Identifizierung und Charakterisierung eines Hormon-responsiven DNA-
Elements des Mineralokortikoidrezeptors

Dissertation

zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

der

Naturwissenschaftlichen Fakultat | — Biowissenschaften —

der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg,

vorgelegt

von Frau Sandra Meinel

geb. am 25.08.1982 in Wolfen

eingereichtam: 21.11.2014
verteidigt am: 24.03.2015

Gutacher:
1. Prof. Dr. Karin Breunig

2. Jun.-Prof. Dr. Dr. Claudia GroRmann
3. PD Dr. Kristina Kusche-Vihrog


Sandra
Stempel


INHALTSVERZEICHNIS

TUEINLEITUNG ...ttt et st be e st e bt e s et st e e sbe e st e ebeeseee et e e sbeesan e enneenane 5
1.1. Der Mineralokortikoidrezeptor (IMIR) ... ettt e e e et r e e e e e enenaeeas 6
1.1.1. Molekulare Grundlagen: Aufbau und Struktur des MR..........coovvriiiiiiiiriiiieiiienn 6
1.1.2. Koaktivatoren und Korepressoren des MR ........cccieieieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeveeeeevevv s 9
1.1.3. Selektivitat des Mineralokortikoidrezeptors........uuviveeeieeeiiiiiiii e 10
1.1.4. Aldosteron und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) .......ceeveeeeeeiiiciivvvennnen.. 11
1.2. Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)........eeeuurreeeiieeeeeeeiieciiireeeeeeeeeeeeeeecivnneeeeeens 14
1.2.1. Molekulare Grundlagen: Aufbau und Struktur des EGFR...........ccccevvrriiirrrvrreeeeeeeee, 14
1.2.2. EGFR-AKLIVIEIUNG .ovvttitiiiiiiieee e ee et e s e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaaaaaaaeeeeeseesesesnnnnns 16
1.2.3. Liganden der EGFR-Proteinfamilie und Induktion der Rezeptordimerisierung................... 17
1.2.4. EGFR-SIgNAlKaSKAUEN . ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e s 19
1.3. Zusammenwirken von MR UNd EGFR .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiic e 21
1.3.1. Physiologische Relevanz der MR-EGFR-Interaktion ..........ccccceeeeiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeee 21
1.3.2. Pathophysiologische Bedeutung der MR-EGFR-Interaktion .........ccccoevvvvvveveeviieriininiiiinnnn. 22
1.4, ZielSetZUNG eI ATDEIL ...eeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ans 26
« MATERIAL UND METHODEN .......oooiiiiitiiiiinieeiie ettt ettt ettt be e st e be e sen e e b e saneeneesaneeas 28
2.0, ZEIIKUITUT ittt sttt et ra e s ra e 28
2.0, 1. ZElllINIEN coeiiiiiceee e et 28
2.1.2. Transiente Transfektionen .......ccocciiiiiiiiiiii e 28
2.2. EGFR- Knock-out- Und Wildtyp- MEUSE .....uvuueeiiiiiiiiiieieeeeeeeee e e e e e e et en e e e e e e e eeeeeas 30
2.3. Molekularbiologische MethOdeNn ...........uuiiiiiiiiiiiiiee e e 31
2.3.1.1S0lierung VON RNA ... ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeereeeaeaaasa s s s arababaaaaneeeeeaees 31
2.3.2. QUaNtIfizierung VON RNA ... ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeseaee e a b eeeeas 31
2.3.3. Reverse Transkription und Realtime-PCR ......ccccoeviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 31
2.3.4.1501ation VON DNA....o..iiiiiiiiiiettc et s sra e 33
2.3.5. Ethanol-FAIIUNG (DNA) ..ottt ettt e e e eeeeeebr e e e e e e e e eeeseatabaereeeseeseeenesasnnnnnes 34
2.3.6. 1S0lierung VON PlasSmMiEeN ......oceeeeiiiiiiiiiiiiiii e e ee e e e e eeeeae bbb e aeeas 34

D B A O 1 [7=0) 1YY o Y4 o I EY =T (V] o V- SRR 34
2.3.8. DNA-GElEleKtrOPROIESE .....cceeeeeeeeeeeeeeecr et eeee e ee e eees 35
2.3.9. Aufreinigung vON DNA-FragmeENnteN ... .. ccceieeeieieeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeve e aeerenaaanannan 36
2.3.10. QUaNtIfizierung VON DINA ... e e e e e e e e e e e e e e eeee e e e e eeeereaeaea e rabaaaaaaaaananaan s 37

e 0 o Y =T VT o =PRI 37
2.4 Proteinbiochemische Methoden...........cccooviiiiiiiiiiiiiiii e 40

