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1. EINLEITUNG

1.1.
Veterindrmedizinische Bedeutung von G-Protein gekoppelten Rezeptor-

kinasen und mirkoRNAs in Zusammenhang mit Herzinsuffizienz

In der Veterindrmedizin besitzen Herzerkrankungen aufgrund ihres haufigen Auf-
tretens und begrenzter Therapiemdoglichkeiten eine grofie Bedeutung. Kardiale Er-
krankungen treten bei etwa 10 % aller in veterindrmedizinischen Praxen vorgestellten
Hunden und Katzen auf. Bei 8% der Hunde ist eine Herzerkrankung Todesursache.

Damit stellt eine kardiale Erkrankung die vierthaufigste Erkrankung bei Hunden dar®.

Die chronisch valvulare Herzerkrankung (chronic valvular heart disease; CVHD)
ist die hdufigste Herzerkrankung beim Hund'®. Unter einer CVHD werden in
der Literatur folgende Herzerkrankungen beschrieben: Mitralklappeninsuffizienz
(mitral valve regurgitation; MR)', Endokardiose (endocardiosis)'*, degenerative
Mitralklappenerkrankung (degenerative mitral valve disease; DMVD)'®, myxoma-
tose Atrioventrikularklappen-Degeneration (myxomatous atrioventricular valvular
degeneration) und chronische Klappenfibrose (chronic valvular fibrosis). Die CVHD
ist eine multifaktorielle Erkrankung und wird autosomal und polygen vererbt'***,

Bisher konnte der genetische Defekt jedoch noch nicht identifiziert werden.

Die zweithdufigste kardiale Erkrankung beim Hund ist die dilatative Kardiomyo-
pathie (dilatative cardiomyopathy; DCM)'®. Dabei sind hdufiger mittelgrofie und
grofle Hunderassen wie Irish Wolthound, Dogge, Doberman und Boxer betroffen.
Erstmalig wird eine DCM in der Regel in einem Alter von fiinf bis sieben Jahren
diagnostiziert'*. Als ursichlich fiir die Entwicklung einer DCM werden verschie-
dene Moglichkeiten wie Taurin- oder Carnitinmangel, infektiose Erkrankungen,
metabolische Stérungen, immunologische Vorgiange und genetische Faktoren dis-
kutiert'”. Da eine erhebliche Pradisposition der genannten Hunderassen besteht,
ist von einer dominierenden Rolle der genetischen Faktoren bei der Pathogenese

der Erkrankung auszugehen.
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Herzerkrankungen unterschiedlicher Genese konnen bei lingerem Bestehen zu
einer Herzinsuffizienz fithren. Dies ist auch bei einer DMVD oder DCM der Fall.
Wie in der Humanmedizin bei einer Herzinsuffizienz belegt, konnte eine erh6h-
te Plasmakonzentration von Noradrenalin durch eine dauerhafte Aktivierung des
sympathischen Nervensystems bei Hunden mit DMVD oder DCM beobachtet

108 Die Herzinsuffizienz stellt, sowohl in der Human-, als auch in der Ve-

werden
terindrmedizin, eine bedeutende Erkrankung dar, die sich in ihrer Manifestation
zwischen den Organismen Mensch und Tier vergleichen ldsst. Es konnten bereits
viele Forschungsergebnisse aus der Humanmedizin auf die Veterindrmedizin
tibertragen werden und richtungweisend fiir weitere Forschungsprojekte sein. In
Bezug auf die Herzinsuffizienz beinhalten diese z.B. eine Downregulation der { -
Rezeptoren bei anhaltender sympathischer Stimulation, wodurch die Ansprech-
barkeit der adrenergen Rezeptoren auf endogene Katecholamine sinkt. Wahrend
der prozentuale Anteil der  -Rezeptoren im gesunden, humanen Herzen noch
70 bis 80 % betrigt, sinkt dieser Anteil bei einer kongestiven Herzinsuffizienz auf
etwa 50 %°»'!'%, Darauthin konnte auch bei Hunden mit experimentell erzeugter
Herzinsuffizienz eine Abnahme der f-Rezeptordichte (nicht differenziert nach 8,
und f,) bestitigt werden'"'. Eine selektive Abnahme der kardialen {3 -Rezeptoren
bei Hunden mit natiirlich erworbener DCM konnte ebenfalls gezeigt werden''.
Zudem konnte eine Desensiblisierung und Downregulation von 3 -Rezeptoren bei
einer Herzinsufhzienz, sowohl beim Menschen, als auch beim Hund nachgewie-
sen werden'”’. Desensiblisierung und Downregulation von 3 -Rezeptoren erfolgen
durch G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs). Diese und weitere Studien
suggerieren deutliche Ubereinstimmungen in der Manifestation der Herzinsuffizi-

enz und deren Pathophysiologie zwischen Mensch und Hund.

Dies lasst sich an der Therapie mit B-Blockern noch weiter verdeutlichen. 3-Rezeptor-
Antagonisten (B-Blocker) gehoren in der Humanmedizin seit einigen Jahren zur Stan-
dardtherapie der kongestiven (mit Dilatation der Ventrikel einhergehenden) Herzin-

suffizienz bei stabilen Patienten in allen Stadien''*

. Durch die Blockierung kardialer
B-Rezeptoren reduzieren sie den, bei kardialen Erkrankungen, chronisch erhchten
adrenergen Stimulus am Herzen, der fiir die progressive Schadigung des Herzens

verantwortlich gemacht wird'”. Aufgrund ihrer negativ inotropen und chronotropen
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Wirkung galten sie lange Zeit als kontraindiziert in der Therapie kardialer Erkrankun-
gen, bis mehrere grof3e, kontrollierte, klinische Studien die positiven Auswirkungen ei-
ner B-Blocker Therapie auf die Uberlebensdauer herzkranker Patienten eindrucksvoll
bestatigten''®. Auch in der Veterindrmedizin liegen Studien zum klinischen Einsatz
von -Blockern in der Therapie kardial erkrankter Hunde vor. Einige experimentelle
Studien untersuchten die Wirkung des 3-Blockers Metoprolol. Die dreimonatige Gabe
von Metoprolol konnte die im Tiermodell beobachtete typische progressive Dilatation
der Herzkammern verhindern, wahrend sich die systolische und diastolische Funk-
tion des linken Ventrikels verbesserten'”. Im Vergleich zur Kontrollgruppe besafen
mit Metoprolol behandelte Hunde eine hohere Ejektionsfraktion und entwickelten in
geringerem Maf3e eine myokardiale Fibrose und ventrikuldre Hypertrophie. Der end-
diastolische linksventrikuldre Druck und die enddiastolische linksventrikuldre Wand-
spannung sanken'*®. In einer weiteren Studie konnte eine geringere Apoptoserate der
Kardiomyozyten in den mit Metoprolol behandelten Hunden im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrolltieren beobachtet werden'". Weitere Studien mit 3-Blockern
fanden an Hunden mit experimentell erzeugter Mitralklappeninsuffizienz statt. Es
konnte gezeigt werden, dass Metoprolol die Freisetzung von Noradrenalin aus kar-
dialen Neuronen in das kardiale Interstitium senkt'**'*'. Hinsichtlich des klinischen
Einsatzes von -Blockern bei natiirlich erkrankten Hunden, wurde der Einsatz von
Metoprolol bei Hunden der New York Heart Association(NYHA)-Klassen I-III mit
einer DCM oder CVHD untersucht'*. Tidholm et. al.'* berichteten retrospektiv iiber
den Einsatz von Propranolol bei Hunden mit einer DCM (NYHA-Klasse IV). Beide
Publikationen beschreiben, dass die B-Blockertherapie zu einer deutlichen Redukti-
on der Herzfrequenz fithrte und von den Hunden gut toleriert wurde. Die Dichte an
B-Rezeptoren bzw. deren Ansprechbarkeit stellt auch beim Hund einen entscheiden-

den Faktor fiir den Verlauf der Herzinsuffizienz dar.

Die Dichte der B-Rezeptoren ist in starkem Mafle abhingig von der GRK2- und
GRKS5-Aktivitdt am Herzen. Hohe GRK-Aktivitit bedingt eine Abnahme der Re-
zeptordichte und verringert somit die Ansprechbarkeit des Herzens auf positiv
inotrope Substanzen. Wie auch beim Menschen belegt, konnte bei Hunden der
Zusammenhang einer Herzerkrankung mit einem Anstieg der GRK2-Aktivitdt

124

beobachtet werden'**. Hier wurde bei Hunden eine Koronararterien-Ligation (left
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anterior descending coronary artery ligation, LAD CAL) durchgefiihrt, die in einer
Ischdamie resultierte. Im Tiermodell wurde eine Abnahme der GRK2-Aktivitat und
eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber Isoproterenol 24 Stunden nach Ligation beob-
achtet. Niedrige GRK2-Aktivitat geht also mit einer verminderten Desensibilisie-
rung der Rezeptoren einher. Interessanterweise wurde aber keine Abnahme in der
mRNA-Konzentration von GRK2 und GRKS5 festgestellt. Dies lasst auf eine post-
transkriptionelle Regulation der GRKs schlieflen'**. In der subakuten Phase der
Ischamie kommt es also in diesem Modell zu einer Abnahme der GRK2-Aktivitit,
was eine sehr schnelle Regulierung des Enzyms erfordert. Dies konnte zum einen
durch Inaktivierung der GRKs mittels Phosphorylierung geschehen, zum anderen
besteht die Moglichkeit der posttranskriptionellen Regulation durch mikroRNAs
(miRNAs).

Wie in der Humanmedizin scheinen also auch beim Hund, die GRKs eine beson-
dere Bedeutung zu besitzen. Aufgrund der starken Rassedisposition der DCM wire
es sehr interessant, zu untersuchen, ob genetische Varianten des Promotors single
nucleotid polymorphism (SNPs) des caninen GRK2- und GRK5-Gens einen Ein-
fluss auf die GRK-Aktivitét besitzen und somit die Progression einer Herzinsuffi-
zienz beeinflussen konnen. Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen zu SNPs
im GRK2- oder GRK5-Promotor beim Tier. Im Vergleich zu den human Isoformen
handelt es sich bei der GRK2 und GRK5 um ein homologes Protein mit identischer
Funktion in Sdugerorganismen. Dabei ist die Sequenz der Gene unter den Spezies
in hohem Mafle konserviert (= http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?zcmd=Retriev

e&db=homologene&dopt=HomoloGene&list_uids=1223).
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In dieser Arbeit sollen zudem Untersuchungen zu kardial exprimierten miRNAs
als potentielle Genregulatoren durchgefiihrt werden. Da es sich bei Studien zur
miRNA-Expression um ein relativ junges Forschungsgebiet handelt, gibt es bisher
in der Veterindrmedizin nur wenige Studien zu kardialen miRNAs. Daher kon-
nen die Ergebnisse dieser Arbeit auch fiir die Veterinairmedizin von Interesse sein.
Die Sequenzen, der hier untersuchten miRNAs miR-1, miR-133 und miR-208 sind
beim Mensch, Hund, Pferd und Rind nahezu identisch (= vgl. http://www.mirbase.
org/index.shtml)'®. Die Sequenzen der miR-1 und miR-133 unterscheiden sich bei
Mensch und Hund um lediglich eine (miR-1) respektive zwei (miR-133) Basen
(= Tab. 1). Die Sequenz der miR-208 ist zwischen Mensch und Hund zu 100 % iden-

tisch'?.

—> Tab. 1:
Vergleichstabelle der miR-1-, miR-133- und miR-208-Sequenzen
zwischen Mensch und Hund

Homo sapiens Canis familiaris
miR-1 uggaauguaaagaaguauguau uggaauguaaagaaguaugua
miR-133 uuugguccccuucaaccageug uugguccccuucaaccagcugu
miR-208 auaagacgagcaaaaagcuugu auaagacgagcaaaaagcuugu

- Tab. 1:
Abweichungen der Sequenzen zwischen den Spezies sind rot markiert.
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In der Veterindrmedizin konnte bereits ein Zusammenhang zwischen Genregula-
tion und miRNA-Expression gezeigt werden. Dazu wurden einige Studien in der
Onkologie durchgefiihrt, die mittels MicroArrays Expressionsprofile spezifischer
miRNAs bei onkologischen Erkrankungen untersucht haben. Hier war das Ziel,
canine miRNAs zu identifizieren, die fiir die Diagnose und Prognose onkologi-
scher Erkrankungen herangezogen werden koénnen und in Zukunft potentielle
Therapieziele darstellen konnen. In einer Studie zu Mammatumoren beim Hund
wurden die Expressionsprofile von miRNAs, die in der Humanmedizin mit Brust-
krebs assoziiert werden konnten, in Gewebe von malignen Mammartumoren mit
dem Expressionsprofil von unverandertem Mammargewebe verglichen. Neun von
zehn untersuchten miRNAs wiesen dabei eine identische Expression zu humanem

Gewebe auf'?.

Eine weitere Studie zu Nikotin-induziertem kardialem Remodeling bei Hunden
konnte herausstellen, dass ein Nikotin-induziertes Remodeling am Herzen, stark
abhédngig von einer verminderten Expression der miR-133 ist'?.

Eine Expressionsanalyse zu porcinen miRNAs stellte zudem heraus, dass die
miRNAs miR-1, miR-133 und miR-208 auch beim Schwein herzspezifische
miRNAs darstellen'?®. Die Expressionsmuster und Funktion dieser miRNAs schei-

nen also spezies-iibergreifend zu sein.

Zusammenfassend zeigen diese Studien, dass eine gewisse Vergleichbarkeit
der miRNA-Expression und -Funktion zwischen den Spezies besteht. Da die
miRNA-Sequenzen, der in dieser Arbeit untersuchten miRNAs, zwischen Mensch
und Hund identisch sind, ist von einer dhnlichen Expression und Funktion dieser
miRNAs auszugehen. Ebenso zeigt sich, ein nahezu identischer Pathomechanis-
mus bei der Ausbildung einer Herzinsuffizienz bei Mensch und Hund. Dies kann
durch diagnostische Marker, wie der N-terminales-proB-Typ natriuretisches Pep-
tid (NT-proBNP) Plasmakonzentration und der NYHA Klassifizierung, verdeut-
licht werden. Entsprechend den Erfahrungen aus der Humanmedizin konnten bei
Hunden sowohl in experimentellen Studien'?, als auch bei Tieren mit natiirlich er-
worbenen Herzerkrankungen'**"*!, erh6hte Spiegel von natriuretischen Peptiden,

Vasopressin und Zytokinen nachgewiesen werden'*>'*.
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In dieser Arbeit wurden Korrelationen zu diagnostischen Biomarkern wie NT-
proBNP- und miRNA-Expression erhoben. Wie eingangs erwédhnt zeigen Patien-
ten mit einer Uberbelastung des Herzens erhohte NT-proBNP-Konzentrationen im
Plasma. Auch in der Veterindrmedizin konnte gezeigt werden, dass erhohte B-Typ
natriuretisches Peptid (BNP)-Spiegel mit der Ausbildung einer symptomatischen
DCM oder CVHD einhergehen'""**!*> und mit dem klinischen Schweregrad der
Erkrankung korrelieren'**. Daher wird die Bestimmung des Plasma-BNP zur Diag-
nostik der Herzinsufhizienz auch in der Veterinarmedizin verwendet. Eine Bestim-
mung des NT-proBNP im Plasma besitzt den entscheidenden Vorteil, zwischen
einer Dyspnoe unbekannter Genese und einer kardialen Erkrankungen zu diffe-
renzieren'”. Dabei ist jedoch zu beachten, dass der Schweregrad der Erkrankung
tiir einen Anstieg des NT-proBNP von grofier Bedeutung ist. Eine nicht klinisch
manifeste CVHD oder DCM verursacht noch keinen Anstieg des NT-proBNP
Plasma Spiegel. Daher ist ein Screening-Test tiir praklinische kardiale Erkrankun-
gen ungeeignet'’»"***8, Hunde mit okkulter DCM dagegen zeigen erhéhte Konzen-
trationen von BNP im Plasma™®'*. Derzeit sind zwei Tests zur Bestimmung der
BNP-Konzentration bekannt, der canine CardioScreen NT-proBNP Test (Guildhay
Ltd., UK), der kommerziell erhéltlich ist, und ein bisher noch nicht kommerziell
erhaltlicher Test der Firma Biosite (Tiby, Schweden), der in einer Studie angewandt
wurde'*®. Wie in der Humanmedizin beobachtet, korreliert auch beim Hund die

BNP-Konzentration im Plasma mit dem Grad der Herzerkrankung.

Zusitzlich zu diesem diagnostischen und prognostischen Biomarker kann der Grad
der Herzinsuffizienz in der Veterinarmedizin, ahnlich wie in der Humanmedizin,
anhand der anamnestisch erhobenen NYHA-Klassifizierung eingeteilt werden.
Entsprechend dem Auftreten klinischer Symptome sowie seiner Leistungsfahigkeit
und Belastbarkeit wird der Patient in eine der vier bzw. drei Klassen eingeteilt. Das

140 modifiziert und lasst sich mit dem

Schema wurde nach Morais und Schwartz
Schema des International Small Animal Cardiac Health Council (ISACHC) verglei-

chen (= Tab. 2).
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- Tab. 2:
Vergleichstabelle der NYHA- und ISACHC-Klassifizierung nach
Morais und Schwartz

Funktionelle Klassifizierung nach NYHA Funktionelle Klassifizierung nach ISACHC
| Herzerkrankung mit normaler 1 Zeichen einer Herzerkrankung ohne
Belastbarkeit Symptome

Ta Keine Vergrof3erung des Herzens

b Grollenveranderung des Herzens

Il Herzerkrankung mit Beschwerden bei 2 Zeichen von leichter bis mittel-
starkerer Belastung; keine Symptome gradiger Herzinsuffizienz,
in Ruhe verminderte Leistungsfahigkeit,

Il Beschwerden bei leichter Belastung, Dyspnoe bei Anstrengung, Husten,
keine Beschwerden in Ruhe leichte Tachypnoe

IV Beschwerden in Ruhe 3 Dyspnoe und Husten in Ruhe,

schwere Leistungsschwdche,
Zeichen von Odemen
3a Ambulante Behandlung moglich

3b Hospitalisierung des Patienten

Zudem ldsst die Homologie der GRK-Enzyme, sowie die starke Konservierung
der Gensequenz zwischen den Spezies eine gewisse Ubertragbarkeit der Ergebnis-
se zu. Daher sind die in dieser Arbeit zu untersuchenden Fragestellungen, auch
fir die Veterindrmedizin von Interesse. Es handelt sich sowohl bei der Herzin-
suffizienz, als auch bei den Untersuchungen zu kardialen miRNAs, um klinische
und in Zukunft vielleicht auch therapeutisch relevante Forschungsgebiete. Hin-
weise auf eine Korrelation zwischen klinischer Symptomatik der Herzinsuflizienz
(z.B. NT-proBNP-Plasmakonzentration und NYHA-Klassifizierung) und miRNA-
Expression bei Aorto-Coronarer-Venen-Bypass (ACVB)-Patienten, konnten somit
auch in der Veterindrmedizin einen wichtigen Hinweis zu Pathomechanismen der

Herzinsufhizienz geben und auf mogliche Zielgene kardialer miRNAs deuten.
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1.2.
Gegenstand dieser Arbeit

Herzinsufhizienz ist ein multifaktorielles klinisches Syndrom, bei dem die kardia-
le Auswurfleistung nicht ausreicht, um den physiologischen Sauerstoftbedarf zu de-
cken”. Die hiufigste Ursache der Herzinsufhizienz in westlichen Landern ist mit 60
bis 70% die Koronare Herzkrankheit (KHK). In der Framingham-Studie (Framing-
ham Heart Study) konnte gezeigt werden, dass die koronare Herzkrankheit fiir 3/4
der Herzinsuffizienzfille verantwortlich ist (= www.framinghamheartstudy.org/risk/in-
dexhtml). In diesem Zusammenhang wurde bereits die Bedeutung der GRKs fiir die
Entwicklung und Progression einer Herzinsuffizienz bewiesen'*"*. Untersuchungen
zur GRK2- und GRK5-Expression haben aktuelle Bedeutung, da diese Proteine die
Desensibilisierung von p-Rezeptoren vermitteln'®*. Diese Desensibilisierung ist bei
ACVB (Aorto-Coronarer-Venen-Bypass)-Operationen zusitzlich gesteigert, fithrt zu
einer myokardialen Dysfunktion und macht perioperativ haufig den Einsatz positiv

inotrop wirkender Pharmaka notwendig.

Ziele dieser Arbeit sind daher zuniachst single nucleotid polymorphisms (SNPs) im
Promotor und der 3 "UTR des GRK2- und GRK5-Gens zu identifizieren, die de-
ren Expression beeinflussen. Dies erfolgt durch eine genetische und funktionelle
Untersuchung dieser kardial relevanten Gene. Sequenzvarianten, die die Expres-
sion beeinflussen, konnten bei Patienten mit Herzinsuffizienz sequenziert werden,
um Aussagen zur Progression bzw. Prognose der Erkrankung zuzulassen. SNPs im
Promotor des GRK2- und GRK5-Gens konnen die Expression des Proteins auf-
grund unterschiedlichen Proteinbindungsverhaltens beeinflussen.

Das Proteinbindungsverhalten der identifizierten SNPs soll in einem Electro-
phonetic mobility shift assay (EMSA) untersucht werden. Dieser Assay ldsst zum
einen Riickschliisse auf die Grofle des ggf. gebundenen Proteins zu, zum ande-
ren lassen sich Aussagen iiber Allel-abhdngige Bindungen treffen. In einem wei-
teren Schritt soll die Verteilung der SNPs in mehreren Ethnien getestet werden,
um Aussagen zu deren Relevanz treffen zu konnen. Zusitzlich soll in funktio-
nellen Versuchen untersucht werden, ob die genetischen Varianten des GRK2- und

GRK5-Promotors deren Aktivitat beeinflussen. Dazu werden Promotorvarianten des
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GRK2- und GRK5-Gens in unterschiedlichen Zellsystemen auf ihre Aktivitét getestet.
Ausgewihlte pharmakologische Substanzen, wie Sympathomimetika und Interleu-
kine, sollen zudem als Stimulationssubstanzen eingesetzt und deren Einfluss auf die
Promotor-Aktivitdt untersucht werden. Die Messung der Promotor-Aktivitdt erfolgt

im Luciferase-Assay.

Der GRK5-Promotor wurde bisher weder charakterisiert, noch auf SNPs untersucht,
weshalb in dieser Arbeit zusitzlich eine Haplotypanalyse zu identifizierten SNPs so-
wie eine Charakterisierung einzelner Promotorabschnitte durchgefiihrt werden soll.
Dadurch sollen die fiir die Expression der GRK5 bedeutsamen Promotorabschnitte
identifiziert werden. Dies erfolgt iiber die Generierung von Deletionskonstrukten,
deren Aktivitit mittels Luciferase-Assay bestimmt wird. Aufgrund von schnellen
Verdnderungen der GRK-Expression im Verlauf der Herzinsuffizienz ist die Gen-
regulation durch miRNAs von besonderem Interesse, da diese aufgrund ihrer ge-
ringen Grofie sehr schnell synthetisiert werden kénnen®'. Eine Genregulation durch
miRNAs erfolgt iber die 3 untranslatierte Region (3'UTR) der messengerRNA
(mRNA) des Gens, weshalb die 3'UTR des GRK2-und GRK5-Gens ebenfalls auf
SNPs untersucht werden soll. Diese konnen das Proteinbindungsverhalten (respekti-
ve Silencer oder Enhancer) beeinflussen, aber auch potentielle miRNA Bindungsstel-
len verdndern. Daher wird die 3' UTR auf die Bindung méglicher Transkriptionsfak-
toren im EMSA untersucht. Zudem wird der Einfluss der 3° UTR auf die Genaktivitat
im Luciferase-Assay untersucht, wobei Sequenzvarianten iiber eine Bindung unter-

schiedlicher Transkriptionsfaktoren die Genaktivitit beeinflussen konnten.

Begriindet durch die Bindung von miRNAs an die 3' UTR ihrer Zielgene und der da-
raus resultierenden Bedeutung fiir die postranskriptionelle Genregulation im kardi-
alen System, soll in einem zweiten Schritt eine mogliche Korrelation der GRK2- und
GRKS5- Expression zur miRNA-Expression in Herzgewebe untersucht werden. Es stellt
sich die Frage einer Korrelation der miR-1-, miR-133- und miR-208-Expression zu
der der GRK2 und GRKS. Dies ist von besonderem Interesse, da sowohl die miR-1,
miR-133 und miR-208, als auch die Gene GRK2 und GRKS5 eine grofie Bedeutung
im kardialen System und bei der Entstehung und Progression kardialer Erkrankungen

haben40,41,61,79,8 1,98
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Bisher liegen keine Studien iiber die miRNA-Expression kardial relevanter Gene
bei einer ischdmisch bedingten Herzinsuffizienz in Folge einer koronaren Herzer-
krankung (KHK) vor, daher soll dies in einem dritten Schritt anhand des Kollektivs
der ACVB-Patienten untersucht werden, um eine mogliche Korrelation zwischen
miRNA-Expression und klinischen Parametern der Herzinsuffizienz herzustellen.
Daraus lassen sich folgende Fragestellungen ableiten: a) Wie stellt sich die Expres-
sion der miR-1, miR-133 und miR-208 im Kollektiv von ACVB-Patienten dar?
b) Kann eine Korrelation zu drei voneinander unabhingigen klinischen Parame-
tern beobachtet werden? c) Besteht eine Korrelation zwischen miRNA-Expression
und dem Schweregrad der Herzinsufhizienz? d) Kann die Expression untersuchter

miRNAs als Marker fiir den Schweregrad der Herzinsuffizienz genutzt werden?

Aufgrund der essentiellen Rolle der miRNAs im Herzen, ist es vorstellbar, dass
es durch eine ischamisch bedingte Herzinsuffizienz zu einer Dysregulation dieser
miRNAs kommt. Die quantitative Erfassung der miRNA-Expression erfolgt dabei
mittels quantitativer Realtime-PCR (qQRT-PCR) und RNase protection Assay.

Bedingt durch die Vielzahl der von miRNAs regulierbaren Gene, ist es wichtig,
potentielle Zielgene dieser miRNAs zu identifizieren. Eine Zielgenbestimmung
soll Aussagen iiber das mogliche Risiko eine Herzinsuffizienz zu entwickeln, deren
Progression und Prognose zulassen. Des Weiteren konnten sich Aussagen iiber die
Wahrscheinlichkeit eines Einsatzes kardial relevanter Pharmaka ableiten lassen.
Dies soll in einem vierten Schritt untersucht werden. Da miRNAs unter physiolo-
gischen Bedingungen die Quantitit der mRNA ihrer Zielgene beeinflussen®, soll
die mRNA-Expression ausgewéhlter Gene in Herzgewebe von ACVB-Patienten
bestimmt und in Korrelation mit der miR-1, miR-133 und miR-208-Expression
gesetzt werden. Dies soll Hinweise auf eine eventuelle Beeinflussung kardial rele-
vanter miRNAs (miR-1, miR-133, miR-208) auf die Expression kardial relevanter
Gene geben. Hierbei soll die mRNA-Expression von Genen untersucht werden,
die ebenfalls kardial exprimiert und von Datenbanken als mogliche Zielgene der
miRNAs postuliert werden. Die quantitative Erfassung der mRNA-Expression er-

folgt ebenfalls mittels quantitativer Realtime-PCR (qRT-PCR).
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1,

Signaliibertragung zwischen Zellen

Die Zellen vielzelliger Organismen werden wéhrend ihrer Entwicklung darauf
programmiert, auf spezifische Signale zu antworten. Die Signale determinieren
die Vitalitdt der Zelle, Zellteilung, Stoffwechselleistungen und Apoptose. Damit
Signalkaskaden in Zellen ablaufen kdnnen, miissen die jeweiligen Botenstofte zu
ihren spezifischen Zielzellen gelangen. Die hdufigste Form der Signaliibertragung
ist die parakrine Ausschiittung von Botenstoffen. Dabei konnen die lokal abgege-
benen Mediatoren nur auf unmittelbar benachbarte Zellen wirken und werden von
diesen entweder rasch aufgenommen, immobilisiert oder zerstort. Die zentrale
Beeinflussung von Zellen erfolgt tiber synaptische und endokrine Signaliibertra-
gung. Nervenzellen synthetisierten Neurotransmitter und wirken lokal auf post-
synaptische Zellen, mit deren Axone sie in Verbindung stehen. Im Gegensatz dazu
steht die endokrine Signaliibertragung, bei der die von den Zellen abgegebenen
Mediatoren ins Blut sezerniert werden und somit als Hormon zu Zielzellen im
gesamten Organismus transportiert werden konnen'. Die zelluldre Signaliibertra-
gung ist nur moglich, wenn extrazelluldre Signalmolekiile an entsprechende mem-
branstindige Rezeptorproteine einer Zelle binden. Auf die Bindung an den Rezep-
tor antworten die Zellen in programmierter und charakteristischer Weise. Kleine,
lipophile Signalmolekiile, wie z.B. Steroide und einige 16sliche Gase, beispielsweise
Stickstoffmonoxid, kdnnen durch die Plasmamembran der Zielzellen diffundieren
und in der Zelle selber wirken. Die meisten extrazelluliren Signalmolekiile sind
jedoch hydrophil und damit auf Rezeptorproteine an der Oberfliche der Zielzelle
angewiesen, um eine spezifische Signalkaskade im Zytoplasma auszuldsen. Bindet
ein Ligand an solch einen Rezeptor, dann wirkt der Rezeptor als Signaliibertrager.
Die extrazellulire Bindung zwischen Botenstoff und Rezeptor wird in ein intra-
zelluldres Signal, das das Zellverhalten beeinflusst, umgewandelt. Es lassen sich
drei Hauptgruppen der membranstandigen Rezeptoren unterscheiden: Zum einen

gibt es Ionenkanalrezeptoren, die sich bei der Bindung eines Mediators kurzfristig



LITERATURUBERSICHT 20

offnen oder schlieflen. Zum anderen existieren katalytische Rezeptoren, die mit
Enzymen assoziiert sind und spezifische Proteine phosphorylieren oder selbst en-

zymatische Wirkung besitzen.

Dariiber hinaus gibt es die G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPRCs), die mem-
brangebundene Enzyme oder Ionenkanéle mit Hilfe von trimeren Guanosintri-
phosphat(GTP)-bindenden Proteinen (G-Proteine) aktivieren oder inhibieren. Es
wird hier zwischen Adenylatcyclase-stimulierenden (Gs-Proteine), inhibierenden
(Gi-Proteine) und unabhéngigen (Gq-Proteine) G-Proteinen unterschieden. Bei
letzteren erfolgt die Signalkaskade {iber die Phospholipase C. Davon abzugrenzen
sind monomere GTP-bindende Proteine, die intrazelluldre Signale weiterleiten.
Die meisten Signale werden durch eine kontrollierte Kaskade wechselwirkender
Proteine von der Zelloberfliche zum Zellkern geleitet'. Aufgrund der Tatsache,
dass verschiedene Rezeptoren durch den gleichen intrazelluliren Botenstoff kon-
vergieren, sowie durch die Verkniipfung verschiedener Signalkaskaden kann
auf komplexe Weise z.B. das Genexpressionsmuster und infolgedessen auch der
Phdnotyp der Zelle reguliert werden®.

GPCRs repdsentieren die grofite Familie der signaltransduzierenden Proteine und
stellen primire Ziele der pharmakologischen Therapie dar’. Uber extrazellulire
Dominen konnen sie spezifische Signalmolekiile erkennen und spielen eine zen-
trale Rolle fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse, wie Sehen, Riechen und
Schmecken. Ferner werden u.a. Blutdruck, Herzmuskelaktivitit und Glukose-
metabolismus iber GPCRs gesteuert. Bei der Bindung eines Agonisten an den Re-
zeptor wird eine Signalkaskade im Zytoplasma ausgelost, wodurch letztlich Gene
im Zellkern aktiviert oder inaktiviert werden. Die Signalkaskade der GPCRs kann —
je nachdem welches G-Protein (Gi, Gs oder Gq) gebunden ist — {iber spezifische
second-messenger Systeme verlaufen. Die molekularen Ablaufe an GPCRs werden
tiber die Aktivitdt von G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRKs) bestimmt
und reguliert’. Bei der Signaliibertragung zwischen Zellen sind GRKs somit von
entscheidender Bedeutung. Sie gewéhrleisten die Umsetzung extrazelluldrer Sti-

muli in intrazellulire Antworten.
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2.2.
Funktion der G-Protein-gekoppelten

Rezeptorkinasen

Ein biologisches System kann auf dauerhafte Signale mit einer verminderten An-
sprechbarkeit reagieren, um auf neue oder stirker werdende Stimuli reagieren zu
konnen. Diese Fahigkeit wird als Desensibilisierung oder Adaptation bezeichnet.
Die physiologische Bedeutung dieses Vorgangs liegt in der Anpassung der Zelle auf

dauerhafte Stimuli>®.

Im Falle von G-Protein-gekoppelter Signaltransduktion werden GPCRs bei an-
haltender Stimulation durch GRKs mittels Endozytose ins Zytoplasma aufgenom-
men, um einer {iberschieflenden Reaktion der Zelle entgegen zu wirken. Diese sog.
~Downregulation“ der Rezeptoren an der Zelloberfliche fiihrt zu einer vermin-
derten Ansprechbarkeit der Zelle fiir den spezifischen Mediator. Die Dichte der
Rezeptoren an der Zelloberfliche nimmt ab. Eine fehlende Internalisierung wiirde
zu einer iiberschiefSenden Reaktion der Zelle fithren’. Fiir die Internalisierung von
GPCRs sind GRKSs von entscheidender Bedeutung, indem sie GPCRs in das Zyto-

plasma aufnehmen, welche dort abgebaut werden oder rezirkulieren.

Die Desensibilisierung kann zum einen klassisch durch Rezeptorphosphorylie-
rung oder alternativ durch direkte Bindung der GRKs an G-Proteine erfolgen. Da-
mit GPCRs erfolgreich von GRKs desensibilisiert werden kénnen, muss der ent-
sprechende Agonist an den Rezeptor gebunden sein. Die Bindung eines Agonisten
resultiert in einer Konformationsdnderung des Rezeptors®. Dieser stimuliert iiber
seine intrazelluldre Doméne die an den Rezeptor gekoppelten G-Proteine (- Abb. 1,

GRK2, 1).
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= Abb. 1:
Schematische Darstellung der Rezeptor-Desensibilisierung durch GRKs

GRK2 GRK5

Desensitization Desensitization

- Abb. 1:

Desensibilisierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren durch die
Rezeptorkinasen GRK2 und GRKS5, nach Pitcher JA, Freedman NJ,
Lefkowitz RJ. G-protein-coupled receptor kinases.

Mit freundlicher Genehmigung von Annu Rev Biochem 1998;67:653-92.

Hierbei dissoziiert das heterotrimere G-Protein in eine a- und eine By-Unter-
einheit. Bei der klassischen Desensibilisierung stimuliert die GTP-gebundene
a-Untereinheit spezifische Effektoren (z.B. Effektorenzyme wie die Adenylyl-
zyklasen bei 3-Rezeptoren oder Phospholipasen bei a,-Rezeptoren), welche second
messenger synthetisieren (= Abb. 1, GRK2, 2). Diese vermitteln die zelluldre Antwort
und konnen neben anderen Proteinen die Proteinkinase C (PKC) aktivieren. Eine
aktivierte PKC phosphoryliert die GRK2, was zu einer erhohten Phosphorylie-
rungsaktivitit der GRK2 selbst fiihrt. Damit die GRK2 den jeweiligen Rezeptor

phosphorylieren kann, muss das Molekiil zur Plasmamembran gelangen. Die
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Fahigkeit zur Translokation des Enzyms besitzt die fy-Untereinheit des G-Proteins,
welches an die sog. Pleckstrin Homology Domain (PH-Domine) des GRK2-Mole-
kiils bindet. Der second messenger Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2)
kann ebenfalls die Translokation bedingen. Die Protein Kinase Domain (kataly-
tische-Doméne) der GRK ermdéglicht die Anlagerung an den GPCR, welcher in
einem weiteren Schritt von der GRK phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierung
bedingt die Anlagerung von -Arrestin. Durch die Bindung von p-Arrestin an den
gebildeten Rezeptor-Kinase-Komplex wird eine Aktivierung der G-Proteine sowie
von deren Effektoren (second messenger) verhindert (= Abb. 1, GRK2, 3). Auf diese
Weise wird der betroffene Rezeptor durch die initiale Phosphorylierung desensi-
bilisiert und durch eine Clathrin-induzierte Endozytose in die Zelle aufgenom-
men*. Die Ansprechbarkeit eines Rezeptors kann so um 70 bis 80 % gemindert wer-
den. Die GTP-gebundene a-Untereinheit inaktiviert sich nach der Hydrolyse des
GTP zu GDP selbst und bindet sowohl an die fy-Untereinheit des G-Proteins, als
auch an die dritte Domine des GRK2-Molekiils, die RGS Homology Domain (RH-
Domine). Aufgrund der Anordnung dieser drei Doménen (PH-Domine, kataly-
tische-Doméne und RH-Domine), werden GRKs auch als ,,dreiarmige Proteine®

bezeichnet.

Anders als am Beispiel der GRK2 demonstriert, kann die Desensibilisierung ei-
nes GPCR auch durch Plasmamembran-gebundene GRKs erfolgen. Diese GRKs
(=> Abb. 1, GRK5 1) lagern sich nach ihrer Synthese an die intrazelluldre Plasmamem-
bran an und binden zusétzlich an Phospholipide, was sie zur Autophosphorylie-
rung befdhigt. Phospholipid-gebundene GRKs sind in der Lage, ohne Hilfe der
Gpy-Untereinheit an aktivierte GPCRs zu binden. Die Phospholipid-Bindung der
GRK kann durch Calcium/Calmodulin (CAM) inhibiert werden, ebenfalls wird
die Fahigkeit der Rezeptorphosphorylierung durch Phosphorylierung der GRK
mittels Proteinkinase C herabgesetzt (- Abb. 1, GRK5, 2). Der weitere Schritt der
Desensibilisierung verlduft auf dem bereits beschriebenen Wege der B-Arrestin-

Bindung.

Alternativ kann die Desensibilisierung iiber direkte Bindung des GRK-Molekiils

an den Rezeptor erfolgen. Man spricht von einer Phosphorylierungs-unabhangi-
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gen Rezeptormodulation. Dies ist durch die direkte Interaktion der GRK mit der
a-Untereinheit des Gq-Proteins (Gaq) moglich. Gaq moduliert die Aktivitdt von
Effektorenzymen, wie der Phospholipase C, die die intrazelluldre second messenger
Konzentration beeinflussen und die zellulire Antwort auf einen Agonisten be-
dingen®. Bei einer Aktivierung des Gq-Proteins durch GPCRs kommt es zu einer
Bindung von GTP an die Ga-Untereinheit des Proteins, welche von der GPy-
Untereinheit dissoziiert’. Die sog. RH-Domine der GRK2 ist in der Lage, an die
Gaq-Untereinheit zu binden und so die Gag-induzierte Phospholipase C Aktivitat
zu inhibieren (- Abb. 2).

- Abb. 2:
Desensibilisierung von GPCRs durch direkte Inhibierung
der Gag-Untereinheit

- Abb. 2:

Phosphorylierungs-unabhéngige Rezeptor Desensibilisierung tUber die GRK2,

nach Ribas, C. et al. The G-protein-coupled receptor kinase (GRK) interactome:

role of GRKs in GPCR regulation and signaling. Mit freundlicher Genehmigung von Biochim.
Biophys. Acta 1768, 913-922 (2007).

Die Aktivitdt der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen stellt somit einen be-
deutsamen, adaptiven Prozess des Organismus dar, um auf wechselnde und an-
haltende Rezeptorstimuli physiologisch reagieren zu kénnen. Aufgrund der ho-
hen Anzahl der Rezeptoren, die von GRKs reguliert werden, sind viele wichtige

Vitalfunktionen von der intrazelluliren GRK-Konzentration abhingig. Stérungen
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in der GRK-vermittelten Regulation der Rezeptoren fiithren, nicht kompensiert,
zu pathologischen Verdnderungen des jeweiligen Organsystems. Die intrazelluldre
Konzentration der GRKs ist in starkem MafSe von deren genetischer Expression
abhéngig. Hier ist der Promotor des GRK-Gens von besonderer Bedeutung, wor-
auf im Folgenden ndher eingegangen wird. Ebenso stellen kleinste RNA-Molekiile,
sog. miRNAs, wichtige Genregulatoren dar, die {iber die Bindung an die mRNA der

GRK-Gene, deren Expression modulieren konnen.

2.3.
Die Familie der G-Protein gekoppelten

Rezeptorkinasen und deren Eigenschaften

Die GPCRs bilden eine Familie aus sieben Serin/Threonin-Protein-Kinasen®, die
spezifisch durch Agonisten aktivierte GPCRs binden und diese, wie oben beschrie-
ben, phosphorylieren. Basierend auf ihrer Sequenzhomologie und funktionellen
Eigenschaften werden die GRKs in drei Subfamilien unterteilt, die Rhodopsinki-
nasen oder GRK-Subfamilie (GRK1 und GRK?7), die B-adrenerge Rezeptorkinase
oder GRK2-Subfamilie (GRK2 und GRK3) sowie die GRK4-Subfamilie (GRK4,
GRKS5, GRK6)*?. Mit Ausnahme der GRK1 und GRK7 (Expression nur in Retina),
sowie der GRK4 (signifikante Konzentrationen nur in Hodengewebe) werden
GRKs ubiquitdr, jedoch gewebespezifisch stark unterschiedlich exprimiert. GRK2,
GRK3 und GRK5 werden vornehmlich im Herzgewebe gebildet, wohingegen
GRK4, GRK6 und GRK7 in diesem Gewebe kaum detektierbar sind'’. GRK2, als
Prototyp der kardial exprimierten GRKs, wurde im Zusammenhang mit der De-
sensibilisierung von B-Rezeptoren entdeckt und daher zunichst als B-adrenerge

Rezeptorkinase 1 (ADRBK1) bezeichnet!!3.

