzlich erschienenen, wegweisenden Publikation konnte nachgewiesen werden,
dass der transkriptionellen Aktivierung auf Promotorebene oszillierende Prozesse
zugrunde liegen kdnnen®®. In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass nicht nur nukleére
Rezeptoren, sondern auch die sog. general transcription factors (GTFs) [wie z.B. TBP
(TATA box-bindendes Protein), TFIIA, TFIIB und TAFs (TBP-assoziierte Faktoren) des
basalen Transkriptionsapparates], Chromatin-remodeling-Faktoren [wie z.B. SWI/ SNF]
und Kofaktoren [wie z.B. HDACs (Histon-Deacetylasen)] mit einer oszillierenden Kinetik
auf die entsprechenden Promotorregionen rekrutiert werden.

Darlber hinaus stellt die Lage eines Gens innerhalb des dreidimensionalen Zellkerns
einen regulierten Prozess dar, wobei bestimmte cis-Elemente die nukledre Position
determinieren kdnnen®® *" %2 |n diesem Zusammenhang der Chromatinregulation ist
von Bedeutung, dass Genaktivitdt weiterhin  durch  multiple, kovalente
Histonmodifikationen, den sog. histone code, reguliert wird®** 24,

Weiterhin ist die Translokation von Transkriptionsfaktoren durch die Kernporen in den
Zellkern bzw. aus diesem heraus ein regulierter und komplexer Prozess, wobei mehr als
eine Million Makromolekiile pro Minute und pro Zelle aktiv transportiert werden kénnen®**
25 Hierbei ist auch von Bedeutung, dass Genprodukte, also auch transkriptionelle
Regulatoren, nicht nur isoliert agieren, sondern auch unter Ausbildung von sog. Modulen -
quasi makromolekularen Maschinen - %" %% 2% ynd intrazelluldren, biologischen
Netzwerken®*.

SchlieBlich unterliegt eukaryontische Transkription auch stochastischen Aspekten, wobei
transkriptionelle Aktivatoren die Wahrscheinlichkeit regulieren, ob ein Promotor bzw.
enhancer aktiv oder inaktiv ist (sog. binary switch)?*" 22,
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9. Therapeutische Aspekte

9.1 Endothelinsystem

Die Therapie mit dem dualen ETa-ETg-Rezeptorantagonisten Bosentan zahlt derzeit zur
Standardtherapie der primaren [idiopathischen (sporadischen) und familiaren pulmonal
arteriellen Hypertonie (PAH)] und sekundaren pulmonalen Hypertonie®* ?**. Auch dem
von uns charakterisierten ECE-1 kommt eine pathophysiologische Bedeutung bei dieser
Erkrankung zu®®°.

In den letzten Jahren konnten nicht-selektive ECE-1-Inhibitoren, welche dadurch
gekennzeicht sind, dass auch das ANP-abbauende Enyzm Neutrale Endopeptidase
(NEP) gehemmt wird, sowie selektive ECE-1-Inhibitoren entwickelt werden?*,
Nicht-selektive ECE-1-Hemmer wie z.B. Phosphoramidon, SLV-306 oder CGS-26393
konnten im Tierexperiment ihre Wirksamkeit bezlglich der Reduktion von
pulmonalarteriellem Druck, Hypertonie, Neointimabildung und Vasospasmus nach
Subarachnoidalblutung (SAB) sowie bei Herzinsuffizienz zeigen®" 2% 2%% 2% g| v/-306
war der erste ECE-1-Inhibitor, der die klinische Priifung erreicht hat, und befindet sich
derzeit in der Phase Il fiir die Indikationen Herzinsuffizienz und Hypertonie 2% 2.
Selektive ECE-1-Inhibitoren wie FR-901533, CGS-35066 oder Ro-68-7629 sind ebenfalls
im Tierexperiment wirksam bei Vasospasmus post SAB, Herzinsuffizienz und
Neointimabildung?®" 2%,

Den von uns charakterisierten Polymorphismen im ECE-1-Gen koénnte aufgrund der
erwahnten ECE-1-Inhibitoren eine putative pharmakogenetische Relevanz zukommen, da
diese madglicherweise Pharmakokinetik (z.B. im Sinne einer Veranderung der
Kompartiment-Verteilung) und/ oder Pharmakodynamik interindividuell beeinflussen.