P 0 W (o1 =Y d o T IV e L W ad e X=1 1 1] o USRS 40



2.4.2. Isolation NUKIEErer Proteine......cccccvviiiiiiiiiiiiciiic e 41
2.4.4. WeSTEIN BlOt ...coiiiiiiiiiiiiiii it 42
2.4.5. FlUOreszenzmiKroSKOPIE......ccoiiiiiieeeeeeeeeeee et e e 43
2.5. Methoden zum Nachweis von Protein-DNA-Interaktionen ........c.ccccoeeiiiriiiiniiiiniicinicneees 44
2.5.1. Electromobility Shift ASSAY (EMISA) ....uuuiiiiiiieeiieeieieee ettt e e e e e eeeare e e e e e e e e e e e e aarsreeees 44
2.5.2. Transkriptionsfaktor-ELISA ........oooriiiiiiiiiiiiiii i e eeeeeeeeeeeeee e e eeee e eeeeeereaeaaar bbb eeeeas 44
2.6. BIioINFOIrMAtiK ..coviiiiiiiiiici e e 45
2.7, SEATISEIK e 46
CERGEBNISSE ... ..ottt ettt et e s bt et e s b et st e e b e she e et e e s be e et e e b e e sae e e neeenaneen 47
3.1. Charakterisierung der Interaktion zwischen MR und EGFR-Promotor........cccccceeeeieieieeeeeeeeeeeennn. 47
3.1.1. Identifizierung des Mineralokortikoid-responsiven Elements des EGFR-Promotors.......... 47

3.1.2. Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 fur die MR/Aldosteron-induzierte Aktivierung
Lo (oA =L € o 8 o o1 To ] o ] P PUTPPUPPPTP 49

3.1.3. Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP3 fur die MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung
Lo (oA =L € o 2 o e 4 To ] o ] P PUTPPUPPPTP 61

3.2. Pathophysiologische Relevanz der SP1-Hemmung fiir die EGFR-Expression in HAoSMC und

ATES-ZEIIEN i et 64
3.3. Einfluss der MR-Aktivierung auf die Lokalisierung von EGFP-SP1 in HEK293-Zellen.................. 66
3.4. Genomweite Suche und Identifizierung weiterer Mineralokortikoid-responsiver Elemente
(IMIRES) ¢ttt ettt ettt ettt ettt ettt et e s bt st e bt e sbe e et e e s b et e at e e bt e sbe e e at e e bt e smt e e nbeesaneenneesaneenees 68
3.4.1. Genomweite Suche nach Promotorregionen, die MRE1.3 dhneln..........cceeeeeiiiiiinriinieennnns 68
3.4.2. Validierung der vorhergesagten Promotoren putativer MR-regulierter Gene.................... 70

3.5. Untersuchung der Korrelation zweier Single Nukleotid Polymorphismen (SNPs) des EGFR-

Promotors mit dem Auftreten renokardiovaskularer Erkrankungen..........ccccovvvvvvvvivevviieniviineenennnnn. 71
3.5.1. Charakterisierung der MREL.3-SNPS ....ccouiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e 71
3.5.2. Korrelation der verschiedenen Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) des EGFR-
Promotors mit dem Auftreten renokardiovaskularer Erkrankungen.........ccccovvvvvvvviveviviinnneennnnnnn. 78
RT? Profiler PCR Arrays von murinen 10n@NKaNEIEN:........e.e.eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseeseeeeenenes 79
Validierung der putativen lonenkanale mittels RT-qPCR:.......coveieiieiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 82

Untersuchungen zur Aldosteron-Abhangigkeit der Veranderungen der lonen-kanalexpression: 85

CDISKUSSION ..ottt bbb e s e e e 87

4.1. Charakterisierung der Interaktion zwischen MR und EGFR-Promotor.........ccccceevvvvvvvvvvvnnnnnnnnnnn. 87
4.1.1. SP1 als Kofaktor der MR/Aldosteron-induzierten EGFR-Promotoraktivierung................... 87

4.1.2. Die Rolle des Transkriptionsfaktors SP3 fliir den Mechanismus der Aldosteron-abhangigen
EGFR-PromotOraKtiVIEIUNG ..ccoeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeereeaeae s 92