Es existieren Unterschiede in der Effizienz der GRKs, Rezeptoren zu desensibi-
lisieren. GRK2 und GRK3 sind effizienter in der Desensibilisierung von Rezep-
toren als GRK5 und GRK6'*". Zudem konnte gezeigt werden, dass nicht nur
GPCRsvon GRKs phosphoryliert werden kdnnen, sondern auch PDGF-Rezeptoren
(platelet-derived growth factor receptor)'® und andere Proteine (z.B. Tubulin), die



LITERATURUBERSICHT 26

Substrate fiir GRKs darstellen. Fiir die Interaktion mit Membranproteinen ist hier
die C-terminale Doméne der GRK-Molekiile von besonderer Bedeutung. Sie ent-
halt die PH-Domane, die Bindungsstellen fiir das Phospholipid Phosphatidylinosi-
tol-bisphosphat (PIP2) oder freie GBy-Untereinheiten besitzt'”. Da das PIP2 wich-
tig fir die Translokation von GRKs ist, ist diese Bindungsstelle fiir den membran-
gebundenen Teil der GRK2-Molekiile von besonderer Bedeutung, die sich sonst
ahnlich der GRK3 frei im Zytoplasma befinden'®. GRK4 und GRK6 dagegen sind
konstitutiv membran-assoziiert und sind die einzigen GRKs, die Spleifivarianten
besitzen. Die GRKS5 ist ebenfalls membran-assoziiert und besitzt fiir die genaue
Lokalisation an der Membran zwei separate Bindungsstellen'**’. GRK1 und GRK7

sind ebenfalls vornehmlich membran-assoziiert.

GRKs stellen zudem Substrate fiir andere Kinasen dar, die zur Modulation der Ki-
naseaktivitdt, -lokalistion und -stabilitit beitragen. Ein strukturelles Merkmal der
GRK-Familie ist die bereits erwidhnte Kinase-Domane (Protein-Kinase-Domain),
die in ihrer Sequenz unter den Subfamilien zu etwa 45 % konserviert ist®. Die Ki-
naseaktivitat wird zum einen durch intramolekulare Interaktionen, zum anderen
durch posttranskriptionelle Reaktionen durch andere Kinasen kontrolliert. Der in-
tramolekulare Kontakt zu GPCRs oder GBy-Untereinheiten verursacht eine Kon-
formationsdnderung der Kinase, was zur Translokation und Aktivierung fithrt*.
Die RH-Doméne (RGS-Homology-Domain) der GRKs interagiert spezifisch mit
Gag-Molekiilen und stimuliert so die GTPase-Aktivitat, wobei die Stimulation
nicht so effizient ist, wie bei einer Aktivierung durch klassische RGS-Proteine
(Regulators of G-Protein Signaling)*. Jedoch ist z.B. die GRK2 in der Lage die
Gagq-vermittelte Phospholipase C-Aktivitat potenter zu inhibieren als die RGS4%.
Neben diesen beschriebenen Interaktionen mit Rezeptoren sind GRKs zusitzlich
in der Lage, sog. non-receptor Substrate zu phosphorylieren, wie z.B. Tubulin, was
zu einer clathrin-induzierten Endozytose von Rezeptoren fiihrt. Des Weiteren
wurde eine DNA-binding nuclear localization sequenz (NLS) im GRK5-Molekiil be-
schrieben, welche eine Bindung an DNA ermdéglicht und somit eine Translokation

der GRKS5 in den Nukleus bei GPCR-Aktivierung?*.
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Die Anzahl der identifizierten Proteine, mit denen GRKs interagieren konnen, ist
in den letzten Jahren um ein Vielfaches gestiegen. Weiterfithrende Untersuchun-
gen haben neue Mechanismen der Regulation durch die Kinasen gezeigt, welche
auf zusitzliche biologische Funktionen der GRKs hindeuten. Anderungen in der
GRK-Aktivitdt und -Expression wurden vor allem bei pathologischen Zustinden
des Herz-Kreislaufsystems, wie z.B. der Hypertension oder Herzinsuffizienz be-
obachtet. Ursachen fiir Verdanderungen, der GRK-Expression im Verlauf einer Er-

krankung, gilt es daher zu untersuchen.

2.4.
Bedeutung der GRK2 und GRKS5 bei

kardiovaskuldren Erkrankungen

Die chronische Herzinsuffizenz ist eine der hiufigsten Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen in den Industrielindern. Die Genese der Erkrankung kann dabei unter-
schiedlich sein, die haufigste Ursache stellt die koronare Herzerkrankung (KHK)
dar, gefolgt von Bluthochdruck, Herzklappenerkrankungen und Kardiomyopathi-
en. Bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz spielen spezifische Adaptationsme-
chanismen des Herz-Kreislaufsystems eine entscheidende Rolle. Diese Mechanis-
men beeinflussen eine Vielzahl kardiovaskuldrer Funktionen, bei denen wieder-
um GPCRs eine zentrale Rolle spielen. Zu den GPCRs, die bei diesen spezifischen
Adaptationsvorgiangen entscheidend sind, gehoren u.a. a- und B-adrenerge Rezep-
toren sowie Angiotensinrezeptoren. Eine Aktivierung dieser Rezeptoren ist fiir die
Adaptationsmechanismen des Herz-Kreislaufsystems essentiell. Gleichzeitig sind
diese Rezeptoren primire Zielmolekiile therapeutischer Substanzen®, z.B. bei der
Therapie einer Hypertension (ACE-Hemmer, z.B. Captopril) und Herzinsufhzienz
(Angiotensin-1-Antagonisten, z.B. Losartan, p-Blocker, z.B. Metoprolol, ACE-Hem-
mer). Diese o.g. Rezeptoren werden hauptséachlich durch die GRK2 und GRKS5 re-

guliert, was ihre Bedeutung bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz unterstreicht.

Die GRK2 und GRKS5 werden vornehmlich im kardialen Gewebe exprimiert und

haben isoformspezifische Substrate*. Die pathophysiologische Rolle der GRK2 und
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GRKS5 variiert im Verlauf der Erkrankung, da sich ihre Aktivitat und Expression in
der Pathogenese der Herzinsuffizienz entscheidend verdndert. Um dies zu verdeut-
lichen, muss die Pathogenese der Herzinsufhizienz erldutert werden. Die hdufigsten
Ursachen fiir eine Herzinsuffizienz sind der Bluthochdruck und die KHK. Beides
fihrt zu einer verminderten Inotropie des Herzmuskels. Eine Hypertonie kann
am Herzen zu verschiedenen Krankheitsbildern fithren. Hierzu zdhlen sowohl
Gefdfiverdnderungen, die durch die Hypertension entstehen, als auch Erkrankun-
gen des Herzens selbst. Der Herzmuskel muss gegen einen erhohten arteriellen
Druck arbeiten, als dies bei normalem Blutdruck notig wére. Es kommt zu einer
chronischen Belastung des Myokards und damit zu einer Hypertrophie des Herz-
muskels. Langfristig resultiert eine Dilatation, wodurch die Peripherie nicht mehr
mit ausreichend Sauerstoft versorgt werden kann. Es folgt eine Aktivierung neuro-
humoraler Regulationsmechanismen, die einen gesteigerten Sympathikotonus mit
erhohter Katecholaminausschiittung zur Folge haben. Die anhaltende Katechol-
aminausschiittung verursacht wiederum eine Desensibilisierung der B-Rezeptoren

am Myokard und fithrt zur Abnahme der Inotropie.

Eine Hypertonie kann zusitzlich GefidfSverdnderungen bedingen, die zum Krank-
heitsbild der KHK fithren. Dabei kommt es durch einen chronisch erhéhten Blut-
druck zu arteriosklerotischen Verdnderungen der Koronargefifie. Das reduzierte
Lumen der Koronargefafle fithrt zu einer verminderten Sauerstoftversorgung des

Myokards und somit zur Herzinsuffizienz oder -infarkt.

Die verminderte Schlagkraft des Herzens fiihrt ihrerseits zu einem herabgesetzten
arteriellen Blutdruck sowie zu einer Abnahme des Herzzeitvolumens, wodurch eine
verminderte Durchblutung peripherer Organe und Gewebe resultiert. Als physio-
logische Reaktion des Korpers werden verschiedene neuroendokrine Regelkreise
aktiviert, mit deren Hilfe eine ausreichende Organperfusion wieder hergestellt wer-
den soll. Eine chronische Aktivierung dieser Systeme fiihrt zu funktionellen, struk-
turellen und molekularen Veranderungen des Herzens, die als kardiales Remodeling
bezeichnet werden, und zur Progression systolischer und diastolischer Funktions-
storungen beitragt®. Es entsteht ein circulus vitiosus, der letztlich die Dekompen-

sation der Herzerkrankung und den Tod zur Folge hat*.
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Folgende neuroendokrine Regelkreise und Systeme werden im Verlauf einer kar-

dialen Erkrankung und ihrer Progression zur Herzinsuflizienz aktiviert:

Sympathisches Nervensystem (SNS)
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
Natriuretische Peptide

Als eines der ersten und wichtigsten Systeme zur Kompensation einer verminder-
ten Inotropie wird das SNS aktiviert. Bei einem Abfall des arteriellen Blutdrucks,
steigt vermittelt iiber Barorezeptoren im Aortenbogen und Karotissinus, der Tonus
des SNS** und die Ausschiittung seines Neurotransmitters Noradrenalin. Akut
fihrt NA {iber kardiale 3 -Rezeptoren zu einem Anstieg der Herzfrequenz und
der myokardialen Kontraktilitdt*’, wodurch das Herzminutenvolumen gesteigert
wird. Gleichzeitig vermittelt Noradrenalin {iber a -Rezeptoren an den Gefiflen in
der Peripherie eine Vasokonstriktion, in deren Folge der periphere Widerstand
wiéchst und der verminderte arterielle Blutdruck wieder auf ein physiologisches
Maf3 angehoben wird. Bei der Herzinsuffizienz fithrt die bestehende Dysfunktion
des Herzens zu einer kontinuierlichen Stimulation des SNS und dauerhaft erh6h-
ten Plasmaspiegeln von Noradrenalin. Diese chronische Aktivierung ist mafgeb-
lich an der Progression der Erkrankung beteiligt**. Der Pathomechanismus besteht
hier in der Desensibilisierung der ,-Rezeptoren durch dauerhafte Aktivierung des
SNS und dessen Transmittern. Trotz steter Stimuli kann der Herzmuskel aufgrund
desensibilisierter Rezeptoren nicht mehr auf Signale reagieren, was letztlich zu ei-
ner Dekompensation und zum Tod fiihrt. Belegt wird dies eindriicklich durch Un-
tersuchungen, die die Hohe der kardialen Noradrenalin-Konzentration als einen
starken prognostischen Marker fiir einen todlichen Ausgang der Erkrankung iden-
tifizierten’'. Weitere Folgen eines erhohten Sympathikotonus sind eine gesteigerte
Erregbarkeit der Herzmuskelzellen, die die Gefahr fiir das Auftreten von Arrhyth-
mien erhoht’>*, sowie eine Aktivierung des RAAS vermittelt iiber 3 -Rezeptoren

am juxtaglomeruldren Apparat der Niere™.
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Des Weiteren ist das adrenerge Rezeptorsystem an strukturellen Verdnderungen
des Myokards, wie Hypertrophie* und Fibrosierung beteiligt. Im Verlauf einer
Herzerkrankung finden kardiale Remodeling-Prozesse statt, die zur Progression
der Erkrankung beitragen und letztendlich in die Dekompensation miinden. Das
kardiale Remodeling wird nach dem International Forum on Cardiac Remodeling als
genetische, molekulare, interstitielle und zelluldre Verdnderung des Herzmuskels
definiert®®. Der Herzmuskel reagiert auf die verminderte Inotropie zunédchst mit
einer Hypertrophie, die die fehlende Schlagkraft kompensieren soll. Es handelt sich
dabei, um einen adaptiven Prozess, der der Funktionserhaltung dienen soll. Lang-
fristig kommt es jedoch, durch verminderte Auswurfleistung und Fibrosierung des
Herzens, zu einer Verschlechterung der Herzinsuffizienz. Zusitzlich haben chro-
nisch erhohte Plasmakonzentrationen von Noradrenalin eine direkte kardiotoxi-
sche Wirkung, was eine Dysfunktion, Apoptose und Nekrose von Myozyten zur

Folge hat™.

Die Rezeptoren des SNS werden von GRKs reguliert. Im Verlauf der Progression
der Herzinsufhizienz werden kardiale f-Rezeptoren ,,down-reguliert bzw. desen-
sibilisiert. Die Desensibilisierung von p-Rezeptoren erfolgt durch die GRK2 und
GRK5**. Die GRK2 und GRK5 kompensieren somit zunéchst eine anhaltende
Aktivierung des Sympathikus. Im weiteren Verlauf der Herzinsuffizienz kann es
durch den stets heraufgesetzten Sympathikotonus zu einer drastischen und anhal-
tenden Aktivierung der GRKs kommen. Dies hat eine erhebliche Internalisierung
der B-Rezeptoren am Herzen zur Folge. Dadurch kénnen positiv inotrope Subs-
tanzen, wie Adrenalin oder Dobutamin, die Schlagkraft des Herzens nicht ausrei-
chend erhohen®. Zusitzlich wird durch die Noradrenalin-vermittelte Erhohung
der peripheren Vasokonstriktion, die Nachlast am Herzen erhoht, wodurch die
kardiale Auswurfleistung gesenkt wird. Dies wiederum fithrt zu einer erneuten
neuro-endokrinen Stimulation. Es kommt zum Circulus vitiosus, der schliefilich
zu einer dekompensierten Herzinsuffizienz fiihrt.

Ein Anstieg der GRK2- und GRK5-Aktivitdt fiihrt also im fortgeschrittenen Stadi-
um der Herzinsuflizienz zu einer Abnahme der kardialen Leistungskraft, da zum
einen die Rezeptordichte der Kardiomyozyten stetig herunter reguliert wird und

es zeitgleich zu einer Desensibilisierung der Rezeptoren durch die GRKs kommt.



LITERATURUBERSICHT 31

Von unabhéngigen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass eine erhohte GRK2-
und GRK5-Expression mit einer kardialen Dysfunktion einher geht'®*. Studien zur
GRK2 haben diese als einen kritischen Regulator kardialer f-Rezeptoren darge-
stellt”. Es konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte Expression der GRK2, die
kardiale Leistungskraft weiter herabsetzt und zu einer erhéhten Mortalitit fithren
kann*. Des Weiteren besteht eine Korrelation der GRK2-Expression und - Aktivitat
mit einer Dysregulation von a,-Adrenozeptoren, wie sie bei Herzinsuffizienz auftritt.
Hier wird die Dysregulation der Rezeptoren durch einen Anstieg der GRK2-Ex-
pression gesteigert’”*!, was die GRK2 als mogliches sympatholytisches Zielmolekiil
identifiziert. Untersuchungen zur Progression einer Herzinsufhizienz ergaben einen
deutlich schnelleren Verlauf der Erkrankung bei hoher GRK2-Expression*?. Weitere
Studien zeigten, dass hohe GRK2- und GRK5-Konzentrationen mit erhdhten An-
giotensin II (Ang II)-Konzentrationen und einer Hypertension einhergehen®*. Die
Aktivierung des RAAS beginnt mit einer vermehrten Freisetzung von Renin im jux-
taglomeruldren Apparat der Niere. Die Ausschiittung wird durch die Bindung von
Noradrenalin an {3 -Rezeptoren stimuliert. Renin katalysiert die Umwandlung von
Angiotensinogen in Angiotensin I. Dieses wird durch das Angiotensin converting en-
zyme (ACE) zu Angiotensin II konvertiert*. Angiotensin 1l wirkt sowohl arteriell als
auch vends vasokonstriktorisch, wodurch am Herzen die Vor- und die Nachlast er-
hoht werden. Der Blutdruck steigt darauf hin an. Zudem erhoht sich der Sauerstoff-
bedarf des Myokards. Da Angiotensin II-Rezeptoren ebenfalls Substrate der GRK2

sind, ist deren Expression auch fiir das RAAS von Bedeutung.

Zusammenfassend ist die initiale Reaktion des Organismus auf eine Herzinsufhi-
zienz unterschiedlicher Genese stets durch schnelle Regelmechanismen gekenn-
zeichnet. Dies bedingt eine schnelle Regulierung verschiedener Adaptationsmecha-
nismen (Aktivierung des SAS und RAAS) sowie der Expression und Aktivierung
der GRK2 und GRKS. Eine schnelle Aktivierung der GRKs konnte von mehreren
Arbeitsgruppen gezeigt werden®”. Dies ist zum Beispiel durch die Autophospho-
rylierung der GRK5 méglich®. Um die schnelle Aktivierung einer entsprechen-
den Anzahl von GRK-Molekiilen zu gewéhrleisten, ist eine entsprechende GRK-
Expression Voraussetzung. Die genetisch bedingte Expression der GRK-Molekiile

bestimmt somit den Grad der GRK-Aktivitat.
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Da es im Verlauf der Herzinsuffizienz zu einer pathophysiologischen Anderung
der Genexpression kommt, sind Regulationsmechanismen der GRK2- und GRK5-

Gene von grofiem Interesse.

2.5.
Die Gene GRK2 und GRK5

Fiir die Expression eines Gens ist sein Promotor essenziell. Die wichtigste Eigen-
schaft eines Promotors ist die spezifische Wechselwirkung mit bestimmten DNA-
bindenden Proteinen. Diese werden als Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Durch
direkte Bindung an die DNA wird der Promotor entweder aktiviert oder reprimiert.
Man unterscheidet hier zwischen Enhancern, die durch ihre spezifischen Eigen-
schaften die Promotor-Aktivitit erhéhen und Silencern, die die Promotor- Aktivitat
hemmen. Transkriptionsfaktoren haben also einen direkten Einfluss auf die mRNA
Konzentration*. Die transkribierte mRNA kann nach dem Splicing noch weiter
durch posttranskriptionelle Genmodulatoren modifiziert werden. Dies geschieht
tiber die 3° UTR.

Das GRK2-Gen ist 23 kb grof3 und besteht aus 21 Exons, die von 20 Introns unter-
brochen werden. Die Exon-Gro{3e variiert von 52 bp des Exon 7 bis zu 1200 bp des
Exon21. Die maximale Grof3e der Introns liegt bei 10,8 kb. Der Haupttranskriptions-
startpunkt wurde 246 bp vor dem ATG Start lokalisiert*.

- Abb. 3:
Schematische Darstellung der GRK2-Genstruktur

TSS (-78) Exon 3'UTR
Promotor
2 3 4 5 6 7 8 910 M 12 1314 15 16 17 18 19 20

21
11q13.1 ﬁ:l I:ll:ll:ll:ll:ll:ll:ll:l”l:l I:ll:”:ll:l I:ll:l I:ll:ll:ll::

- Abb. 3:
Lokalisation und Aufbau des GRK2-Gens
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Eine Analyse des GRK2-Promotors zeigte wesentliche Merkmale eines sog. House-
keeping Gens durch das Fehlen einer TATA-Box und CAAT-Box, einen hohen
GC-Gehalt der Sequenz und das Vorhandensein von Bindungsstellen fiir den
Transkriptionsfaktor Spl. Der hohe GC-Gehalt (>80 %) der 5'flankierenden Re-
gion wurde als zentraler Bestandteil der Regulation der Genexpression postu-
liert*®. Eine weitere Studie konnte die Promotor-Aktivitit der GRK2 in verschie-
denen Zelllinien beschreiben. Es wurden u.a. glatte Muskelzellen der Aorta aus
Ratten (A10-Zellen) und humane embryonale Nierenzellen (HEK293) verwendet.
Substanzen, wie Phorbolester, die physiologisch eine Vasokonstriktion ausldsen,
verursachten einen Anstieg der GRK2-Promotor-Aktivitat. Dies fithrt zu einer
gesteigerten Expression des GRK2-Proteins. Ebenso verursachte die Cotransfekti-
on von Gag-Untereinheiten einen Anstieg der Promotor-Aktivitit. Im Gegensatz
dazu verursachen proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1f (II-13) oder
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) eine Abnahme der Promotor-Aktivitat*’. Dies
lasst darauf schlieflen, dass die GRK2-Expression auf transkriptioneller Ebene
durch ein Zusammenspiel extrazellularer Mediatoren kontrolliert wird.

Das GRK5-Gen befindet sich auf Chromosom 10q24 und besteht aus 16 Exons und
15 Introns. Die Exons stellen sich in ihrer Gesamtgrofie mit etwa 2,5 kb dar und
werden von bis zu 118 kb grofden Introns unterbrochen. Der Transkriptionsstart-
punkt befindet sich an Position -233 vor dem ATG-Translationsstartpunkt, wobei
es sich durch Datenanalyse erhobene Ergebnisse handelt. (CHIP Bioinformatics Tools,
SNPper, > www.snpper.chip.org). Bislang wurde der GRK5-Promotor noch nicht expe-

rimentell untersucht.

— Abb. 4:
Schematische Darstellung der GRK5-Genstruktur

Promoter Exon 3'UTR
TSS (-233)
2 3 4 5 6 78 9 1 13 14 15 16
10q24 ‘:I I:II:II:I I:II:I I:II:I I:II:II:ID D l:“:ll:-
- Abb. 4:

Lokalisation und Aufbau des GRK5-Gens
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Da die Expression der GRK2 und GRKS5 in entscheidendem Mafle vom Promotor
des jeweiligen Gens abhédngt, konnen Sequenzabweichungen grofie Auswirkungen
auf Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren haben und so eine Anderung der
Promotor-Aktivitit bedingen. Dies hat wiederum eine Anderung der Proteinex-
pression zur Folge. Veranderungen in der GRK2- und GRK5-Expression konnen
das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz bzw. deren Progression in entscheiden-
dem Mafle beeinflussen. Hohe Promotor-Aktivititen, die zu einer vermehrten Ex-
pression der GRKs fiithren, wiirden in einer vermehrten Desensibilisierung von
B-Rezeptoren resultieren. Eine dekompensierte Herzinsuffizienz konnte schneller
einsetzen. Sequenzvarianten des GRK2- und GRK5-Promotors, die deren Protein-
expression beeinflussen, konnten somit als prognostische Marker herangezogen
werden. Um Riickschliisse auf Anderungen der Genexpression der GRK2 und
GRKS5 ziehen zu konnen, ist es wichtig, deren Promotoren auf Sequenzvarianten

zu untersuchen.

26.

Single nucleotide polymorphisms

Als SNP, also Einzel-Nukleotid-Polymorphismus, wird eine Position im Genom
bezeichnet, an der alternativ zwei verschiedene Basen vorliegen. Der Unterschied
zu einer Punktmutation besteht in der Haufigkeit des Auftretens dieses Basenaus-
tausches. Diese liegt im Falle eines SNPs in der jeweiligen Population iiber 1 %. Bei
einem Basenaustausch unter 1% spricht man von einer Mutation. Auflerdem sind
SNPs stabil, d.h. sie andern sich iiber mehrere Generationen kaum?.

SNPs stellen die hdufigste Variation des Genoms dar und treten ca. alle 1000 Ba-
senpaare auf. Bisher wurde von ca. 4 Millionen SNPs im menschlichen Genom be-
richtet. SNPs machen etwa 90 % der Diversitit der Menschheit aus und beeinflussen
phanotypische Variationen zwischen den Menschen mafigeblich. So konnen be-

stimmte SNPs auch fiir Krankheiten pradisponieren’'.

Ein grofler Anteil besteht aus funktionslosen SNPs, welche als stumme SNPs

(sSNP) bezeichnet werden. Andere SNPs haben eine funktionelle Bedeutung. So
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beeinflussen regulatorische SNPs im Promotor (rfSNP) die Expression, kodierende
SNPs im Exon (cSNP) die Struktur eines Proteins und intronische SNPs (iSNP)
das Spleifien. Da regulatorische Genregionen eine signifikante biologische Bedeu-
tung haben, ist die Untersuchung von SNPs in diesem Bereich und die Feststellung
des Zusammenhangs mit Krankheiten besonders wichtig®. Studien zeigen, dass
SNPs in der Promotorregion hdufiger in der Nahe des Transkriptionsstartspunktes
als in weiter aufwirts gelegenen Regionen vorkommen. Des Weiteren gibt es im
Promotorbereich eine iiberproportional grofie Anzahl an Transversionen, d.h. eine
Purinbase wird durch eine Pyrimidinbase substituiert und umgekehrt®. Dies steht
im Gegensatz zu einer Transition, die den Charakter der Nukleobase erhilt. Da-
bei wird eine Purinbase (A, G) durch die andere Purinbase ersetzt, ebenso verhalt
es sich bei den Pyrimidinbasen (U/T, C). Auflerdem ist die Anzahl der SNPs in
einem Transkriptionsfaktor-Bindungsbereich hoher als in einem Nicht-Bindungs-
bereich. Auf Grund dessen, wird vermutet, dass SNPs im Promotorbereich tiber

die Bindung eines Trankriptionsfaktors, die Genexpression beeinflussen konnen®.

Auflerdem ist die Frequenz mit der SNPs auftreten von groflem Interesse. Dabei be-
schreibt das Kopplungsgleichgewicht in einer Population das theoretische Gleich-
gewicht der Allelkombinationen der unterschiedlichen SNPs. Bei freier Rekombi-
nierbarkeit der SNPs und Kenntnis der Allelfrequenz kann das Kopplungsgleiche-
gewicht berechnet werden. SNPs konnen abhdngig voneinander vererbt werden,
wenn sie sich auf denselben Chromosomen in derselben Region befinden. Je nach
Abstand der SNPs besteht keine freie Rekombinierbarkeit. Daher tragen auch Se-
lektion und genetischer Drift dazu bei, dass sich nicht das theoretisch erwartete
Kopplungsgleichgewicht einstellt. Man spricht von einem Kopplungsungleichge-
wicht**. Bei einem sehr starken Kopplungsungleichgewicht werden die SNPs haufig
in einer bestimmten Kombination ihrer Allele vererbt. Diese bestimmte Kombina-

tion von Allelen wird als Haplotyp bezeichnet.

SNPs im Promotor stellen also eine mogliche Ursache fiir Unterschiede in der
Genexpression dar. Sie bestimmen die Expression eines Gens auf transkriptionel-
ler Ebene, nehmen Einfluss auf die Quantitit der mRNA und somit auch auf die

Quantitat des translatierten Proteins.
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Die Genexpression kann jedoch auch auf posttranskriptioneller Ebene beeinflusst
werden, indem die Quantitit der mRNA modifiziert wird. Dies geschieht durch
kleinste RNA-Molekiile (miRNAs), die aufgrund ihrer geringen Grof3e sehr schnell
synthetisiert werden kénnen und so eine rasche Anderung der Genexpression er-
zielen. Sie stellen wichtige Genmodulatoren dar, die wie SNPs im Promotor eines
Gens Einfluss auf die Genexpression haben. SNPs, welche eine posttranskriptionel-
le Genmodulation beeinflussen, befinden sich in der 3'UTR der mRNA. Sie kon-
nen Bindungsstellen fiir miRNAs verdndern und somit eine Bindung der miRNA
verhindern oder zusitzliche Bindungsstellen schaffen. Beides resultiert in Verén-

derungen der Proteinexpression.

Studien zu einem Polymorphismus in der 3'UTR des Angiotensin 1-Rezeptors
konnten bereits zeigen, dass eine negative Korrelation der Proteinexpression zur
miR-155 besteht. Hier verandert ein SNP in der 3' UTR die Bindungstelle fiir die
miR-155. Hierdurch kommt eine komplemetire Bindung zwischen 3'UTR und
miR-155 nicht zustande, so dass die Proteinexpression nicht negativ beeinflusst
werden kann*. Die Expression des Angiotensin 1-Rezeptors wird somit nur bei ei-
ner Sequenzvariante durch die miR-155 herunterreguliert. Bei Bestehen des Poly-

morphismus bleibt die Expression unbeeinflusst®*”.

2.7.

Funktion und Bedeutung von mikroRNAs

miRNAs sind kleine etwa 20 bp umfassende RNA-Molekiile, die nicht fiir Proteine
kodieren, sondern sequenzspezifisch an mRNA binden und so die Proteinexpres-
sion bestimmter Gene (sog. Zielgene) beeinflussen. miRNAs sind eine neue Klasse
von Genregulatoren auf posttranskriptioneller Ebene, die die endogene Proteinex-
pression, zum einen durch Degradierung der mRNA, zum anderen durch Inhibie-

rung der Translation negativ regulieren.

Man geht davon aus, dass etwa ein Drittel des gesamten Genoms durch miRNAs

reguliert wird>®. Fiir die Bindung der miRNA an die mRNA ist zum einen der mole-
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kulare Aufbau der miRNA und zum anderen die 3 UTR der mRNA, die als Bin-
dungsstelle fiir die miRNA fungiert, von Bedeutung. miRNAs besitzen am 5'-Ende
ihrer Sequenz eine sog. seed-Sequenz, die als Konsensussequenz, fiir die Bindung
an die 3'UTR von entscheidender Bedeutung ist (- Abb. 5, A). Eine miRNA:mRNA-
Interaktion bendtigt nur die 5 bis 8 bp grofie seed-Sequenz der miRNA, die kom-
plementér zur Ziel mRNA sein muss, wobei die 3'-Region nur eine modulatorische
Rolle zu spielen scheint®. Die Konsensussequenz umfasst in ihrer Grof3e lediglich 5
bis 8 bp und ist somit der Grund dafiir, dass miRNAs an eine Vielzahl von mRNAs
binden kénnen. Eine miRNA kann so bis zu 200 Zielgene regulieren®. Andersher-
um kann eine Vielzahl von miRNAs an eine spezifische mRNA binden (- Abb. 5, B).
Ob es zu einer Degradierung, also zu einer Zerschneidung des Transskripts, oder
zu einer Inhibierung der Translation an Ribosomen kommt, hingt vom Grad der

Komplementaritdt der Bindung zwischen miRNA und mRNA ab.

= Abb. 5:
Zielregionen und spezifische Bindung von mikroRNAs

A B
Target mENA R
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miRNA seed region - ——

Many miBNAs can target one mRNA.

- Abb. 5:

Zielregionen und spezifische Bindung von mikroRNAs,

A Darstellung der seed-Region einer mikroRNA, B (oben) einer mikroRNA ist es moglich an eine Vielzahl von Genen zu
binden, gleichzeitig kdnnen viele mikroRNAs an die mRNA eines Gens binden, (unten), nach mikroRNAs:

Review of Discovery, Biogenesis, and Research Areas, Darmacon. Mit freundlicher Genehmigung von Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Deutschland.
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Bei vollstaindiger Komplementaritit zwischen miRNA und mRNA-Sequenz kommt
es zu einer Degradierung der mRNA. Bei teilweiser Komplementaritét wird lediglich
die Translation an den Ribosomen verhindert (= Abb. 6). In beiden Féllen wird die Ex-
pression des Proteins, fiir das die mRNA codiert, verhindert. Im Falle einer vollstdn-
diger Komplementaritit bereits auf mRNA-Ebene, bei teilweiser Komplementaritat

auf Proteinebene.

— Abb. 6:
Regulation der Proteinsynthese durch mikroRNAs

RISC
- g
miRNA
‘/Target miﬂNh~
Translational repression mRNA degradation

S i Sl g
. s ———— g
4‘- ORF (S0 AAA . -@—AAA

P

Ribosome

—-> Abb. 6:
Regulation der Proteinsynthese durch mikroRNAs, tUber die translationale Repression (links) und die mRNA
Degradierung (rechts), nach van Rooij, Journal of Clinical Investigation. Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Um diese Mechanismen der posttranskriptionellen Genregulation erkldren zu kon-
nen, ist es wichtig, die Expressionswege der miRNAs und die Vorginge, die daran
beteiligt sind, genauer zu betrachten.

miRNAs werden zum einen iiber miRNA-kodierende Gene, zum anderen iiber In-
trons proteinkodierender Gene kodiert. Dies erfolgt zunachst im Nukleus, wo in einem
ersten Schritt die sog. pri-miRNA als primidres Transkript transkribiert wird (= Abb.
7). Sie besitzt zum einen eine spezifische 7mCap Struktur, die wichtig fiir die Anla-
gerung an die 3'UTR der Ziel mRNA ist, und zum anderen einen poly-A Schwanz,
der entscheidend fiir die miRNA Stabilitét ist. Die Synthese des eigentlichen miRNA
Strangs erfolgt tiber zwei Endonuklease Reaktionen, wobei zwei Ribonukleasen Teile
der pri-miRNA abspalten. Die erste Reaktion erfolgt im Nukleus tiber die Drosha-

Ribonuklease, die die sog. pre-miRNA generiert. Diese wird tiber Exportin 5 ins Zyto-
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plasma transportiert. Dort entsteht {iber den zweiten Endonuklease-Schritt durch die
Dicer-Ribonuklease ein miRNA-Duplex von dem sich ein Strang, der die eigentliche
miRNA darstellt, mit dem RNA-induced-silencing-Complex (RISC) zusammenlagert.
Dieser Komplex bindet dann an die 3' UTR der mRNA. Es erfolgt je nach matching der

Sequenzen, eine Dagradierung der mRNA oder Inhibierung der Translation.

- Abb. 7:
Expressionswege von mikroRNAs
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- Abb. 7:

Expressionswege von mikroRNAs, je nach genetischer Lokalisation der Sequenz im Genom sind mikroRNAs
intergenetisch, intronisch oder polycistronisch lokalisiert, nach van, R. E. & Olson, E. N. MicroRNAs:

powerful new regulators of heart disease and provocative therapeutic targets. J. Clin. Invest 117, 2369-2376 (2007).
Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.
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In diesem Zusammenhang spricht man von miRNAs als posttranskriptionelle Gen-
modulatoren®'. Die Bedeutung von miRNAs fiir den Organismus wurde erstmals
1993 durch die Entdeckung eines nicht fiir Proteine codierenden RNA-Molekiils
deutlich. Hier wurde die sog. lin-4 in Zellen von C. elegans als das LIN-14-Protein
negativ-regulierende RNA Molekiil entdeckt. Die lin-4 stellte sich somit als essen-
tiell fiir die postembryonale Entwicklung von C. elegans dar®>%.

In den folgenden Jahren konnten miRNAs mit verschiedenen onkologischen Er-
krankungen in Verbindung gebracht werden und werden als prognostische Marker
diskutiert*®. Aufgrund modifizierter miRNA-Expression unter pathologischen
Verhiltnissen konnen verschiedene Signalwege beeinflusst werden. Um die Be-
deutung von miRNAs fiir verschiedene physiologische und pathologische Prozes-
se zu untersuchen, ist die Kenntnis ihrer Zielgene von essentieller Bedeutung. Es
existiert daher eine Vielzahl von Algorithmen, die zur Vorhersage von Zielgenen
jeder einzelnen miRNA eingesetzt werden. Zu den bekanntesten und am besten

validierten zdhlen die TargetScan Database®” und miRanda®® (- Abb. 8).

= Abb. 8:
Verwendete Datenbanken zur Zielgenbestimmung fir mikroRNAs mittels Algorithmen

http://www.targetscan.org/http://www.microrna.org/
http://www.microrna.org/microrna/home.do
http://www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/Sup
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/
http://pictar.org/

http://miRNAMap.mbc.nctu.edu.tw

Allerdings sind sich nahezu alle Autoren einig, dass nur eine experimentelle Vali-

dierung eine Aussage iiber die wahren bzw. biologisch relevanten Zielgene zulasst.
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2.8.

mikroRNAs im kardiovaskulidren System

Seit einigen Jahren wird auch der Einfluss spezifischer miRNAs auf pathologische
Veridnderungen am Herzen diskutiert®”2 Eine Vielzahl von miRNAs wird gewebe-
spezifisch exprimiert und besitzt gewebespezifische Aufgaben und Funktionen. Bis
heute konnte eine kleine Anzahl von miRNAs als muskelspezifisch identifiziert
werden. Es handelt sich hier um die miR-1- und miR-133-Familie sowie um die
miR-208, bei der von einer ausschliefllichen Expression im Herzen ausgegangen
wird’?. Aufgrund ihres vornehmlichen Auftretens in Muskelgewebe werden diese

miRNAs auch als Myomirs bezeichnet.

Es konnte in den letzten Jahren in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass
eine Korrelation zwischen der miRNA-Expression und verschiedenen kardiovas-
kuldren Krankheitsbildern besteht. Abhéngig von der miRNA-Expression konnten
unterschiedliche Phédnotypen bestimmter Krankheitsbilder beobachtet werden,
andersherum zeigten sich in Abhéngigkeit des Krankheitsbildes Veranderungen
im miRNA-Expressionsmuster. Im Folgenden soll die Bedeutung dieser drei mus-

kelspezifischen miRNAs genauer beschrieben werden.

Die miR-1 besitzt zunédchst die hochst konservierte Sequenz bei Vertebraten””*. Die
miR-1 Subfamilie besteht aus zwei identischen Transkripten, miR-1-1 und miR-1-
2, die zusammen mit der miR-133a-1 und miR-133a-2 auf den Chromosomen 2
und 18 kodiert sind. Dies weist auf die Besonderheit der miR-1- und miR-133-Ex-
pression hin. Beide Transkripte bilden eine bicistronische Einheit und werden von
einem gemeinsamen Promotor iiber zwei Lokalisationen im Genom transkribiert.
Dies geschieht in antisense Richtung, wobei spezifische upstream enhancer ledig-
lich die Expression der miR-1 initiieren kénnen und sog. intragenic enhancer die
die Transkription beider miRNAs bewirken. Zudem befindet sich die Lokalisation
beider miRNAs im Intron eines Gens, wodurch ihre eigentliche Expression in kei-
ner Abhdngigkeit zur Genexpression steht, in dessen Intron die miRNAs kodiert
sind”. In Sdugerorganismen, wird die miR-1-Expression im Herzen iiber den Serum

response factor (SRF) kontrolliert, wodurch muskelspezifische Gene aktiviert wer-
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den, die die Zelldifferenzierung kontrollieren’. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass die miR-1 fiir die Inhibierung der Kardiomyozytenproliferation verantwort-
lich ist, indem sie den Transkriptionsfaktor Hand2, der die Ausbreitung von Kar-
diomyocyten fordert, inhibiert””. Eine Uberexpression der miR-1 im Mausmodell
fihrte zur Entwicklung von diinnwandigen Ventrikeln, wohingegen ein miR-1-
Knockout-Modell zu hypotropher Ventrikelwand und Septumdefekten fithrte®.
Des Weiteren zeigten Studien den Einfluss der miR-1 auf die Reizweiterleitung am
Herzen. Der Transkriptionsfaktor Irx5 stellt hier ein direktes Zielgen der miR-1
dar. Dieser inhibiert Kaliumkanéle im Herzen und ist somit von entscheidender
Bedeutung fiir die kardiale Repolarisation. Eine vermehrte Expression der miR-1
fithrt somit zu einer verlangsamten Depolarisation durch indirekte Repression von
Kaliumkanilen’. Zudem wurde durch eine weitere Arbeit, die direkte Inhibierung
von Kaliumkanélen und Connexin 43 durch die miR-1 belegt, was die Bedeutung
der miR-1 fiir die Ausbildung und Progression einer Arrythmie verdeutlicht”. In-
teressanterweise konnte ein miR-1-Knockdown die Ausbildung einer Arrythmie
verhindern. Auflerdem kommt der miR-1 eine wichtige Funktion bei der Apoptose
zu. Hier induziert ein Anstieg der miR-1-Expression die Apoptose von ventriku-
laren Rattenzellen. Diese und weitere Studien konnten einen pro-apoptotischen
Effekt der miR-1 validieren, wobei die Hitzeschock Proteine HSP60 und HSP70
als direkte Zielgene identifizieren lieflen”. Umgekehrt wurden anti-apoptotische
Funktionen mit der miR-133 assoziiert, die die Kaspase 9 als direktes Zielgen regu-
liert. Die Funktion der miR-1 konnte also bis heute u.a. mit pro-apoptotischen Ef-
fekten und arrythmischen Krankheitsbildern des Herzens in Verbindung gebracht

werden.