Die Bedeutung der in dieser Arbeit analysierten ECE-Isoformen im Rahmen der teilweise
schon etablierten, therapeutischen ECE-1-Inhibition ist derzeit noch nicht untersucht
worden®®. Die Generierung und Analyse von isoformspezifischen ECE-1-knockout-
Mausen koénnte hier neue Einblicke eroffnen. Bisherige Befunde zeigen jedoch schon,
dass Phosphoramidon die Halbwertszeit der ECE-1a-, nicht jedoch der ECE-1b-Isoform,
verlangert®®?, was - aufgrund der unterschiedlichen subzelluldren Lokalisation der ECE-1-
Isoformen - mit einer Umverteilung von ECE-1 in intrazelluldre Kompartimente
einhergeht®® %%*_ Dies deutet darauf hin, dass die einzelnen ECE-1-Isoformen im Rahmen
einer Pharmakotherapie unterschiedlich beeinflul3t werden.

In diesem Kontext konnte eine zuklnftige isoformspezifische ECE-1-Inhibition oder
Modulation zum Beispiel durch decoy-Oligonukleotide (s. Abschnitt 9.5) sinnvoll sein, da
insbesondere die a- und b-lsoformen im pathophysiologischen Kontext, beispielsweise
Leberzirrhose®®®, Herzinsuffizienz?®, Hypertonie®®’, und wahrscheinlich
Neointimaformation?®, reguliert zu sein scheinen, wahrend die c-Isoform housekeeping-
Eigenschaften aufweist®® 266 270 267 ynd méglicherweise zur Aufrechterhaltung des
basalen Vasotonus, zu dem ECE-1 beitragt?”’, notwendig ist.

Isoformspezifische Therapie im Allgemeinen kdnnte auch im neuropsychiatrischen
Bereich eine Rolle spielen. Phosphodiesterase-Inhibitoren besitzen einen antidepressiven
Effekt?’>. Da ein stimulieter cAMP-pathway jedoch unterschiedliche Wirkungen in
verschiedenen Hirnregionen aufzuweisen scheint (u.a. antidepressiv im Hippocampus,
prodepressiv im Nucleus accumbens und proemetisch im Hirnstamm), werden derzeit
isoformspezifische PDE4-Hemmer als neue effektive und nebenwirkungsarmere
Antidepressiva diskutiert?’.

9.2 AT2-Rezeptor

Wie in Abschnitt 4.1 diskutiert, kommt der Aktivierung des AT2R im Rahmen einer
Therapie mit Angiotensin-AT1-Rezeptorblockern (ARBs) eine klinisch-pharmakologische
Bedeutung zu. Weiterhin konnte kurzlich der erste, oral verfligbare AT2R-Agonist
(compound 21) entwickelt werden?”®, welcher sich derzeit in der préklinischen Phase der
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Medikamentenentwicklung befindet und im Tiermodell die Myokardfunktion nach
Herzinfarkt positiv zu beeinflusst?’*.

Das von uns klonierte AT2R-Adaptorprotein ATBP wurde von einer anderen Arbeits-
gruppe als ein Tumorsuppressorgen identifiziert?”> und stellt somit ein putatives,
zukUnftiges therapeutisches target dar.

9.3 Renin-/ Prorenin-Rezeptor

Die Bedeutung des RER im Rahmen einer Therapie mit der neuen Medikamentenklasse
der Renin-Inhibitoren, welche die katalytische Aktivitdt des Renins hemmen, wurde in
Abschnitt 4.3 beschrieben.

Wir planen, die von uns entschlisselte Renin-RER-PLZF-PI3K/RER-
Signaltransduktionskaskade (Abbildung 4.4-1) dazu zu verwenden, direkte Antagonisten
am RER zu identifizieren, welche von uns als RERBs (renin/ prorenin receptor blocker)
bezeichnet werden. RERBs sollen im Gegensatz zu Renin-Inhibitoren die
Ligandenaktivitat von Prorenin und Renin am RER blockieren.