4.2, Pathophysiologische Relevanz des Transkriptionsfaktors SP1 fiir MR-vermittelte Signalwege.94
4.3, Lokalisierung von EGFP-SP1 und RFP-MR in HEK293-Zellen ......cccceeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeveee 95



4.4, |dentifikation weiterer Mineralokortikoid-responsiver Elemente...........ccccoovvvirrrvrvevieviiinviennne. 96

4.5. Korrelation zweier Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) des EGFR-Promotors mit dem

Auftreten renokardiovaskularer ErkrankuUnNgen ......oooeeeveveiiiiiiiiiiciiiiiieie et eeeeeeeenens 97
4.5.1. Bindung an SP1 sowie MR/Aldosteron-abhéngige Aktivierung der MRE-SNPs................... 97
4.5.2. Korrelation der SNPs mit kardiovaskularen Erkrankungen ..........cccccvvvvvvvevevevervvinvnnnennnnnnn. 100

4.5.3. Expressionsveranderungen von lonenkanalen, die zum Vorhofflimmern beitragen kénnen

.................................................................................................................................................... 104
5. ZUSAMMENFASSUNG ..ottt ias e e s sab s e e e s sanns 112
6. LITERATURVERZEICHNIS ..........ootiiiiiiiiiiiiiiiii i 114
7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS ........coceiiiiiieieteteteteieseisetssese et tsseses st s s sese s s s ssesesesesessssssssssssens 130
8. ABBILDUNGSVERZEICHNIS .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiitii it 136
9. AINHANG ...t e e a e s aaa e s 137
10. DANKSAGUNGEN.........coiiiiiiiiiiiiiiii ittt e b e e s bb e e e s s anae s 163
11 LEBENSLAUF ..ottt bbb ba e e s saba s 165
12, PUBLIKATIONEN .....ooviiiiiiiiiiiiiiiiiic ittt aab e e s arae s 167

13. EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG ........coovouiuiuiiiniiiieieseteteteseseseesessssesesesesessssssesesesesesesesessssesesesesesas 169






1. Einleitung

1. Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems, vor allem in der Bevdlkerung von Industrie- und
Schwellenlandern, gelten sowohl weltweit als auch in Europa als haufigste Todesursache.
So sterben laut Weltgesundheitsorganisation WHO pro Jahr auf der Erde ca. 17 Millionen
Menschen an Herz-Kreislauf-Erkrankungen, hauptsachlich an Schlaganfall und
Herzversagen. Allein in Europa sterben dabei jahrlich etwa 4 Millionen Menschen an den
Folgen kardiovaskularer Krankheiten. Im Vergleich dazu verlieren pro Jahr insgesamt ca. 8,2
Millionen Menschen und davon ungefahr 1,7 Millionen Europder ihr Leben auf Grund
verschiedener Krebserkrankungen, welche die zweithaufigste Todesursache darstellen
(Stand 2012). Wahrend der Anteil der Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Europa unter allen
Todesursachen im Jahr 2002 bei ca. 22% lag, stieg der Anteil auf etwa 47% im Jahr 2012
[1,2]. Zu den entscheidenden kardiovaskuldren Risikofaktoren gehdren neben dem Alter,
erhéhter Bluthochdruck, Ubergewicht (Adipositas), Diabetes, ein erhdhter Cholesterinspiegel,
aber auch Tabak- und Alkoholkonsum [3]. Auf Grund der hohen Sterblichkeitsrate und der
Vielseitigkeit der Ursachen von kardiovaskuldaren Erkrankungen, besteht ein grofles
Interesse an der Aufklarung der molekularen Mechanismen und Signalkaskaden, die eine
Entstehung beglnstigen, um neue Therapieansadtze und Medikamente entwickeln zu
kdénnen. Mit dem Mineralokortikoidrezeptor (MR) konnte ein wichtiger Regulator der
Natriumchlorid- sowie Wasserhomoostase identifiziert werden, der daraus resultierend
entscheidenden Einfluss auf die Regulation des Blutdrucks ausulbt. Unabhangig davon spielt
der MR eine bedeutende Rolle hinsichtlich pathologischer Gewebsveranderungen des
renokardiovaskularen Systems. So fiuhren die MR-induzierten pathophysiologischen
Wirkungen zu Remodelingprozessen in den HerzgefalRen sowie zur Hypertrophie und
Fibrose der Vorhdfe (Atrien) und Herzkammern (Ventrikel) sowie zu Nierenerkrankungen mit
Nephrosklerose und vaskularen Dysfunktionen [4—6]. In drei klinischen Studien konnte die
pathophysiologische Bedeutung des MR eindrucksvoll nachgewiesen werden. Die Studien
RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study), EPHESUS (Eplerenone Heart Failure
Efficacy and Survival Study) und EMPHASIS-HF (Eplerenone in Mild Patients Hospitalization
and Survival Study in Heart Failure) zeigen, dass die Behandlung von Patienten mit
Herzinsuffizienz oder Patienten nach Myokardinfarkt mit MR-Antagonisten eine 15%ige bzw.
30%ige Reduktion der Mortalitdt und Morbiditat bewirkt [7-9]. Neben dem MR wurde
aullerdem der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) als Vermittler
pathophysiologischer Veranderungen des renokardiovaskuldren Systems identifiziert. So
kann dieser neben einer klassischen Aktivierung durch Liganden auch Uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren von vasoaktiven Substanzen wie Endothelin | und Angiotensin I
transaktiviert werden. Eine gesteigerte Expression des EGFR wirde somit potenziell auch