Die miR-133-Familie besteht ebenfalls aus zwei homologen miR-133a-Elementen,
miR-133a-1 und miR-133a-2, sowie aus der fast homologen miR-133b. Wie bereits
angefiihrt, besteht die miR-133a aus zwei Transkripten, welche aus der bicistro-
nischen Einheit mit der miRNA-1 transkribiert werden. Die miR-133b wird als
separates Transkript exprimiert®. Sowohl die miR-133a als auch die miR-133b sind
sog. reife Formen, mature Sequenzen, der miR-133 Familie. Sie besitzen dieselbe
Kernsequenz, die fiir die funktionellen Effekte auf die Ziel mRNA verantwortlich

ist. Fiir die Expression der muskelspezifischen miR-133 konnten Zusammenhén-
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ge zur kardialen Hypertrophie, Fibrose und zur Herzinsuffizienz gezeigt wer-
den, also bei Prozessen, die mit Remodeling einhergehen®*®'. Untersuchungen am
Mausmodell zeigten aufierdem eine Herunterregulation der kardialen miRNA-133
nach Aortenligatur oder a-Vasokonstriktor-(Phenylephrin)-Behandlung. Eine
Uberexpression der miRNA-133a blockierte in kultivierten Kardiomyozyten die
»hypertrophe Reaktion® nach Behandlung mit Hypertrophie-induzierenden Ago-
nisten’’. Um die miR-133a-Funktion In vivo aufzukliren, infundierten Care et al.”!
gegen miR-133a gerichtete Oligonukleotide (AntagomiRs). Die so behandelten
Tiere entwickelten sowohl eine hypertrophe Kardiomyopathie als auch eine Herz-
insuffizienz. Da eine reduzierte Expression im Tiermodell sowohl bei pathologi-
schen (mechanisch bedingte Druckiiberladung) als auch physiologischen (trans-
gene Uberexpression von Akt, Ausdauertraining) Reizen detektiert wurde, wird
der miR-133 eine zentrale Rolle bei kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz
zugesprochen. Kiirzlich konnte zudem im Mausmodell gezeigt werden, dass ver-
minderte kardiale miR-133-Expression mit kardialer Fibrose assoziiert ist*>. Diese
Beobachtung geht mit Ergebnissen aus Versuchen mit miR-133-Knockout-Méusen
einher. Diese Tiere entwickelten schwere Fibrose und Herzinsufhizienz, die in di-
latativer Kardiomyopathie und plotzlichem Herztod miindeten®. Jedoch zeigten
diese Tiere keinerlei Zeichen einer kardialen Hypertrophie, obwohl, wie oben er-
wiahnt, die Blockade der miR-133 durch Aktivierung von Hypertrophiegenen zu
einer hypertrophen Kardiomypathie mit verminderter kardialer Funktion fiihrte.
Dies steht im Gegensatz zu Versuchen an miR-133 Knockout-Mdusen, bei denen
eine deutliche Fibrose ohne Hypertrophiezeichen detektiert wurde. Fiir die Herz-
hypertrophie stellt die miR-133 also eine komplexe Schliisselrolle dar, die durch die
Identifizierung der Zielgene RhoA und CDC42 (GTP-GDP Bindungsproteine, die
bei der Regulation der Kontraktilitdt beteiligt sind) sowie WHSC42 (ein Zellkern-
protein, welches das fetale Genprogramm in Kardiomyozyten induzieren kann)”
verifiziert wurde. Die Bedeutung der miR-133 fiir die kardiale Fibrose konnte
kiirzlich durch die Identifizierung des connective tissue growth factor (CTGF) als
Zielgen der miR-133 bestitigt werden. Der CTGF stellt ein Schliisselregulator bei
der Kontrolle der extrazellulairen Matrix dar. Eine niedrige miR-133-Expression
ist somit mit einer direkten Steigerung der kardialen Fibrose assoziiert. Interes-

santerweise konnte zudem ein Zusammenhang der miR-133-Expression und der
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Entwicklung einer Herzinsuffizienz detektiert werden. Hier konnte in einem miR-
133 Doppel-Knockout-Mausmodell eine gesteigerte Expression von serum response
factor (SRF) gezeigt werden®. Diese Dysregulation des SRF fithrte zum Phénotyp
der Herzinsuffizienz, da dieser Transkriptionsfaktor eine bedeutende Funktion fiir
das kardiale Remodeling besitzt*. Interessanterweise wird die miR-133-Expression
durch SRF induziert””. Somit kann von einem negativen Riickkopplungsmechanis-
mus bei der SRF Regulation durch miR-133 ausgegangen werden. Die Progression
einer Herzinsuffizienz geht zudem immer mit Apoptose einher. Wie eingangs er-
wiéhnt, zeigt die miR-133 im Gegensatz zur miR-1 eine protektive Funktion bei der
induzierten Apoptose’. Dies konnte anhand embryonaler Ratten-Kardiomyozyten
gezeigt werden, wobei die Kaspase 9 als direktes Zielgen der miR-133 identifiziert
wurde. Eine verminderte miR-133-Expression wurde mit gesteigerter Expression
der Kaspase 9 und damit verbundener Apoptose assoziiert. Uber die Bedeutung
der miR-133 bei ischdmisch bedingter Herzinsuffizienz in Folge einer KHK ist bis-
lang nichts bekannt. Aufgrund der essentiellen Rolle am Herzen, ist aber vorstell-
bar, dass es durch eine ischdmisch bedingte Herzinsuffizienz zu einer Dysregulati-
on der miR-133 kommt.

Neueste Arbeiten konnten miRNAs in Serum und Plasma nachweisen und in Kor-
relation mit kardialen Erkrankungen bringen®. Es wurde u.a. ein Anstieg muskel-
spezifischer miRNAs im peripheren Blutkreislauf bei Patienten mit akutem Myo-
kardinfarkt detektiert. Serumkonzentrationen der miR-1 und miR-133 zeigten sich
sowohl bei Patienten mit Myokardinfarkt, als auch bei denen mit KHK erhoht.
Im Herzgewebe selbst konnte dagegen eine niedrige Expression dieser miRNAs
dargestellt werden. Die im Blutkreislauf zirkulierenden miRNAs befinden sich in
Exosomen, die nach einer Ca** Stimulation freigesetzt werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die miR-133-Zirkulation im Blutkreislauf ein nicht invasiver Marker

tiir den Zelltod von Kardiomyozyten ist™.

SchliefSlich gehort die miR-208 zu den am Besten untersuchten miRNAs im kardio-
vaskuldren System. Sie wird nur im Herzen exprimiert und ist im Intron 27 des
a-myosin heavy chain (MHC)-Gen kodiert. Die Bedeutung der miR-208 wird in
Zusammenhang mit der f-MHC-Regulation, also der Regulation der priméren

kontraktilen Proteine im Herzen, diskutiert. Hier konnte gezeigt werden, dass die
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miR-208 die Regulation dieser Proteine unter kardialen Stressbedingungen kon-
trolliert’”. Van Rooij et al.”> konnten eine Korrelation zwischen der pre-miR-208
und der Entwicklung einer idiopathischen Kardiomyopathie beobachten. Die
mature Sequenz der miR-208 besitzt eine kiirzere Halbwertszeit und konnte daher
weniger gut detektiert werden. Ein Knockout der miR-208 im Mausmodell erzeugte
eine vermehrte Expression schneller kontraktiler Proteine sowie von Stress-Pro-
teinen. Interessanterweise, stellen diese Proteine keine Zielgene der miR-208 dar,
obwohl ein Knockout mit Hypertrophie und Fibrose assoziiert ist. Vielmehr wur-
de bei miR-208-Knockout-Tieren eine Hochregulation der Stress-Marker Atriales
Natriuretisches Peptid (ANP) und B-Typ Natriuretisches Peptid (BNP) am Herzen
beobachtet. Jedoch konnten diese bisher nicht als Zielgene identifiziert werden.
Des Weiteren wurde in der bereits erwahnten Arbeit herausgestellt, dass Stress-Sti-
muli eine Reduktion der a-MHC-Transkription zur Folge hat und somit die miR-
208-Expression negativ beeinflusst. Die miR-208 besitzt eine wesentliche Funktion

bei der Reaktion des kardialen Remodelings auf spezifische Stress-Signale.

29.

Pathologisch verinderte Herz-Kreislaufparameter bei ACVB-Patienten

Bei Patienten, die sich einer koronaren Bypass-Operation unterziehen miissen, ist
die Sauerstoffzufuhr am Herzen gestort. Dabei besteht ein Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf, was unweigerlich zu einer mehr Zirku-
lation oder minder ausgeprdgten Ischdmie bzw. Koronarinsuffizienz am Herzen
fithrt. In den meisten Fillen entstehen ischdmische Zustinde durch Verlegung der
Koronargefafle in Folge einer Arteriosklerose. Die moglichen Folgen einer Koro-
naren Herzerkrankung (KHK) sind u.a. die Herzinsuffizienz und der plotzliche
Herztod. Die KHK ist eine chronische Erkrankung, die im Verlauf von Jahren bis
Jahrzehnten fortschreitet. Sie ist in ihrer akuten Manifestation die hdufigste Todes-
ursache der Bevolkerung in den Industrienationen®.

Je nach Schwere und Verlauf der Erkrankung befinden sich die Patienten in unter-
schiedlichen Stadien der Herzinsuflizienz und zeigen mehr oder minder verdander-

te Abweichungen klinischer Herz-Kreislaufparameter. Parameter, mit denen sich
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eine Herzinsuffizienz quantifizieren lassen, sind zum einen Parameter der inva-
siv gemessenen Himodynamik (PAP, PCWP), der labordiagnostisch erfasste NT-
proBNP Spiegel und die anamnestisch erhobene NYHA-Klassifizierung.
Intraoperativ kann bei einer ACVB-Operation die Himodynamik invasiv quanti-
fiziert werden. Bei ACVB-Operationen wird zur Kreislaufitberwachung héufig ein
Pulmonaliskatheter (Swan-Ganz-Katheter) eingesetzt. Dieser Katheter wird in die
Vena subclavia oder Vena jugularis interna eingebracht und kann als Instrument
zur Uberwachung der kardiovaskuldren Funktion eingesetzt werden. Nach Aufbla-
sen des endstandigen Ballons wird er tiber das rechte Herz bis in einen Ast der Ar-
teria pulmonalis eingeschwemmt. Verschlief3t der Ballon einen Ast der Arteria pul-
monalis wird die sog. Wedge-Position erreicht. Der pulmonalkapillire Verschluss-
druck (PCWP) oder Wedge-Druck, entspricht dabei dem linken Vorhofdruck. Zu-
satzlich kann der Pulmonalarterielle Mitteldruck (PAP) gemessen werden. Durch
die Messung dieser Parameter, kann die Herzfunktion beurteilt werden®**°. Der
PCWP stellt einen wichtigen Marker fiir die Beurteilung der kardialen Funktion
dar. Messungen des PCWP bei Patienten mit ischamischer Herzerkrankung oder
einer kardialen Hypertrophie, ergaben Werte bis zu 48mmHg. Ein PCWP von 5 bis
12mmHg, ist als physiologisch zu beurteilen. Der physiologische PAP liegt bei 9
bis 16 mmHg®. Ein Anstieg dieser Driicke geht mit einer Druckiiberbelastung des
linken Herzens einher, wobei ein erhohter PAP ebenfalls durch einen Anstieg des
pulmonalen Gefifiwiederstandes, wie etwa bei einer pulmonalen Hypertension be-
dingt sein kann.

Eine weitere validierte Messmethode zur Einteilung der Herzinsuflizienz ist die
NT-proBNP-Konzentration im Blut. Aus der Familie der natriuretischen Peptide
werden das BNP und dessen Vorstufe das NT-proBNP als diagnostische Marker
der Herzinsuffizienz herangezogen. BNP ist ein Neurohormon, welches bei erhoh-
ter Wandspannung durch Volumen- und Druckiiberlastung aus dem rechten und
linken Ventrikel freigesetzt wird®"*2. Es ist bei symptomatischer linksventrikuldrer
Dysfunktion erhoht und korreliert mit dem Schweregrad der Symptome und der
Prognose. Daher wird das BNP als quantitativer Herzinsuthzienzmarker heran-
gezogen. Je schwerer die Herzinsuffizienz, desto hoher das BNP und NT-proBNP.
Eine Studie konnte zeigen, dass Patienten mit einer dekompensierten Herzinsuf-

fizienz und einem BNP von iiber 350 pg/ml ein um den Faktor 5 erhdhtes Risi-



LITERATURUBERSICHT 47

ko haben, an der Erkrankung zu sterben. Bei Patienten mit einem BNP von tiber
700 pg/ml ist das Risiko sogar um den Faktor 15 erh6ht”. Bei BNP Werten unter
300 pg/ml ist die Ausbildung einer Herzinsufhzienz als eher unwahrscheinlich an-
zusehen, bei Werten zwischen 300-1800 pg/ml ist sie als intermediér einzustufen
und im Falle von Werten iiber 1800 pg/ml sehr wahrscheinlich®**. Die eigentliche
Funktion des BNP liegt in der Steigerung der Diurese und der peripheren Gefafidi-
latation, um Volumen- und Druckbelastung am Herzen entgegen zu wirken. Dabei
entspricht die BNP-Konzentration der seiner Vorstufe dem NT-proBNP®.

Ein klinischer Parameter zur Beurteilung der Herzinsuffizienz, ist die anamnes-
tisch erhobene NYHA-Klassifizierung. Die NYHA-Klassifizierung entspricht der
Einteilung der erfassten Symptome einer Herzinsuffizienz und wurde urspriinglich
von der New York Heart Association als Schema zur Einteilung von Herzerkran-

kungen veréftentlicht (= Tab. 3).

- Tab. 3:
NYHA-Klassifizierung nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie

Stadium Definition

NYHA | Herzerkrankung ohne korperliche Limitation.
Alltégliche korperliche Belastung verursacht
- keine inaddquate Erschépfung,

- keine Rhythmusstoérungen,

- keine Luftnot oder Angina pectoris.

NYHA I Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungsfahigkeit.
Keine Beschwerden in Ruhe.

Alltagliche korperliche Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.

NYHA I Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tatigkeit.
Keine Beschwerden in Ruhe.
Geringe korperliche Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris
NYHA IV Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen kdrperlichen Aktivitaten und in Ruhe.

Bettlagerigkeit.

Am héufigsten wird sie zur Einteilung der Herzinsuffizienz in verschiedene Stadi-
en, entsprechend der Leistungsfihigkeit des Patienten verwendet, und ldsst Riick-
schliisse auf das Ausmaf$ der Herzinsuffizienz zu. Die NYHA-Klassifizierung liefert
keine Hinweise auf die Ursache der kardialen Storung. Die zur Beurteilung der
Stadien herangezogenen Symptome beinhalten Dyspnoe, Nykturie, Zyanose, allge-

meine Schwiche, Miidigkeit, Angina Pectoris oder kalte Extremitéten.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1.

Material

3.1.1.

Gerite

Analysenwaage : Satorius, Gottingen Real Time PCR System : Applied Biosystems,

Autoklavy : Fedegari, Carlsbad, USA
Albuzzano, Italien Schittler : Janke + Kunkel,

Blottkammer : BioRad, Miinchen Staufen

Brutschrinke : Cellstar, Queue, Spektrophotometer : Peqlab, Erlangen
Memmert, Schwabach Sterilbank : MDH, Heraeus, Buck-

Coultercounter : Beckmann, LS6000IC, ingham Shire, England
Krefeld Thermocycler : Biometra (Uno, Unol],

Feinwaage : Denver Instrument, TGradient), Gottingen
Goéttingen Thermomixer : Eppendorf, Hamburg

Fliissigkeitsszintillations-

: GMI, Ramsey, USA

Thermo Sealer

: Thermo Sientific,

detektor Miinchen
Gelelektrophorese- : Eigenbau Ultra-Turrax : Janke + Kunkel,
kammern (Horizontalgele) Staufen
Geldokumentation : Intas, Gottingen UV-Crosslinker : Stratagene,
Grobwaage : Satorius, Gottingen Frankfurt am Main
Heizblocke : HLC, Reinach, Schweiz Vortex Gerit : Heidolph, Schwabach,
Inkubationsschiittler : New Brunswick Oehmen, Essen
Scientific, Edison USA Wasserbad : Julabo, Kottermann,
Lautkammer (Vertikalgele) : Hoefer Seelbach
Luminometer : Berthold, Hamburg Zellzihler : Schirfe, Reutlingen
Magnetriihrer : Heidolph, Schwabach Zentrifugen : Megafuge 1.0R;
Mikroskop : Nikon, Diisseldorf (Heraeus), Bucking-
Mikrowelle . Lunik ham Shire, England,
Netzgerite : LKB, Pharmacia Omnifuge 2.0 RS
pH-Meter . Metrohm, Filderstadt (Heraeus), Bucking-
Pipetten : Labsystems, Australien ham Shire, England,
Finnpipette Biofuge pico A bzw. 13
(0.5-10, 5-40, (Heraeus), Bucking-
20-200, 200-1000) ham Shire, England,
Plattenluminometer : Berthold, Hamburg Centrifuge 5417 C
Pyrosequenzierer : Biotage, Uppsala (Eppendorf), Hamburg
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3.1.2.

Verbrauchsmaterial

Chemikalien

Verwendete Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt,
Deutschland), Boehringer (Ingelheim, Deutschland), Difco (Heidelberg, Deutsch-
land), Fluka (Miunchen, Deutschland), Gibco-BRL (Darmstadt, Deutschland),
Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Serva (Heidel-
berg, Deutschland) und Sigma (Miinchen, Deutschland) bezogen.

Enzyme

Die eingesetzten Enzyme stammen von den Firmen New England Biolabs (Ipswich,

USA) und MBI-Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland).

PCR-Primer
Alle verwendeten Primer stammen von der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland)

und Invitrogen (Darmstadt, Deutschland).

3.1.3.
Medien

Die Medien und Zusitze fiir verwendete Zelllinien wurden von PAA Laboratories
(Pasching, Austria) und Invitrogen (Cascade Biologics, Portland, USA) bezogen

und mit einem 0,22 mm Filter steril filtriert.

Medium fiir HEK293- und A10-Zellen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), high Glucose mit L-Glutamine (500 ml)

+ 0,1 ml/ ml Fotales Kilberserum
+ 100 U/ ml Penicillin
+ 100 ul/ ml Streptomycin
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Medium fiir HASM-Zellen
Medium 231 (500 ml)

+ 25 ml Smooth Muscle Growth Supplement

Bakterienmedium fliissig

Hefeextrakt 5g

NacCl 8g

Tryptan 10g

ad 1 L H20 bidest.

Die Dampfsterilisation erfolgte fiir 20 min bei 120 °C und 1,4 bar im Autoklaven.

Bakterienmedium fest

Zur Herstellung des Festmediums fiir Bakterien wurde dem fliissigen Bakterien-
medium vor dem Autoklavieren 15g Agar-Agar zugegeben und nach Abkiihlung
auf 60 °C 500 ng/ ml Ampicillin.

Bakterienmedium zur Selektion

Dazu wurde das fliissige Bakterienmedium nach dem Autoklavieren und Abkiih-

lung auf 60 °C mit 40 mg/ml Xgal und 500 ng/ ml Ampicillin versetzt.

3.1.4.

Biologisches Material

DNA zur Untersuchung des GRK 2-(inkl. cDNA) und GRK 5-Gens

auf SNPs und deren Verteilung in verschiedenen Ethnien

Kaukasier:

Das eingesetzte DNA Material stammte von 615 gesunden Blutspendern aus Essen'*'.
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Afrikaner:
Die DNA wurde aus Blut von 355 gesunden Blutspendern des Stammes Shona aus

Harare (Zimbabwe) isoliert!!.

Asiaten:

Es wurde DNA Material von 305 mannlichen Blutspendern aus der Provinz Buhan

(China) untersucht!*!.

cDNA:

Zur Untersuchung der cDNA wurde zundchst RNA aus Gewebe des rechten Vor-
hofes von Bypass-Patienten isoliert und in einer RT-Reaktion in cDNA umge-

schrieben. Es wurden 10 Proben auf SNPs untersucht.

DNA fiir Assoziationsstudien zu den SNPs im GRK2- und GRK5-Gen und

mikroRNA-Expression

Herzohr-(HO-) Proben:

Fir Assoziationsstudien zu miRNA- und Gen-Expression wurde Blut von Patien-
ten praoperativ gewonnen und anschlielend dessen DNA isoliert. Es wurden 150

Proben untersucht.

Isolierung von mikroRNA zur Untersuchung der miR-1-, miR-133a/b-

und miR-208-Expression in Herzgewebe

Das gesamte verwendete miRNA-Material stammt aus Gewebe des rechten Vorho-
fes von 83 Patienten sowie aus Leber-, Nieren-, Skelettmuskel- und Aortengewebe
der Ratte. Ebenso wurde RNA aus den Zelllinien A10, HASM, HEK293, und Hela

gewonnen.
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Zelllinien

Verwendete Zelllinien stammten von der Deutschen Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen GmbH (DSMZ) sowie von der Firma Invitrogen (Cascade

Biologics, Portland, USA).

A10-Zellen:

A10-Zellen stellen glatte Muskelzellen aus der Aorta der Ratte dar und wurden
erstmalig 1976 in der thorakalen Aorta einer DB1X embryonalen Ratte nachge-
wiesen. Sie sind fiir die Darstellung typischer Eigenschaften der glatten Muskelzelle
von Bedeutung'**. In der stationdren Wachstumsphase zeigen A10-Zellen spontane
Aktionspotentiale und gesteigerte Aktivitit der Myokinase und Kreatinphospho-
kinase. Neben Myosin stellen diese Enzyme die hauptsachlichen zelluldren Produk-
te dar. Morphologisch stellen sich die A10-Zellen als myoblastir dar, die sowohl
epitheliale als auch fibroblastendhnliche Charakteristika zeigen. Es sind adhérente

Zellen, die in Monolayern wachsen.

HEK293-Zellen:

HEK293-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen. Nachgewiesen wurden
diese Zellen in einer menschlichen mit Adenovirus Typ 5 transformierten Urnie-
re'*>. Morphologisch stellen sich HEK293-Zellen als fibroblastische Zellen dar, die

adhdrend in Monolayern wachsen.

HASM-Zellen:
HASM-Zellen sind glatte Muskelzellen aus der humanen Aorta. Sie stellen sich als

spindelférmige, adhdrente, in Monolayern wachsende Zellen dar.
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Plasmide

Klonierungsvektor fiir GRK2- und GRK5-Promotor- und 3 "UTR-Konstrukte:

pGEMT-easy (Promega, Mannheim, Deutschland) ist ein etwa 3 kb grofder, lineari-
sierter Klonierungsvektor. Dieser besitzt sog. 3" T-Uberhinge an der Insertions-
stelle, welche fiir die Ligation des PCR-Produktes sorgen und gleichzeitig eine
Vektor-Rezirkulation verhindern. Bei der Ligation lagern sich die 3' T-Uberhange
des Vektors mit den durch die Taq-Polymerase an das amplifizierte PCR-Produkt
angehingte Desoxyadenosine zusammen. In der Multiple Cloning Site (MCS) des
Vektors befindet sich die a-Peptid codierende Region des f-Galaktosidase Enzyms,
welches bei der Ligation des PCR-Produktes in die MCS des Vektors inaktiviert
wird. Rekombinierte Klone konnen so auf Indikatorplatten (Xgal Zusatz) durch

Farbumschlag sichtbar gemacht werden.

Reportervektor fiir GRK2- und GRK5- Promotorkonstrukte:

Der pGl4.10-Vektor (Promega, Mannheim, Deutschland) ist ein etwa 4,2 kb grofier
Reportervektor, der zur Messung der Genexpression in Sdugerzellen optimiert
wurde. Er besitzt ein sog. luc2-Gen (Photinus pyralis), dessen Aktivitdt bei der Ex-
pressionsmessung detektiert wird. Zusdtzlich besitz er ein f-Laktamase bzw. Amp-
Gen, welches die Bindung von Transkriptionsfaktoren an das luc2-Gen reduziert
und so die Hintergrundaktivitat bei der Messung verringert. So wird eine abnor-

male Transkription des luc2-Gens verhindert.

Reportervektor fiir die 3"UTR des GRK 2-Gens:

Der pMIR-Report Luciferase-Vektor (Ambion, Darmstadt, Deutschland) ist ein spezi-
fischer Vektor zur Klonierung und Untersuchung potentieller miRNA-Bindungs-
stellen. Der etwa 6,5 kb grofe Vektor besitzt ein Firefly-Luciferasegen, welchem ein
Cytomegalie-Virus (CMV)-Promotor vorgeschaltet ist. Dieser ist fiir eine besonders
hohe Expression des Firefly-Luciferasegens verantwortlich. Dieses Vektorsystem ist
u.a. konstruiert, um bei der Transfektion des Konstrukts in Sdugerzellen die endoge-
ne miRNA-Expression zu beurteilen. Dies ist méglich, indem die 3 UTR des Gens
in die MCS des Vektors kloniert wird, die dem Luciferasegen nachgeschaltet ist. Bei

der Bindung von miRNA an die 3' UTR wird die Expression der Luciferase reduziert.
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Reportervektor zur Normierung der Transfektionsquantitit:

Hierzu wurde der pGl4.73 (Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet, der fiir
ein Renilla-Luciferasegen kodiert. Dieser Vektor wurde im Dual Glo Luciferase-
Assay (Promega, Mannheim, Deutschland) zusammen mit dem jeweiligen Repor-
tervektor transfiziert. Uber eine Dividierung der transfizierten Vektoren wurden
so die Schwankungen in der Transfektionsquantitat normiert, worauf im Abschnitt
Dual Glo Lucifearse Assay genauer eingegangen wird. Zur Normierung bei Stimu-
lationsversuchen wurde der pGl4.74 Vektor verwand, da diverse Stimulantien eine
Reduzierung der SV40 Promotor-Aktivitat des pGl4.73 verursachen und so die Sti-

mulation falsch negativ beeinflusst worden wire.

Reportervektor zur Feststellung der Transfektionseffizienz:
Der pEGFP-C1 (Promega, Mannheim, Deutschland) codiert fiir eine red-shifted
Variante vom Wildtyp GFP. Die der MCS nachgeschaltete Sequenz kodiert fiir

die Expression des Enhanced green fluorescent protein (EGFP). Die Insertion von
Promotorsequenzen in die MCS ermdglicht die Expression von EGFP. EGFP wird
durch blaues Licht angeregt (Anregungsmaximum: 488nm) und fluoressiert griin
(Emissionsmaximum: 507nm). Somit kann bei erfolgreicher Transfektion die

Transfektionseffizienz durch Fluoreszenz nachgewiesen werden.

Bakterienstimme

Bakterienstamm zur Klonierung von GRK2- und GRK5-Konstrukten:

E.coli DH5a (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland), Genotyp:
F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rK,mK")
phoA supE44 X" thi-1 gyrA96 relAl

Bakterienstamm zur Mutagenese von GRK5-Konstrukten:

XL10-Gold® Ultracompetent Cells (Stratagene, Darmstadt, Deutschland), Genotyp:
TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F’ proAB laclqgZDM15 Tnl10 (Tetr) Amy Camr].
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Herzgewebe zur Untersuchung der mikroRNA-Expression

Alle Patienten haben ihr schriftliches Einverstandnis zur Studie erklart, die durch

die hiesige Ethikkommission genehmigt wurde.

HO-Gewebe (rechtes Atrium):

Zur Untersuchung der miRNA-Expression in Herzgewebe wurde von 83 Patien-
ten Gewebe des rechten Vorhofes gewonnen. Gewebe des rechten Vorhofmyokard
stammte von Patienten, die sich aufgrund einer koronaren arteriellen Herzerkran-
kung einer Bypass-Operation unterziehen mussten. Uberschiissiges Vorhofmyo-
kard wurde bei Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine gewonnen. Unmittelbar
nach der Excision wurden die Proben in kohlenstofthaltige (95% 02, 5% CO,)
Tyrode-Losung (mmol/1: NaCl 119.8; KCI 5.4; CaCl, 1.8;mgSO, 1.05; NaH PO,
0.42; NaHCO, 23.6; Glukose 5.05; EDTA 0.05; Ascorbinséure 0.28) iiberfithrt und
in fliissigen Stickstoft gegeben. Die spétere Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Plasmagewinnung von ACVB-Patienten

zur Bestimmung des NT-proBNP

Zur Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration im Plasma von ACVB-Patienten
wurde24Stundenpri-operationem EDTA-VollblutentnommenunddieNT-proBNP-

Konzentration aus dem Serum bestimmt (Roche, Mannheim, Deutschland).

3.2.
Methoden

Soweit nicht anders angegeben, stammen die hier dargestellten Methoden aus dem

Buch Molecular Cloning: A laboratory manual***.
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3.2.1.

Polymerase Chain Reaction

Die PCR-Reaktion ermdglicht in einem sich vielfach wiederholenden Prozess die
selektive Vervielfaltigung spezifischer Genabschnitte. Diese Reaktion ist nur mittels
hitzestabiler DNA-Polymerasen aus thermophilen Bakterien méglich. Hitzestabile
DNA-Polymerasen, die auch nach wiederholtem Erhitzen auf 94 °C aktiv bleiben,
sind z.B. die Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus oder die Pfu-Polymerase aus
Pyrococcus furiosus. Als Matrize kénnen u.a. chromosomale DNA oder isolierte
Plasmid-DNA dienen. Die Amplifizierung des Genabschnitts erfolgt durch ein
spezifisches Primerpaar, welches in groSem Uberschuss vorhanden ist und den ge-

wiinschten Genabschnitt an einem der beiden DNA-Stringe flankiert.

Die Reaktion beginnt mit der Denaturierung (-> Abb. 9). Dabei wird der DNA-
Doppelstrang auf 94°C erhitzt, wodurch die Wasserstoffbriickenbindungen auf-
gebrochen werden und schliefllich Einzelstrang-DNA (ssDNA) vorliegt. Bei dem
anschlieflenden Annealing, erfolgt eine Temperatursenkung auf 50 bis 60 °C. Die
genomische DNA liegt dabei in zu geringer Konzentration vor, als dass die kom-
plementéren Strange wahrend der Inkubationsdauer aufeinander treffen konnten.
Sie bleibt also denaturiert. Die herabgesetzte Temperatur fithrt zu einer Anlage-
rung der Primer an deren komplementire Sequenz der ssDNA. An dieser Stelle
der Sequenz erfolgt die Neu-Synthese eines DNA-Stranges. Dieser Vorgang wird
als Elongation bezeichnet. Ein Temperaturanstieg auf 72 °C bedingt, dass die ther-
mostabilen Polymerasen die zwischen den Primern liegende DNA-Sequenz an den
3’-OH-Enden verldngern konnen. Die Elongationszeit betrdgt ca. 1 min pro kb.
Nach Abschluf} der Elongation wird erneut auf 95 °C erhitzt, um die neu gebil-
deten DNA-Doppelstringe zu denaturieren und die Reaktion lduft mit der Dena-
turierung abermals ab. In jedem wird die Anzahl der Kopien der DNA Sequenz

verdoppelt, was zu einem exponentiellen Anstieg der gewiinschten Sequenz fiihrt.
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- Abb. 9:
Prinzip einer PCR-Reaktion
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Prinzip einer PCR-Reaktion Die Denaturierung erfolgt bei 95°C wobei sich die beiden komplementaren Strange trennen.
AnschlieBend wird beim Annealing die Temperatur auf 60°C herabgesetzt, wobei sich die Primer mit der DNA verbinden.
Die Elongation erfordert eine Temperaturerhdhung von 72°C, so dass die Tag-Polymerase weitere komplementdre
Nukleotide anlagern kann. So entstehen zwei partiell doppelstrangige DNA-Molekule mit der Sequenz zwischen den
beiden Primern. Wahrend jedes Zyklus vermehrt sich die Anzahl kopierter DNA-Molekile um den Faktor 2.

Mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Ulrich Frey

Folgende Grundsitze sollten fiir die Etablierung einer PCR beriicksichtigt werden

Primer:

Bei der Auswahl der Primer sollten folgende Merkmale beachtet werden:

. GC-Gehalt ca. 50%

- ideale Lange 18 bis 28 bp; ldngere Primer miissen HPLC-gereinigt werden

palindromische Sequenzen vermeiden
Homologien der Primer zueinander vermeiden

G oder C am 3’-OH-Ende zur Stabilisierung des in der PCR-Reaktion

entstehenden Hybrids, langere GC-Abfolgen vermeiden
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Annealing-Temperatur :

Die Annealing-Temperatur (Tm) der Primer kann anhand folgender Faustregel er-
rechnet werden: Tm =2°Cx (A +T) +4°Cx (G + C)

Die optimale Annealing-Temperatur liegt unter dem niedrigsten errechneten
Schmelzpunkt. Diese Faustregel gilt allerdings nur fiir Primer mit ca. 18 bis 24 bp.
Falls unspezifische PCR-Produkte gebildet werden, sollte die Annealing-Tempera-
tur erhoht werden. Eine Senkung der Annealing-Temperatur kann durch den Zu-

satz von Dimethylsulfoxid (DMSO) erreicht werden.

PCR zur Untersuchung der jeweiligen Genabschnitte auf SNPs

Der PCR-Ansatz und die Temperatureinstellungen fiir den Thermocycler sind fiir
die jeweiligen Genabschnitte bis auf angegebene Ausnahmen identisch. Die Anne-
aling-Temperatur (T ). Diese ist fiir die spezifischen Primer der Tabelle im Anhang

zu entnehmen. Die Elongationszeit richtete sich nach der jeweiligen Grofe des

Genabschnitts.

PCR Ansatz: Thermocycler:

25 ul Master Mix (Amplicon) 95°C- 3min
2 pl Sense Primer 95°C - 30sec
2 pl Antisense Primer 35x< T~ -40sec

19 ul Aqua dest. 72°C- 60sec/kb
2 ul DNA 72°C-10min

10°C-20std

Bei PCR-Ansitzen zur Amplifizierung von cDNA wurden je 2,5 pl von 1:10 bzw.
1:5 verdiinntem cDNA-Material eingesetzt. Zur Amplifizierung von DNA fiir den

Einsatz in der Pyrosequenzierung wurde die Anzahl der Zyklen auf 40 erhoht.
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PCR zur Herstellung von GRK2- und GRK5-Promotor- und 3 "UTR-Konstrukten

Sense und Antisense Primer fiir die jeweiligen Genabschnitte sind im Anhang

unter ,,Primer zur Klonierung“ verzeichnet.

PCR Ansatz: Thermocycler:

5,0 ul Pfu-Puffer + mgSO, 95°C- 3min

1,0 ul ANTP Mix 95°C- 30sec

2,0 ul Sense Primer 35x< T -40sec

0,5 pl Pfu Polymerase (5U/ ul) 72°C-120sec/kb
37,5 pl Aqua dest. 72°C-10min

2,0 ul DNA 10°C-20std

Reinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte streng nach dem Protokoll QIAquick
PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland).

3.2.2.

Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung dient dazu spezifische DNA-Abschnitte zu sequenzieren,
um so Genotypen von Interesse zu ermitteln. Bei der Reaktion wird das bei der
DNA-Synthese gebildete Pyrophosphat detektiert, wodurch die Pyrosequenzie-
rung nach dem Prinzip ,,Sequenzierung durch Synthese® funktioniert. Bei dem
Sequenziervorgang werden dem Reaktionsansatz die einzelnen Nukleotide nach-
einander zugegeben. Der Sequenzierstrang wird mittels DNA-Polymerase ver-

lingert, in dem sie die Bindung mit dem komplementdren dNTP katalysiert. Bei
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der Anlagerung der Nukleotide wird eine dquimolare Menge von anorganischem
Pyrophosphat frei. Das freiwerdende Pyrophosphat (PPi) wird anschlieflend en-
zymatisch durch die ATP-Sulfurylase mit APS (Ammoniumpersulfat) zu ATP

umgeformt.

Das so entstehende ATP dient dann wiederum als Energielieferant fiir die Oxida-
tion von Luciferin zu Oxyluciferin, was durch die Luciferase katalysiert wird. Bei
diesem Schritt wird detektierbares Licht freigesetzt, dessen Betrag in linearer Be-
ziehung zur Menge an gebildetem Pyrophosphat und somit zur Anzahl der einge-
bauten dNTPs steht. Da die vier ANTPs einzeln zugegeben werden, ist die Zuord-
nung des Lichtsignals zu einem dNTP méglich und damit die Ermittlung der zu-
grunde liegenden Sequenz. Das Nukleotid dATP dient der Luciferase als Substrat,
was zu falsch-positiven Ergebnissen fithren kénnte, daher wird anstelle von dATP
Deoxyadenosin-a-Thiodtriphosphat (ATPaS) verwendet. Das Enzym Apyrase
baut nicht eingebaute dNTPs zu dNMPs ab. Dadurch werden Waschschritte zwi-
schen den einzelnen Nukleotidzugaben iiberfliissig. Die Lichtemission wird aufge-
zeichnet und ist in einem Pyrogramm™ als Peak erkennbar. Uber die Peak-Hohe
sind hier auch quantitative Aussagen der Laserauslesung moglich, wodurch bei der
Pyrosequenzierung die Unterscheidung von SNPs in Homozygote und Hetero-
zygote moglich wird. Dabei dient der biotinylierte Primer als komplementére Vor-
lage zur Anlagerung des Sequenzierprimers. Die Auswertung der Ergebnisse er-
folgte mit der SQA-Software (Pyrosequencing AB). SNPs, die mittels Pyrosequen-
zierung untersucht wurden, sowie die dafiir generierten Primer sind im Anhang

unter ,,Primer zur Sequenzierung” aufgefiihrt.
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3.2.3.
Arbeiten mit DNA

DNA Priparation aus Blut

Fir die Gewinnung genomischer DNA aus Blut wurde das QIAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die Préparation erfolg-
te streng nach Protokoll des Herstellers, Blood and Body Fluid Spin Protocol aus
QIAmp DNA Mini Kit and QIAmp DNA Blood Mini Kit Handbook (Qiagen, Hilden,
Deutschland).

Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von DNA und DNA-Fragmen-
ten diente die horizontale Agarosegelelektrophorese. DNA-Molekiile wandern
im elektrischen Feld aufgrund der negativen Ladung des Phosphatriickgrates zur
Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist wegen des Widerstandes der Agarose-
Gelmatrix umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Linge. Zum Vergleich
der DNA-Groflen verwendet man standardisierte Groflenmarker (z.B. pBR322
DNA / Alul). Fir DNA-Fragmente bis zu einer minimalen Grofie von 1000 bp wer-
den 1 %-Agarose-Gele verwendet, fiir kleinere Fragmente 2,5 %-Agarose-Gele. Zur
Herstellung der Gele wird Agarosepulver mit TBE aufgekocht, bis die Agarose voll-
standig gelost ist. Anschlieflend werden 10 ml SYBR® Safe DNA gel stain (Invitro-
gen, Darmstadt, Deutschland) 1:10 verdiinnt pro 100 ml hinzugefiigt. Es handelt
sich hierbei um einen Cyanin-Farbstoft, der sich in die DNA-Doppelhelix einlagert
und so DNA im UV-Licht sichtbar macht. Die Agaroselésung wird in abgedichtete
Gelschlitten gegossen und ein Kamm blasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisati-
on bei Raumtemperatur wird der Gelschlitten in die TBE getiillte Elektrophorese-
kammer eingelegt. Die Taschen werden mit den DNA-Proben gefiillt. Dabei richtet

sich die Menge der eingesetzten DNA nach der Konzentration und der Grofie des
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Fragmentes. Von 2 ul im 20 pl Ansatz verdauter Miniprep DNA mit einer Plasmid-
lange von 5000 bp werden beispielsweise 4 ul Verdau-Losung plus 0.8 pl 6 x Puffer
eingesetzt. Eine Tasche wird mit Laingenmarker (5 ul) beladen. Die DNA wird an-
schlieflend bei konstanter Spannung (12 V/cm Gelldnge) aufgetrennt und unter

UV-Licht photographiert.
10,8 g Tris-HCl; 5,5 g Borséure;
1xTBE 0,744 g EDTA-Na; ad 11 H20 bidest.
25% (w/v) Ficol; 0,5% (w/v) Oranggel

10 x DNA Probenpuffer

SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)

Extraktion von DNA aus einem Agarose-Gel

Diese Methode dient der Extraktion von DNA-Fragmenten wie z.B. Vektoren oder
klonierter DNA-Abschnitte (Inserts) aus einem Agarose-Gel. Die unter der UV-
Lampe sichtbar gemachten DNA-Fragmente konnen nach Kontrolle der spezifi-
schen Grofie mit einem Skalpell ausgeschnitten werden. Die Extraktion erfolgt
durch Erwdrmung des Gelstiickes auf 50 °C. Die weiteren Extraktionsschritte sowie
die Eluierung der DNA erfolgten nach Angaben des Herstellers mittels QIAquick
Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), wobei exakt nach Protokoll vor-

gegangen wurde.

Restriktionsverdau von DNA

Bei dieser Methode werden Typ II-Restriktionsendonukleasen prokaryontischer
Herkunft verwendet, die bestimmte, kurze DNA-Sequenzen erkennen und hydro-
Iytisch spalten. Dabei entstehen entweder stumpfe blunt-end- oder iiberhdngende

sticky-end-DNA-Stiicke. Je nach Restriktionsenzym werden verschiedene Puffer-
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bedingungen und optimale Temperaturen bendtigt. Eine Einheit Restriktionsen-
zym spaltet bei optimalen Reaktionsbedingungen 1 mg DNA pro Stunde. Der Re-
striktionsverdau wurde z.B. mit EcoRI zur Priifung einer erfolgreichen Ligation
eines Inserts in den Klonierungsvektor durchgefiihrt. EcoRI schneidet in der MCS
des pGEMT-easy Vektors, wodurch klonierte PCR-Produkt ausgeschnitten werden

konnen.

Analytischer Verdau (20 ul):
10 ul Miniprep-DNA
2 ul Reaktionspuffer (10 x)

1-5 URestriktionsenzym
ad ddH,0O

Der Ansatz wurde fiir etwa 90 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe des Probenpuf-

fers wurde die DNA in der Gelelektrophoresekammer aufgetrennt und analysiert.