Derzeit wird von uns - in Analogie zu den Luziferasereportergenassays in Originalarbeit
14.1 - ein high-throughput screening assay (HTS) entwickelt, mit welchem dann
nachfolgend Substanzen einer Substanzbibliothek identifiziert werden kénnen, die den
RER hemmen. Ein entsprechendes Patent wurde im August 2006 von unserer Gruppe
beim Européischen Patentamt eingereicht (06016940.6/ Ep06016940, "Determination of
renin/ prorenin receptor activity").

Aufgrund der unter 4.3 beschriebenen Bedeutung des RER in der Pathophysiologie des
renalen und kardialen Endorganschadens sollen RERBs praklinisch und klinisch dazu
entwickelt werden, diesen bei Hochrisikogruppen (Vorliegen eines metabolischen
Syndroms, Proteinurie oder Zustand post Myokardinfarkt etc.) im Sinne eines
Endorganprotektivums zu verhindern bzw. zu reduzieren.

9.4 Prionen-Protein

Da die Expression von PrP® eine Voraussetzung fiir die Pathogenese von Prionen-
erkrankungen ist (Abschnitt 5.1), ist es naheliegend, dass eine Reduktion des endogenen
Spiegels von PrP® prophylaktisch und/ oder therapeutisch sinnvoll sein kann. Daher stellt
der von uns klonierte Promotor des Prionen-Protein-Gens unserer Meinung nach eine
pharmakologische Zielstruktur dar, die beispielsweise mittels decoy-Oligonukleotiden
reprimiert werden kénnte. Dies ist auch insofern von Bedeutung, da Therapien, die sich
gegen das PrP* richten, nicht effizient zu sein scheinen'®® 27°,

Da die PrP®-knockout-Mause nur einen minimalen Phanotypen zeigen®’"?®, der weiterhin
durch die Hochregulation des Doppel-Proteins bedingt ist'”> 2°, ware eine
pharmakologische oder gentherapeutische Reprimierung von PrP¢ denkbar, ohne dass
man aufgrund des bisherigen Kenntnisstandes groere Nebenwirkungen hierdurch zu
erwarten hatte. Weiterhin deuten unsere Daten (Abschnitt 5.2) darauf hin, dass je nach
Zelltyp unterschiedliche Transkriptionsfaktoren an der Regulation des PrP®-Promotors
beteiligt sind, so dass mittels Intervention auf Promotorebene - i. Ggs. zu einer solchen
auf mRNA-Ebene - theoretisch eine gewebespezifische Therapie moglich ist.

9.5 Zukiinftige Therapieansatze

Nicht nur die zuvor genannten Proteinstrukturen kénnen ein pharmakologisches target
darstellen, sondern auch die Promotorebene selbst kann als eine therapeutische
Zielstruktur aufgefasst werden. So kdénnen nicht nur Steroidhormone und
Schilddriisenhorme, sondern auch "klassische Pharmaka" wie Acetylsalicylsaure,
Ciclosporin  und FK506 (Tacrolimus) die Aktivitdt von Transkriptionsfakoren
beeinflussen®. Weiterhin sind die fettsenkenden Fibrate und die in der Therapie des
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Diabetes mellitus eingesetzten Thiazolidindione (Glitazone) direkte Agonisten der
ligandenabhangigen Transkriptionsfaktoren PPARa bzw. PPARy %',

Auch "gentherapeutische" bzw. "molekulartherapeutische" Ansatze zur Beinflussung von
Transkriptionsfakoren bzw. Promotoraktivitat sind beschrieben worden.

In der PREVENT-Studie konnte gezeigt werden, dass die ex vivo-Applikation von decoy-
Oligonukleotiden gegen die Transkriptionsfaktorfamilie E2F beim Menschen die
Okklusionsrate von vendsen Bypassen signifikant reduziert’®®. Decoys sind
doppelstrangige Oligodesoxynukleotide mit der Konsensussequenz fir bestimmte
Transkriptionsfaktoren®?, die in diesem Fall mit endogenen Promotoren um die Bindung
von E2F-Transkriptionsfaktoren kompetitieren.

Weiterhin konnte demonstriert werden, dass artifizielle Transkriptionsfaktoren (designed
transcription factors) endogene Onkogene Uber Bindung an entsprechende Promotoren
im chromosomalen Kontext herunterregulieren kénnen, und diesem Ansatz daher ein
therapeutisches Potential in der Onkologie zukommen kénnte?®.