Klonierung von GRK2- und GRK5-Promotorkonstrukten sowie dessen 3"UTR

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung identifizierter SNPs wurden die
spezifischen Genabschnitte in Reportervektoren kloniert. Die das Insert enthalten-
den Vektoren wurden anschlieflend in Zellsysteme transfiziert und tiber funktionel-
le Assays untersucht. Dies soll einen moglichen Einfluss der SNPs auf die Promo-
tor- Aktivitdt identifizieren. Ziel der 3"UTR-Klonierung ist es, Aussagen iiber deren
Bedeutung als potentielle Bindungsstelle fiir endogene miRNAs zu treffen und ei-
nen moglichen Einfluss des Polymorphismus GRK2 A(+19,410)G darzustellen. Zur
Amplifizierung der jeweiligen Genabschnitte (Inserts), wurden die Primer ,,Primer
zur Klonierung® (sieche Anhang) eingesetzt. Um Klonierungen unspezifischer Gen-
abschnitte auszuschlief3en, wurde eine Gelelektrophorese mit Groflenkontrolle des
PCR-Produkts durchgefiihrt. Anschlieflend wurden die Produkte aufgereinigt bzw.

aus dem Agarose-Gel extrahiert. Die Klonierung wurde wie folgt durchgefiihrt.
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A-Tailing der PCR-Produkte

Da die PCR zur Herstellung der gewiinschten Genabschnitte mit der Pfu-Poly-
merase durchgefithrt wurde, musste ein sog. A-Tailing stattfinden, um die Vor-
raussetzungen fiir eine Klonierung in den pGEMT-easy-Vektor zuschaffen. Die
Pfu-Polymerase produziert blunt-end PCR-Produkte. Zur Klonierung ist jedoch
ein Adenosiniiberhang notwendig, um sich mit den 3'T-Uberhéngen des Vektors
zusammen zulagern. Dazu wurde exakt nach Protokoll des pGEMT-easy Kit (Pro-
mega, Darmstadt, Deutschland) vorgegangen, bei dem durch eine Taq-Polymerase

ein Poly-A-Schwanz an das vorhandene Insert gelagert wird.

Ligation mit dem pGEMT-easy Klonierungskit

Die Ligationen mit dem pGEMT-easy Vektor wurden mit der ATP-abhédngigen
T4-DNA-Ligase durchgefithrt. Diese verkniipft freie 3’-Hydroxylenden mit
5’-Phosphatenden von doppelstringiger DNA durch Bildung einer Phosphodies-
terbindung. Dem Ansatz wurde zusétzlich ein dem pGEMT-easy Klonierungskit
zugehoriger Puffer und das durch ,,A-Tailing® vorbereitete PCR-Produkt beigefiigt
und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Transformation in E.coli DH5a

Die Aufnahme von Plasmid-DNA durch kompetente Bakterien wird als
Transformation bezeichnet. Die Plasmid-DNA kann dann im Bakterium Escheri-
chia coli vermehrt werden. Der Bakterienstamm (DH5a, Life Technologies, Darm-
stadt, Deutschland) war zur besseren Anheftung des Plasmids an die Auflenhiil-
le des Bakteriums eisgekiihlt. 20 pl der Bakterien im Bakterienmedium wurden
mit 1 pl des Ligationsansatzes (1:5 verdiinnt in Tris EDTA Pufter, 10 mM/1 mM)
gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Um die Aufnahme der DNA in die Zel-
le zu ermoglichen, wurden die Bakterien einem kurzen (40 sec) Hitzeschock von

42 °C unterzogen und anschlieflend 2 min auf Eis gelagert. Danach wurden 80 pl
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SOC-Medium (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) zugesetzt und die Bakterien
1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Zum Schluss wurden je 80 pl auf Plat-
ten mit Bakterienmedium zur Selektion ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

Ampicillin- und blau/ weif3-Selektion

Bei einer Ligation und Transformation nimmt nur ein Teil der Plasmide das ge-
wiinschte DNA-Stiick auf und nur ein kleiner Teil der Bakterien nimmt wiederum
das Plasmid auf. Daher werden zwei Eigenschaften des Plasmids zur Selektion ge-
nutzt. Nur Bakterien, die Plasmid aufgenommen haben, wachsen auf den Platten
aus Bakterienmedium, da nur sie die Plasmid-kodierte Antibiotikaresistenz auspra-
gen. Allerdings bedeutet die Anwesenheit einer Antibiotikaresistenz nicht, dass alle
transformierten Klone tiber ein Insert verfiigen. Deswegen bedient man sich der
blau/weif3- Selektion. Die Plasmide, in denen die erwiinschte DNA-Sequenz aufge-
nommen wurde, verlieren bei diesem Vorgang, durch Unterbrechung der Sequenz,
ihr funktionierendes f-Galactosidase-Gen. Solche Bakterien erscheinen dann weif3,
da sie das im Medium vorhandene X-Gal nicht umsetzen konnen. Bakterien, die ein
»leeres” Plasmid aufgenommen haben erscheinen blau. Diese weifSen Klone wurden
in fliissiges Bakterienmedium eingebracht und inkubiert. Eine kleine Menge der

Klone wurde zusatzlich fiir eine Kontroll-PCR vorbereitet.

Priparation von Plasmid-DNA

Es kamen zwei Verfahren zum Einsatz, die sog. Miniprep fiir den analytischen
Maf3stab, d.h. zur Analyse eines bestimmten Plasmids, und fiir den préparativen
Mafistab eine sog. Maxiprep. Fiir beide Verfahren wurden kommerziell erhaltli-
che Kits (QIAprep Miniprep bzw. Maxiprep, Qiagen, Hilden, Deutschland) entspre-

chend dem Hersteller Protokoll eingesetzt.
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DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse basiert auf einer DNA-Kettenverldngerungsreaktion
nach der Sanger-Methode'. Grundlage ist dabei die Fahigkeit von DNA-Poly-
merasen, aufler Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTPs) auch 233’-Dideoxy-
ribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) als Substrate zu verwenden. Das fiir die
Reaktion eingesetzte Nukleotidgemisch enthilt aufler den vier Desoxynukleoti-
den auch jeweils ein Didesoxynukleotid. Dadurch kommt es auch zum Einbau
dieser ddNTP’, die ein weiteres Wachstum der Kette blockieren, da ihnen ein
3’-Hydroxylende fehlt, um die nichste Phosphodiesterbindung zu kniipfen. Bei
der automatisierten DNA-Sequenzierung wird ein fluoreszenzmarkierter Primer
eingesetzt, mit dem mittels PCR in vier verschiedenen Reaktionsansitzen basen-
spezifische Kettenabbruchprodukte unterschiedlicher Lange erzeugt werden. Die
Reaktionsgemische werden auf ein Sequenziergel aufgetragen, elektrophoretisch
aufgetrennt und die durch das Gel wandernden Banden anhand eines Lasers de-
tektiert. Die Daten werden im Computer gespeichert und analysiert. Plasmide,
bei denen im Restriktionsverdau die erfolgreiche Ligation des Inserts bestitigt
werden konnte, wurden zur Sequenzierung eingeschickt. Alle notigen Sequen-
zierarbeiten wurden durch GATC Biotech (Konstanz, Deutschland) und Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt.
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Umklonierung der Promotor-Konstrukte

und des 3 "UTR-Konstrukte

Durch die Sequenzierung wurden die Inserts auf Fehler in ihrer Sequenz kon-
trolliert, auflerdem konnten die Genotypen der SNPs festgestellt und die fiir wei-
tere Arbeiten benétigten Konstrukte ausgewéhlt werden. Die Promotorkonstrukte
wurden dann in den pGl 4.10 (Promega, Mannheim, Deutschland) und die 3'UTR
in den pMIR Report Luciferase Vektor (Ambion, Darmstadt, Deutschland) um-

kloniert.

- Abb. 10
Generierung der GRK2-Promotor und -3 UTR Inserts
zur Klonierung mit Darstellung identifizirter SNPs
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Neu
- Abb. 10:

Erklarendes Beispiel; das Insert G(-43)A wurde mit dem Restrikionsenzym Aatll an der Position -402 der
Gensequenz behandelt. Fir die weitere Klonierung wurde dieser Teil zu einem blunt-end weiter bearbeitet.
Der indentifizierte SNP befindet sich an Position -43 der Gensequenz und ist durch * gekennzeichnet.
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Restriktionsverdau und Richtungsklonierung:

Es wurde ein Restriktionsverdau mit EcoRI durchgefiihrt, um die Konstrukte aus
dem pGEMT-easy- Vektor auszuschneiden.
praparativer Verdau (50 pl):
10-30 ul Plasmid-DNA (je nach Konzentration und Grofie)
5ul Reaktionspuffer (10 x)
2-10 U Restriktionsenzym
ad ddH,O

Der Ansatz wurde fiir etwa 90 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte die elektrophoreti-
sche Auftrennung auf einem Agarosegel, die Gelextraktion des Inserts und dessen
Aufreinigung. Die Restriktionsenzyme mit denen die jeweiligen Inserts und Vek-
toren behandelt wurden sind der folgenden Tabelle (- Tab. 4) zu entnehmen. Dabei
richtet sich der Restriktionsansatz immer nach obigem Schema und wurde jeweils

90 min bei 37 °C inkubiert.

- Tab. 4:
Schema behandelter Inserts der GRK2 und GRK5 und deren Vektoren mit Restriktionsenzymen.

Klonierung GRK2: Klonierung GRK5:
Inserts/ Restriktions- Lénge (-mer) Inserts/ Restriktions- Lénge (-mer)
Vektoren enzyme Vektoren enzyme
Insert Ncol-blunt Pos. -1456 Insert ATT Ncol-blunt Pos. -1559 bis -22
G(-1,138)A/ Sacl bis-819 (-1437,-1435, Sacl (insg. 1537 bp)
C(-1,095)T (insg. 637 bp) -678)
Insert G(- 43)A Aatll-blunt Pos. -402 bis +72 | Insert GCC Ncol-blunt Pos. -1559 bis -22
Sacl (insg. 474 bp) (-1437,-1435, Sacl (insg. 1537 bp)
-678)
Insert EcoRI-blunt Pos. +18654 Insert ACC Ncol-blunt Pos.-1559 bis -22
A(+19,410)G Spel bis +20032 (-1437,-1435, Sacl (insg. 1537 bp)
(insg. 1378 bp) -678)
pGl 4.10 fur Insert | Kpnl-blunt pGl4.10 fur Insert | Kpnl-blunt Pos.-1559 bis -22
G(-1,138)A/C Sacl ATT,GCC,ACC Sacl (insg. 1537 bp)
(-1,095)T/G(- 43)A
pMIR-Report Nael-blunt Pos. +18654
Luciferase Spel bis +20032
(insg. 1378 bp)

- Tab. 4:

Schema behandelter Inserts der GRK2 und GRK5 und deren Vektoren mit Restriktionsenzymen.

Das Insert der GRK2 G(-1,138)A/C(-1,095)T beinhaltet die SNPs G(-1,138)A und C(-1,095)T und wurde mit den Restriktions-
enzymen Ncol und Sacl behandelt, wobei die Ncol Schnittstelle auf ein blunt-end aufgefullt wurde. Das gesamte klonierte
Insertistinsg. 637 bp lang und reicht von Position -1456 bis -819. Alle Inserts wurden in sense-Richtung kloniert.
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Um die jeweiligen Inserts in sense-Richtung umklonieren zu kdnnen, wurde eine
Richtungsklonierung durchgefiihrt. Dazu werden die in den pGEMT-easy klo-
nierten PCR-Produkte mit den spezifischen Enzymen aus dessen MCS heraus ge-
schnitten. Ebenso wird der Reportervektor so mit Enzymen behandelt, dass bei
der spateren Ligation die Schnittstellen von Insert und Vektor identisch sind und
in sense-Richtung zusammen passen. Da jedoch nicht immer alle Schnittstellen
der MCS von pGEMT-easy und Reportervektoren aufeinander abgestimmt sind,
muss in diesem Fall auf blunt-end kloniert werden. Dies bedeutet, dass die jewei-
ligen Enden von Insert und Vektor mit Klenow-Fragment aufgefiillt und so fiir die
Ligation aneinander angepasst werden. Als Klenow-Fragment wird die grofiere der
beiden Untereinheiten der DNA-Polymerase von Eschericha coli bezeichnet, wel-
che tiber ihre Polymerasefunktion in der Lage ist 5 "iiberstehende, einzelstrangige
DNA Sequenzen aufzufiillen. Gleichzeitig werden 3 "iiberstehende, einzelstringige
DNA Sequenzen von ihr abgebaut, was die sog. Endonucleasefunktion darstellt.
Beide Funktionen fiihren also zur Herstellung von blunt-ends, die bei der Ligation

mittels T ,-Ligase verbunden werden kénnen.

Klenow-Ansatz zur blunt-end-Bildung:

30 ul aufgereinigtes PCR Produkt
1y dNTP Mix (2mM)
4ul Klenow Pufter
1 ul Klenow Fragment
4ul  Aqua dest.

Der Ansatz wird fiir 10 min bei 37 °C inkubiert und anschlieflend fiir 10 min auf
70°C erhitzt, um das Klenow-Fragment zu inaktivieren. Bei den aufgereinigten
PCR Produkten handelt es sich entweder um Vektoren oder um zur Ligation vor-
gesehene Inserts, die zuvor mit dem jeweiligen Restriktionsenzym behandelt wur-
den. Werden Vektor und Insert mit dem gleichen Restriktionsenzym behandelt,
entstehen sticky-ends, die sich aufgrund komplementirer Basenpaarung zusam-

menlagern konnen.
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Dephosphorylierung von Vektor-DNA mit CIAP:

Die durch die Restriktion entstandenen offenen Vektor-Enden wurden dephos-
phoryliert um eine Re-Ligation des Vektors zu verhindern. Dies geschah mittels
CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase), welche die Entfernung der 5’-Phos-
phatgruppe von DNA, RNA, sowie Ribo- und Desoxyribonucleosidtriphosphaten
katalysiert. Dadurch konnte die T4-DNA-Ligase keine Verkniipfung von Hydro-
xylenden zu Phosphatenden durchfiihren und der Vektorhintergrund bei Klonie-
rungen wurde minimiert. Nach der Behandlung mit alkalischer Phosphatase folgte

wiederum eine Aufreinigung.

Ligation mit den Vektoren pGl 4.10 bzw. pMIR-Report Luciferase:

Ligationen mit diesen Vektoren wurden mittels T4-DNA-Ligase LC (Fermentas,
Leon-Rot, Deutschland) streng nach Protokoll durchgefithrt. Daran schloss sich
die Transformation in E.coli DH5a und die Aufbereitung der Plasmid-DNA, ana-
log zum Vorgehen mit dem pGEMT-easy Vektor an. Mit den transformierten Bak-
terienkolonien wurde eine Klon-PCR durchgefiihrt, um die sense-Richtung der
Inserts zu garantieren. Dazu wurde der jeweilige antisense-Primer des Inserts mit
dem forward-Primer des jeweiligen Vektors benutzt (Anhang, ,,Primer zur Rich-
tungskontrolle der Inserts). Zusitzlich wurden die Konstrukte nochmals sequen-

ziert, um ein fehlerfreies Insert zu garantieren.

Generierung von Deletionskonstrukten des GRK5-Promotors:

Die Herstellung von Deletionskonstrukten dient der Untersuchung der Promotor-
Aktivitat. Dabei werden unterschiedlich grofie Abschnitte des Promotors in einen
Reportervektor kloniert und funktionell untersucht. Auf diese Weise konnen Be-
reiche sehr hoher oder niedriger Promotor-Aktivitit identifiziert werden. Bei der
Herstellung von Deletionskonstrukten wird das Plasmid welches, das Insert enthalt
mit Hilfe von Restriktionsenzymen so geschnitten, dass mehrere Konstrukte mit
unterschiedlich groflen Anteilen an Insertfragmenten entstehen. Die so generierten
Konstrukte werden anschlieflend auf Unterschiede in ihrer Aktivitat im Luciferase-
Assay untersucht. Dazu wurde hier der Vektor pGl 4.10, der den Promotorbereich
enthielt, mit den in der Abbildung dargestellten Restriktionsenzymen behandelt, so

dass 5 Konstrukte mit progressiv kleiner werdenden Promotorabschnitten korres-
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pondierend zum Transkriptionsstartpunkt entstanden (= Abb. 11). Die ersten beiden
Konstrukte, die mit dem Enzym Bgl 1l und Acl 1 versetzt wurden, enthielten somit
den grofiten Anteil des Promotorbereichs ab Basenpaar -1,290. Dabei wurde jeweils
der Genotyp CC bzw. TT des bei der Sequenzierung identifizierten SNPs C(-678)T
als Ausgangskonstrukt verwand. Es entstanden so die Konstrukte GRK5_-1,290_C
(-678)C und GRK5_-1,290_T(-678)T. In gleicher Weise entstanden mit dem je-
weiligen Restriktionsenzym die folgenden Konstrukte: GRK5_-810_C(-678)C,
GRK5_-810_T(-678)T und GRK5_-427.

- Abb. 11:
Generierung der GRK5-Promotor und -3 UTR Inserts
zur Klonierung mit Darstellung identifizirter SNPs
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Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese dient u.a. der Generierung fehlerfreier Konstruk-
te, bei denen im Verlauf der Klonierung Mutationen in der Sequenz aufgetreten
sind. Die fehlerhaft eingebauten Basen werden bei der In-vitro-Mutagenese durch
die korrekten Nukleotide ersetzt. Dazu werden fiir die spezifische Sequenz Pri-
mer entwickelt, wobei das entsprechend fehlerhafte Nukleotid gegen das korrekte
ausgetauscht wird. Bei der sich anschlieflfenden PCR wird das jeweilige Konstrukt
mit Hilfe der Primer umgeschrieben, so dass neben den urspriinglich fehlerhaften

Konstrukten neue, mit der korrekten Sequenz versehenen, Konstrukte entstehen.
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Um die fehlerhaften, urspriinglichen Konstrukte von den neu synthetisierten zu
selektieren, wird ein sog. Dpn I-Verdau durchgefiihrt. Die Zielsequenz dieses En-
zyms ist 5°-Gm°®ATC-3", womit dieses spezifisch fiir methylierte bzw. hemimethy-
lierte DNA verdaut. Isolierte DNA aus E.coli Stdimmen ist im Gegensatz zu In-vitro
amplifizierter DNA dam*-methyliert und wird bei diesem Schritt durch das En-
zym zerschnitten. So bleiben lediglich die neu synthetisierten, fehlerfreien Konst-
rukte bestehen. Diese werden im nachsten Schritt in XL10-Gold® ultrakompetente
Zellen transformiert, aus den Zellen isoliert und aufgereinigt. Die Durchfiihrung
der Mutagenese erfolgte streng nach Protokol des QuikChange® Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, Darmstadt, Deutschland). Die verwendeten Primer
sind im Anhang unter ,,Primer zur Mutagenese von GRK5-Promotorkonstrukten®

aufgefiihrt.

3.2.4.

Arbeiten mit RNA

RT-Reaktion zur cDNA Gewinnung

Die normale Taq-Polymerase ist nicht in der Lage RNA zu vermehren. Hierzu wird
die sog. Reverse Transkriptase genutzt. Diese iiberfithrt die relativ instabile und
vom Abbau durch RNAse bedrohte RNA in stabilere DNA, die sog. cDNA zuriick.
Die cDNA-Gewinnung wird mit Hilfe des Kits SuperScript II RNase H- Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) unter Anwendung des vorge-
schriebenen Protokolls durchgefiihrt. Die erhaltene cDNA kann mittels Taq-Poly-

merase wieder amplifiziert werden.

Isolierung von total RNA inklusive mikroRNA aus Geweben und Zellen

Um die Konzentration von miRNA in verschiedenen Geweben und Zelllinien
quantifizieren zu kénnen, wurden diese mit dem miRNeasy Mini Kit® (Qiagen,

Hilden, Deutschland) zur Isolierung der RNA behandelt. Dabei wurde streng
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nach Protokoll des Herstellers vorgegangen, wobei die eingesetzte Menge des je-
weiligen Gewebes 50 mg betrug. Zur Isolierung aus Zelllinien wurden wie vom

Hersteller empfohlen, nicht mehr als 3-4x10° Zellen eingesetzt.

Quantifizierung der miR-1-, miR-133a/b und miR-208-Konzentration

in humanen und murinen Geweben und Zelllinien

Die miRNA-Konzentrationen wurden in Herzohrgewebe in verschiedenen huma-
nen und murinen Geweben sowie in Zelllinien bestimmt. Dies erfolgte mittels
TagMan® MicroRNA Reverse Transkription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland), sowie mit den fiir die jeweilige miRNA spezifischen Assays, Tag-
Man® Micro RNA-Assay, hsa-miR 1 (Applied Biosystems), TagMan® Micro RNA-
Assay, hsa-miR 133a (Applied Biosystems), TagMan® Micro RNA-Assay, hsa-miR
133b (Applied Biosystems) und TagMan® Micro RNA-Assay, hsa-miR 208 (Applied
Biosystems). Die einzelnen Arbeitsschritte sowie die Einstellungen im TagMan-
System zur Detektion der miRNA richteten sich streng nach Angaben des Her-

stellers.

Zusammenfassend erfolgt die Quantifizierung der zuvor aus dem Gewebe oder
Zellen isolierten miRNA durch eine sog. two-step RT-PCR. Hier wird im ersten
Schritt die RT-Reaktion durchgefiihrt, d.h. eine Umschreibung der miRNA Se-
quenz in cDNA mittels der fiir miR-1, miR-133a , miR-133b und mi-208 spezifi-
schen Primer. Die Primer stellen sog. looped-Primer dar, die eine Anlagerung an
die charakteristische hairpin-Struktur der miRNA erméglichen. Hier ist von be-
sonderer Bedeutung, dass in diesem Schritt einzig die miRNA von Interesse umge-
schrieben wird. Dies garantiert der nur fiir diese miRNA generierte Primer. Diese
RT-Reaktion ist also fiir die jeweilige miRNA hochspezifisch. Im zweiten Schritt,
dem PCR-Schritt, erfolgt die Amplifizierung des PCR-Produktes und so die quan-
titative Erfassung der miRNA-Konzentration. Dabei lagert sich die im Kit enthal-
tene TagMan mgB Probe an die komplementére Sequenz zwischen forward und
reverse Primer der jeweiligen miRNA. Bei der Synthese der PCR-Produkte durch die

Polymerase wird schliefllich auch die TagMan-Probe von ihrem komplementéren
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Strang abgespalten, wobei ein Fluoreszenssignal entsteht, welches mit steigender
Amplifizierungsrate akkumuliert und bei Erreichen eines festgelegten Schwellen-
wertes erfasst wird. Je mehr Produkt in den Proben vorliegt, desto weniger Zyklen
bei der Amplifizierung sind ndtig um den Schwellenwert zu iiberschreiten. Die
Anzahl der Zyklen bis zur Erfassung des Fluoreszenzsignals ist also umgekehrt
proportional zur miRNA Konzentration. Es handelt sich hier um eine doppelt spe-
zifische Untersuchungsmethode, da die TagMan-Probe fiir jede miRNA spezifisch
ist und nur hybridisierte Probes, die von der Polymerase abgespalten werden, ein

Lichtsignal erzeugen.

Real-time PCR

Mit der quantitativen Real-time PCR, oder auch Echtzeit-PCR, werden Nuclein-
sauren quantitativ erfasst. Unter den mehreren mittlerweile etablierten Metho-
den wurde hier das TagMan-Verfahren'* angewandt. Durch die Real-time-PCR-
Technik lassen sich Aussagen iiber die Quantitit von definierter mRNA in einem
spezifischen Gewebe treffen. Es erfolgt also somit eine Untersuchung der Genex-
pression auf RNA-Ebene. Um Riickschliisse auf die RNA-Quantitét in Zellen bzw.
Geweben ziehen zu kénnen, wird die gewonnene RNA in einer RT-Reaktion in
komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben, welche im nachsten Schritt mittels
der zu beschreibenden Methode quantifiziert wird. Hierbei wird jedoch nicht die
absolute Menge des PCR-Produkts gemessen, vielmehr nutzt man die Kinetik der
PCR-Reaktion, um die spezifische Menge an amplifiziertem Produkt zu ermitteln.
In den frithen Zyklen der PCR-Amplifizierung kommt es zu einem exponentiellen
Anstieg der zu vervielfiltigenden DNA-Abschnitte. Spater akkumuliert das Pro-
dukt, so dass sich der Prozess verlangsamt und schlief$lich zum Stillstand kommt.
Die Vervielfiltigung wird mit Hilfe von Fluorophoren sichtbar gemacht und kann
dann durch eine Kamera detektiert werden. Man vergleicht dann die Fluoreszenz
in der exponentiellen Phase mit einem Standard, dem sog. Housekeeping-Gen, hier
hB-Aktin. Von diesem Standard sind die eingesetzten Templatemengen bekannt,
so dass man auf die Ausgangsmenge zuriickrechnen kann. Die fiir die Quantifi-

zierung benoétigten Primer sind im Anhang unter ,,Primer fiir Real-time PCR®
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zu entnehmen. Hier ist wichtig, dass die Primer Intron tiberspannend gewdhlt
werden und das Produkt im Optimum zwischen 150 und 200 bp liegt. Die PCR
und die Primer fiir das Housekeeping-Gen hp-Aktin werden wie in der Literatur
beschrieben eingesetzt'¥’. Der PCR-Ansatz wird unter exakter Verwendung des
Protokolls und des kommerziell erhiltlichen Quantitect SYBR Green Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) pipettiert. Die PCR wird in einem ABI Prism 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland), das wéhrend
der PCR die Signale des SYBR-Green detektiert, durchgefiihrt. Fiir jedes der un-
tersuchten Gene wurde eine cDNA-Verdiinnungsreihe zur Etablierung durchge-
fithrt. Die Effizienz der PCR betrug > 95 %, was mit der Effizienz von hp-Aktin
vergleichbar ist'. Die relative Expression der untersuchten Gene im Vergleich zu
hf-Aktin wird errechnet unter Benutzung der Formel: Gen/ f-Aktin=2-[Ct(Gen)-
Ct(B-Aktin)] wobei Ct (Cycle time) die Anzahl der Zyklen ist, bei der das Fluores-

zenzsignal eine vordefinierte Intensitét erreicht.

RNase-Protection-Assay

Soweit nicht anders angegeben wurde streng nach Protokoll des Herstellers gear-
beitet. Bei der Methode des RNase-protection-Assays wird RNA aus Gewebe oder
Zellen isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf einem Film sichtbar ge-
macht. Die quantitative Darstellung der RNA von Interesse erfolgt dabei iiber ra-
dioaktiv gelabelte Sonden, die in einer Hybridisierungsreaktion mit der komple-
mentdren, isolierten RNA binden und so detektiert werden konnen. Der RNase-
Protection-Assay ermoglicht somit eine Quantifizierung sowie visuelle Darstellung
von spezifischen RNA-Molekiilen. In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen
von miRNA-Molekiilen (hsa-miR-1, hsa-miR-133a, hsa-miR-133b hsa-miR-208)

in Herzohrgewebe untersucht.
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Synthese der Sonden:

Zur Generierung der spdter radioaktiv gelabelten Sonden wurde das mirVana™
miRNA Probe Construction Kit von Ambion (Darmstadt, Deutschland) verwendet.
Dazu wurden zunachst Oligonukleotide, die der Sequenz der miRNAs entsprechen,
erstellt (MWG, Ebersberg, Deutschland), wobei die Base Uridin durch Thymin er-
setzt wurde. Zusitzlich wurde an das 3" Ende der Sequenz eine zum T7 Primer, im
Kit, komplementire Sequenz (CCTGTCTC) angehdngt, um eine Anlagerung des
Primers zu gewihrleisten. Eine sog. Klenow-DNA-Polymerase bildet anschlieflend
eine dsDNA, die von der T7-RNA Polymerase transkribiert werden kann. Bei der
Transkription wurde in diesem Fall [a*?*] gelabeltes UTP fiir die RNA-Synthese ver-
wendet. Gleichzeitig wurde vom Hersteller als Kontroll-RNA eine miR-16-Sonde
generiert, die bereits erfolgreich zur Detektion der miR-16 in zahlreichen humanen
und murinen Geweben sowie Zelllinien genutzt wurde'*®. Als interne Kontrolle fiir
die Transkriptionseffizienz im zu untersuchenden Herzohrgewebe wurde zusdtzlich
eine U6-Sonde eingesetzt, da diese in Sdugerzellen eine besonders hohe Transkripti-
onsrate aufweist'*’. Bei der Synthese der dsSDNA sowie bei der In-vitro-Transkription
wurde streng nach Protokoll des Herstellers vorgegangen, wobei die UTP Nukleotide
mit 800 Ci/mmol [a?**] UTP also 10 mCi/ml= 12,5uM gelabelt wurden. Die Tran-

skripte wurden anschlief3end iiber ein 12 %iges Polyacrylamidgel, aufgereinigt.

cpm-Bestimmung:

Um zu bestimmen wieviel Radioaktivitat die gelabelten Sonden aufweisen, wurde
die sog. Cerencov-Messung durchgefiihrt. Die Cerencov-Messung ldsst sich zur
Messung der Aktivitdt von P-strahlenden Radionukliden verwenden, sofern die
Maximalenergie der 3-Strahlung tiber etwa 300 keV liegt, wie z. B. bei **. In diesem
Fall handelt es sich um [a**"] UTPs. Zur Messung der Strahlung wurde ein Fliissig-

keitsszintillationsdetektor verwendet.

Hybridisierungsreaktion und Gelelektrophorese:

Dies erfolgte mittels mirVana miRNA Detektion Kit (Applied Biosystems, Darm-
stadt, Deutschland). Bei der Hybridisierungsreaktion wird die gelabelte RNA-Sonde
zusammen mit der aus dem Herzohrgewebe isolierten RNA, einem spezifischen Hy-

bridisierungspufter, Nuclease-freiem Wasser und einer Yeast-RNA (5 pg/ pl) zusam-
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men gegeben. Die Yeast-RNA wird verwendet, um in jeder Hybridisierungsreaktion
die gleiche Menge an RNA einzusetzen, damit die RNase-Verdau-Konditionen bei
jeder Reaktion die selben sind. Es konnen so Unterschiede in der RNA-Menge aus-
geglichen werden. Die Menge an eingesetzter RNA aus Herzohrgewebe betrug 0,5
pug. Die Ansitze wurden dann bei 95°C fiir 3min und schliefSlich bei 42°C iiber
Nacht inkubiert. Anschlieflend folgte ein RNase-Verdau, wobei unhybridisierte
RNA-Molekiile und iiberschiissige Sonden eliminiert werden sollen. Zusitzlich zu
den Herzohrgewebsproben wurden zwei weitere Kontrollproben eingesetzt. Zum
einen zur Kontrolle der Qualitat und der Ausbeute der einzelnen Proben, zum an-
deren um unspezifische Hintergrundsignale zu beurteilen und zu verifizieren, dass
der RNase-Verdau vollstandig abgelaufen ist. Dazu wurde in einer Probe nur die
Sonde ohne isolierte RNA und RNase-Verdau angesetzt und eine Probe ohne iso-
lierte RNA. Fiir die Gelelektrophorese wurde nun ein 15%iges Polyacrylamidgel
verwendet, damit kleine Molekiile besser aufgetrennt werden konnen. Als Laufpuf-
fer diente ein 1x TBE-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte bei 10 bis 30 mA bis die
sichtbaren Bromphenol blau Banden etwa die Mitte des Gels erreichten. Darauthin
erfolgte die Exposition des Gels auf einem spezifischen Film (Kodak scientific ima-

ging Films). Die Belichtungszeiten reichten von einer bis zu zwolf Stunden.

3.2.5.

Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten werden unter Beachtung der erforderlichen Sterilitdt unter

einer Reinraumbank durchgefiihrt.

Kultur von HEK293-, Hela-, A 10- und HASM-Zellen

Die Zelllinien HEK293 und A10 wachsen bei 37°C in einer wassergesittigten
Raumluftatmosphire, der 5 bis 10 % Kohlenstoffdioxid zugesetzt wurde. Die Zel-
len wurden in DMEM-Medium kultiviert. Um die Teilungsaktivitat der Zellen

zu erhalten, wurden diese bei Erreichen des Konfluenzstadiums gesplittet. Jede
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Zellart hat bei gleichen Kulturbedingungen ihre eigene charakteristische Ver-
dopplungszeit. HEK293-Zellen sind schnell wachsende Zellen, die alle 2 - 3 Tage
unter Zugabe frischen DMEM-Mediums im Verhiltnis 1:5 oder 1:6 gesplittet
wurden. A10-Zellen sind langsam wachsende Zellen, eine Subkultivierung wur-
de einmal/ Woche mit einem Splittingverhaltnis von 1:2 oder 1:3 durchgefiihrt.
Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit der Casyl-Apparatur (Schirfe System,
Reutlingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Apparatur misst mittels der soge-
nannten Pulsflichenanalyse, einer Abwandlung des Widerstandsmessprinzips,
die Zellgrof3e eines einzelnen Messereignisses. Jede Zelle verdrangt bei ihrem
Durchfluss durch die Messkapillare eine genau bestimmte Menge einer geeichten
Elektrolytlosung. Die dadurch entstehende Widerstandserh6hung ist ein direktes
Mafs fiir das Volumen der Zelle. HASM-Zellen wurden in Medium 231 (Invit-
rogen, Darmstadt, Deutschland) mit SMGS-Zusatz kultiviert. Bei diesem Zusatz
handelt es sich um ein smooth muscle growth supplement (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland), welches spezifisch fiir das Wachstum dieser Zellen entwickelt wur-
de. Es enthilt neben Wachstumsfaktoren und Hormonen auch 5 % fotales Kilber-
serum sowie Insulin. Um optimale Wachstumsbedingungen zu erzielen, wurde in
einem Abstand von 48 Stunden ein Mediumwechsel vollzogen und einmal / Wo-
che mit einem Splittingverhiltnis von 1:2 oder 1:3 subkultiviert. Raumluftatmo-
sphire und Kohlenstoffdioxid Konzentration sind identisch zur Kultivierung der
bereits erwdahnten Zelllinien. Ebenso wurde die Zellzahlbestimmung nach obigen

Bedingungen durchgefiihrt.

Herstellung von Zellkernextrakten

Zellkernextrakte wurden fiir EMSAs bendtigt. Das Proteingemisch der Zellkernex-
trakte enthalt grofle Mengen von Transkriptionsfaktoren, so dass sowohl Promo-
torsequenzen als auch 3"UTRs auf mogliche Bindungsstellen untersucht werden
konnten. Zundchst wurde das Medium der Zellen abgesaugt und die Zellen mit
Trypsin bzw. Trypsin-EDTA abgelost. Darauthin wurden die Zellen zentrifugiert
und zweimal mit PBS gewaschen und zentrifugiert. Anschlieffend wurde das restli-

che PBS abgesaugt und das Zellpackvolumen bestimmt. Nach dem Zellpackvolumen
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richtete sich die Menge der zu pipettierenden Losungen. Die weiteren Extraktion-
schritte erfolgten streng nach Protokoll des CelLytic"NuCLEAR™EXTRAKTION
KIT (Sigma, Miinchen, Deutschland). Erhaltene Zellkernextrakte wurden zunachst
in fliissigen Stickstoff und anschliefSend bei -80°C eingefroren. Fiir diese Arbeit
wurden Zellkernextrakte von HEK293-, A 10- und HASM-Zellen hergestellt. Au-
lerdem wurden Zellkernextrakte von zuvor stimulierten Zellen gewonnen. Dabei
wurden HEK293-Zellen fiir 18 Stunden mit reinem DMEM-Medium ohne FKS-
Zusatz inkubiert (= Serumentzug), um anschliefSend fiir 6 Stunden mit 10 % FKS
stimuliert zu werden. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden nach obigem Schema

Zellkernextrakte gewonnen.

Transfektion

Eine Transfektion bedeutet das Einschleusen von Fremd-DNA in Zellen. Zu die-
sem Zweck wurden zahlreiche verschiedene Methoden entwickelt, welche sich
stark voneinander unterscheiden. Die Wahl der Methode bzw. des Transfektions-
Kits hingt im grofSen Maf3 von den zu transfizierenden Zellen ab. A10-Zellen wur-
den mit FuGENE® HD Transfection Reagent (Roche, Mannheim, Deutschland) und
HEK293-Zellen mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
transfiziert. Die Transfektion erfolgte in einer 96-Loch-Platte zur Durchfithrung

von Dual-Glo Luciferase-Assays.

Transfektion von A10-Zellen mit FuGene HD:
Die Transfektion von A10-Zellen erfolgte mit dem FuGENE® HD Transfection

Reagent (Roche, Mannheim, Deutschland). FuGene ist ein Reagenz sehr vieler
Komponenten, u.a. einer Mischung verschiedener Lipide, die nicht Liposomen bil-
dend sind. Diese Reagentien bilden Komplexe mit der DNA, die so in die Zelle auf-
genommen werden kann. 24 Stunden vor Transfektion wurden 10° Zellen /100 ul
DMEM mit 10 % FKS pro Loch in einer 96-Loch-Platte ausgesaht. Zum Zeitpunkt
der Transfektion waren die Zellen 90 % konfluent. Die Transfektion erfolgte stets
nach Angaben des Herstellers, wobei das Verhiltnis von Transfektionsreagenz

zu DNA 7:2 betrug und mit dem Transfektionsmedium Opti-MEM?® (Invitrogen,
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Darmstadt, Deutschland) durchgefithrt wurde. Pro Ansatz betrug die Konzentrati-
on des Reporterplasmids 1,5 pg, die des Kontrollplasmids 0,5 ug. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Transfektion von HEK293-Zellen:
Die Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte mit Lipofectamine 2000 (Invitro-

gen, Darmstadt, Deutschland). Lipofectamine interagieren mit negativ geladenen
DNA-Molekiilen zu einem Liposomen-Polynukleotid-Komplex, da sie kationische
Lipide sind. Dieser Komplex ist dem Aufbau der Zellmembran dhnlich und kann so
ins Zellinnere und schliefilich in den Zellkern gelangen. Am Tag vor der Transfek-
tion wurden pro Loch 2 x 10° Zellen pro 100 ul DMEM mit 10 % FKS ausgesit. Die
Zellen waren zur Transfektion 90 % konfluent. Fiir die Transfektion von HEK293-
Zellen wurde nach Angaben des Herstellers fiir die Transfektion mit Lipofektamine
2000 vorgegangen. Dabei wurden 150 ng Reporterplasmid und 50 ng Kontrollplas-
mid pro Ansatz eingesetzt. Es lag dabei ein Verhéltnis von DNA(ug) zu Lipofecta-
mine (ul) von 1:2,5 vor. Zur Kontrolle der Transkriptionseffizienz wurde bei allen
Transfektionsversuchen jeweils gesondert der pEGFP-C1-Vektor transfiziert und

die Effizienz der Transfektion elektronenmikroskopisch beurteilt.

— Abb. 12:
Transfektionskontrolle mittels pEGFP-C1-Vektor

- Abb. 12

Transfektionskontrolle mittels pEGFP-C1-Vektor

Auf der linken Seite ist die erfolgreiche Transfektion im HEK293-Zellsystem,
auf der rechten Seite bei A10-Zellen dargestellt.
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3.2.6.
Dual Glo Luciferase-Assay

Das Dual Glo™ Luciferase-Assay System (Promega, Mannheim, Deutschland) dient der
funktionellen Untersuchung von Promotor- bzw. 3' UTR-Konstrukten. Regulierende
Faktoren konnen hier zum einen Transkriptionsfaktoren, zum anderen aber auch die
an der posttranskriptionellen Genregulation beteiligten miRNAs sein. Ebenso sol-
len Genotyp-abhéngige Unterschiede, die die Aktivitdt der Konstrukte beeinflussen
konnen, indem sie die Bindung regulierender Faktoren begiinstigen oder auch ver-
hindern, identifiziert werden. Diese Methode beruht auf einem dualen Messsystem,
bei dem die Aktivitdt zweier Reporter-Vektoren in einem Zellsystem gemessen wird.
Der experimentelle Reportervektor enthélt das zu untersuchende Insert, der sog. Re-
nilla-Vektor stellt sich als Kontrollvektor dar, welcher unspezifische Storgrofien wie
zum Beispiel Apoptose, Unterschiede in der Anzahl transfizierter Zellen, Schwan-
kungen der Gesamtzellzahl sowie unterschiedliches Zellwachstum normieren soll.
Es konnen somit spezifische von unspezifischen Aktivitdten unterschieden werden,
was den Vorteil sehr genauer und gut vergleichbarer Messergebnisse zufolge hat. Der
das Insert enthaltende Vektor muss, um in diesem System gemessen werden zu kon-
nen, ein Firefly Luciferase-Gen enthalten, dessen Aktivitdt bei der ersten Messung
durch das Dual Glo Luciferase-Reagenz detektiert wird. Hier wurde fiir samtli-
che Promotorkonstrukte der pGl 4.10 (Promega, Mannheim, Deutschland) und
fir Konstrukte der 3"UTR der pMIR Report Luciferase Vektor (Ambion, Darm-
stadt, Deutschland) eingesetzt. Bei der zweiten Messung erfolgt die Ermittlung der
Renilla- Aktivitdt durch Zugabe des Dual Glo Stop & Glo-Reagenz. Dies setzt das
Vorhandensein eines Renilla Gens im Kontrollvektor voraus. Dazu wurde der pGl
4.73 (Promega, Mannheim, Deutschland) bzw. fiir Stimulationsversuche der pGl 4.74
(Promega, Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Nach Abzug des Backgrounds (Hin-
tergrundaktivitdt), der durch die Negativkontrolle (reines Transfektionsreagent mit
Dual Glo-Reagenzien) ermittelt wird, wird der Quotient der beiden Messergebnisse
ermittelt. Durch diese Normierung mittels Kontrollvektor sind die erhaltenen Akti-
vititswerte der verschiedenen Inserts miteinander vergleichbar und kénnen Geno-
typ-abhingige Unterschiede zuverléssig darstellen. Bei der Durchfithrung des Ver-

suchs wurde, soweit nicht anders angegeben, streng nach Protokoll des Herstellers
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vorgegangen. Zur Messung im Luminometer wurden die Zellen 6 bzw. 24 Stunden
nach Transfektion aus der 96-Well-Platte gelost und in Messrohrchen iiberfiihrt. Die
Messung erfolgte jeweils 10 Minuten nach Zugabe der Reagentien Dual Glo Lucifera-
se-Reagenz und Dual Glo Stop ¢ Glo-Reagenz. Die Messzeit betrug 1 Sekunde.

Stimulationsversuche:

Ziel der Stimulation transfizierter Zellen ist die Untersuchung des Einfluf3es spe-
zifischer Substanzen auf die Aktivitat transfizierter Konstrukte. Es gilt, die Konst-
rukt-Aktivitdt unter Bedingungen zu messen, in denen der Zellstoffwechsel durch
bestimmte Stimuli aktiviert bzw. beeinflusst wird. Man geht davon aus, dass sich
die endogene Zusammensetzung der Zelle verandert und so Einfluss auf die Akti-
vitdt der Gene ausiibt. So sollen auch Aktivititsunterschiede, die unter steady state
(Zelle in Ruhe) Bedingungen nicht zum Ausdruck kommen, detektiert werden.
Die Auswahl der zur Stimulation verwendeten Substanzen, richtete sich nach de-

ren endogener Bedeutung fiir die GRK-Signalkaskade.

Stimulation von GRK2-Konstrukten:

Die Stimulation von GRK2-Konstrukten erfolgte im HEK293-Zellsystem, wobei
das Aussdhen der Zellen sowie die Transfektion wie beschrieben stattfand. Als Sti-
mulationssubstanz diente Fotales Kilberserum, welches 10 % ig in DMEM einge-
setzt wurde. 6 Stunden nach Transfektion wurde das Medium abgesaugt und durch
75ul desselbigen ersetzt. Dabei wurden die Proben zum einen unter Serument-
zugsbedingungen (reines DMEM) zum anderen unter Serumstimulationsbedin-
gungen (DMEM + 10 % FKS) untersucht. Die eigentliche Serumstimulation erfolg-
te 24 Stunden nach Transfektion mit 10 % FKS. Aktivititsmessungen erfogten zum

Zeitpunkt 0, (Basalwert), nach 6 Stunden und nach 24 Stunden.

Stimulation von GRK5-Konstrukten:

Stimulationsversuche mit GRK5-Konstrukten erfolgten sowohl in HEK293- alsauch A10-
Zellen. Die Stimulation erfolgte 18 Stunden nach Transfektion. Die verwendeten Substan-

zen sowie deren Konzentrationen sind der folgenden Tabelle (- Tab. 5) zu entnehmen.
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- Tab. 5:
Verwendete Substanzen zur Stimulation von GRK5-Konstrukten

Stimulanz Forskolin Angiotensin Il | PMA TNF-a -8 1-18 MIP-2

Konzentration | 10°mol/L 10®¥ mol/L 10 mol/L 6x10"mol/L | 500ng/ml | 3 x10"°mol/L | 100ng/ml

Dazu erfolgte nach der Transfektion eine 6-stiindige Inkubation im Brutschrank, die
zur Aufnahme der DNA in die Zellen diente. Anschliefend wurde den Zellen fiir
18 Stunden Serum entzogen, indem das zur Transfektion verwendete FKS haltige
Medium durch reines DMEM ersetzt wurde. Dadurch befanden sich die Zellen in ei-
nem gemafligten Stoffwechsel. Nach 18 Stunden erfolgte die Stimulation mit Stimu-
lationsreagentien, wie z.B. Angiotensin II. Die anschlieSenden Messungen erfolgten

nach 6 Stunden im HEK293-System und nach 24 Stunden im A 10-Zellsystem.

3.2.7.

Arbeiten mit Proteinen

Electrophoretic mobility shift assay

In diesem Assay-System werden DNA-Fragmente auf Bindungsstellen von Tran-
skriptionsfaktoren untersucht. Es handelt sich also um die Untersuchung einer
DNA:Protein-Interaktion. Dabei wird ein entsprechendes DNA-Fragment iiber
eine PCR amplifiziert, nicht radioaktiv markiert und zusammen mit einem Pro-
teingemisch aus Zellkernextrakten inkubiert. Die verwendeten Primer fiir die je-
weilig untersuchten Promotorabschnitte sind im Anhang unter ,,Primer zur Unter-
suchung der Bindung von Transkriptionsfaktoren® zusammengefasst. Die Primer
wurden so generiert, dass neben dem Nachweis der Bindung eines Transkripti-
onsfaktors auch mogliche Genotyp-abhiangige Unterschiede festgestellt werden

konnen. Bei der Durchfithrung des Assays binden entsprechende Transkriptions-
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faktoren an die DNA und bilden Komplexe. Diese wandern bei einer Polyacryl-
amidgelektrophorese langsamer durch das Gel, als DNA-Fragmente, an denen kein
Protein gebunden ist. Nach dem Blotten kann der markierte Abschnitt {iber Che-
milumineszenz sichtbar gemacht werden. Um Transkriptionsfaktoren nachzuwei-
sen bietet sich eine vorherige Inkubation mit einem Antikorper an, es kommt dann
zu einem noch langsameren Laufverhalten und es zeigt sich ein sog. supershift.
Die Durchfiihrung des EMSA erfolgte nach dem Protokoll des DIG Gel Shift Kit,
(Roche, Leon-Rot, Deutschland).

Annaeling und Labeling von Oligonucleotiden:

In diesem Schritt werden zunichst die ss-Oligonukleotide hybridisiert, um an-
schlieflend mit Hilfe der terminalen Transferase, die Digoxigenin-11-ddUTP an
das 3 Ende der Oligonuleotide hingt, gelabelt zu werden. An das Digoxigenin-11-
ddUTP kann dann bei der Chemilumineszenz der Antikérper (anti-Digoxigenin-

AP) binden und so sichtbar gemacht werden.

Bestimmung der Labeling-Effizienz: Dot Blot

Fiir optimale und reproduzierbare Ergebnisse ist die Bestimmung der Labeling-
Effizienz entscheidend. Dazu wurde ein Dot Blot durchgefiihrt, der gewahrleisten
soll, dass verschiedene Bindungsstarken nicht auf ein unterschiedliches Labeling
zuriickzuftihren sind. Es wurden dazu eine Reihe von Verdiinnungen der DIG-
gelabelten Oligonukleotide auf eine positiv geladene Nylonmembran im direkten
Vergleich zu DIG-gelabelten Kontrolloligonukleotiden aufgetragen. Die Nuklein-
sduren wurden anschlieflend mit Cross-Linking auf der Membran fixiert. Das wei-

tere Vorgehen entsprach dem der EMSA-Chemilumineszenz.
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Gel-Shift Reaktion
Standard-EMSA-Protokoll:
- Tab. 6:
Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Bindungs-Puffer 4ul 4l 4l 4l
poly [d(I-C)] (1 pg/ pl) 3,34l 3,3l 33l 334l
Poly-L Lysine(0,1 pg/ pl) Tl Tl 1l Tl
DIG-gelabelte 2l 2l Genotyp1 2l Genotyp1 2l Genotypl
Oligonukleotide (0,4ng/ pl)
Ungelabelte Oligonukleotide Tl (124fach) 1l (124fach)
(0,1 pg/ pl) Genotyp] Genotyp?2
Zellkernextrakt (10 pg) 2ul 2 ul 2l
Aqua dest. 9,7 ul 7,7ul 6,7 ul 6,7 ul
(—>Tab. 6)

Die Pipettierung der Proben erfolgte auf Eis. Anschlieflend wurden diese fiir 20
min bei 23°C inkubiert. In einem weiteren Schritt wurden die einzelnen Proben

mit 5 pl Loading-Buffer versetzt und auf einem 6%igen pre-run-Gel aufgetragen.

Probe 1 enthielt nur gelabelte Oligonukleotide und stellte somit eine Negativ-
kontrolle dar. In Probe 2 waren neben den gelabelten Oligonukleotiden auch
Proteine aus Zellkernextrakten vorhanden, so dass es hier, im Falle einer Bin-
dung, zu einem Shift kam. Probe 3 diente zur Uberpriifung der Spezifitit der
Bindung, indem ein Uberschuss (124fach) an ungelabelten Oligonukleotiden
dazu gegeben wurde, die die Proteine abfangen sollen, wodurch keine spezifi-
sche Bande mehr zu erkennen wire. Zur zusitzlichen Kontrolle auf Genotyp-
anhdngige Bindung der Transkriptionsfaktoren wurde in Probe 4 der 124fache
Uberschuss an ungelabeltem Genotyp2 dazu gegeben, wobei im Falle einer
Genotyp-spezifischen Bindung, die Bande aus Probe 2 zu erkennen wire. Im
Falle einer Genotyp-unabhdngigen Bindung wiirde keine spezifische Bande zu

erkennen sein, da auch hier, wie in Probe 3, die Proteine abgefangen wiirden.
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Polyacrylamid-Gelektrophorese:

Bei einem EMSA werden DNA-Fragmente hauptsachlich nach ihrer Grofie aufge-
trennt. Freie DNA wandert am schnellsten, wahrend ein DNA-Protein-Komplex
(Shift) ein langsameres Laufverhalten zeigt. Im Falle der Bindung eines, fiir das
an die DNA- gebundene Protein spezifischen Antikorpers an den Protein-DNA-

Komplex kommt es zu einem noch langsameren Laufverhalten (Supershift, = Abb. 13).

— Abb. 13:
Prinzip der,Gel-Shifts” beim EMSA
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- Abb. 13:

Prinzip der,Gel-Shifts” beim EMSA Die fluoreszenzmarkierte DNA kann aufgrund ihrer Gré3e am weitesten im
elektrischen Feld des Polyacrylamid-Gels laufen. Kommt es zur Bindung eines Transkriptionsfaktors (Shift) fihrt dies zu
verlangsamten Laufverhalten. Bei der Bindung eines spezifischen Antikérpers an den Transkriptionsfaktor verlangsamt
sich das Laufverhalten abermals und es kommt zu einem Supershift.

Mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Ulrich Frey

Die Trennung der Oligonukleotide bzw. der erwarteten Komplexe erfolgt nach ihrer
Grofle in 4 bis 8 % Bisacrylamid Gelen. Die Gele wurden am Tag vor der Gelelek-

trophorese hergestellt. Die Polymerisation des Gels wurde durch die Zugabe der
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Radikalstarters Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethan-1,2-diamin
(TEMED) eingeleitet, anschlieffend wurde ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt. Die
Gelelektrophorese-Kammer wurde mit 0,5 x TBE-Puffer befiillt. Bevor die Proben
auf das Gel aufgetragen wurden, wurde fiir 10 min ein Pre-Run bei 250 mV zur
Aquilibrierung des Systems durchgefiihrt. Darauthin wurden die Kammtaschen
mit der Probe beladen und es wurde eine konstante Spannung von 200 mV ange-
legt. Das Gel lief solange bis sich die Laufmittelfront im unteren Drittel befand.
Bisacrylamid-Gel: 10x TBE-Puffer, 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid (40%w/v),
40% Acrylamid (w/v), 80 % Glycerol, Aqua dest, TEMED, 10 %APS.

EMSA-Blotting;

Das EMSA-Blotting entspricht vom Prinzip dem Transfer von Proteinen auf eine
Nitrocellulosemembran. Als Membran diente allerdings eine positiv geladene
Nylon-Membran, die in 0,5x TBE getrankt war. Das Blotting fand in einer mit
0,5 x TBE getiillten Blotting-Kammer unter konstantem Stromfluss bei 400 mA fiir

30 min statt.

Cross-Linking:

Um die Nukleinsduren auf der Membran zu fixieren, wurden diese auf einen in
2xSSC getrankten Whatman-Filter gelegt, anschlieflend erfolgte die Fixation im
Auto-UV-Cross-Linker.

EMSA-Chemilumineszenz:

Zunichst wurde die Nylonmembran kurz in Waschpufter angefeuchtet, um unspe-
zifische Bindungen zu vermeiden folgte eine 30 miniitige Inkubation in Blocking
Solution. Anschlieffend wurde 30 min in der Antikdrperldsung inkubiert, so dass
die Fab-Fragmente des Antikdrpers (anti-Digoxigenin-AP) mit dem Digoxigenin
der gelabelten Oligonukleotide binden konnten. Danach wurde in Waschpuffer ge-
waschen (2 x 15min) um nicht gebundenen Antikorper zu entfernen. Die Inkuba-
tion mit Detektionspuffer, ein fiir die alkalische Phosphatase generierter Puffer, er-
folgte fiir 2 bis 5min. Anschlieflend wurde die Membran auf eine Folie gelegt und
die CSPD-Working-Solution fir die Chemiluminescent Detection aufgetragen. Das
CSPD ist ein Substrat der alklischen Phosphatase, welche das CSPD enzymatisch
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dephosphoryliert. Dadurch entsteht ein metastabiles Phenolat Anion, das Licht
bei einer Wellenldnge von 477 nm emittiert. Die Nylonmembran wurde mit einer
zweiten Folie unter Vermeidung von Luftblasen abgedeckt und fiir 10 min bei 37°C
inkubiert, um die Chemilumineszenz-Reaktion zu verstirken. Darauthin wurde
die umbhiillte Nylonmembran in eine ECL-Expositionskassette platziert. Die emit-

tierten Lichtsignale wurden durch Auflegen eines ECL-Hyperfilms dokumentiert.

Maleic Acid Puffer : 0,1 M Maleic acid, 0,15 M Nacl; pH 7,5 mit NaOH
Washing Pufter : 0,1 M Maleic acid, 0,15 M NaCl; pH 7,5; 0,3 % Tween 20
Detection Puffer : 0,1 M Tris- HCI, 0,1M NaCl; pH 9,5

Blocking Solution(10 x) : 10g Blocking Pulver in 100 ml Maleic Acid
Blocking Solution (1x) : 10x Blocking Solution 1:10 in Maleic Acid
Antibody Solution : Anti-Digoxigenin-AP 1:10000 in Blocking Solution
CSPD Working Solution : Stock-Lésung 1:100 in Detection Puffer

3.2.8.
Statistische Methoden

Alle Ergebnisse sind in der Regel als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Bei
einem p-Wert <0,05 wurden Unterschiede als signifikant angesehen. Alle statistischen

Analysen wurden mit der Software SPSS 17 und GraphPad Prism 4.0 durchgefiihrt.

Analyse der Genotyp- und Allelfrequenz (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht):

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht stellt einen Begriff der Populationsgenetik
dar. Danach bleibt die Haufigkeit von Homozygoten und Heterozygoten in einer
Population konstant, wenn folgende Bedingungen erfiillt sind: grofie Individuen-
zahl, Panmixie, keine Selektion, keine Mutation und keine Migration. Sind diese
Bedingungen erfiillt, spricht man von einer idealen Population.

In dieser gilt:

Grundformeln: Af(A)*+2*Af(A)*Af(a)+Af(a)? = 1 und Af(A)+Af(a) =1

Wobei Af(A) die Allelfrequenz des Allels A und Af(a) die Allelfrequenz des zu A

komplementidren Allels a ist.
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Die Haufigkeiten (h) stehen dann wie folgt mit der Allelfrequenz in Verbindung:

h(AA) =  Af(A)?
h(Aa) = 2*Af(A)*Af(a)
h(aa) = Af(a)’

Die ideale Population existiert in der Natur nicht, sondern ist ein theoretisches
Konstrukt. Daher wird von Genotypen-Frequenzen in Studienpopulationen nicht
erwartet, dass diese exakt im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vorliegen. Da statis-
tisch signifikante Abweichungen einen wichtigen Hinweis auf Genotypisierungs-
fehler oder einen vorliegenden Selektions-Bias geben, werden Genotypenvertei-
lungen trotzdem mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht verglichen. Die Haplo-
typen-Analyse und die Kontrolle auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleich-
gewicht wurden mit dem Programm HaploView 4.1. ausgefiihrt. Dieses Programm
analysiert die mogliche Kopplung zweier allelischer Marker durch Vergleich der
beobachteten mit der erwarteten Genotyp-Verteilung. So konnen die geschdtzten
Haplotypfrequenzen und der geschitzte Kopplungsungleichgewichtskoeftizient D
bestimmt werden. D wird als D’ ausgedriickt, welches den Wert von D als den
Prozentwert des maximalen berechneten Wertes der beobachteten Allefrequenz
angibt. Werte von D’ liegen zwischen -1 und +1. Ein D” Wert von 1 zeigt ein kom-
plettes Kopplungsungleichgewicht an, wihrend ein Wert von 0 ein komplettes
Kopplungsgleichgewicht bedeutet. Allele verschiedener SNPs treten, wenn sie im
vollstandigen Kopplungsungleichgewicht liegen, immer in festen Kombinationen
auf. Diese angezeigte Abhdngigkeit muss allerdings nicht linear sein, so dass ein
Allel eines SNPs durchaus mit zwei Allelen eines anderen SNPs vorkommen kann.
Um die lineare Abhidngigkeit zu {iberpriifen, wird der Korrelationskoeffizient r
zweier SNPs mit demselben Programm bestimmt. Der Korrelationskoeffizient r
kann ebenfalls Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Ein r* von 1 zeigt eine voll-
standige lineare Abhéngigkeit zweier SNPs an. Das bedeutet, dass ein bestimmtes

Allel eines SNPs immer mit nur genau einem Allel eines anderen vorkommt.

Bonferroni-Korrektur:

Bei der Durchfiihrung mehrerer statistischer Signifikanztests mit den gleichen

Daten kann die Bonferroni-Korrektur angewandt werden, um es einem einzel-
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nen Test zu erschweren, statistisch signifikant zu sein. Die Bonferroni-Korrektur
neutralisiert die Alphafehler-Kumulierung bei multiplen Paarvergleichen. Ubli-
cherweise wird die Division des Alpha-Niveaus (0,05 oder 0,01) durch die Zahl
der durchgefithrten Tests vorgenommen. Bei fiinf Tests fiir einzelne Korrelationen
aus der gleichen Korrelationsmatrix, wire das Bonferroni-korrigierte Signifikanz-
niveau fiir eine Korrelation: 0,05/5 = 0,01. Jeder Test, der einen p-Wert kleiner als
0,01 ergibt, gilt als statistisch signifikant. Korrelationen mit einem Wahrscheinlich-

keitswert grofier als 0,01 gelten als nicht-signifikant.

Statistische Methode zur relativen Quantifizierung der mRNA-Expression bei der

Real-time PCR:

Bei diesem Verfahren wird die mRNA-Expression des Gens von Interesse (Zielgen)
mit der eines nicht regulierten Housekeeping-Gens (B-Aktin) relativiert. Es wird
also nicht die absolute Expression quantifiziert, sondern die Expression wird auf
das ubiquitdr und homogen exprimierte 3-Aktin bezogen. Dies verhindert fehler-
hafte Quantifizierungen durch Gewebe- und Matrixeffekte, Unterschiede in der
RNA Extraktion sowie Fehler bei der RT-Reaktion innerhalb der Probe'*’. Die For-
mel zur relativen Quantifizierung lautet: 24, Dabei muss von einer Verdopplung
der DNA-Menge in jedem Zyklus ausgegangen werden'*'. Es wird der Ct-Wert des

Referenzgens (p-Aktin) von dem des Zielgens subtrahiert (2-¢t #iclgen - Ctp-aktin

Statistische Methoden zur Auswertung der Korrelation zwischen endogener RNA-

Konzentration und mikroRNA-Expression:

Quantitative Unterschiede wurden mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA ermittelt.
Der Test einfaktorielle ANOVA fithrt eine einfaktorielle Varianzanalyse fiir eine
quantitative abhdngige Variable mit einer einzelnen (unabhangigen) Faktorvariablen
durch. Mit der Varianzanalyse wird die Hypothese tiberpriift, dass mehrere Mittelwer-

te gleich sind. Dieses Verfahren ist eine Erweiterung des t-Tests bei zwei Stichproben.

Statistische Methoden zur Auswertung der Dual-Glo-Luciferase-Assays

Haplotypabhingige Unterschiede bei der Promotor-Aktivitit wurden zum Vergleich von
drei Haplotypen mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA durchgefiihrt. Um die Signifikanz

zweier Haplotypen untereinander zu iiberpriifen, wurde der unpaired t-Test verwendet.
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4. ERGEBNISSE

4.1.
Identifizierung und Lokalisation der GRK2-
Promotor- und 3" UTR-SNPs

Bei der Sequenzierung des GRK2- Promotors konnten drei SNPs identifiziert
werden: G(-1,138)A, C(-1,095)T und A(-43)G. Der in dieser Arbeit neu iden-
tifizierte SNP A(-43)G befindet sich laut Datenbank der University of Florida
(= CHIP Bioinformatics Tools, SNPper, www.snpper.chip.org) im Exon 1 des GRK2-Gens
und ist im Gegensatz zu den erstgenannten, identifizierten Promotor-SNPs noch
nicht beschrieben. Die Sequenzierung der 3'UTR ergab die Identifikation des
A(+19,410) G-SNP, der ebenfalls noch nicht in dieser Datenbank erfasst ist (- Abb. 14).

— Abb. 14:
Lokalisation der untersuchten SNPs im GRK2-Gen

TSS (-78) Exon 3'UTR
Promotor
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21

1q13.1

+72 +18,654 +20,032

G(-1,138)A C(-1,095)T A(-43)G Position A(+19,410)G

Zur Untersuchung der Haufigkeiten der SNPs wurde die Allelfrequenz bei ver-
schiedenen Ethnien ermittelt und das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht berechnet.
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— Tab. 7:

Genotypen und Allelfrequenz der GRK2-Promotor- und 3 UTR-

SNPs bei verschieden Ethnien

G(-1,138)A C(-1,095)T A(-43)G A(+19,410)G MAF

rs10791901 rs11605263 Neu Neu

0,01 0,04 0,02 0,01 Kaukasier n=615

0,08 - 0 0 Afrikaner n =355

0,01 - 0,03 0,04 Chinesen n =305
- Tab.7:

MAF= Minor Allel Frequenz

Die angegebenen Frequenzen beziehen sich auf die jeweilige Minorallelfrequenz. Die
zu Anfang stehende Base gibt den bei der Sequenzierung identifizierten ,Wildtyp“ der
Sequenz an, die nach der Lokalisation (z.B. -1,138) angegebene Base das beobachtete
Minorallel. Die Genotypenverteilung liegt bei allen beschriebenen SNPs im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht. Die Haufigkeit der SNPs zeigt sich bei den verschiedenen
Ethnien als sehr gering, mit lediglich 0,7 % bis 8 %. Aufgrund des seltenen Auftretens

der SNPs wurden keine weiteren Kopplungsanalysen durchgefiihrt.

4.2.
Untersuchungen zum Proteinbindungsverhalten des GRK2-Promotors
und der 3°UTR

Trotz des seltenen Auftretens der erfassten SNPs wurde die Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren in verschiedenen Zellsystemen getestet, um Aussagen iiber die Bedeu-
tung der SNPs treffen zu konnen. Die Untersuchungen erfolgten mittels EMSA. Alle
verwandten Sonden sind im Anhang unter ,,Primer zur Untersuchung der Bindung
von Transkriptionsfaktoren an GRK2“ aufgefiihrt (- Abb. 15).

Allelspezifische Sonden wurden zundchst mit HEK293-Zellkernextrakten inkubiert.
Zusitzlich wurde die vierte bzw. achte Spur mit einer sog. Gegenkompetition bela-

den. Dies soll bei spezifischen Bindungen die Abhédngigkeit zum Genotyp verifizie-
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- Abb. 15:
EMSA des A(-1138)G-SNP

-1,278 cagggaaggg agctgccaag agtgctggcec agggacctgg gtctatgage
-1,228 tggttggggg gtggggttgg gtgcagggta cttgatcctg agtgggectt

-1,178 ctgcggccag gattggttct agagtaggag gggtgggatcggatgggg rs10791901
-1,128 gaagcctgta actgcgctge agttgtcagg tcccaggttc tgggtgacct rs11605263

-1,078 actaaggatt ctgggtccag tgtgggtccc aggttagacg tectagtect
-1,028 gagtccgtgt ccacagttct gggtgttgag tctaggacag tgatctggag rs12286664

Labeled Oligonukleotid | AA AA AA AA GG GG GG GG

(1:10)

Unlabeled 124 124 124 124

Oligonukleotid fach fach fach fach
AA GG GG AA

HEK293-ZKE + + + + + +

ren. Bei einer Spezifitit zum A-Allel wiirde bei der Kompetetion AA-Protein von un-
gelabeltem Oligonukleotid abgefangen und es wire keine spezifische Bande sichtbar.
Die Gegenkompetetion wiirde dagegen eine A-allel-spezifische Bande wieder sicht-
bar machen, da die GG-Kompetetion kein Protein abfangen wiirde. Wiirde Protein
sowohl an das A-Allel, als auch an das G-Allel binden, wiirde bei beiden Kompetetio-
nen keine Bande zu erkennen sein. In diesem EMSA sind fiir die generierten Sonden
keine spezifischen Banden vorhanden, so dass keine spezifische Bindung von Protein
aus HEK293-Zellkernextrakten erfolgt ist (= Abb. 15). Zusitzlich wurden EMSA mit
A 10-Zellkernextrakten inkubiert, die jedoch ebenfalls keine spezifischen Banden er-

kennen lieflen und in dieser Arbeit daher nicht aufgefiihrt sind.
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- Abb. 16:
EMSA des C(-1095)T-SNP

-1,228 tggttggggg gtggggttgg gtgcagggta cttgatcctg agtgggectt

-1,178 ctgcggccag gattggttct agagtaggag gggtgggatc agggatgggg rs10791901
-1,128 gaagcctgta actgegctgce agttgtcagg tcggttc tgggtgacct rs11605263
-1,078 actaaggatt ctgggtccag tgtgggtccc aggttagacg tectagtect

-1,028 gagtccgtgt ccacagttct gggtgttgag tctaggacag tgatctggag rs12286664

Labeled Oligonukleotid | CC cC CcC cC TT T T TT
(1:10)

Unlabeled 124 124 124 124

Oligonukleotid fach fach fach fach
CC T T CC

HEK293-ZKE + + + + + +

Allelspezifische Sonden des SNP C(-1095)T wurden zunédchst mit HEK293-Zell-
kernextrakten inkubiert (= Abb. 16). Aufierdem wurde die Bindung von A 10-Zell-
kernextrakten getestet (nicht aufgefiihrt). Sowohl bei HEK293, als auch A 10-Zell-
kernextrakten konnte keine spezifische DNA-Protein-Bindung beobachtet werden
(= Abb. 16).

Bei der Inkubation der Sonden des A(-43)G-SNP mit HEK293-Zellkernextrakten
konnten jeweils spezifische Banden fiir das A-Allel, als auch fiir das G-Allel de-
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- Abb. 17:
EMSA des A(-43)G-SNP

128 agcagggcca ggcgggagge gtcggegece gaggecgage gagecgegge
-78 €gggccggge cgagegecga gcgagcagga gcggcgg cggcggegge Exon 1
-28 ggcgggagga ggcagcgecg ccgccaagAT GGCGGACCTG GAGGCGGTGC

-

AA AA AA GG

Labeled Oligonukleotid AA GG GG GG

(1:10)

Unlabeled 124 124 124 124

Oligonukleotid fach fach fach fach
AA GG GG AA

HEK293-ZKE + + + + + +

tektiert werden. Diese spezifischen Banden befinden sich auf gleicher Hohe, was
tiir die Bindung eines gleich oder dhnlich grofien Protein spricht. Dariiber hinaus
lasst sich erkennen, dass die Bande des G-Allels ungleich stirker sichtbar ist als die
des A-Allels. Beide konnten vom Gegenallel kompetitiert werden (- Abb. 17). Bei
der Testung mit A10-Zellkernextrakten konnte keine spezifische DNA-Protein-
Bindung beobachtet werden (nicht aufgefiihrt).

Dieser EMSA zur Untersuchung des 3'UTR-SNP zeigt deutliche Banden unter-
halb der unspezifischen Banden der A-Allel Sonde, die in der Gegenkompetetion
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- Abb. 18:
EMSA des A(+19,410)G-SNP

+19,273 cctgtgcecct tattcaggaa aagcectctgt gtcactggct gectccactc
+19,323 ccacttccct gacactgcgg ggcttggctg agagagtgge attggcagca
+19,373 ggtgctgcta ccctecctge tgtecectct tgccccc cccagcaccc
+19,423 gggctcaggg accacagcaa ggcacctgca ggttgggcca tactggectc
+19,473 gcctggectg aggtctcget gatgetggge tgggtgcgac cccatctgec

Labeled Oligonukleotid | AA AA AA AA GG GG GG GG
(1:10)

Unlabeled 124 124 124 124

Oligonukleotid fach fach fach fach
AA GG GG AA

HASMC-ZKE + + + + + +

ebenfalls vorhanden ist. Dies spricht fiir die Spezifitit der Bindung. Die Sonde des
G-Allels zeigt keinerlei spezifische Bande. Die Sonden wurden mit HASM-Zell-
kernextrakten inkubiert (= Abb. 18). Zusétzlich wurde der EMSA mit HEK293-Zell-
kernextrakten durchgefiihrt (nicht aufgefiihrt). Hier zeigten sich keine spezifischen

Proteinbindungen.
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4.3.
In-silico-Analyse potentieller Proteinbindungen an GRK2-Promotor-

sequenzen und der 3' UTR-Sequenz

Es wurden lediglich Untersuchungen zu den Sequenzen durchgefiihrt, die im
EMSA eine spezifische Bindung von Protein zeigten. Diese beinhalten die Oligo-
nukleotid-Sequenz des A(-43)G-Promotor-SNP und des A(+19,410)G-SNP in der
3'UTR des GRK2-Gens. Die Auswertung erfolgte iiber die Programme MAT-ins-
pector und Alibaba2 (- Genomatix, www.genomatix.de). Das Ergebnis der A(-43)G-
SNP-Sequenz ergab fiir das Programm MAT-inspector sowohl fiir den GG- als auch
tiir den AA-Genotyp eine potentielle Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor
EGRI. Die Analyse des AliBaba2 Programms zeigte potentielle Bindungsstellen fiir
die Transkriptionsfaktoren Sp1l, WT1, und AP-2alpha. Zusitzlich zeigten sich Ge-
notyp-abhingige Unterschiede, wobei die Sequenz des GG-Genotyps eine potenti-
elle Bindungsstelle fiir Krox20, die AA-Sequenz eine fiir Adf-1 aufweist. Weiterhin
fallt auf, dass der Transkriptionsfaktor Sp1 vier Bindungsstellen in der Sequenz

besitzt.

Die Analyse fiir den 3'UTR-SNP A(+19,410)G mittels MAT-inspector (- Abb.30,
A) ergab bei beiden Genotyp-Varianten die potentielle Bindung der Trans-
kriptionsfaktoren MZF1, CCAAT, MEF3 und AMLI1. Zusitzlich wird ein repressiv
wirkender Transkriptionsfaktor, Zinc finger protein isulinoma associated 1, angezeigt.
In der Analyse zeigt sich jedoch auch ein Unterschied zwischen Genotypen. Wah-
rend fiir die Sequenz des AA-Genotyps eine mdogliche Bindung des Ras-responsiv
element binding protein 1 postuliert wird, besteht bei der GG-Variante die potentielle
Bindungsstelle fiir das stimulating protein 1. Die AliBaba2 Auswertung dagegen be-
schreibt eine mégliche Bindung von Sp1 und C/EBPalp sowohl fiir den Genotyp AA
als auch GG. Die Anzahl der Bindungsstellen fiir Sp1 betrdgt im Falle des AA-Ge-
notyps zwei Bindungsstellen, der GG-Genotyp weist dagegen drei Bindungsstellen
auf. Ferner besteht fiir den AA-Genotyp eine mdgliche Bindungsstelle fiir AP-2alph.
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4.4.
Funktionelle Untersuchung der Promotor- und 3"UTR-
SNPs des GRK2-Gens mittels Luciferase-Assay

Da der Promotor des GRK2-Gens, wie in der Einleitung beschrieben, bereits von
einer anderen Arbeitsgruppe charakterisiert wurde, wurde hier der Einfluss der
identifizierten SNPs auf die Gesamt-Promotor-Aktivitat getestet. Dazu wurden
Konstrukte generiert, die das entsprechende Allel des SNP in der Promotorse-
quenz enthalten und in den Reportervektor pGl 4.10 kloniert. Diese wurden an-
schlieffend in einem Luciferase-Assay auf ihre Aktivitdt untersucht. Die 3'UTR
des Gens wurde in den pMIR-Report-Luciferase-Vektor kloniert und auf gleiche
Weise getestet.

— Abb. 19:
Funktionelle Untersuchung des A(-1138)G
und C(-1095)T-SNP

A B
pGl 4.10 pGl 4.10
-1,138 AA: -1095 CC
-1,138 GG -1095 TT
I T T I T T

0.000 0.025 0.050 0.000 0.025 0.050
n=2 RLU n=2 RLU

- Abb. 19:

Funktionelle Untersuchung des A(-1138)G und C(-1095)T-SNP
unktionelle Untersuchung des A(-1138)G- (Abb. A) und C(-1095)T- (Abb. B) SNP
im HEK293-Zellsystem 24 Stunden nach Transfektion
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Die Promotor-Aktivitaten liegen bei bei den SNPs A(-1138)G und C(-1095)T un-
ter der des Kontrollvektors und zeigen keine signifikanten, Genotyp-abhidngigen

Unterschiede (= Abb. 19, A und B).

- Abb. 20:
Funktionelle Untersuchung des A(-43)G-SNP

pGl 4.10 pGl 4.10 pGl 4.10
- 43 GG -43 GG -43 GG
- 43 AA -43 AA - 43 AA:
U U L L U U U L) L U L U
0.0 05 1.0 15 2.0 0.0 05 1.0 15 0.0 0.1 0.2
n=5 RLU n=2 RLU n=3 RLU
- Abb. 20:

Funktionelle Untersuchung des A(-43)G-SNP im HEK293-Zellsystem 6 Stunden
(A) und 24 Stunden (B) nach Transfektion und 24 Stunden nach Transfektion im
A10-Zellsystem (C).

Die Messungen der Aktivitit des A(-43)G-SNP in HEK293-Zellen zeigen so-
wohl nach 6 Stunden, als auch nach 24 Stunden keine signifikanten Unterschiede
(> Abb.20, A und B). Jedoch weist die Messung nach 24 Stunden auf eine hohere Ak-
tivitat des G-Allel-Konstrukts hin (- Abb. 20, B). Die ermittelte Aktivitit der Konst-
rukte im A10-Zellsystem zeigt sich zwischen A- und G-Allel-Konstrukt als nahezu
identisch (- Abb. 20, C). Alle Konstrukt-Aktivititen liegen im Vergleich zum Kont-
rollvektor um ein Vielfaches hoher.

Die Transfektion der in Abbildung 21 A dargestellten Konstrukte erfolgte zunachst
im A10-Zellsystem, da in vorangegangenen Untersuchungen zum Proteinbin-
dungsverhalten eine Bindung von Zellkernextrakten aus Aortenzellen des Men-

schen (HASM-Zellen) fiir den AA-Genotyp bereits gezeigt werden konnte.
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- Abb. 21:
Funktionelle Untersuchung der 3°"UTR des GRK2-Gens mittels Luciferase-Assay

A B

+18,654
CMV L‘
uc

+20,033
‘ pMIR

' +19.410 AA
+19.410 GG
3'UTR
1) L) L) L) L)
i 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
+19,410 n=3 RLU
C D
PMIR pMIR
+19.410 AA +19,410 AA
+19.410 GG +19,410 GG
) L U L L ) L U L U L U L
0 10 20 30 40 0 15 30 45 60 75 90 105
n=>5 RLU n=7 RLU

- Abb. 21:

Funktionelle Untersuchung der 3'UTR des GRK2-Gens mittels Luciferase-Assay

Abb. A: Schematische Darstellung des pMIR Report Luciferase Vektors mit Lokalisation der klonierten 3°UTR des GRK2-
Gens sowie des SNP, B: gemessene Aktivitaten der 3’UTR-Konstrukte und des pMIR im A10-Zellsystem nach 24 Stunden, C,
D: gemessene Aktivitdten der Konstrukte im HEK293-Zellsystem nach 6 Stunden (C), nach 24 Stunden (D).

Bei dieser funktionellen Untersuchung in glatten Muskelzellen der Aorta der Ratte
stellt sich die Aktivitdt des GG-Genotyps als vergleichbar mit der des pMIR-Vektors
dar. Die Aktivitit des AA-Genotyps dagegen lasst eine niedrigere Aktivitdt sowohl im
Vergleich zum pMIR-Vektor, als auch zum GG-Genotyp vermuten, zeigt sich jedoch
nicht als signifikant (- Abb. 21, B). Um die Ergebnisse der EMSA-Untersuchungen zu
verifizieren, wurden selbige Konstrukte im HEK293-Zellsystem untersucht. Wie auch
im EMSA zeigen sich hier keine Genotyp-abhingigen, funktionellen Unterschiede
(= Abb. 21, C und D). Jedoch fillt auf, dass die Aktivitat beider Konstrukte 6 Stunden
nach Transfektion deutlich niedriger ist als die des pMIR-Kontrollvektors (- Abb. 21,
). Dagegen sind die Aktivititen nach 24 Stunden einander angeglichen (- Abb. 21, D).
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4.4.1.

Funktionelle Untersuchung der GRK2-

SNPs unter Serumstimulation

Ziel der Serumstimulation ist es die Konstrukt-Aktivitit unter Bedingungen zu
messen, in denen der Zellstofftwechsel durch bestimmte Stimuli verdndert wird.
In diesem Fall wurde im HEK293-Zellsystem mit FKS stimuliert bzw. FKS ent-

zogen.

- Abb. 22:
Funktionelle Untersuchung des A(-1138)G-SNP
unter Serumstimulation

pGl 4.10 pGl 4.10

- FKS 1138 AA -FKS 1138 AA
1138 GG 1138 GG
pGl 4.10 pGl 4.10

+FKS 1138 AA +FKS 1338 AA

-1138 GG -1338 GG

L L 1 L
0.00 0.01 0.02 0.03 0.00

n=2 RLU n=2 RLU

- Abb. 22:
unktionelle Untersuchung des A(-1138)G-SNP 6 Stunden (A) und 24 Stunden (B)
nach Transfektion unter Serumstimulation im HEK293-Zellsystem.

Die Untersuchung der Promotor SNPs A(-1138)G und C(-1095)T unter Serum-
stimulation ergaben &hnliche Ergebnisse wie unter steady-state-Bedingungen.
Die Aktivitit der Konstrukte lag sowohl 6 Stunden (= Abb. 22 und 23, A), als auch
24 Stunden (- Abb. 22 und 23, B) nach Transfektion unter der des Kontrollvektors.

Genotyp-abhingige Unterschiede sind ebenfalls nicht zu erkennen.

L) L) L)
0.01 0.02 0.03
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- Abb. 23:
Funktionelle Untersuchung des C(-1095)T-SNP
unter Serumstimulation

A B
pGl 4.10 pGl 4.10
- FKS -1095 CC - FKS -1095 CC
-1095 TT 41095 TT
pGl 4.10 pGl 4.10
+ FKS -1095 CC + FKS -1095 CC
1095 TT 1095 TT
0.000 0005 0010 0015 0020 0.025 000 001 002 003
n=2 RLU n=2 RLU
- Abb. 23:

Funktionelle Untersuchung des C(-1095)T-SNP 6 Stunden (A) und 24 Stunden (B)
nach Transfektion unter Serumstimulation im HEK293-Zellsystem.

Ein Vergleich der Aktivitit der A(-43)G-Konstrukte zwischen 6 Stunden (- Abb. 24, A)
und 24 Stunden (= Abb. 24, B) nach Transfektion zeigt zunachst eine Zunahme der Akti-
vitdt unter Serumstimulation, wohingegen die Aktivitit unter Serumentzug gleich blei-

bend ist. Es sind keine signifikanten Genotyp-abhangigen Unterschiede zu erkennen.

— Abb. 24:
Funktionelle Untersuchung des A(-43)G-SNP unter Serumstimulation

pGl 4.10

-FKS -43 AA
-43 GG

pGl 4.10
- FKS - 43 AA
-43 GG

pGl 4.10 pGl 4.10

+FKS - 43 AA +FKS - 43 AA

-43 GG -43 GG

0.0 0.4 0.8 1.2 1.6

n=6 RLU n=6 RLU

> Abb. 24:
Funktionelle Untersuchung des G(-43)A-SNP 6 Stunden (A) und 24 Stunden (B)
nach Transfektion unter Serumstimulation im HEK293-Zellsystem.

w -
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Bei der Betrachtung des A(+19,410)G-SNP der 3'UTR im Luciferase-Assay fallt
auf, dass lediglich der AA-Genotyp 6 Stunden nach Transfektion und unter
Serumentzug unter der pMIR-Aktivitit liegt (- Abb. 25, A). Unter Serumstimulation
(= Abb. 25,A) und 24 Stunden nach Transfektion (= Abb. 25, B) zeigt sich die Aktivitat
der Konstrukte hoher oder gleich der pMIR-Aktivitat. Zudem kommt es lediglich
unter Serumentzug zu einer Zunahme der Aktivitit im Zeitverlauf der Messung.