Dartber hinaus wurde kurzlich eine neue, RNA-basierte Methode beschrieben, bei
welcher Genexpression mittels sog. antigene RNAs (agRNAs), welche mit
einzelstrangiger genomischer DNA im Bereich des transktriptionellen Startpunktes
interagieren, supprimiert werden kann?°.

Einen weiteren innovativen Ansatz stellt die gezielte Induktion von Promotormethylierung
durch methylierte Oligonukleotide dar, welche eine Suppression der entsprechenden
mRNA bedingt*?. Ebenso kénnen siRNA, antisense-Oligonukleotide und Ribozyme dazu
eingesetzt werden, Transkriptionsfaktoren zu inhibieren und damit Promotorfunktionen zu
modulieren®®® #”_ SchlieRlich kann ein sogenannter antigene approach unter Verwendung
von triplexbildenden Oligonukleotiden dazu verwendet werden, einzelne Basen auf

Genomebene auszutauschen, und damit prinzipiell Promotorsequenzen zu veréndern®®®
289
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10. Zusammenfassung

Die Untersuchung von genregulatorischen Mechanismen im Endothelin- und Renin-
Angiotensin-System stellt den Fokus dieser Habilitationsschrift dar, wobei (a) Protein-
DNA-Interaktionen auf Promotorebene sowie Beeinflussung dieser durch
Signaltransduktionswege, (b) Promotorpolymorphismen und (c) epigenetische Aspekte
analysiert wurden.

Wir konnten den Promotor des humanen Prionenproteins sowie drei isoformspezifische
Promotoren des humanen Endothelin-Konvertierungsenzyms-1 (ECE-1) klonieren und
funktionell - beispielsweise bezlglich transkriptioneller Startpunkte und cis-Elementen -
charakterisieren. Dabei konnte unter anderem demonstriert werden, dass der im Rahmen
der Herzentwicklung essentielle Transkriptionsfaktor Nkx2-5 die ECE-1a-, -1b- und -1c-
Isoformen positiv reguliert, wobei Protein-DNA-Interaktionen, Promotoraktivitaten und die
mRNA-Ebene analysiert wurden. Damit konnten wir erstmalig eine direkte molekulare
Verbindung zwischen dem Endothelinsystem und Nkx2-5 aufzeigen, welcher eine
wahrscheinliche Bedeutung in der Pathogenese angeborener Herzfehler zukommit.
Bezlglich des ECE-1b-Promotors konnten wir zwei single nucleotide polymorphisms
(SNPs) identifizieren und beim Menschen die signifikante Assoziation dieser mit
essentieller arterieller Hypertonie aufzeigen. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass
einer dieser Polymorphismen die Bindungsaffinitat und die Transaktivierungsaktivitat des
Transkriptionsfaktors E2F-2 verandert, womit erstmalig eine Verbindung zwischen
essentieller Hypertonie und Zellzyklusregulation demonstriert werden konnte.

Im humanen ECE-1c-Promotor wurde unter anderem der Methylierungsstatus sowie der
funktionelle Effekt einer in vitro-Methylierung analysiert. Weiterhin konnte die ausgepragte
funktionelle Relevanz eines [CpG]n-[CA],-Mikrosatellitenpolymorphismus nachgewiesen
werden.

Bezlglich des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) konnte das zuvor unbekannte Protein
ATBP (AT2R binding protein) durch uns kloniert werden, welches an den
zytoplasmatischen Bereich des Angiotensin-AT2-Rezeptors (AT2R) bindet und
antiproliferative Eigenschaften dieses Rezeptors vermittelt.

Kirzlich konnten wir als erste Arbeitsgruppe die Signaltransduktion des Renin-/ Prorenin-
Rezeptors (RER) basierend auf Protein-Protein- und Protein-DNA-Interaktionen
aufschlisseln und nachweisen, dass der Transkriptionsfaktor PLZF ein direktes
Adapterprotein des RER darstellt, nach Rezeptoraktivierung in den Zellkern transloziert
und dort zielgenabhangig als Aktivator aber auch Repressor fungieren kann.

SchlieBlich konnten wir eine neue Formel - die sog. GED (Gene Expression’s CT
Difference)-Formel - zur Auswertung von real-time PCR-Daten mathematisch herleiten
und experimentell validieren.
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