Die Aktivitat unter Serumstimulation ist im Zeitverlauf in etwa gleich bleibend.

— Abb. 25:
Funktionelle Untersuchung des A(+19,410)G-SNP
unter Serumstimulation

A B

pMIR pMIR

-FKS +19410 AA -FKS +19410 AA
+19410 GG +19410 GG

pMIR pMIR

+FKS +19410 AA +FKS +19410 AA
+19410 GG +19410 GG

0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 50 100 150 200 250
n=6 RLU n=6 RLU

- Abb. 25:
Funktionelle Untersuchung des A(+19,410)G-SNP 6 Stunden (A) und
24 Stunden (B) nach Transfektion unter Serumstimulation im HEK293-Zellsystem.

4.5.
Untersuchungen zur allgemeinen GRK5-

Promotorcharakterisierung

Ziel der Untersuchungen zum GRK5-Promotor war es zundchst eine allgemeine
Charakterisierung des Promotors vorzunehmen, um Aussagen iiber Bereiche un-
terschiedlicher Aktivitét treffen zu konnen. Um den Abschnitt der Sequenz mit
hochster Aktivitit eingrenzen zu konnen, wurden Deletionskonstrukte erstellt,
deren Aktivitdt in einem Luciferase-Assay untersucht wurde. Dabei wurden in ver-
schiedenen Zellsystemen untersucht, um Aktivititsinderungen unter ungleichen

endogenen Bedingungen zu erfassen.
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4.5.1.

Untersuchung der GRK5-Promotor-Aktivitit

anhand von Deletionskonstrukten

- Abb. 26:
Schematische Darstellung des GRK5-Promotors im pGl 4.10-Vektor

blunt Acl | Rsrll Asc| TSS (-233) Luc

pGL4.10 human GRK5 promoter pGL4.10

- Abb. 26:

Schematische Darstellung des GRK5-Promotors im pGl 4.10-Vektor

die eingezeichneten Schnittstellen (z.B. blunt oder Rsrll) geben die Groenverhaltnisse
der Deletionskonstrukte an, die in Sense-Richtung vor dem Luciferase (Luc)-Gen des
Vektors liegen.

Die Messungen der GRK5-Promotor-Aktivitit in den Zellsystemen HEK293
und A10 ergab zunichst eine bis zu 6-fach hohere Aktivitit der Konstrukte im
A 10- Zellsystem (vgl. Abb. 27 und 28). Des Weiteren fiel eine deutliche Abnahme der
Aktivitat des -427 Konstrukts im Vergleich zu gréfieren Konstrukten auf. Dieser
Aktivitatsabfall stellt sich im A 10-Zellsystem als hoch signifikant (p=0,0035), im
HEK293-System als signifikant (p=0,0275) niedriger dar. Die Konstrukte -1560,
-1290 und -810 zeigen keine signifikanten Unterschiede in ihrer Aktivitit. Diese
Daten beschreiben den Sequenzabschnitt zwischen -810 und -427 als besonders

bedeutend fiir die Promotor- Aktivitat.
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- Abb. 27:
Ergebnis des Luciferase-Assays der GRK5-Delektionskonstrukte

-233
810 I * %
a =
v L] L] L] L]
.0 1.5 3.0 4.5 6.0 7

o

-> Abb. 27:
Ergebnis des Luciferase-Assays der GRK5-Deletionskonstrukte im A 10-Zellsystem nach
24 Stunden Messung. Die Aktivitat der Konstrukte ist in Relative Light Units (RLU) angegeben.

— Abb. 28:
Ergebnis des Luciferase-Assays der GRK5-Deletionskonstrukte

pGl 4.10

-233
e 2’=—|"“_"_I
e E—E

.5

-> Abb. 28:
Ergebnis des Luciferase-Assays der GRK5-Deletionskonstrukte im HEK293-Zellsystem nach
24 Stunden-Messung. Die Aktivitat der Konstrukte ist in Relative Light Units (RLU) angegeben.
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4.5.2.

Bestimmung der GRK5-Promotor-Aktivitat

unter Substanzstimulation

Hier soll die Beeinflussung der GRK5-Promotor-Aktivitit durch spezifische Sub-
stanzen untersucht werden. Die Generierung von Deletionskonstrukten dient der
Identifizierung von Promotorabschnitten besonderer Aktivitit. Der Promotor
kann so in Sequenzabschnitte unterteilt werden, die auf eine méogliche Bindung
von Transkriptionsfaktoren schlieflen lassen. Hier wurde ebenfalls im A 10- und
HEK293- Zellsystem getestet. Die Stimulation des GRK5-Promotors erfolgte jeweils
unter Vorhandensein von Serum (FKS) und unter Serumentzug (- Abb. 29, A und B).
Die Substanzen zur Stimulation sind im Abschnitt Material und Methoden, 3.2.6.
Luciferase-Assay, Stimulation von GRK5-Konstrukten zusammengefasst. Ein Ver-
gleich der Grundaktivitit zwischen Serum und Serum-freien Bedingungen zeigt
eine um 50 % niedrigere Aktivitdt der Konstrukte unter Serum-freien Bedingungen.
Des Weiteren fillt auf, dass die Stimulation mit Forskolin (n.s.) und Angiotensin 1l
(p=0,0005) einen Anstieg der Basal-Aktivitit unter Serum Bedingungen zur Folge
hat (= Abb 29, A). Die Stimulation mit weiteren besagten Substanzen zeigt weder un-
ter Serum, noch unter Serum-freien Bedingungen eine signifikante Anderung der
Grundaktivitdt (- Abb. 29, A und B). Alle Untersuchungen zur Substanzstimulation
wurden mit den Konstrukten ATT, GCC und ACC des GRK5-Promotors durchge-
tihrt.
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- Abb. 29:
Luciferase-Assay des GRK5-Promotors unter Substanzstimulation im HEK293-Zellsystem

A B
pGl 4.10 pGl 4.10
-FKS + FKS
+ FKS - FKS
Forskolin Forskolin
Ang Il * Ang Il
TNF-a TNF-a
IL-8 IL-8
IL-1B IL-1b
MIP-2 MIP-2
0.0 0.1 0.2 0.3 04 05 06 0.7 0.8 0.9 0.0 0.2 0:4 0:6
n=6 n=6
- Abb. 29:
Funktionelle Untersuchung der Gesamt-Promotor-Aktivitdt des GRK5-Gens mit Substanzstimulation unter Serum-
stimulation (A) und unter Serumentzug (B). Die Messung erfolgte im HEK293-Zellsystem 6 Stunden nach Stimulation.
Die Stimulation mit PMA (Phorbol12-myristate-13-acetate) ldsst eine hohere Grund-
aktivitit unter Zugabe von FKS erkennen (- vgl. Abb. 30, A und B). PMA besitzt keine
stimulierende Wirkung auf die hier untersuchte Promotorsequenz, sondern tendiert
eher zu einer Hemmung der Aktivitdt, die sich jedoch als nicht signifikant darstellt.
- Abb. 30:
Luciferase-Assay des GRK5-Promotors unter PMA Stimulation im HEK293-Zellsystem
A B
pGl 4.10 pGl 4.10
-FKS +FKS
+FKS -FKS
PMA: PMA:
) ) ) ) ) ) ) ) ]
0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
n=4 RLU n=4 RLU
- Abb. 30:

Funktionelle Untersuchung der Gesamt-Promotor-Aktivitdt des GRK5-Gens mit PMA-Stimulation unter Serum-
stimulation (A) und unter Serumentzug (B). Die Messung erfolgte im HEK293-Zellsystem 6 Stunden nach Stimulation.
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Die Stimulation des GRK5-Promotors mit den oben genannten Substanzen wurde
zudem im A 10- Zellsystem durchgefiihrt. Hier erfolgte die Messung 24 Stunden
nach Stimulation. Die Aktivitdt des Konstrukts unter Serumstimulation ist der im
HEK293-Zellsystem sehr dhnlich (= vgl. Abb. 29, A). Jedoch ist die Gesamtaktivitt
im A 10-Zellsystem hoher. Wie auch im HEK293-Zellsystem beobachtet, hat die
Stimulation mit Forskolin (n.s.) und Angiotensin 1l (p=0,0103) eine Steigerung der
Basal-Aktivitdt zur Folge (- Abb. 31, A). Die Stimulation mit anderen Substanzen
zeigen keine signifikanten Aktivitdtsinderungen. Unter Serum-freien Bedingun-
gen zeigen sich, wie auch im HEK293-Zellsystem beobachtet, ebenfalls keine sti-
mulierenden Effekte auf die Aktivitit des GRK5-Promotors (- Abb. 31, B).

—> Abb. 31:
Luciferase-Assay des GRK5-Promotors unter Substanzstimulation im A 10-Zellsystem

A B
pGl 4.10 pGl 4.10
- FKS + FKS
+ FKS Basal - FKS
Forskolin Forskolin
Ang Il * Ang I
TNF-a TNF-a
IL-8 IL-8
IL-1B IL-1B
MIP-2 MIP-2

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
n=7 RLU n=7 RLU
—> Abb. 31:

Funktionelle Untersuchung der Gesamt-Promotor-Aktivitdt des GRK5-Gens mit Substanzstimulation unter
Serumstimulation (A) und unter Serumentzug (B). Die Messung erfolgte im A 10-Zellsystem 24 Stunden nach Stimulation.

Die Konstrukt-Aktivitdt unter PMA-Stimulation weist im Vergleich der Serumstimu-
lation zu Serum-freien Bedingungen zunichst eine etwa gleiche Aktivitit des Promo-
tors auf (- vgl. Abb. 32, A und B). Wie auch im HEK293-Zellsystem zeigt sich auch hier
eher eine Hemmung der Aktivitit unter PMA-Einfluss und Serumentzug (- Abb. 32,
B). Diese ist jedoch nicht signifikant. Unter Serumstimulation erzeugt die zusétzliche

Behandlung der Konstrukte mit PMA keinerlei Aktivititsénderung.
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- Abb. 32:
Luciferase-Assay des GRK5-Promotors unter PMA-Stimulation im A 10-Zellsystem

A B
pGl 4.10 pGl 4.10
-FKS +FKS
+FKS -FKS
PMA PMA
) ) ) ) ) ) ] ) ) ) )
0 1 2 3 4 5 6 0 2 4 6
n=5 RLU n=5 RLU
- Abb. 32:

Funktionelle Untersuchung der Gesamt-Promotor-Aktivitdt des GRK5-Gens mit PMA Stimulation unter
Serumstimulation (A) und unter Serumentzug (B). Die Messung erfolgte im A 10-Zellsystem 24 Stunden nach Stimulation.

4.6.
Untersuchungen zu GRK5-Promotor-SNPs -

Genotyp-abhingige Promotorcharakterisierung

Ziel dieser Untersuchungen war zunéchst die Identifizierung von SNPs, um Aus-
sagen iiber deren Haufigkeit und deren Bedeutung fiir die Aktivitit des Promotors
treffen zu konnen. Dazu wurde der GRK5-Promotor vorab sequenziert und auf

SNPs untersucht.

4.6.1.
Identifizierung und Lokalisation von
GRKS5-Promotor-SNPs

Bei der Sequenzierung des GRKS5-Promotors wurden die SNPs A(-1437)G,
C(-1435)T, T(-1091)C, C(-678)T, G(-394)T und C(-54)T entdeckt (- Abb. 33). Der
SNP C(-678)T wurde bisher nicht in Datenbanken beschrieben. Die 3'UTR des

GRK5-Gens wies in den von uns untersuchten Proben keine SNPs auf (= Abb. 33).
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— Abb. 33:
Lokalisation der untersuchten SNPs im GRK5-Gen
Promote TSS (233) Exon 3'UTR
10q2r6_1 1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 13 1415 16

1

-1560 -3
A(-1437)G T(-1091)C C(678)T  G(-394)T C(-54)T
C(-1435)T

Zur Haufigkeitsuntersuchung der SNPs wurden die Allelfrequenzen in verschie-
denen Ethnien bestimmt. Ferner wurde der Exon-2-Polymorphismus A(Leu41)T
auf seine Héufigkeit untersucht, um Aussagen iiber eine eventuelle Kopplung zu

Promotor-SNPs treffen zu konnen.

- Tab. 8:
Genotypen und Allelfrequenzen der GRK5-Promotor SNPs sowie
des Exon-2-Polymorphismus A(Leu41)T

A(-1437)G C(-1435)T T(-1091)C C(-678)T | G(-394)T C(-54)T A(Leu41)T | Allelfrequenz
rs10787929 | rs7923896 | rs1397615 | Neu rs10886423 | rs2230347 | rs17098707

0,40 0,59 1,00 0,59 0,98 0,11 0,02 Kaukasier n=615
0,75 0,07 0,98 0,07 0,77 0,11 0,53 Afrikaner n =355
0,61 0,31 1,00 0,31 091 0,13 0,01 Chinesen n =305

Die Allelfrequenz bezieht sich hier auf die bei der Sequenzierung als SNP identi-
fizierte Base (Bsp. A(-1437)G). Die Haufigkeiten der einzelnen Allele sind der Ta-
belle 8 zu entnehmen. Hier fillt auf, dass die Allelfrequenzen des C(-1435)T und
C(-678)T SNPs in den drei untersuchten Ethnien identisch sind. Diese Beobach-
tung liefS auf eine Kopplung der SNPs schliefSen, worauthin die identifizierten SNPs
auf Kopplung der Allele untersucht wurden. Alle untersuchten Genotypen liegen im

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
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4.6.2.
Kopplungsanalyse der GRK5-SNPs

Die Kopplungsanalyse erfolgte durch das Programm Haploview 4.1. Es wurden je-
weils Kopplungsanalysen zu den untersuchten Ethnien durchgefiithrt (- Abb. 34).
Dabei stehen rote Felder fiir einen Kopplungskoefhizienten D" = 1, dass heif3t also
tiir eine starke Kopplung der Allele. Ist zusdtzlich der Korrelationskoeffizienten r*= 1
kann man von einer 100 %igen Kopplung ausgehen. Dies ist hier in Bezug
auf den Promotor-SNP C(-1435)T und C(-678)T bei Kaukasiern und Afrika-
nern der Fall. Somit kann im Falle des einen Genotyps auf den anderen ge-
schlossen werden. Beim SNP A(-1437)G kann bei einem r* knapp unter 1 zu
95% auf den Genotyp des SNP C(-1435)T und C(-678)T geschlossen werden.
Es bilden sich somit Haplotypen, deren Allele aneinander koppeln. Im unter-
suchten Kollektiv der Chinesen kann man zu 67% von einer Kopplung des
A(-1437)G SNPs und des C(-1435)T ausgehen. Der SNP A(-1437) G koppelt zu
einer 64 %igen Wahrscheinlichkeit an den C(-678)T-SNP. In Bezug auf diese drei
SNPs zeigt sich bei der Analyse im Afrikaner Kollektiv zwar eine Kopplung (D"=1,
bzw. =0,91), jedoch stellt sich der Korrelationskoefhizient als niedrig dar. Blaue Fel-
der zeigen zwar einen Kopplungskoeffizienten von 1, jedoch ist dieses Ergebnis
statistisch nicht signifikant. Weifle Felder sind weder statistisch signifikant, noch
besteht eine Kopplung. D" ist in diesem Fall <1. Es kann also von keiner Kopplung
der Allele ausgegangen werden. Da der SNP T(-1091)C bei Kaukasiern und Chine-
sen nicht aufgetreten ist, wurde er bei der Kopplungsanalyse nicht beachtet. Die so
identifizierten Haplotypen beziehen sich auf eine Kopplung der SNPs A(-1437)G,
C(-1435)T und C(-678)T. Dabei weist der Haplotyp ATT (A(-1437)G, C(-1435)T,
C(-678)T) bei Kaukasiern eine Haufigkeit von 59 % auf, wohingegen der GCC-
Haplotyp (A(-1437)G, C(-1435)T, C(-678)T) mit tiber 60 % bei dem untersuchten
Chinesen-Kollektiv und mit 75 % beim Afrikaner-Kollektiv iberwiegt (- Abb. 34).
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- Abb. 34:
Kopplungsanalyse der GRK5-SNPs und Haufigkeiten der Haplotypen
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GCC .400 ATT .305 ATT 064

- Abb. 34:
Schematische Darstellung der Kopplungsanalyse der GRK5-SNPs (oben) sowie der berechneten Haufigkeiten der
Haplotypen Bei den Haplotypen ATT, GCC, ACC und ATC handelt es sich um eine Kopplung der SNPs A(-1437)G, C(-1435)

Tund C(-678)T

Kopplungsanalyse unter Einbeziehung des A(Leu41)T-SNP:

Der Exon-2-Polymorphismus zeigt sich mit der Auspriagung des T-Allels bei Kau-
kasiern und Chinesen in der Kopplung zu Promotor-SNPs zunéchst als sehr selten.
Lediglich 1,6 % des untersuchten Kaukasier-Kollektivs weisen Allelkombinationen
mit dem T-Allel des Exon-2-Polymorphismus auf. Bei Afrikanern ist das T-Allel
wesentlich haufiger ausgepragt, wobei 30,6 % der untersuchten Proben eine Allel-
kombination mit genanntem T-Allel erkennen lassen. Jedoch ldsst sich auch hier

keine signifikante Kopplung zu Promotor-SNPs darstellen (= Abb. 35).
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— Abb. 35:

Kopplungsanalyse unter Einbeziehung des A(Leu41)T-Polymorhismus und Haufigkeiten
der moglichen Haplotypen
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— Abb. 35:

Schematische Darstellung der Kopplungsanalyse der GRK5-SNPs
incl. des A(Leu41)T-SNP (oben) und Haufigkeiten moglicher Haplotypen (unten).

4.6.3.
Untersuchung SNP-abhiéngiger Aktivititsunterschiede des GRK5-Promotors

Um mégliche SNP-abhéngige Aktivitdtsunterschiede in der Promotor-Aktivitéit zu mes-
sen, wurden Deletionskonstrukte, die den jeweiligen Genotyp identifizierter SNPs ent-
halten, in einem Luciferase-Assay getestet. Dazu wurden Konstrukte, die die Haplotypen
ATT, GCC und ACC (- vgl. Abb. 34) enthalten, generiert und gegeneinander gemessen.

- Abb. 36:
GRK5-Promotor im pGl 4.10-Vektor mit Haplotyp-Lokalisation
blunt ~ Acll  Rsrll Asc 755 (-233)  Luc
-3
pGL4.10 human GRK5 promoter pGL4.10

- Abb. 36:
Darstellung des GRK5-Promotors im pGl. 4.10-Vektor mit Lokalisation der Schnittstellen zur
Deletionskonstrukt-Generierung. Die Lokalisation der Haplotyp-Allele ist rot markiert.
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- Abb. 37:
Luciferase-Assay zur Genotyp-abhédngigen Promotorcharakterisierung im HEK293-Zellsystem

pGl 4.10

1560 arr
1560 ccc
1560 acc I

-1290 T(-678)T |
1290 C(-678)C I
B0 TCE78)T ]
10 cers)c ]
|

-427

n=3
- Abb. 37:
Ergebnis des Luciferase-Assays
zur Untersuchung SNP-abhangiger Aktivitdtsunterschiede im HEK293-Zellsystem 24 Stunden nach Transfektion.

Bei der Auswertung dieses Versuchs im HEK293-Zellsystem zeigt sich zunéchst,
dass das Konstrukt -1560 mit den Haplotypen ATT, GCC und ACC keine signi-

1
.25

fikanten, Genotyp-abhingige Aktivititsunterschiede zeigt. Ebenso scheint der

C(-678)T-SNP keine signifikanten Einfliisse auf die Aktivitit des -1290- und

-810-Konstrukts zu haben. Jedoch stellt sich, wie bereits in Abbildung 27 und 28

gezeigt, eine deutliche Aktivititsabnahme des -427-Konstrukts dar (p=0,0273), bei

welchem eine Deletion von knapp 400 bp im Vergleich zum -810-Konstrukt vorge-

nommen wurde. Die Aktivitit dieses Konstrukts nimmt im Vergleich zur Gesamt-

aktivitat der Konstrukte um 25 bis 50 % ab (- Abb. 37).

— Abb. 38:
Luciferase-Assay zur Genotyp-abhdngigen Promotorcharakterisierung im A 10-Zellsystem

pGl 4.10

-1290 T(-678)T ]
-1290 C(-678)C |
-810 T(-678)T ]
810 C(-678)C ]

427

- Abb. 38:
Ergebnis des Luciferase-Assays
zur Untersuchung SNP-abhangiger Aktivitatsunterschiede im A 10-Zellsystem 24 Stunden nach Transfektion.

©-
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Hier zeigt sich im Gegensatz zum HEK293-Zellsystem eine deutlich hohere Grund-
aktivitat. Diese ist etwa 6fach hoher. Weiterhin fillt ein sehr deutlicher Abfall der
Aktivitat des -427-Konstrukts auf, und zwar um den Faktor 5 (p=0,0069). Es las-
sen sich auch hier keine Genotyp-abhiangigen Unterschiede feststellen (- Abb. 38).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nach den Ergebnissen der durchge-
tithrten Luciferase-Assays den etwa 400 bp zwischen Position -810 und -427 eine
besondere Bedeutung fiir die Aktivitit des Promotors zukommt, es sich jedoch

keine Genotyp-abhingigen Unterschiede abzeichnen.

4.6.4
Haplotypabhingige GRK5-Promotor-Charakterisierung

unter Substanzstimulation

Ein Vergleich der Ergebnisse im HEK293-Zellsystem unter Serumstimulation
(= Abb. 39, A) und unter Serumentzug (-> Abb. 39, B) ergibt zunéchst eine etwa 40 %
niedrigere Aktivitdt der Promotorkonstrukte unter Serumentzug. Die Vergleichs-
werte des ATT-, GCC- und ACC-Konstrukts zur Stimulation ergeben sich aus der
Zugabe von FKS (= Abb. 39, A) bzw. dem Entzug von FKS (= Abb. 39, B) und sind hier
grau unterlegt. Diese Werte stellen die Grundaktivitiat der Konstrukte dar. Hier
fallt auf, dass die Haplotypen signifikant unterschiedliche Aktivititen aufweisen
(p=0,0083) und zwar in absteigender Reihenfolge ATT, GCC und ACC (- Abb. 39,
A). Nach Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen zeigt sich fiir den Haplotyp
ATT vs. ACC ein Aktivitatsunterschied P<0,01. Ein dhnliches Bild ergibt sich nach
der Zugabe von Forskolin. Es wird auch hier die Abnahme der Aktivitdt in Abhan-
gigkeit des Haplotyps deutlich. Die Aktivitat des ATT-, GCC- und ACC-Haplotyps
ist signifikant unterschiedlich (p=0,0055). Der Aktivititsunterschied zwischen
ATT und ACC liegt auch hier nach Bonferroni-Korrektur im signifikanten Bereich
P<0,01. Die Stimulation mit Angiotensin 1l ergibt gleichfalls einen Haplotyp ab-
hingigen Aktivitatsunterschied (p=0,004). Die Bonferroni-Korrektur fiir die ATT
gegen ACC-Variante ergibt einen P-Wert von <0,01. Die Haplotypen ATT, GCC
und ACC des GRK5-Promotors erweisen sich also in ihrer Grundaktivitit, bei der
Stimulation mit Forskolin und bei der Stimulation mit Angiotensin als signifikant

unterschiedlich in ihrer Aktivitat. Dabei entspricht die AT T-Variante der hochsten
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Aktivitat, die ACC-Variante der niedrigsten. Die Stimulation mit Interferonen wie
TNF-a, IL-8 und IL-1f oder dem Hormon MIP-2 ergibt keine signifikanten Akti-
vitdtsunterschiede innerhalb der Genotyp-Varianten (= Abb. 39, A). Die Ergebnisse
unter Serumentzug zeigen in der Grundaktivitit keine Genotyp-abhéngigen Un-
terschiede (- Abb. 39, B). Die Stimulation mit Forskolin dagegen zeigt analog zur Se-
rumstimulation eine signifikant abnehmende Aktivitit der Promotor-Konstrukte
in der Reihenfolge ATT, GCC und ACC (p=0,0054). Auch hier besitzt die ATT-
Variante die hochste Aktivitdt, die ACC-Variante die niedrigste. Die Stimulation
mit IL-8 ergab eine deutliche Aktivitatssteigerung der ATT-Genotyps (p=0,0058),
wobei der GCC- und ACC-Genotyp sich anndhernd gleichen. Nach Bonferroni
Korrektur stellt sich sowohl fiir die Stimulation mit Forskolin, als auch mit IL-8
ein signifikanter Unterschied zwischen der ATT- und ACC-Variante dar (p<0,01).
Die Stimulation mit Angiotensin 1l ergab unter Serumentzug keine signifikanten
Unterschiede. Ebenso konnten fiir die Stimulation mit anderen aufgefiihrten Sti-

mulantien keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.
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— Abb. 39:

Luciferase-Assay der GRK5-Promotor Konstrukte unter Substanzstimulation im HEK293-Zellsystem
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TNFa.
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- Abb. 39:

Haplotyp-abhangige GRK5-Promotor-Charakterisierung mit Substanzstimulation unter Serumstimulation (A) und

Serumentzug (B) im HEK293-Zellsystem, 6 Stunden nach Stimulation.  (*=p<0,05, **p<0,01)
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Die Stimulation mit PMA im HEK293-Zellsystem zeigt weder unter Serumstimu-

lation (= Abb. 40, A), noch unter Serumentzug (- Abb. 40, B) signifikante Unterschie-

de in der Promotor- Aktivitat.
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— Abb. 40:
Luciferase-Assay der GRK5-Promotor-Konstrukte unter PMA-
Stimulation im HEK293-Zellsystem

A B
pGl 4.104 pGl 4.104
-1560 ATTH — -1560 ATT- ——o
+FKS | -1560 GceH F——o -FKS | -1560 GCCH —
-1560 ACCH — -1560 ACCH f——
-1560 ATT -1560 ATT
PMA | -1s60 ccc PMA | 1560 ccc
-1560 ACC 1560 ACC
00 05 10 15 20 0.0 0.5 1.0 15
n=3 RLU n=3 RLU
- Abb. 40:

Haplotyp-abhangige GRK5-Promotor-Charakterisierung mit PMA-Stimulation
unter Serumstimulation (A) und Serumentzug (B) im HEK293-Zellsystem,
6 Stunden nach Stimulation.

Die Substanzstimulation der GRK5-Promotor-Haplotypen zeigt im A 10-Zellsys-
tem deutliche Unterschiede im Vergleich zum HEK293-Zellsystem. Zunichst ist
die Grundaktivitat in A10-Zellen deutlich hoher (- vgl. Abb. 39, A und B mit Abb. 41, A
und B). Des Weiteren fillt auf, dass ungleich zur Untersuchung in HEK293-Zellen,
die Aktivitat der Konstrukte unter Serumentzug hoher ist. Sowohl unter Serument-
zug, als auch unter Serum-Einfluss lassen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Haplotypen erkennen. Jedoch zeichnet sich eine Tendenz der niedri-
geren Aktivitit des GCC-Haplotyps ab. Unter Serumstimulation wird bei der Tes-
tung mit Angiotensin Il eine Stimulation des Haplotyps GCC zum Vergleichswert
deutlich (p=0,0011). Die Haplotypen ATT und ACC werden dagegen durch An-
giotensin II in ihrer Grundaktivitéit nicht beeinflusst. Die Behandlung mit TNF-a
tithrt hier zu einer Hemmung der Aktivitit des ACC-Haplotyps (p=0,0079). Die
ATT- und GCC-Variante werden nicht beeinflusst. Die Testung der weiteren auf-
gefiihrten Substanzen ergab keine signifikante Beeinflussung der Haplotypen auf
deren Basalaktivitdt (- Abb. 41, A). Die Substanzstimulation unter Serumentzug er-
gab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in zwischen Haplotypen und der

Basalaktivitdt (grau markiert) (- Abb. 41, B).
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— Abb. 41:
Luciferase-Assay der GRK5-Promotor-Konstrukte unter Substanzstimulation im A 10-Zellsystem
Gl 4,104 Gl 4.10-jm_—
1560 ATTH -1560 ATTH ’
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- Abb. 41:
Haplotyp-abhangige GRK5-Promotor-Charakterisierung mit Substanzstimulation unter Serumstimulation (A) und

Serumentzug (B) im A 10-Zellsystem, 24 Stunden nach Stimulation.

Die Testung des Einflusses von PMA auf die GRK5-Konstrukte erfolgte ebenfalls
zusdtzlich im A 10-Zellsystem. Unter Serumstimulation (= Abb. 42, A) zeigt sich die
Basalaktivitét (grau unterlegt) dhnlich der in Abbildung 41. Die Aktivitit des GCC-
Haplotyp ist hier jedoch nicht signifikant. Die Zugabe von PMA erzeugt dabei keine
Anderungen in der Konstrukt-Aktivitit. Unter Serum-freien Bedingungen (- Abb. 42,
B) ist ebenfalls keine Beeinflussung der Aktivitdt durch PMA zu erkennen. Die Basal-

Aktivitit liegt auch hier, wie im Stimulationsversuch (= Abb. 41, B) bei etwa 4 RLU.

- Abb. 42:
Luciferase-Assay der GRK5-Promotor Konstrukte unter PMA Stimulation im A 10-Zellsystem
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- Abb. 42:

Haplotyp-abhdngige GRK5-Promotor-Charakterisierung mit PMA-Stimulation unter Serumstimulation (A) und

Serumentzug (B) im A 10-Zellsystem, 24 Stunden nach Stimulation.
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47.

Untersuchungen zum Proteinbindungsverhalten des GRK5-Promotors

In Hinblick auf die Untersuchung potentieller Proteinbindungstellen wurden meh-
rere Fragestellungen bearbeitet. Es wurde zum einen die Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren an spezifische Abschnitte des Promotors getestet und zum anderen
wurde beurteilt, wie stark sich diese Bindung darstellt. Des Weiteren wurde durch
spezifisch generierte Sonden eine Beeinflussung der Bindung durch Genotyp-
Varianten untersucht. Zusitzlich konnten durch In-silico-Analysen potentielle
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die Riickschliisse auf endogene Prote-

inbindungen zulassen.

4.7.1.
Testung des Proteinbindungsverhaltens mittels EMSA

Um einen Uberblick verschiedener endogener Systeme zu erlangen, wurden fiir die
Testung der Proteinbindung Zellkernextrakte unterschiedlicher Zelllinien gewon-
nen. Die verwendeten Sonden sind im Anhang unter "Primer zur Untersuchung

von Transkriptionsfaktoren an GRK5" aufgefithrt. Bei diesem EMSA wurden
A 10-Zellkernextrakte in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, um bei einer
Proteinbindung Unterschiede in der Bandenstirke zu detektieren. Auf diese Wei-
se kann eine spezifische Bindung konzentrations-abhingig verifiziert werden. Bei
einer spezifischen Bindung an die allelspezifische Sonde sollte in diesem Fall die
Bandenstirke mit Zunahme des ungelabelten Oligonukleotid-Uberschusses (12,5
bis 124fach) abnehmen. Dies ist hier bei beiden Genotyp-Varianten der Fall, was

fiir eine spezifische Bindung von Protein an die Sonde spricht (- Abb. 43).
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- Abb. 43:

EMSA des A(-1437)G- und C(-1435)T-SNP mit der Genotypvariante AA/CCund AA/TT

-1,583 tcctecttct ggacagagaa ggcccagagt cggcttctga acggatatcc

-1,533 ggcccgeagg atgcagagga ggcaaaggcc tcattgttct ttggggcectg
-1,483 cctgccccgce ccccagctgt aggacactcg tggcagatce cgggt rs10787929 rs7923896
-1,433 aagacagccc atttccagga gtggggcctt cggagcggag ggagcaagga

-1,383 aacggggctg agcacagacc tggagtctga tgttctgagce ataacactgg
-1,333 aaggagctaa gagccccaaa ataaataaga ccggaattta aaaacgttaa

-1,283 tcccacgecg gettggegcet ggectggctg ttactcatta acgctcccca

Labeled Oligonukleotid AA/CC | AA/CC | AA/CC | AA/CC | AA/CC | AA/TT | AA/TT | AA/TT | AA/TT | AA/TT

(1:10)

Unlabeled Oligonukleotid 124 62 124 124 62 124
fach fach fach fach fach fach

A10 ZKE + + + + + + +

Des Weiteren wurde zustzlich der Genotyp GG/CC untersucht (- Abb. 44), so dass die

bei der Kopplungsanalyse identifizierten Haplotypen in einem EMSA erfasst wurden. Der

Uberschuss an ungelabeltem Oligonukleotid betrug das 124fache. Die allelspezifischen
Sonden wurden mit HEK293-Zellkernextrakten inkubiert. Spezifische Banden sind eben-

falls mit einem roten Pfeil gekennzeichnet. Es lasst sich bei allen Genotyp-Varianten eine

Bindung von Protein bestdtigen, da die Kompetetion keine Bande mehr erkennen lasst.
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- Abb. 44:
EMSA des A(-1437)-G und C(-1435)T-SNP mit der Genotypvariante AA/TT, GG/CCund AA/CC

-1,583 tcctecttct ggacagagaa ggcccagagt cggcttctga acggatatcc

-1,533 ggcccgeagg atgcagagga ggcaaaggcc tcattgttct ttggggectg

-1,483 cctgccccgce ccccagetgt aggacactcg tggcagatec cgggt rs10787929 rs7923896
-1,433 aagacagccc atttccagga gtggggcctt cggagcggag ggagcaagga

-1,383 aacggggctg agcacagacc tggagtctga tgttctgage ataacactgg
-1,333 aaggagctaa gagccccaaa ataaataaga ccggaattta aaaacgttaa
-1,283 tcccacgecg gettggeget ggectggcetg ttactcatta acgetcccca

Labeled Oligonukleotid | AT AT AT GC GC GC AC AC AC
(1:10)

Unlabeled 124 124 124
Oligonukleotid fach fach fach
HEK293 -ZKE + + + + +

Im folgenden EMSA wurde der SNP C(-678)T untersucht, der nach Kopplungs-
analyse zu 100 % mit dem SNP C(-1435)T koppelt und ein Allel der identifizierten
Haplotypen darstellt. Die verwendeten Sonden wurden zunichst mit HEK293-
Zellkernextrakten inkubiert und zeigten im Falle des C-Allels eine Doppel-
bande, wobei die T-Allel-Sonde lediglich eine Bande erkennen ldsst (- Abb. 45).
Dies deutet auf ein unterschiedliches Proteinbindungsverhalten der beiden Al-

lele. Das es sich um spezifische Banden handelt, wird durch die Kompetetion
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mit ungelabeltem Oligonukleotid deutlich, da beide Banden in diesen Spuren ver-
schwinden. Um das Bindungsverhalten in einem kardiovaskuldren System zu tes-
ten, wurde in einem nédchsten EMSA mit Zellkernextrakten vom rechten Vorhof-
gewebe des Herzens inkubiert (= Abb. 46). Auch hier zeigt sich eine deutliche Pro-
teinbindung an die Sonden. Jedoch sind keine Genotyp-abhéngigen Unterschiede

erkennbar.

— Abb. 45:
EMSA des C(-678)T-SNP

-783 cggccgagct ggcageccte ccactccgag cacggetcgg gacccgeact
-733 ggctcctgee gggecgegygc gettcacgeg ccgtcaccgg ggeccgtgea
-683 ctccttc €gggctggcy acggggcggyg aagggggcaa gcgggagect
-633 gcgggggggt gctggggact tcggettggce tgggecgect ttgagtcgec
-583 tgtcggccgyg geggtgeccy ccttcgcttt cggtgecgtc ccggggcggy

Labeled Oligonukleotid | CC CcC CcC T T TT
(1:10)

Unlabeled 124 124
Oligonukleotid fach fach
HEK293-ZKE + + + +
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— Abb. 46:
EMSA des C(-678)T-SNP

-783 cggccgagct ggcageccte ccactccgag cacggetcgg gacccgeact
-733 ggctcctgee gggecgegygc gettcacgeg ccgtcaccgg ggeccgtgea
-683 ctccttc €gggctggcy acggggcggyg aagggggcaa gcgggagect
-633 gcgggggggt gctggggact tcggettgge tgggecgcect ttgagtcgec
-583 tgtcggccgyg geggtgeccy ccttcgcttt cggtgecgtc ccggggcggy

Labeled Oligonukleotid | CC cC cC TT T T
(1:10)

Unlabeled 124 124
Oligonukleotid fach fach
HO-ZKE + + + +
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4.7.2.

In-silico-Analyse potentieller Proteinbindungen

an GRK5-Promotorsequenzen

Um einen Uberblick der Proteine, die an die spezifische Sequenz binden kénnen,
zu erlangen, wurde eine In-silico- Analyse fiir Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt.
Die Sequenz des AA/TT-Genotyps weist hier eine Transkriptionsfaktoren-Bin-
dungsstelle mehr auf, als der GG/ CC- oder AA / CC-Genotyp. Zudem besteht fiir
den Genotyp GG/ CC keine Bindungsstelle fiir die Transkriptionsfaktoren MIF1
und RXR, die jedoch am den AA/TT- und AA/CC-Genotyp binden kdnnen. Der
Transkriptionsfaktor NRSE zeigt dagegen keine Bindung an die AA / CC-Variante.

Die In-silico-Analyse der spezifischen Sequenz des C(-678)T-SNP wurde ebenfalls
mittels MAT-inspector durchgefiihrt. Bei der Auswertung moglicher Transkripti-
onsfaktor-Bindungen fillt auf, dass bei beiden Varianten CC und TT eine Bindung
von ETS1 postuliert wird. Im Falle des AA-Genotyps ist eine weitere Bindung des
MTEF-1 méglich, wohingegen der TT-Genotyp eine Bindung von Myb und E2F zu-
lasst. Die TT-Variante lasst dagegen die Bindung des Myb und E2F zu.

4.8.
Untersuchungen zur miR-1-, miR-133-

und miR-208-Expression in Herzgewebe

Ziel der Untersuchungen war es zunichst einen Uberblick iiber die Expression der
miRNA von Interesse zu erhalten, in verschiedenen Geweben zu testen, und diese
in einem weiteren Schritt quantitativ zu erfassen. Die daraus hervorgehenden Er-
gebnisse sollten anschlief3end in Korrelation zu klinischen Parametern der Herzin-
suffizienz gesetzt werden. Ferner sollte untersucht werden, ob eine Assoziation zur
Expression kardial-relevanter Gene besteht. Diese Analyse hatte das Ziel, Aussagen
tiber die Bedeutung der getesteten miRNAs in Korrelation zu klinischen Parame-
tern der Herzinsuffizienz treffen zu konnen und zusétzlich Hinweise auf mogliche

Zielgene von miRNAs zu erhalten.
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4.8.1.

Charakterisierung des untersuchten Patientenkollektivs

Die Daten zur Patienten-Charakterisierung sind in Abbildung 47 dargestellt. Ab-
bildung 47 gibt einen Uberblick zur Anzahl der Patienten des Kollektivs und ei-
nigen Parametern allgemeiner und klinischer Befunde. Dabei fillt auf, dass sich
die Patienten durchschnittlich in NYHA-Stadium 1l befinden. 63 % zeigen dabei
Symptome einer Herzinsuffizienz, die NYHA-Stadium 1 und 1l entsprechen, 36 %
beschreiben Symptome der NYHA-Klassifizierung nach Stadium Il und 1V (- Abb.
47,B).

—> Abb. 47:
Charakterisierung des KHK-Patienten-Kollektivs

A
KHK ges.
30%—
Patienten, n 83
Alter GEx10
Geaschlecht, miw G815
@D 20%—
BMI, kg'm? 28.1+£3.4 ::E:
Raucher, % 13,8 E
o
10%—]
NYHA Klassifizierung 2.13+0.97
NT-proBNP [pa’ml] 1041+£2951

0% —

Des Weiteren féllt auf, dass die Patienten durchschnittlich mittelgradig erhohte
NT-proBNP-Spiegel von etwa 1000 pg/ ml haben.
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4.8.2.

Expression der mikroRNA von Interesse in verschiedenen

Geweben und Zelllinien

- Abb. 48:
mMiR-133- und miR-1-Expression in Geweben und Zelllinien
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Die Quantifizierung der miRNA-Expression erfolgte in verschiedenen Geweben
der Ratte sowie in Zellsystemen mittels TagMan-miRNA-Assay. Dabei wurde die
Expression im Skelettmuskel als Referenz 1 gesetzt, da es sich um muskelspezifi-
sche miRNas handelt. Diese Muskelspezifitdt spiegelt sich auch in diesen Ergebnis-
sen wieder, da auch hier die hochste Expression im Skelettmuskel zu detektieren
war. Die Expression wurde logarithmisch aufgetragen und mit der Formel 24! be-
rechnet, wie in den Methoden zur Statistik erldutert. Im Vergleich der Abbildungen
48 A und B fillt auf, dass die Expression der miR-133 und miR-1 nahezu identisch
sind. In HASM- und Hela-Zellen waren diese miRNAs nicht zu detektieren. Die
Expression in Aorta und Vena saphena (VS) ist um das hundert- bzw. tausendfache
niedriger als im Skelettmuskel. Die Expression in Leber und Niere sind etwa um
das tausend- bzw. zehntausendfache niedriger. In keinem der untersuchten Gewe-

be konnte die miR-208 quantifiziert werden.
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4.8.3.

Expression der mikroRNA von Interesse in Herzgewebe

Diese Ergebnisse zeigen eine dhnliche miRNA-Expression der miR-1, mir-133a
und miR-133b. Sie sind in Herzgewebe mit Ct-Werten zwischen 18 und 26 starker

exprimiert als die miR-208 mit Ct-Werten von 28 bis 34 (- Abb. 49).

- Abb. 49:
TagMan-Ergebnisse der miRNA-Expression in Herzgewebe
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- Abb. 49:
miRNA-Expression in Herzgewebe.

Bei der Betrachtung der relativen miRNA-Expression ist ein dhnliches Expressi-
onsprofil der miR-1 und miR-133a zu erkennen, jedoch kein identisches. Wiahrend
die Expression der miR-133a kaum Streuung zeigt, ist die der miR-1 deutlichere
Streuung unterworfen (= Abb. 50, A). Im Vergleich der miR-1- mit der miR-133a-
Expression zeigt sich eine signifikante Korrelation mit p=0,0004 (- Abb. 50, B). Eine
Korrelation dieser beiden miRNAs ist besonders interessant, weil die miR-1 und

miR-133 gemeinsam transkribiert werden.
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- Abb. 50:
Rvelative Expression der miR-133a und miR-1 in Herzgewebe und deren Korrelation
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- Abb. 50:

Relative Expression der miR-133a- und miR-1-Expression in Herzgewebe (A) und deren Korrelation zueinander (B).

4.8.4.

Assoziation von klinischen Parametern zur mikroRNA Expression

Im Folgenden wurde die Korrelation der miR-1, miR-133 und miR-208 zu klini-
schen Parametern erfasst. Der BNP-Wert im Blut wurde praoperativ gemessen und
in drei Kategorien eingeteilt. Bei BNP-Werten unter 300 pg/ml ist die Ausbildung
einer Herzinsuffizienz als eher unwahrscheinlich anzusehen, bei Werten zwischen
300 bis 1800 pg/ ml ist sie als intermedidr einzustufen und im Falle von Werten iiber
1800 pg/ml sehr wahrscheinlich®**. Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen
eine signifikante Korrelation (p=0.0131) zwischen intermedidren und hohen BNP-
Spiegeln und miR-133-Expression. Patienten mit hohen BNP-Spiegeln im Blut zei-
gen niedrigere miR-133-Expression als Patienten mit niedrigen BNP-Konzentra-
tionen. Hohe miR-133-Expression geht also mit niedrigen BNP-Konzentrationen
einher (- Abb. 51 A). Ebenso korreliert der anamnestisch erfasste NYHA-Wert mit
der Expression der miR-133 (p=0.0045). Patienten, die sich in NYHA-Stadium 1
und 1l befinden weisen hohe miR-133-Expression auf. Dagegen ist eine niedrige
miR-133-Expression mit den NYHA Stadien lll und IV assoziiert (- Abb. 51 B). Ein
ahnliches Bild zeigt sich im Vergleich zur miR-208-Expression. Sehr hohe BNP-
Konzentrationen (>1800 pg/ml) sind mit niedriger miR-208-Expression vergesell-

schaftet (p=0,053) (= Abb. 51 C). Ferner ist die Expression bei Patienten in NYHA-
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Stadium 1l und IV (p=0,063) wesentlich geringer, als bei Patienten mit milderen
Symptomen der Herzinsuffizienz (- Abb. 51, D). Die Untersuchungen zur Korrela-

tion der miR-1 zu klinischen Parametern ergeben keine signifikanten Ergebnisse.

4.8.5.

- Abb. 51:
Korrelation der miRNA-Expression mit klinischen Parametern
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- Abb. 51:
Korrelation der miR-133- und miR-208-Expression mit den klinischen Parametern NYHA-Klassifizierung und NT-proBNP.

RNase protection Assay der miR-133 und miR-208

Als zusitzliches bildgebendes Verfahren wurde fiir die miR-133 und miR-208 der
RNase protection Assay durchgefithrt. Dazu wurden je 5 Proben von Patienten in
NYHA-Stadium [ und 1l gegen 5 Proben von Patienten in NYHA-Stadium lll und IV
gegeneinander aufgetragen. Die snRNA U6 wird in Saugerzellen ubiquitdr und in

hoher Transkriptionsrate exprimiert und dient zur Kontrolle der Transkriptions-
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effizienz. Die Expression der U6 ist in allen untersuchten Proben (- Abb. 52 A und B)
identisch, wodurch die Proben miteinander vergleichbar sind. In Abbildung 52 A
wird deutlich, dass die miR-133-Expression bei Patienten in NYHA-Stadium | und
1l stérker ist als deren Expression bei Patienten in NYHA-Stadium 11l und IV. Denn
hier stellen sich die Banden deutlich schwécher dar, was fiir eine geringere Hybri-
disierung mit der radioaktiven Sonde spricht und somit fiir weniger miR-133-Mo-
lekiile in der Probe (= Abb. 52 A). Ein dhnliches Bild zeigt sich bei der Testung der
miR-208-Expression. Hier wird die niedrigere Expression der miR-208 bei Patien-
ten in Stadium 1ll und IV durch sehr schwache Banden noch deutlicher (- Abb. 52,
B). Patienten mit deutlichen Symptomen der Herzerkrankung weisen eine niedrige
miRNA-Expression auf. Patienten mit geringen Symptomen der Herzerkrankung
zeigen dagegen eine hohe Expression der miR-133 und miR-208. Die miR-133-

und miR-208-Expression korreliert somit mit dem Grad der Herzinsuffizienz.

- Abb. 52:
RNase protection Assay der miR-133 und miR-208
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— Abb. 52:

RNase protection Assay, Expression der miR-133 und miR-208 in Herzgewebe
von je 5 Patienten in NYHA-Klasse I-Il und 5 Patienten in NYHA-Klasse IlI-IV.
Zuséatzlich wurde die U6 als Kontrolle fur die Transkriptionseffizienz mitgefuhrt.
Spur 1 zeigt die Sonde ohne Hybridisierung an eine Probe und ohne Zugabe
von RNase, Spur 2 zeigt den Verdau der Sonde nach RNase-Zugabe.
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4.8.6.

ROC-Kurven-Analyse der mikroRNA-Expression in Assoziation mit
der BNP-Konzentration im Blut und der NYHA-Klassifizierung

Die ROC-Kurven-Analyse wurde fiir die miR-1, miR-133a und miR-208 durchge-
tithrt, um die Expression der miRNA kategorisieren zu konnen und anschliefSend
in Korrelation zu himodynamischen Parametern zu setzen. Die Testung der
miR-1-Expression zeigte sowohl in Bezug auf die BNP-Konzentrationen, als auch
die NYHA-Klassifizierung keine signifikante Assoziation (- Abb. 53). Die Analyse
der miR-133a-Expression ergab sowohl in der Assoziation zu BNP (p=0,0243) als
auch zum NYHA-Stadium (p=0,052) einen Cut-off-Wert (Grenzwert) von Ct 21.
Die jeweilige Spezifitit und Sensitivitét sind der Abbildung 54 zu entnehmen. An-
gewendet auf die miR-208-Expression zeigt sich eine Signifikanz in der Testung zu
BNP (p=0,014), jedoch keine in Bezug auf die NYHA-Klassifizierung. Der Cut-off-
Wert liegt hier bei 31 Ct (- Abb. 55).

—> Abb. 53:
ROC-Kurven-Analyse der miR-1
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—> Abb. 53:

ROC-Kurven-Analyse der miR-1-Expression bei KHK-Patienten.
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- Abb. 54:
ROC-Kurven-Analyse der miR-133
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- Abb. 54:
ROC-Kurven-Analyse der miR-133-Expression bei KHK-Patienten.
—> Abb. 55:
ROC-Kurven-Analyse der miR-208
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ROC-Kurven-Analyse der miR-208-Expression bei KHK-Patienten.
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4.8.7.

Assoziation der mikroRNA-Expression mit klinischer Himodynamik

Bei der Assoziation zu klinischen Parametern wurde die Expression der miR-1
nicht weitergehend untersucht, aufgrund der fehlenden Signifikanz in der ROC-
Kurven-Analyse. Die Expression der miR-133a dagegen korreliert sowohl mit dem
PAP (p=0,018) als auch mit dem PCWP (p=0,022). Patienten mit erh6hten pulmo-
nalarteriellen und pulmonalkapilldren Driicken weisen gleichzeitig eine niedrigere
miR-133a-Expression auf. Patienten mit physiologischen oder nur leicht erhéhten
hiamodynamischen Parametern zeigen eine hohe miR-133a-Expression (= Abb. 56,
A und B). Es konnte somit eine Korrelation zwischen niedriger miR-133a-Expressi-

on und einem Anstieg hdmodynamischer Driicke detektiert werden.

—> Abb. 56:
Assoziation der miR-133a-Expression zu hdmodynamischen Parametern
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- Abb. 56:

Korrelation der miR-133-Expression mit Parametern der klinischen Hdmodynamik PAP
(A) und PCWP (B) bei KHK-Patienten. *=p<0,05

Die Testung der miR-208-Expression in Bezug auf die gemessene Himodynamik von
KHK-Patienten lie§ zunichst keine Korrelation zu Schwankungen des PAP zu (n.s.). An-
derungen des PCWP dagegen zeigen eine deutliche Assoziation zur miR-208-Expression.
Auch hier zeigen Patienten, dhnlich wie bei der Testung der miR-133a-Expression beobach-
tet, mit erhohtem PCWP eine niedrige miR-208-Expression (p=0,046). Ein physiologischer
oder leicht erhohter PCWP geht mit hoher miR-208-Expression einher (= Abb.57 A und B).
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- Abb. 57:
Assoziation der miR-208-Expression zu hdmodynamischen Parametern
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—-> Abb. 57:
Korrelation der miR-208-Expression mit Parametern der klinischen Hdmodynamik

PAP (A) und PCWP (B) bei KHK-Patienten. *=p<0,05

4.8.8.

In-silico-Analyse fiir Zielgene der miR-1, miR-133 und miR-208

Das Ergebnis der In-silico-Analyse ist in Tabelle 8 dargestellt. Dabei wurden die
Ergebnisse verschiedener angewendeter Programme zusammengefasst, jedoch
aufgrund der groflen Anzahl der vorhersagbaren Gene auf die fiir diese Arbeit
relevanten Gene reduziert. Die Testung erfolgte fiir die jeweiligen Zielgene der
spezifische miRNA. Die In-silico-Analyse potentieller Zielgene fiir die miR-133a
nach miRNAMap (http://miRNAMap.mbc.nctu.edu.tw) ergab eine potentielle Bin-
dung der miR-133a an die 3'UTR der Gene GRK5, CDC42, RGS4, RhoA, GNAi2,
ADRA1, GNAQ und GRK2. Zusitzlich postuliert die Analyse nach miRNAMap die
miR-133a und b als Bindungssequenzen fiir die Gene GRK5, GRK2 und RGS4.

- Tab. 9:
Zielgen-ldentifikation der miR-1, miR-133 und miR-208 durch In-silico-Analyse

miR-1 RGS4 GRK5

miR-133 GRK5 CDC42 RGS4 RhoA GNAi2 ADRA1 GNAQ ADRBK1

miR-208 RGS4 NPPB
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4.8.9.
Korrelation der mikroRNA-Expression mit der

Expression kardio-vaskular relevanter Gene

Um die Fragestellung nach einem Zusammenhang der GRK-Expression und kardio-
vaskuldr relevanter miRNAs zu testen, wurde zundchst eine mogliche Korrelation der
miR-1, miR-133 und miR-208 mit den Genen GRK2 und GRK5 untersucht. Dabei wur-
den mRNA-Expression der Gene mit der jeweiligen miRNA-Expression assoziiert. Eine
signifikante Korrelation besteht in der Expression der miR-1 und der des GRK5-Gens
(Abb. 58, B). Hier fallt besonders auf, dass die mRNA-Expression von GRKS5 bei einem
Ct-Wert von 22 sprunghaft ansteigt. Bei einem Ct <22 geht die mRNA-Expression nicht
tiber 0,05. Zusétzlich wird deutlich, dass die mRNA-Expression mit einem Anstieg der
miR-1-Expression abnimmt. Eine Abnahme der miR-1-Expression (<22 Ct) korreliert
mit einem plotzlichen Anstieg der mRNA-Expression. Die Korrelation der miR-133b
zur GRK2-Expression - (Abb. 58, E) verlduft dagegen in die andere Richtung. Hier sinkt
die mRNA-Expression mit sinkender miR-133b-Expression. Ein dhnliches Bild zeigt
sich im Vergleich der GRK5-Expression mit der miR-208-Expression (- Abb. 58 H).
Auch hier sinkt die GRK5-Expression mit sinkender miR-208-Expression.

- Abb. 58:
Korrelation der GRK2 und GRK5 Expression mit spezifischer miRNA-Expression
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- Abb. 58:
Korrelation der GRK2- und GRK5-Expression zur miR-1-, miR-133a-, miR-133b- und miR-208-Expression
in Herzgewebe von KHK-Patienten.
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Expression in Herzgeweben von KHK-Patienten

Zusitzlich wurde eine mogliche Korrelation der miRNA-Expression mit postulier-
ten Zielgenen getestet. In Abbildung 59 sind lediglich die signifikanten Ergebnisse
dargestellt. Dabei geht ein Anstieg der miR-1-Expression mit einem Riickgang
der GNAi2-Expression einher (p=0,006), (- Abb. 59, A). Ebenso ist ein Anstieg der
miR-133a-Expression mit herabgesetzter Expression des RGS4- (p=0,011) und

ADRA1-Gens (p=0,024) assoziiert. Eine niedrige Expression des RGS4-(p=0,003)
und NPPB (p=0,001)-Gens korreliert mit einer vergleichbar hohen miR-208-Ex-

pression.

—> Abb. 59:
Korrelation der miRNA-Expression mit der Expression kardial-relevanter Gene in
Herzgewebe von KHK-Patienten
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- Abb. 59:
Korrelation der miR-1-, miR-133- und miR-208-Expression zur Expression spezifischer Gene
mit Bedeutung fur das kardio-vaskuldre System bei KHK-Patienten.




DISKUSSION 138

5. DISKUSSION

5.1.
Die GRK2-Promotor- und 3'UTR-SNPs A(-1138)G,
C(-1095)T, A(-43)G und A(+19,410)G

Um eine mogliche Ursache fiir interindividuelle Unterschiede bei GRK2-assozi-
ierten Erkrankungen zu untersuchen, wurde der GRK2-Promotor und die fiir die
miRNA Bindung wichtige 3'UTR zur Suche nach regulatorischen SNPs sequen-
ziert. Dabei kam den, in dieser Arbeit neu identifizierten SNPs A(-43)G im Pro-
motor und A(+19,410)G in der 3' UTR, eine besondere Bedeutung zu. Beide SNPs
zeichnen sich durch einen Basenaustausch von Adenin zu Guanin aus, welches die
hiufigste Art des Basenaustausches darstellt. Thr seltenes Auftreten in den ver-
schiedenen Ethnien (- Tab. 7) spricht fiir eine hohe Konservierung der Sequenz in
den untersuchten Bereichen. Dafiir spricht ebenfalls das Fehlen der Mutation im
getesteten Kollektiv von Afrikanern, was sie evolutionsgenetisch interessant macht.
Durch die Tatsache, dass beide SNPs bisher noch nicht beschrieben wurden und
dass ihr Auftreten nach den Ergebnissen dieser Arbeit sehr selten ist, lief}en sich

zwei Fragestellungen ableiten:

1. kann der SNP A(-43)G im Promotor bei Tridgern des Minorallels zu einer Alte-
ration der GRK2-Expression fithren und somit GRK2-assoziierte Erkrankungen
beeinflussen oder auch bedingen, indem er die Bindungsstellen von Transkripti-

onsfaktoren verandert?

2. hat der in der 3'UTR identifizierte SNP Auswirkungen auf das Bindungsver-
halten endogener miRNA bzw. spezifischer Enhancer oder Silencer, die ihrerseits
die Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene regulieren bzw. die Promotor-

Aktivitat beeinflussen?
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Die Beeinflussung des Promotors und der 3 UTR durch den jeweiligen SNP wurde
anhand des Proteinbindungsverhaltens (3.2) sowie der getesteten Promotor-Ak-
tivitat mittels Luciferase-Assay (EMSA) untersucht. Die Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren wurde mittels der etablierten Methode des EMSAs nachgewiesen
ohne dabei genauere Untersuchungen zu der Spezifitit des Transkriptionsfaktors
anzustellen. Aufgrund der Moglichkeit gewebsspezifischer Expressionsprofile des
GRK2-Gens wurde der EMSA in zwei Zellsystemen durchgefithrt. Neben den ubi-
quitar in jedem Zelltyp exprimierten Transkriptionsfaktoren gewéhrleisten die
zell- bzw. Gewebsspezifischen Transkriptionsfaktoren die charakteristische Aus-
stattung der Zelle mit zellspezifischen Proteinen'*>. Die Promotor-SNPs A(-1138)
G und C(-1095)T zeigten hier keine messbaren Ergebnisse, was ihre Bedeutung fiir
eine Beeinflussung der GRK2-Expression als sehr gering einstufen lasst. Im Ge-
gensatz dazu stehen die Ergebnisse der Untersuchungen zu den SNPs A(-43)G und
A(+19,410)G. Der Promotor SNP A(-43)G zeigte im Proteinbindungsverhalten so-
wohl fiir das A-Allel als auch fiir das G-Allel eine spezifische Bindung (- Abb.17). Die
Bandenhohe beider spezifisch gebundener Sonden ist identisch, was auf die Bin-
dung derselben oder gleich grofler Transkriptionsfaktoren schliefien lasst. Hier fallt
jedoch auf, dass die Bindung an die G-Allel-Sonde ungleich starker ist, als die der
A-Allel-Sonde. Dies spricht fiir eine starkere Bindung der Transkriptionsfaktoren
an das G-Allel. Dies wird zudem im durchgefiihrten Luciferase-Assay (- Abb. 20 B)
sichtbar. Hier ist anzumerken, dass die Andeutung einer héheren Promotor-Akti-
vitdt bei Tragern des G-Allels im HEK293-Zellsystem (24 Stunden Wert) deutlich
wird. Es stellt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Aktivitaten
der Allele dar.

Im A 10-Zellsystem gehen die Ergebnisse des EMSA ebenfalls mit den Ergebnis-
sen des Luciferase-Assays einher. Es zeigte sich im EMSA unter Verwendung von
A10-Zellkernextrakten keine Bindung von Transkriptionsfaktoren an Allel-spezi-
fische-Sonden. Gleichzeitig sind in diesem Zellsystem auch keine Allel-abhdngigen
Aktivitatsunterschiede im Promotor zu erkennen (- Abb. 20 C). Die Ergebnisse der
Untersuchungen zum Proteinbindungsverhalten lassen sich somit in Einklang mit
den Ergebnissen des Luciferase-Assay bringen, wobei gezeigt werden konnte, dass

die G-Allel-Variante des A(-43)G-SNP zu einer geringgradig stirkeren Bindung
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von Protein fithrt. Dies kann eine mogliche Erklarung fiir die andeutungsweise
stirkere Promotor-Aktivitdt im HEK293-Zellsystem sein. Aufgrund der fehlenden
Signifikanz stellen diese Ergebnisse zundchst nur eine Tendenz dar, die bei Trigern
des G-Allels eine erhohte GRK2-Promotor-Aktivitdt und somit eine hohere Ex-

pression des Gens erwarten ldsst.

Der 3'UTR-SNP A(+19,410)G zeigte in den durchgefiihrten funktionellen Un-
tersuchungen sowohl unter steady-state, als auch unter Substanzstimulation keine
Genotyp-abhingigen Unterschiede. Es konnte jedoch ein deutlicher Aktivitatsun-
terschied zwischen getesteten Zellsystemen beobachtet werden. Die Gesamtaktivi-
tat im A 10-Zellsystem ist um den Faktor 10 niedriger als im HEK293-Zellsystem.
Dies konnte mit einer unterschiedlichen Zusammensetzung von miRNAs oder
Silencern in den Zellsystemen zusammenhéngen. Ebenfalls féllt auf, dass die Akti-
vitdt der Konstrukte im Zeitverlauf von 6 zu 24 Stunden zunimmt (- Abb. 21 C und
D). In allen durchgefiihrten Untersuchungen zur Funktionalitit dieses SNPs fallt
auf, dass beide Konstrukte immer eine niedrigere Aktivitit gegeniiber des pMIR
Vektors aufweisen (- Abb. 21). Dies spricht fiir eine Regulierung der 3' UTR durch
Silencer oder miRNAs, die die Aktivitdt negativ regulieren. Der fiir diesen SNP
durchgefithrte EMSA mit HASM-Zellkernextrakten zeigt eine spezifische Bindung
von Protein fiir das A-Allel. Dabei handelt es sich um sehr kleine Proteine, da sie
sich unterhalb der unspezifischen Banden befinden. Aufgrund dessen konnte es
sich hierbei, um die Bindung von miRNAs handeln, die ebenfalls sehr kleine Mo-

lekile darstellen.
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5.2.

Untersuchungen zum GRK5-Promotor

Die durchgefiihrten Untersuchungen zum GRK5-Promotor zeigten zundchst eine
hohere Aktivitit im A 10-Zellsystem. Die Aktivitit der Konstrukte stellte sich
im Vergleich zum HEK293-Zellsystem um den Faktor 6 héher dar (- Abb. 27 und
28). Diese Beobachtung geht auch mit Literaturangaben einher, wobei die GRK5-
Expression in Herzmuskelzellen am hochsten ist*?. Unabhingig vom Zellsystem
konnte die Aktivitaitsabnahme des -427 Promotor-Konstrukts beobachtet werden.
Fir die Gesamt-Promotor-Aktivitdt kann somit der Sequenzabschnitt zwischen
Position -810 und -427 als entscheidend definiert werden. An diesen Abschnitt
scheinen also Transkriptionsfaktoren zu binden, die die Promotor-Aktivitat hoch-
regulieren. Die Sequenz von Position -427 bis zum ATG scheint damit wenig Ein-

fluss auf die Gesamt-Promotor-Aktivitit auszuiiben.

Eine Stimulation des Promotors mit Angiotensin II bewirkte unabhéngig vom
Zellsystem HEK293 (p=0,0005) und A10 (p=0,0103) einen Anstieg der Basalakti-
vitdt. Angiotensin II stimuliert AT1 Rezeptoren, die Substrate der GRK5 darstellen.
Daher gehen diese Beobachtungen mit der Literatur einher, die in vorrangegange-
nen Arbeiten einen Anstieg der GRK5-Expression bei Angiotensin II Stimulation
beobachten konnte**'*’. Zusammen mit den Ergebnissen zu GRK5-Deletionskon-
strukten, kann der Riickschluss auf die Bedeutung der Promotorsequenz von Posi-

tion -810 bis -427 gezogen werden, an die Enhancer zu binden scheinen.

Kopplungsanalysen zu den identifizierten Promotor-SNPs ergaben drei Haploty-
pen des GRK5-Promotors: ATT, GCC und ACC. In Abhingigkeit vom Haplotyp
zeigten sich im HEK293-Zellsystem (- Abb. 39) Unterschiede in der Promotor-Ak-
tivitat (p=0,0083). Das Konstrukt mit dem Haplotyp ATT erreichte die hochste
Aktivitat. Hingegen erreichte das Konstrukt mit den Haplotyp ACC die niedrigste
Aktivitat. Dies war sowohl unter Basalbedingungen (FKS) als auch bei der Stimu-
lation mit Forskolin (p= 0,005) und Angiotensin II (p=0,004) zu detektieren. Diese
Beobachtung verdeutlicht den Einfluss der Haplotypen auf die Promotor-Aktivi-

tait und die GRK5-Expression. Unter I1-8-Stimulation kam es zu einem Anstieg
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der Aktivitit des ATT-Konstrukts (p=0,0058), wobei die Aktivitit des GCC- und
ACC-Konstrukts unbeeinflusst blieb. Der Einfluss von I1-8 auf diesen Genotyp des
GRKS5-Promotors ist im Hinblick auf die GRK5-Expression bei einer Sepsis inter-
essant. Arraes et.al."* untersuchten den intrazellularen Mechanismus, der bei Sep-
sis-Patienten neutrophile Granulozyten an der Migration hindert. Dabei zeigten
die Patienten u.a. eine erhohte II-8- und TNF-a-Konzentration, die mit einer er-
hohten GRK5-Expression in neutrophilen Granulozyten einhergeht. Die Untersu-
chung der Haplotypen im A 10-Zellsystem zeigte zunachst eine um den Faktor 100
hohere Basalaktivitat. Diese sehr hohe Grundaktivitdt konnte ein Grund fiir die
fehlenden Aktivitdtsunterschiede zwischen den Haplotypen sein. Eine Stimulation
mit TNF-a zeigte eine niedrigere Aktivitit des ACC-Haplotyps (p=0,0079), was

diesen ebenfalls in Hinblick auf die Arbeit von Arraes et.al.'** interessant macht.

Das Proteinbindungsverhalten der untersuchten Haplotypen lasst sich mit den im
Luciferase-Assay beobachteten Ergebnissen vergleichen. Es zeigten sich fiir beide
Allele der SNPs A(-1437)G und C(-1435)T deutliche Proteinbindungen, die sich
im EMSA als nicht Genotyp-spezifisch darstellten (= Abb. 44). Jedoch besteht eine
Genotyp-abhingige Proteinbindung fiir den SNP C(-678)T, der das dritte Allel
des Haplotyps darstellt. Hier ist fiir das C-Allel eine Doppelbande im EMSA mit
HEK293-Zellkernextrakten zu erkennen, die bei der T-Allel-Sonde nicht zu identi-
fizieren ist (- Abb. 45). Diese zusitzliche Bindung von Protein an die C-Allel-Sonde
konnte unter Einbeziehung der Ergebnisse aus dem Luciferase-Assay auf eine Bin-
dung spezifischer Silencer deuten, da die Haplotypen GCC und ACC, eine signifi-
kant niedrigere Aktivitat zeigten als das ATT-Konstrukt. Dies wurde ebenfalls im
HEK293-Zellsystem beobachtet. Die erhohte Promotor-Aktivitit des AT T-Haplo-
typs im Vergleich zum GCC und ACC-Haplotyp fiihrt zu einer erhohten Expressi-
on der GRKS. Ein Anstieg der GRK5-Expression fiithrt bei einer langanhalteneden
Aktivierung des SNS, wie bei einer KHK, zu einer erhéhten Desensibilisierung von
B-Rezeptoren'®*. In diesem Zusammenhang konnte bereits die Bedeutung der
GRKs fiir die Entwicklung und Progression einer Herzinsufhizienz bewiesen wer-
den'®***3, Bei ACVB-Operationen ist die Desensibilisierung zusatzlich gesteigert
und macht perioperativ haufig den Einsatz positiv inotrop wirkender Pharmaka

notwendig. Die Regulation der GRK5-Expression hat daher aktuelle Bedeutung.
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Eine Genotypisierung der Patienten konnte eventuell dabei helfen, das Risiko fiir
den Einsatz positiv inotrop wirkender Pharmaka einzuschitzen. Patienten mit
dem Haplotyp ATT wiren demnach einem groferen Risiko ausgesetzt mit positiv
inotrop wirkenden Pharmaka behandelt werden zu miissen, als Patienten mit dem
Haplotyp GCC oder ACC. Ebenso ist ein moglicher Therapieansatz in Hinblick auf
die Transkriptionsfaktorbindungsstelle zur Diskussion zu stellen. Somit koénnten

Transkriptionsfaktorbindungsstellen je nach Genotyp inhibiert werden.

5.3.
Uberblick zur miR-1, miR-133 und miR-208-Expression

in verschiedenen Geweben

Die Expression genannter miRNAs in den untersuchten Geweben ist identisch zu mit
den Angaben aus der Literatur. Die sog. myomiRs miR-1 und miR-133 wiesen im Ske-
lettmuskel der Ratte die hochste Expression in den getesteten Geweben auf, wie be-
reits von mehreren unabhingigen Arbeitsgruppen dargestellt (= vgl. Abb. 48). Zudem
zeigte sich im Vergleich der miRNA-Expression (miR-1 und miR-133) ein nahezu
identisches Expressionsmuster. Dies ist durch die gemeinsame Transkription dieser
miRNAs zu erklédren, die durch denselben Promotor in einer bicistronischen Einheit
transkribiert werden. Die miR-208 ist in den untersuchten Geweben nicht zu detek-

tieren, was die in der Literatur beschriebene Herzspezifitit dieser miRNA verifiziert.

Die miRNA-Quantifizierung in Herzgewebe zeigte geringgradige Unterschiede in
der miR-1- und miR-133-Expression. Dies ist durch die Beeinflussung der Expressi-
on durch unterschiedliche Transkriptionsfaktoren zu erkldren. Beide miRNAs wer-
den zwar von einer bicistronischen Einheit transkribiert und teilen sich einen Pro-
motor, jedoch kann es durch Bindung sog. upstream Enhancer zu einer selektiven
Expression der miR-1 bzw. miR-133 kommen. Diese Enhancer sind miR-1- spezifisch
und fithren zu dessen selektiver Expression. Dies erklart geringfiigige Abweichun-
gen in deren Expression. Fiir eine gemeinsame Transkription spricht die Korrelation

(p=0,0004) der relativen miRNA-Expressionen (> Abb. 50, B).
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Bei den Untersuchungen zur miR-208-Expression in Herzgewebe fillt auf, dass
deren Konzentration weitaus geringer ist, als die der miR-1 und miR-133. Die
miR-208 ist ab einem Ct-Wert von 28 quantifizierbar, wohingegen miR-1- und
miR-133-Konzentrationen bereits ab einem Ct-Wert von 19 zu detektieren sind.
Der Grund fiir diese im Vergleich deutlich niedrigere Konzentration dieser herz-
spezifischen miRNA kann in der kurzen Halbwertszeit (HWZ) der miR-208 lie-
gen’”. Die mature Sequenz, die mittels der angewendeten Assays detektiert werden
soll, wird in der Literatur mit einer sehr kurzen HWZ beschrieben, weshalb deren
Konzentration in untersuchtem Herzgewebe in Relation zur miR-1 und miR-133

gesetzt werden muss.

5.4.
Assoziation klinischer Herz-Kreislaufparameter und

mikroRNA-Expression

In den vergangenen Jahren konnten bereits viele kardiologische Erkrankungen von
unabhingigen Arbeitsgruppen in ihrer Atiologie und Progression mit miRNA-
Expression in Zusammenhang gebracht werden. Bisher wurde jedoch noch keine
Assoziation zu ischamisch bedingten Herzerkrankungen, wie etwa bei ACVB-Pati-
enten, untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten eine Assoziation klinischer
Parameter der Herzinsuffizienz zur Expression kardial relevanter miRNAs identifi-
zieren. Die Korrelation der miRNA-Expression in Herzgewebe von ACVB-Patien-
ten zeigte sich in drei voneinander unabhéngigen Parametern der Herzinsuffizienz.
Zum einen in der anamnestisch erfassten NYHA-Klassifizierung und in der labor-
diagnostisch erfassten NT-proBNP-Konzentration, als auch in zwei Parametern der
klinischen Himodynamik (PCWP, PAP). Fiir die hier untersuchten miRNAs zeig-
ten sich unterschiedliche Assoziationen zu diesen Parametern. Die Korrelation der
miRNA-Expression mit der NYHA-Klassifizierung stellte sich fiir die miR-133 als
signifikant (p=0,0045) dar. Patienten in NYHA-Stadium I und II zeigten konsequent
eine hohe miR-133-Expression. Bei Patienten in NYHA-Stadium IIT und IV konnte
nur eine sehr geringe miR-133-Expression detektiert werden (- Abb. 51 B). Ebenfalls

konnten hohe NT-proBNP-Konzentrationen im Blut mit der miR-133-Expression
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assoziiert werden. Hier zeigten Patienten mit hohen NT-proBNP-Spiegeln >1800
pg/ml eine deutlich niedrigere miR-133-Expression, als Patienten mit einer nied-
rigen NT-proBNP-Konzentration (p=0,0131), (->Abb. 51, A). Interessanterweise
konnte eine Korrelation zur miR-1-Expression und den untersuchten Parametern
nicht beobachtet werden. Im Falle der miR-208 konnte eine Tendenz der miRNA-
Expression und den Parametern NYHA-Klassifizierung und BNP-Konzentration
beobachtet werden. Eine Anderung der miR-208-Expression scheint erst bei stirke-
ren Beeintriachtigungen der Herzleistungskraft beeinflusst zu werden. Hier zeigten
lediglich Patienten in NYHA-Stadium III und IV eine niedrigere miR-208-Expres-
sion, die jedoch nicht signifikant ist (p=0,063). Ahnlich stellt sich die Expression bei
Betrachtung der BNP-Spiegel dar. Erst bei BNP-Konzentartionen >1800pg/ml lief3
sich auch eine deutliche Senkung der miR-208-Expression beobachten (p=0,053),
(- Abb. 51 C und D). Anderungen der miR-208-Expression scheinen somit erst ab ei-
nem hoheren Grad der Herzinsuflizienz detektierbar zu sein. In einem zusétzlichen
bildgebenden Verfahren (RNase protection Assay) konnten diese Ergebnisse veri-
fiziert werden. Auch hier zeigten Patienten in NYHA-Stadium I und II eine hohe
miR-133-Expression und vice versa. In Bezug auf die miR-208-Expression, werden
die Ergebnisse unterstiitzt. Auch hier ist die Expression in NYHA-Stadium III und
IV deutlich herabgesetzt. Die Expression der miR-133 und miR-208 stellt sich nach
diesen Ergebnissen als umgekehrt proportional zum Grad der Herzerkrankung dar.
Die Expression der miR-1 scheint aufgrund fehlender Korrelation wenig Einfluss
auf den Verlauf ischdmisch bedingter Herzerkrankungen zu haben. Patienten mit
deutlichen Symptomen der Herzerkrankung weisen somit niedrige miR-133- und
miR-208-Expression auf. Patienten mit geringen Symptomen der Herzerkrankung
zeigen dagegen eine hohe Expression der miR-133 und miR-208. Die Assoziati-
on zur klinischen Hidmodynamik zeigte ebenfalls eine Korrelation zur miR-133-
und miR-208-Expression. Im Falle der miR-133 korreliert sowohl ein hoher PAP
(p=0,018) als auch ein pathologischer PCWP (p=0,022) mit einer niedrigen miR-
133-Expression. Die miR-208-Expression dagegen korreliert mit einem erhéhten
PCWP (p=0,046). Eine Korrelation zum PAP konnte nicht beobachtet werden.
Der Grund dafiir kénnte in der zusitzlichen Beeinflussung des PAP durch pulmo-
nale Parameter liegen. Zudem scheint die miR-208-Expression, wie schon in der

Korrelation zu BNP-Konzentrationen gezeigt, erst ab einem bestimmten Grad der
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Herzerkrankung negativ reguliert zu werden, so dass eine Senkung ihrer Expression
eventuell erst durch eine deutlichere Zunahme der pulmonalarteriellen Driicke be-
einflusst wird. Ein Anstieg himodynamischer Driicke, die eine Uberbelastung des
Herzens anzeigen, gehen also mit einer niedrigen miR-133-Expression und im Fal-
le eines Anstiegs des PCWP auch mit einer niedrigen miR-208-Expression einher.
Diese Ergebnisse zeigen erstmalig eine Korrelation kardial-relevanter miRNAs und
einer ischamisch bedingten Herzerkrankung und gibt einen Uberblick der miRNA-
Expression in unterschiedlichen Stadien der Herzinsuffizienz. Die miR-133- und
miR-208-Expression nimmt in der Progression der Erkrankung ab. Des Weiteren
ist eine niedrige miR-133- und miR-208-Expression mit einer herabgesetzten kardi-
alen Leistungskraft assoziiert, wohingegen keine Assoziation zur miR-1-Expression
besteht. Dies ist interessant, da eine deutliche Korrelation zwischen der Expression
der miR-133 und miR-1 besteht (- Abb. 50, B). Ein Grund fiir diese fehlende As-
soziation der miR-1-Expression zur Herzinsuffizienz kann in der Beeinflussung
unterschiedlicher Zielgene der miR-1 und miR-133 liegen. Daher ist eine Zielge-
ne-Identifizierung fiir die jeweilige miRNA von Bedeutung. Des Weiteren werden
miRNAs als prognostische oder diagnostische Marker postuliert. In diesem Falle
wiirden die miR-133 und miR-208 als Marker fiir eine fortgeschrittene Herzinsuffi-
zienz diskutiert werden. Ein in Zukunft therapeutischer Einsatz von miRNAs setzt
eine genaue Identifizierung der spezifischen Zielgene voraus. Ferner konnten Hin-
weise auf mogliche Zielgene der miRNAs entscheidend fiir die Risikoabschitzung

einer Herzerkrankung oder deren Prognose sein.

5.5.
Identifizierung potentieller Zielgene der miR-1,
miR-133 und miR-208

Nach einer In-silico-Analyse potentieller Zielgene, fiir die in dieser Arbeit un-
tersuchten miRNAs, konnte eine Assoziation zwischen miRNA-Expression und
mRNA Quantitdt spezifischer Gene in Herzgewebe von ACVB-Patienten nachge-
wiesen werden. Diese Ergebnisse geben wichtige Hinweise fiir eine Regulierung

der Gene durch herzspezifische miRNAs. Es konnte fiir die miR-1 eine starke Kor-
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relation (p=0,0001) zur GRK5-mRNA-Expression beobachtet werden (- Abb. 58),
die mit der Zielgenvorhersage iibereinstimmt. Der sprunghafte Anstieg der GRK5
mRNA ist hier von besonderem Interesse. Hier scheint es in Herzgewebe mit nied-
riger miR-1-Expression (Ct=22) zu einer deutlichen Zunahme der GRK5-mRNA
zu kommen. Eine hohere miR-1-Expression (Ct<22) geht dagegen mit sehr nied-
riger GRK5-Expression einher. Zusammen mit der In-silico-Analyse zeigen diese
Ergebnisse eine mogliche Regulierung der GRK5 durch die miR-1 an. Dies miisste
fiir eine eindeutige Identifizierung der GRK5 als Zielgen jedoch in Co-Transfekti-
onsversuchen verifiziert werden. Dabei wird die entsprechende miRNA direkt in
Zellen transfiziert und anschlieflend wird die mRNA-Konzentration des jeweiligen
Gens mit und ohne miRNA-Transfektion detektiert. Sinkt die mRNA-Konzentra-
tion nach Co-Transfektion der miRNA unter den Vergleichswert, ist von einer Re-
gulierung des Gens durch die transfizierte miRNA auszugehen. Eine Regulierung
der GRK5 durch die miR-1 wire fiir den Verlauf einer Herzinsuffizienz von gro-
ler Bedeutung, denn es konnte bereits gezeigt werden, dass die GRK5-Expression
bei einer Uberbelastung des Herzens ansteigt. Eine Regulierung durch die miR-1
konnte wichtige Aussagen iiber die Prognose und das Ansprechen auf eine Thera-
pie zulassen. Falls ein Patient eine hohe miR-1-Expression zeigt, konnte von einer
herabgesetzten GRK5-Expression ausgegangen werden. Dies wiederum wiirde eine
hoéhere Dichte an -Rezeptoren bedeuten und ein verbessertes Ansprechen auf
eine Therapie. Des Weiteren konnte eine Korrelation zur miR-1-Expression und
GNAi2-Expression beobachtet werden (p=0,006) (- Abb. 58). Auch hier geht eine
hohe GNAi2-Expression mit einer niedrigen miR-1-Expression einher. GNAi2-
wurde bereits in Zusammenhang mit einer Suppression von -Rezeptoren in Kar-
diomyozyten gebracht. Eine Uberexpression von GNAi2 bewirkte eine herabge-
setzte Signalweiterleitung bei p-Rezeptoraktivierung bei einer Herzisuffizienz'®.
Der Grund fiir eine GNAi2-Uberexpression bei einer Herzinsuffizienz konnte je-
doch noch nicht bestimmt werden. Die Identifizierung des GNAi2 als Zielgen fiir
die miR-1 wire eine mdogliche Erkldrung. Bei einer verminderten Expression der
miR-1 wiirde es zu einer Uberexprimierung des GNAi2 kommen. Eine vermin-
derte Expression der miR-1 konnte bereits bei der dilatativen Kardiomyopathie
und bei der Aortenstenose beobachtet werden®. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich

bei einer hohen Expression der miR-133. Diese korrelierte mit einer herabgesetz-
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ten RGS4-(p=0,011) und ADRA1-(p=0,024) Expression. RGS-Proteine besitzen
eine besondere Bedeutung fiir die kardiale Funktion. Sie aktivieren die GTPase
und beeinflussen so die GPCR-Signalkaskade'*®. Es konnte gezeigt werden, dass
die RGS4-Expression sowohl im Tiermodell bei einer Herzhypertrophie als auch
bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie erhéht ist>”'*®. Zudem wur-
de eine posttranskriptionelle Regulation postuliert. Gleichzeitig konnte in Bezug
auf die miR-133-Expression eine herabgesetzte Expression der miR-133 bei der
Herzhypertrophie beobachtet werden’"”>!*°. Diese Ergebnisse wiirden somit eine
Regulierung des GNAi2-Gens durch die miR-133 unterstiitzen. Eine Korrelation
mit dem RGS4-Gen wurde in dieser Arbeit auch mit der Expression der miR-208
beobachtet (p=0,003). Eine hohe miR-208-Expression geht hier ebenfalls mit ei-
ner Abnahme der RGS4-Expression einher. Dies verdeutlicht den Einfluss von
miRNAs auf ein gesamtes Gen-Netzwerk, da eine Vielzahl von miRNAs ein Gen,
aber auch mehrere Gene von einer miRNA reguliert werden konnen. So kann auf
komplexe Weise der Krankheitsphdanotyp modifiziert werden. Ein weiteres poten-
tielles Zielgen konnte fiir die miR-133 identifiziert werden, welches eine besondere
Bedeutung in Hinblick auf eine Hypertension besitzt und somit entscheidend ist
tiir die Entlastung des Herzenz bei einer Insuffizienz. Es handelt sich hierbei um
das Gen ADRA1, welches fiir a -Rezeptoren kodiert. Auch hier wurde eine hohe
miR-133-Expression mit einer niedrigen ADRAI-Expression assoziiert (p=0,024).
Eine Regulierung des ADRAI durch die miR-133 wiirde die in der Literatur be-
schriebene, modulatorische Rolle der miR-133 bei der Herzhypertrophie erklédren.
Wie bereits erwdhnt konnte ein Abfall der miR-133-Expression bei einer Hyper-
trophie belegt werden. Bei der Entstehung einer Hypertrophie spielt u.a. der peri-
phere Wiederstand eine Rolle, der vornehmlich iiber a -Rezeptoren reguliert wird.
Als Zielgen der miR-133 wiirden bei niedriger miR-133-Expression also vermehrt
a,-Rezeptoren exprimiert werden, da eine negative Regulation durch die miRNA
herabgesetzt wire. Dies erhoht den peripheren Widerstand und beschleunigt die
Pathogenese der Erkrankung. Die Korrelation der miR-208-Expression mit der des
BNP-Gens (NPPB) ist in dieser Arbeit von besonderem Interesse, da die Korrela-
tion durch die Ergebnisse der klinischen Assoziation mit der miR-208-Expression
belegt werden. Auch hier zeigte sich bei einer hohen miR-208-Expression eine er-

niedrigten BNP-Expression (p=0,001). Dies zeigte sich zudem im RNase protec-
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tion Assay, sowie in der Korrelation zur BNP-Konzentration im Blut. Des Weiteren
wurde in der Literatur eine wichtige Funktion der miR-208 bei miR-208-Knockout-
Tieren beschrieben. Bei diesen Tieren wurde eine starke Hochregulierung des BNP
beobachtet®. Eine Regulation des NPPB durch die miR-208 ist nach den Ergebnis-
sen dieser Arbeit als sehr wahrscheinlich zu betrachten, so dass eine experimen-
telle Validierung von grossem Interesse wire. Dies konnte in Co-Transfektionsver-

suchen validiert werden.

5.6.

Relevanz der Ergebnisse fiir die Veterindrmedizin

Die Herzinsufhizienz stellt sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedi-
zin eine bedeutende Erkrankung dar, die sich in ihrer Manifestation zwischen den
Organismen Mensch und Tier vergleichen ldsst. Ebenso zeigt sich ein nahezu iden-
tischer Pathomechanismus bei der Ausbildung einer Herzinsuffizienz. Die Haufig-
keit kardialer Erkrankungen bei Hund und Katze machen die Ergebnisse dieser Ar-
beit auch fiir die Veterindrmedizin interessant. Bei 8 % der Hunde ist eine kardiale
Erkrankung Todesursache®. In dieser Arbeit wurden zwei bedeutende Aspekte in
Zusammenhang mit Herzinsuflizienz untersucht. Zum einen deren Beeinflussung
durch GRKs zum anderen miRNAs. GRKs besitzen aufgrund ihrer Regulierung
von [B-Rezeptoren eine besondere Bedeutung bei der Entstehung und Progression
der Herzinsuffizienz. Auch bei Hunden mit experimentell erzeugter Herzinsufhi-
zienz konnte eine Abnahme der 3-Rezeptordichte (nicht differenziert nach B, und
B,) nachgewiesen werden'''. Ferner wurde eine selektive Abnahme der kardialen

12 sowie

B,-Rezeptoren bei Hunden mit natiirlich erworbener DCM nachgewiesen
eine Desensiblisierung von 3 -Rezeptoren'". Die Regulierung der $-Rezeptoren er-
folgt auch hier durch GRKs. Bei Hunden konnte der Zusammenhang einer Herzer-
krankung mit einem Anstieg der GRK2-Aktivitit beobachtet werden'*. Aufgrund
der starken Rassedisposition der DCM bei groflen Hunderassen wire es sehr inter-
essant zu untersuchen, ob genetische Varianten des Promotors (SNPs) des caninen
GRK2- und GRK5-Gens einen Einfluf} auf die GRK-Aktivitdt besitzen und somit

die Progression einer Herzinsufhizienz beeinflussen konnen. Bisher gibt es jedoch
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keine Untersuchungen zu SNPs im GRK2- oder GRK5-Promotor beim Tier. Die in
dieser Arbeit neu identifizierten SNPs A(-43)G im Promotor des GRK2-Gens und
A(+19,410)G in der 3' UTR zeigen ein seltenes Auftreten in verschiedenen Ethnien
(->Tab. 7) was fiir eine enge Regulation der GRK2 spricht. Die Sequenz der Gene
ist unter den Spezies in hohem Maf3e konserviert (- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/si-
tes/entrez?zcmd=Retrieve&db=homologene&dopt=HomoloGene&list_uids=1223). Die iden-
tifizierten SNPs konnten durch eine Sequenzierung des GRK2-Gens im caninen
Genom auf ihre Hiufigkeit getestet werden, wobei bei einer Validierung die Ergeb-
nisse zu diesen SNPs iibertragen werden konnten. Ahnliches trifft auf Ergebnisse
der Untersuchungen zum GRK5-Gen zu. Um die jeweiligen Ergebnisse tibertragen
zu konnen, ist eine Haplotypanalyse des caninen GRK5-Promotors durchzufiihren.
Da es sich bei der GRK2 und GRK5 um homologe Proteine mit identischer Funk-
tion in Sdugerorganismen handelt, kann von einer deutlichen Ubereinstimmun-
gen in der Beeinflussung der GRKs durch Pharmaka ausgegangen werden, weshalb
auch die Ergebnisse der Stimulationsversuche eine Bedeutung fiir die Veterinar-

medizin besitzen.

Bislang wurden in der Veterindrmedizin nur wenige Studien zu kardialen miRNAs
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zur miRNA-Expression in verschiedenen Geweben
besitzt speziestibergreifende Bedeutung fiir die gewebsspezifische Expression der
miR-1, miR-133 und miR-208 (= Abb. 48). In Bezug auf porcine miRNAs konnte
bereits herausgestellt werden, dass die miRNAs miR-1, miR-133 und miR-208 auch

beim Schwein herzspezifische miRNAs darstellen'*.
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Weiterhin sind die Ergebnisse zur Assoziation der miRNA-Expression und klini-
schen Herz-Kreislaufparametern von veterinairmedizinischem Interesse. Die klini-
sche Symptomatik der ACVB-Patienten kann mit der einer DCM bei Hunden ver-
glichen werden. Die DCM stellt die zweithaufigste kardiale Erkrankung beim Hund
dar'®. Auch bei einer DCM durchlaufen die Hunde unterschiedliche Stadien der
Herzinsuffizienz, wobei die Atiologie bei einem Grofiteil der Patienten eine andere
ist. Pathologische Verdnderungen der Koronargefifle stellen bei Hunden eine eher
seltene Erkrankung dar. Im Allgemeinen haben arteriosklerotische Veranderungen
der Koronargefif3e bzw. eine chronische KHK bei Tieren nur eine sehr geringe kli-
nische Bedeutung. Studien zur Arteriosklerose wurden beim Hund durchgefiihrt,
wobei im Rahmen einer Autopsie eine systemische Arteriosklerose bei 21 Hunden
in einem Zeitraum von 13 Jahren diagnostiziert wurde. Histologische Untersuchun-
gen stellten Infarktareale im Myokard fest'®. Weitere Studien an Hunden konnten
dhnliche Verinderungen feststellen unter anderem auch Verdnderungen an den
Koronararterien'®. Um die Korrelation der miRNA zu NYHA-Stadien (- Abb. 51)
zwischen den Spezies vergleichen zu kénnen, wurde die in dieser Arbeit verwandte
NYHA-Klassifizierung der ISACHC gegeniiber gestellt (- Tab. 2)'*°. Ebenfalls stellt
das Ergebnis der Korrelation der BNP-Konzentration zur miR-208 fiir die Vete-
rindrmedizin ein interessantes Ergebnis dar. Entsprechend den Erfahrungen aus
der Humanmedizin konnten bei Hunden sowohl in experimentellen Studien'* als
auch bei Tieren mit natiirlich erworbenen Herzerkrankungen'**"*! erh6hte Spiegel
von natriuretischen Peptiden nachgewiesen werden>'**. Auch hier gehen erhohte
BNP-Spiegel mit der Ausbildung einer symptomatischen DCM oder CVHD ein-
her?t1+1% - Auflerdem korrelieren diese mit dem klinischen Schweregrad der Er-
krankung'. Zudem zeigt sich die Sequenz der miR-208 zwischen Mensch und
Hund zu 100 % identisch (- Tab. 1). Weiterfiihrende Untersuchungen zur Regulation
des NPPB durch die miR-208 wiéren von aktueller Bedeutung fiir die Veterindrme-

dizin.

Die Korrelation der miRNA-Expression zum PAP und PCWP ist nur bedingt auf die
Veterindrmedizin zu iibertragen. Zwar ist bei einer Herzinsuffizienz auch beim Hund
von einem Anstieg des PAP und des PCWP auszugehen, jedoch erfolgt die Messung

dieser himodynamischen Driicke unter Praxisbedinungen kaum. Eine experimentelle



DISKUSSION 152

Validierung wire hier angezeigt und in Korrelation zur miRNA-Expression zu setzen.
Die Zielgenidentifizierung der untersuchten miRNAs ist in Hinblick auf die Ras-
sepradisposition der DCM von besonderem Interesse. Von der DCM sind haufiger
mittelgrofle und grofle Hunderassen wie Irish Wolthound, Dogge, Dobermann,
und Boxer betroffen. Als ursachlich werden u.a. genetische Faktoren diskutiert'”’.
Da eine erhebliche Pradisposition der genannten Hunderassen besteht, ist von ei-
ner dominierenden Rolle der genetischen Faktoren bei der Pathogenese der Er-
krankung auszugehen. Dahingehend kénnten SNPs in der 3' UTR des Zielgens zu
einer Veranderung der miRNA Bindungsstelle fithren und somit eine Regulation
durch die jeweilige miRNA verhindern. Die Folge wire eine erhohte Expression
des Zielgens. Dies konnte je nach Zielgen das Risiko einer DCM erhohen. Tiere
mit Rassepradisposition fiir eine DCM konnten vor dem Zuchteinsatz auf entspre-

chende SNPs getestet werden.

Es handelt sich sowohl bei der Herzinsuffizienz, als auch bei den Untersuchun-
gen zum GRK2- und GRK5-Gen sowie der kardialen miRNAs, um klinische und
in Zukunft vielleicht auch therapeutisch relevante Forschungsgebiete. Ergebnisse
dieser Arbeit konnen zu weiterfiihrenden Studien anregen, die sowohl die miRNA-
Expression betreffen als auch die Identifizierung potentieller Zielgene. In der Ve-
terindrmedizin stellt sich die Frage nach rassebedingten Unterschieden (SNPs) im
GRK2- und GRK5-Promotor und deren 3'UTR sowie in der miRNA-Expression.
Diese Ergebnisse konnten das vermehrte Auftreten der DCM bei grofien Rassen

erklaren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die chronische Herzinsuffizienz stellt eine der haufigsten Erkrankungen in den
Industrieldndern dar. Als Ursache kann in einem Grofiteil der Fille die koronare
Herzerkrankung (KHK) angesehen werden. Bei der Pathogenese der Herzinsufhi-
zienz spielen spezifische Adaptationsmechanismen wie z.B. die Desensibilisierung
von B-Rezeptoren des Herzens eine entscheidende Rolle***°. Sie gehéren zu den
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und werden von G-Protein gekoppel-
ten Rezeptorkinasen (GRKs) reguliert’. Weiterhin stellen sie primare Zielmolekiile

therapeutischer Substanzen dar”.

Die Desensibilisierung von B-Rezeptoren wird vornehmlich durch die GRK2 und
GRKG5 vermittelt>''*3, Da eine Anderung ihrer Expression direkte Auswirkungen auf
das Ausmaf? der 3-Rezeptor-Desensibilisierung hat, kommt der Regulation ihrer Ex-
pression eine besondere Bedeutung zu. Die Expression der GRK-Enzyme wird tiber
den Promotor und die 3 untranslatierte Region (3 UTR) reguliert. Die Promotor-
Aktivitdt kann durch regulatorische single nucleotid Polymorphisms (SNPs) beein-
flusst werden. Eine posttranskriptionelle Genregulation erfolgt u.a. iiber die Bindung

spezifischer mikroRNAs (miRNAs) an die 3° UTR des Gens.

Dariiber hinaus wird seit einigen Jahren wird der Einfluss spezifischer miRNAs auf pa-
thologische Verdnderungen am Herzen diskutiert”*"*°. Hervorzuheben sind hier die
muskelspezifischen miRNAs miR-1, miR-133 und miR-208. Bislang ist jedoch nichts
tiber deren Bedeutung bei ischdmisch bedingter Herzinsuffizienz in Folge einer KHK
bekannt. Aufgrund der Bedeutung der kardialen Expression der GRKs und miRNAs
leiten sich folgende Hypothesen ab, die in dieser Arbeit gepriift wurden:

1) In GRK2- und GRK5-Promotoren existieren regulatorische SNPs, welche die
Expression der GRK-Enzyme beeinflussen.
2) Die Promotoren des GRK2- und GRK5-Gens sind konstitutiv aktiv und

konnen durch spezifische Stimulation weiter induziert werden.
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3) Die GRK5-Expression kann durch Regulation der GRK5-mRNA post-
transkriptionell beeinflusst werden. Dies erfolgt durch miRNAs, die
die mRNA-Konzentration beeinflussen.

4)  Es besteht eine Korrelation kardial exprimierter miRNAs zur GRK2- und
GRKS5-Expression sowie weiteren kardial-exprimierten Genen, die
potentielle Zielgene darstellen kénnen.

5) Die Expression kardial-exprimierter miRNAs ist assoziiert mit klinischen

Parametern der Herzinsuffizienz.

Zu 1) und 2): Der GRK2- und GRK5-Promotor wurde sequenziert und auf regu-
latorische SNPs untersucht. Im Promotor des GRK2-Gens wurden drei SNPs iden-
tifiziert. Die bereits validierten SNPs G(-1138)A (rs10791901) und C(-1095)T
(rs11605263) sowie der bislang nicht beschriebene SNP A(-43)G. Es folgten funk-
tionelle Untersuchungen der SNPs mittels Luciferase-Assay im HEK293- und A10-
Zellsystem. Keiner der SNPs zeigte signifikante Unterschiede in der Beeinflussung
der Promotor-Aktivitét.

Fiir die Charakterisierung des GRK5-Promotors wurden Deletionskonstrukte ge-
neriert. Der Sequenzabschnitt zwischen Position -810 und -427 konnte fiir die
Gesamt-Promotor-Aktivitét als essentiell definiert werden. Eine In-silico-Analyse
identifizierte in diesem Bereich die Familie der human and murine ETSI factors
als mogliche Transkriptionsfaktoren. Eine putative Bindung erfolgt u.a. im Bereich
um die Position -678 des GRK5-Promotors.

Im GRK5-Promotor wurden sechs SNPs identifiziert: A(-1437)G (rs10787929),
C(-1435)T (rs7923896), T(-1091)C (rs1397615), C(-678)T, G(-394)T (rs10886423)
und C(-54)T (rs2230347). Der SNP C(-678)T wurde bisher nicht beschrieben und
ist nicht in der Datenbank verzeichnet. Nach durchgefiihrter Haplotypanalyse zeig-
te sich eine Kopplung folgender SNPs: A(-1437)G, C(-1435)T und C(-678)T mit
den daraus resultierenden Haplotypen ATT (Haufigkeit bei Kaukasiern 58,9%),
ACC (Héufigkeit bei Kaukasiern 40%) und GCC (Haufigkeit bei Kaukasiern 1,1%).
Stimulationsversuche identifizierten den Haplotyp ATT im HEK293-Zellsystem als
Haplotyp mit der hochsten Promotor-Aktivitit (p=0,0083). Ferner konnte bei der
Stimulation mit Forskolin (p=0,005), Angiotensin 1l (p=0,004) und Interleukin-8
(p=0,0058) im HEK293-Zellsystem eine hohere Promotor-Aktivitit des ATT-Ha-
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plotyps im Vergleich zu den Haplotypen ACC und GCC detektiert werden.

Zu 3) und 4): Die mRNA-Expression der GRK2 und GRKS5 sowie weiterer kardial-
relevanter Gene wurde mittels Real-time PCR in Herzgewebe bestimmt und mit
der Expression kardialer miRNAs assoziiert. Signifikante Korrelationen konnten
bei folgenden Genen (Gen:miRNA) identifiziert werden:

GRK2 : miR-133 (p=0,011), GRK5 : miR-208 (p=0,0001), GRK5 : miR-1 (p=0,0001),
NPPB : miR-208 (p=0,001), RGS4 : miR-133 (p=0,011), RGS4 : miR-208 (p=0,003),
ADRALI : miR-133 (p=0,024), GNAi2 : miR-1 (p=0,006).

Zu 5): Es wurde die Expression der miR-1, miR-133 und miR-208 in Herzgewe-
be von KHK-Patienten detektiert und eine Korrelation mit klinischen Parametern
der Herzinsuffizienz untersucht. Die miR-1-Expression zeigte keine signifikan-
ten Assoziationen mit klinischen Herzinsuffizienz-Variablen. Im Gegensatz dazu
konnte gezeigt werden, dass die miR-133-Expression mit voneinander unabhingig
erhobenen, klinischen Parametern der Herzinsuffizienz korreliert: der anamnes-
tisch erhobenen New York Heart Association (NYHA)-Klassifizierung (p=0,0045),
der labordiagnostisch gemessenen NT-proBNP-Konzentration (p=0,0131) sowie
dem hdmodynamisch erfassten pulmonary artery pressure (PAP) (p=0,018) und
dem pulmonary artery wedge pressure (PCWP) (p=0,022). Bei diesen Ergebnis-
sen ist eine niedrige miR-133-Expression mit den NYHA-Klassen 1ll und 1V, einer
NT-proBNP-Konzentration >1800 pg/ml sowie erhéhtem PAP und PCWP assozi-
iert. Dies wurde durch das bildgebende Verfahren des RNase protection Assay va-
lidiert. Ahnliche Ergebnisse zeigte die Korrelation der Parameter zur miR-208-Ex-
pression. Auch hier zeigte sich eine Assoziation niedriger miR-208-Expression zu
den NYHA-Klassen 1ll und IV (p=0,063), der NT-proBNP-Konzentration >1800
pg/ml (p=0,053) und einem erhohten PCWP (p=0,046). Es konnte keine Korrela-
tion zum PAP identifiziert werden.

Zusammenfassend zeigte sich bei der Priifung der Hypothesen 1) und 2), dass die
identifizierten SNPs im GRK2-Gen keinen Einfluss auf die GRK2-Promotor-Akti-
vitdt besitzen.

Die Charakterisierung des GRK5-Promotors konnte den Sequenzabschnitt zwi-
schen Position —810 und -427 als essentiell fiir die Promotor-Aktivitit herausstel-

len, die nach In-silico-Analyse eine potentielle Bindungsstelle fiir die Familie der
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human and murine ETSI factors beinhaltet. Diese Gruppe von Transkriptionsfak-
toren konnte bereits mit der Gefdlhypertrophie bei Hypertension in Zusammen-
hang gebracht werden'®*. Diese Sequenz des GRK5-Promotors konnte daher eine
entscheidende Rolle fiir die GRK5-Expression spielen.

In Hinblick auf die bedeutende Funktion der GRK5 bei der Pathologie der Herzin-
suffizienz sowie bei der Pharmakotherapie mit -Blockern, kommt dem neu identi-
fizierten Haplotyp ATT moglicherweise eine entscheidende Bedeutung zu.

Die Testung der Hypothesen 3) und 4) konnte die Bedeutung der miR-1, miR-133
und miR-208 fiir die posttranskriptionelle Genregulation der GRK2 und GRK5
sowie weiterer kardial-exprimierter Gene hervorheben. Die Ergebnisse deuten auf
eine Regulierung dieser Gene durch die jeweilige miRNA. Diese Identifizierung

potentieller Zielgene miisste mittels Co-Transfektion validiert werden.

Hypothese 5) konnte verifiziert werden. Diese Ergebnisse zeigen erstmals eine
Korrelation kardial-relevanter miRNAs zu unterschiedlichen Stadien einer isché-
misch bedingten Herzerkrankung. Eine niedrige miR-133- und miR-208-Expres-
sion ist dabei mit einer herabgesetzten kardialen Leistungskraft assoziiert. Eine
Assoziation zur miR-1-Expression besteht nicht. Ferner stehen miRNAs in der
Diskussion, als diagnostische und prognostische Marker herangezogen werden zu
konnen. In dieser Arbeit konnten die miR-133 und miR-208 als mogliche Marker
tiir die Risikoabschétzung einer Herzinsuffizienz und deren Prognose identifiziert

werden.
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7. SUMMARY

Chronic heart failure (CHF) is one of the most common diseases in industrialized
countries, mainly caused by coronary artery disease (CAD). The adaption of the
circulation system is crucial in the pathogenesis of the disease***’. One of the basic
characteristics is the desensitization of G-Protein Coupled Receptors (GPCRs) no-
tably the f-adrenergic receptor system, which is modulated by G-Protein Coupled
Receptor Kinases (GRKs)*. Moreover, the B-adrenergic receptor system is a primary

target of therapeutic drugs’.

In the heart, the desensitization of B-adrenergic receptors is particularly mediated
by GRK2 and GRK5>'"'**. Thus, the regulation of the expression of these enzy-
mes, which is initiated and modulated by the promoter and 3" untranslated region
(3'UTR), is of utmost importance. The gene expression is affected by complex re-
gulatory mechanisms involving the enzyme expression via the promoter activity as
well as the posttranscriptional regulation of the 3 UTR. The promoter activity can
be influenced by regulatory single nucleotide polymorphisms (SNPs).

The posttranscriptional gene regulation is modulated by microRNAs (miRNAs).
The impact of particular miRNAs on pathological alterations, especially in the heart,
has been a matter of intense research’#"!>% Especially the muscle specific miRNAs
miR-1, miR-133 and miR-208 were distinguished. However, their relevance in ische-

mic heart failure was not yet investigated.

This leads to the following hypotheses, which were tested in this thesis:

1) GRK2 and GRKS5 promoters contain regulatory SNPs that impact on the
expression of the GRK enzymes.

2) 'The GRK2 and GRK5 promoters are constitutively active and can further be
induced by specific stimulation.

3) The GRKS5 expression can posttranscriptionally be influenced by regulation of
the GRK5 mRNA. This is carried out by miRNAs, which impact on the mRNA

concentration.
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4) Thereis a correlation between cardiac expressed miRNAs and GRK2 and GRK5
expression as well as further cardiac expressed genes, which could represent
potential target genes.

5) 'The expression of cardiac expressed miRNAs is associated with clinical

parameters of heart failure.

Regarding to 1) and 2): The GRK2 and GRK5 promoters were sequenced. Three
SNPs were identified in the GRK2 promoter: G(-1138)A (rs10791901) and C(-1095)
T (rs11605263), which have already been validated, as well as the SNP A(-43)G that
had not been described yet. Upon functional analysis of the SNPs via Luciferase As-
say in the HEK293 and A10 cell system and measurement of the promoter activity
of the respective constructs, none of the SNPs showed significant differences in the
promoter activity.

To characterize the GRK5 promoter deletion constructs were generated. The se-
quence region between position -810 and —427 was defined as essential for the ove-
rall promoter activity. An In silico analysis allowed the identification of the group of
“human and murine ETS1 factors” as possible transcription factors with a putative
binding site at position —-678 of GRKS5.

In the GRK5 promoter, six SNPs were identified: A(-1437)G (rs10787929), C(-1435)
T (rs7923896), T(-1091)C (rs1397615), C(-678)T, G(-394)T (rs10886423) and C(-
54)T (rs2230347). The SNP C(-678)T has not been described yet and is not registe-
red in the data base. After conducting a haplotype analysis, a linkage disequilibrium
of the following SNPs was evident: A(-1437)G, C(-1435)T and C(-678)T resulting
in haplotypes AT T (frequency in Caucasians 58,9%), ACC (frequency in Caucasians
40%) and GCC (frequency in Caucasians 1,1%). Stimulation of the haplotype ATT
showed the highest promoter activity (p=0,0083) in the HEK293 cell system. Mo-
reover, the ATT haplotype showed increased activity following Forskolin (p=0,005),
Angiotensin Il (p=0,004) and Interleukin-8 (p=0,0058) stimulation in the HEK293

cell system.

Regarding 3) and 4): The expression of GRK2 and GRK5 mRNAs as well as ad-
ditional cardiac-related genes were measured using real-time PCR and associated

with the expression of cardiac miRNAs in heart tissue. Significant correlations were
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associated for the following gene expressions (Gene:miRNA): GRK2 : miR-133
(p=0,011), GRKS5 : miR-208 (p=0,0001), GRK5 : miR-1 (p=0,0001), NPPB : miR-
208 (p=0,001), RGS4 : miR-133 (p=0,011), RGS4 : miR-208 (p=0,003), ADRALI :
miR-133 (p=0,024), GNAi2 : miR-1 (p=0,006).

Regarding 5): The expression of miR-1, miR-133 and miR-208 in the heart tissue of
CAD patients was correlated with clinical parameters of heart failure.

Analysis relating the miR-1 expression showed no significant associations to clini-
cal parameters of heart failure. In contrast, the miR-133 expression was associated
with clinically independent parameters of heart failure: the New York Heart Asso-
ciation (NYHA) classification (p=0,0045), NT-proBNP concentrations (p=0,0131),
the Pulmonary Artery Pressure (PAP) (p=0,018) and the Pulmonary Artery Wedge
Pressure (PCWP) (p=0,022). A low miR-133 expression, accompanied with pro-
gressive symptoms of heart failure, was validated in a RNase protection Assay. MiR-
208 expression showed similar findings. Patients with NYHA classification lll and IV
showed decreased miR-208 expression (p=0,063), as well as patients with high con-
centrations of NT-proBNP >1800 pg/ml (p=0,053) and increased PCWP (p=0,046).

There was no significant correlation to PAP.

In summary, the examination of hypothesis 1) and 2) showed that the identified
SNPs in the GRK2 gene have no impact on the GRK2 promoter activity. Characteri-
zation of the GRK5 promoter revealed the sequence between position -810 and
-427 being essential for promoter activity. In silico analysis identified the group of
“human and murine ETS1 factors” as potential transcription factors. This group of
transcription factors had already been shown to be related to vascular hypertrophy
during hypertension and could thus play an important role in the regulation of the
GRKS5 expression'®. Haplotype analysis revealed a linkage disequilibrium between
SNPs A(-1437)G, C(-1435)T and C(-678)T resulting in haplotypes ATT, ACC and
GCC. Stimulation assays demonstrated haplotype ATT exhibiting the highest pro-
moter activity compared to haplotypes ACC and GCC.

With regard to the remarkable function of GRKS5 in the pathology of heart failure
and the potential influence of pharmacotherapy with -blockers, the newly identified

haplotype ATT could be of significant relevance.
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The examination of hypothesis 3) and 4) emphasized the relevance of miR-1, miR-133
and miR-208 for the posttranscriptional gene regulation of GRK2 and GRK5 and
other cardiac related genes (see above). These results indicate the regulation of these
genes via the respective miRNA. This identification of potential target genes has to

be tested on co-transfection analysis.

Hypothesis 5) could be verified by the respective investigations. The expression of
cardially expressed miRNAs correlated with three independent parameters of heart
failure, the anamnestically defined NYHA classification, the laboratory measured
NT-proBNP concentration and two haemodynamical parameters (PAP, PCWP).

These results show for the first time an expression analysis of cardiac specific miR-
NAs in ischemic heart disease samples and provide an overview of miRNA expressi-
on in different stages of heart failure. The miR-133 and miR-208 expression decrea-
ses with progression of heart failure. As miRNAs are being discussed as a prognostic
and diagnostic markers in heart disease, miR-133 and miR-208 may be used as po-

tential biomarkers for the risk assessment of heart failure and prognosis.
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9. ANHANG

9.1.

Primer

Primer zur Untersuchung des GRK2 Gens auf SNPs:
Oligonukleotid Sequenz 5’ = 3'-Richtung Lange (-mer) 7,00
GRK_Sel TTGAGATAGGAATGCTGCCTTGAG 24 65
GRK_AST GCCATACCCAGACTGCGACACT 22 65
GRK_Se2 GTCAGAATCAAGGTTGGGGTCA 22 65
GRK_AS2 CGAACCAGACCTGCGACCG 19 65
GRK_Se3 GGTCGCAGGTCTGGTTCGG 19 62
GRK_AS3 CGGCGTGGCCTTGCTCTTC 19 62
GRK_Se4 TGCAGCGGGTGCCCAAGAT 19 65
GRK_AS4 CCCAGCATCAGCGAGACCTCA 21 65
GRK_Se5 TGTCACTGGCTGCCTCCACTCC 22 68
GRK_AS5 ACCCACTGCCTCACCCCACC 20 68
GRK_CDNA_Sele TGCTCGCATCCCTTCTCG 18 58
GRK_CDNA_ASTe AAGCGGTTGTGCATGTGCT 19 58
GRK_cDNA_Se2 CTGGAGCACATGCACAACC 19 61
GRK_CDNA_AS2 GCCACGGGAAATCACAATAA 20 61

Primer zur Untersuchung des GRK5 Gens auf SNPs:
Oligonukleotid Sequenz 5’ = 3'-Richtung Lange (-mer) 7,00
GRKS_Sel CCAGAGTCGGCTTCTGAACGGAT 23 60
GRK5_AS1 ACAGTCGGCGGTCAGCAACG 20 60
GRK5_ASTb ACAGCCCGCTTCCTCCG 17 61
GRK5_3UTR_Sel AGCAGCTAGTTTCGG 15 45
GRK5_3UTR_AS1 GAGATAGATGTGGGTAAA 18 45
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Primer zur Genotypisierung mittels Pyrosequenzierung, GRK2:
Oligonukleotid Sequenz 5’ —> 3'-Richtung Lange (-mer)
GRK2_G(-1,138)A_Se TTGATCCTGAGTGGGCCTTC 20
GRK2_G(-1,138)A_AS_BT GGACCCAGAATCCTTAGTAGGTCA 24
GRK2_G(-1,138)A_Seq AGGAGGGGTGGGATC 15
GRK2_G(- 43)A_Se GTCGCAGGTCTGGTTCGG 15
GRK2_G(- 43)A_AS_BT GGCGTGGCCTTGCTCTTC 15
GRK2_G(- 43)A_Seq CGAGCGAGCAGGAGC 15
GRK2_A(+19,410)G_Se GAAAAGCCTCTGTGTCACTGG 21
GRK2_A(+19,410)G_AS_BT AGGTGCCTTGCTGTGGTC 18
GRK2_A(+19,410)G_Seq TGTCCCCTCTTGCCC 15
Primer zur Genotypisierung mittels Pyrosequenzierung, GRK5:
Oligonukleotid Sequenz 5’ > 3'-Richtung Lange (-mer)
GRK5_A/T(-1,437/5)G/C_Se TGTAGGACACTCGTGGCAGATC 22
GRK5_A/T(-1,437/5)G/C_AS-BT CTGTGCTCAGCCCCGTTTC 19
GRK5_A/T(-1,437/5)G/C_seq GGCAGATCCCGGGTG 15
GRK5_C(- 678)T_Se AGCCCTCCCACTCCGAGCA 19
GRK5_C(- 678)T_AS-BT CAAGCCGAAGTCCCCAGCAC 20
GRK5_C(- 678)T_seq GTCACCGGGGCCCGT 15
GRK5_T(-1,091) C_Se GATTTGCTGGCCGGGTGT 18
GRK5_T(-1,091) C_AS-BT GCACTTTGTTTCCTCGGAGGG 21
GRK5_T(-1,091) C_seq CTTCCCACGCTGGAC 15
GRK5_G(- 394)T_Se-BT AGGACTCCAGCTCCCAGCAG 20
GRK5_G(- 394)T_AS CGGGGGTGTGGTACTAGCAG 20
GRK5_G(- 394)T_seq GTGGTACTAGCAGGCTC 17
Primer zur Genotypisierung mittels Restriktion, GRK2:
Oligonukleotid Sequenz 5’ - 3'-Richtung Lange (-mer) T, (0
GRK_SeT TTGAGATAGGAATGCTGCCTTGAG 24 65
GRK_AST GCCATACCCAGACTGCGACACT 22 65
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Primer zur Genotypisierung mittels Restriktion, GRK5:

Oligonukleotid Sequenz 5’ = 3'-Richtung Lange (-mer) 7,00
GRK5_Sel CCAGAGTCGGCTTCTGAACGGAT 23 60
GRK5_AST ACAGTCGGCGGTCAGCAACG 20 60
Oligonukleotid Sequenz 5’ = 3'-Richtung Lange (-mer) 7,00
GRK5_Leu41_Se CCACCTGGGAGGAAGA 16 61
GRKS5_ Leu41_AS GCGGCTCACCCATTT 15 61

Primer zur Klonierung GRK2:

Oligonukleotid Sequenz 5’ -> 3'-Richtung Lange (-mer)
GRK_Sel TTGAGATAGGAATGCTGCCT 24
GRK_AS1 GCCATACCCAGACTGCGACA 2 } CETBEAICEL0%T
GRK_Se3 GGTCGCAGGTCTGGTTCGG 19
GRK_AS3 CGGCGTGGCCTTGCTCTTC 19 } oA
GRK_Se4 TGCAGCGGGTGCCCAAGAT 19 }
A(+19,410)G
GRK_ASS ACCCACTGCCTCACCCCACC 20
Primer zur Klonierung GRK5:
Oligonukleotid Sequenz 5’ - 3'-Richtung Lange (-mer) T, (0O
GRK5_Sel CCAGAGTCGGCTTCTGAACGGAT 23 60
GRK5_AS1 ACAGTCGGCGGTCAGCAACG 20 60
Primer zur Richtungskontrolle der Inserts:
Oligonukleotid Sequenz 5’ = 3'-Richtung Lange (-mer)
SP6 (pGEMT easy) ATTTAGGTGACACTATAGAA 20
T7 (pGEMT easy) TAATACGACTCACTATAGGG 20
pMIR_forward (pMIR Report luciferase) AGGCGATTAAGTTGGGTA 18
GRK_ASS5 (pMIR Report luciferase) ACCCACTGCCTCACCCCACC 20
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pGl 4.10_forward (pGl 4.10) CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 20
GRK_AST (pGl 4.10) GCCATACCCAGACTGCGACA 20
GRK_AS3 (pGl 4.10) CGGCGTGGCCTTGCTCTTC 19
GRK5_AST (pGl 4.10) ACAGTCGGCGGTCAGCAACG 20

Primer zur Untersuchung der Bindung von Transkriptionsfaktoren an GRK2:

Oligonukleotid

Sequenz 5’ > 3'-Richtung

Lange (-mer)

G(-1,138)A_A_Se

GGGTGGGATCAGGGATGGGGGAAGCCTGT

29

G(-1,138)A_A_AS ACAGGCTTCCCCCATCCCTGATCCCACCC 29
G(-1,138)A_G_Se AGGGGTGGGATCGGGGATGGGGGAAGCCTG 30
G(-1,138)A_G_AS CAGGCTTCCCCCATCCCCGATCCCACCCCT 30
C(-1,095)T_C_Se AGTTGTCAGGTCCCAGGTTC GGGTGACCT 30
C(-1,095)T_C_AS AGGTCACCCAGAACCTGGGACCTGACAACT 30
C(-1,095)T_T_Se GCAGTTGTCAGGTCCTAGGTTCTGGGTGACC 31
C(-1,095)T_T_AS GGTCACCCAGAACCTAGGACCTGACAACTGC 31
G(-43)A_G_Se AGCGAGCAGGAGCGGCGGCGGLGGLGGLEGL 31
G(- 43)A_G_AS GCCGCCGLCGLLGreaLeaTecTaeTeacT 31
G(-43)A_A_Se GCGAGCAGGAGCGGCAGCGGCGGLE GGL 30
G(-43)A_A_AS GCCGCCGCCGLCGLTGLCGLTCCTELTCGL 30
A(+19,410)G_A_Se TGTCCCCTCTTGCCCCAACCCCCAGCACCC 30
A(+19,410)G_A_AS GGGTGCTGGGGGTTGGGGCAAGAGGGGACA 30
A(+19,410)G_G_Se GCTGTCCCCTCTTGCCCCAGCCCCCAGCA 29
A(+19,410)G_G_AS TGCTGGGGGCTGGGGCAAGAGGGGACAGC 29

Primer zur Untersuchung der Bindung von Transkriptionsfaktoren an GRKS5:

Oligonukleotid

Sequenz 5’ > 3'-Richtung

Lange (-mer)

C(-1,435)T_C_Se TGGCAGATCCCGGGTGACCGAAGACAGCCC 30
C(-1,435)T_C_AS GGGCTGTCTTCGGTCACCCGGGATCTGCCA 30
C(-1,435)T _T_Se CGTGGCAGATCCCGGGTGACTGAAGACA 28
C(-1,435)T _T_AS TGTCTTCAGTCACCCGGGATCTGCCACG 28
A/T(-1,437/5)G/C_A/T_Se TGGCAGATCCCGGGTGACTGAAGACAGCCC 30
A/T(-1,437/5)G/C_A/T_AS GGGCTGTCTTCAGTCACCCGGGATCTGCCA 30
A/T(-1,437/5)G/C_G/C_Se CGTGGCAGATCCCGGGTGGCCGAAGACA 28
A/T(-1,437/5)G/C_G/C_AS TGTCTTCGGCCACCCGGGATCTGCCACG 28
C(-678)T_C_Se GCCCGTGCACTCCGCTTTCCGGGCTGGCGA 30
C(-678)T_C_AS TCGCCAGCCCGGAAAGCGGAGTGCACGGGC 30
C(-678)T_T_Se CCCGTGCACTCCGTTTTCCGGGCTGGCG 28
C(-678)T_T_AS CGCCAGCCCGGAAAACGGAGTGCACGGG 28
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Primer zur Mutagenese von GRK5-Promotorkonstrukten:

Oligonukleotid Sequenz 5’ = 3'-Richtung Lange (-mer) | T (°C) GC%
GRK5_Mutal_Se CCGGGGCCCGTGCACTCCGTTTTCC 25 82,9 76
GRK5_Mutal_AS GGAAAACGGAGTGCACGGGCCCCGG 25 82,9 76
GRK5_Muta2_Se GGCAGATCCCGGGTGGCCGAAGACAGCCCATTTCC 35 83 60
GRK5_Muta2_AS GGAAATGGGCTGTCTTCGGCCACCCGGGATCTGCC 35 83 60
GRK5_Muta3_Se GGCCCGTGCACTCCGCTTTCCGGGL 25 83 76
GRK5_Muta3_AS GCCCGGAAAGCGGAGTGCACGGGLC 25 83 76




DANKSAGUNG 184

7. DANKSAGUNG

»Keine Schuld ist dringender als die, Danke zu sagen’; Marcus Tullius Cicero

An dieser Stelle mochte ich den Menschen danken, die auf verschiedene

Weise zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Frau Prof. Dr. Heidrun Potschka danke ich fiir ihr entgegengebrachtes

Vertrauen und ihr Engagement bei der Korrektur dieser Arbeit.

Prof. Dr. Winfried Siffert danke ich fiir die Moglichkeit die Dissertation
unter seiner Institutsleitung anzufertigen und fiir seine Unterstiitzung bei

der Teilnahme an Kongressen und Vortragsreihen.

Mein grofdter Dank gilt PD Dr. Ulrich Frey fiir die Bereitstellung des Themas,
die jederzeit gute Betreuung, die wissenschaftliche Diskussionsbereitschaft
und die Korrektur dieser Arbeit. Zudem mochte ich mich fiir sein Vertrauen,

sein personliches Engagement und seine Freundschaft herzlich bedanken.

Iris Manthey mochte ich fiir die hervorragende technische und menschliche
Unterstiitzung wahrend der Anfertigung dieser Dissertation herzlich danken.
Zudem danke ich ihr fiir ihren unermidlichen Einsatz, ihr stets offenes Ohr

tiir wissenschaftliche und private Fragestellungen und fiir eine sehr schone Zeit.



DANKSAGUNG 185

Tobi danke ich fiir seine unendliche Geduld und Unterstiitzung wahrend der

gesamten Zeit und dafiir mein ruhender Pol zwischen allem zu sein.

Besonders bedanken mochte ich mich auch bei Jana Pechan fiir ihre Freundschaft,
ihre fachliche Kompetenz in Fragen Grafik-Design und die vielen engagierten

Stunden nach 16 Uhr, ohne die alles ganz anders aussahe.

Ein grofier Dank gilt auch meinen Freunden, die mich in den letzten Jahren stets

begleitet haben und immer ein offenes Ohr fiir mich hatten.
Schlief8lich mochte ich mich bei meinen Eltern bedanken, die mir durch ihren vor-

behaltslosen Riickhalt und ihre stindige Unterstiitzung das Studium und die An-

fertigung dieser Dissertation erst moglich gemacht haben.

Danke.