die Wirkung dieser Signalkaskaden verstarken. In der Vergangenheit erfolgte der Nachweis



der Interaktion zwischen MR und der EGFR-Kaskade bereits in der Aorta, in Koronargefal3en
und Gehirnschnitten von Ratten. Im Rahmen dieser Arbeiten flhrte die Gabe von
Mineralokortikoiden zu GefalRkontraktionen, -fibrose und - remodeling bei gleichzeitiger
Steigerung der EGFR-Expression [10-12]. Das Zusammenwirken des MR mit dem EGFR
fuhrt somit zu einer Vielzahl an physiologischen, aber auch pathophysiologischen Effekten,
die in der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen bedeutend sind. Eine
Charakterisierung der Rezeptoren sowie des Zusammenspiels beider Faktoren soll im

Folgenden naher erlautert werden.
1.1. Der Mineralokortikoidrezeptor (MR)

Der Mineralokortikoidrezeptor wird hauptsachlich in verschiedenen epithelialen Geweben
exprimiert. Hierzu gehdren die Nieren, der Darm sowie Speichel- und Schweilldrisen.
Weiterhin konnte die Expression des Rezeptors in Kardiomyozyten, Endothelzellen, glatten
Gefalmuskelzellen, aber auch im Hippocampus des Nervensystems nachgewiesen werden
[13—15]. In epithelialen Geweben ist der MR hauptsachlich an der Regulation des Elektrolyt-
und Wasserhaushalts beteiligt. So fihrt die Aktivierung des Rezeptors zur vermehrten
Expression von lonenkanalen, wie dem Amilorid-sensitiven Natriumkanal ENaC, oder
lonentransportern, wie der Natrium-Kalium-ATPase, welche die Rickresorption von
Natriumionen und Wasser bei gleichzeitiger, vermehrter Kaliumausscheidung bewirken [16].
In nicht-epithelialen Geweben kann der MR verschiedene pathophysiologische Effekte in
Form von Fibrose (krankhaftes Ausbreiten von Bindegewebe), Inflammation (Entzindung),
Remodeling (struktureller Umbau des Gewebes) sowie Hypertrophie (VergroRerung des
Gewebes/Organs durch Zunahme des Zellvolumens bei gleichbleibender Zellzahl) vermitteln
[10,17-19].

1.1.1. Molekulare Grundlagen: Aufbau und Struktur des MR

Das Gen, welches flr den Mineralokortikoidrezeptor (MR) kodiert, ist beim Menschen in der
Region g31.1 auf dem Chromosom 4 lokalisiert [20]. Es besteht aus insgesamt 10 Exons,
von denen die ersten beiden, 1a und 1B, nicht translatiert werden [20,21]. Hierbei fungieren
die zwei nicht-translatierten Exons als Promotoren, welche die Expression zweier
verschiedener Isoformen der MR-mRNA bewirken [21]. So wird die unter dem starken
proximalen 1a-Promotor gebildete Isoform in Aldosteron-beeinflussten Geweben wie Niere,
Herz, Kolon, Gehirn. Lunge, Leber, Fettgewebe und Reproduktionsorganen exprimiert. Im
Gegensatz dazu spielt die unter dem schwachen distalen 13-Promotor exprimierte Isoform
nur in bestimmten Entwicklungsphasen oder unter spezifischen physiologischen

Bedingungen eine Rolle [22,23].



1. Einleitung

Funktionell gehért der MR zur Familie der Steroidhormonrezeptoren, speziell zur
Superfamilie Il der Nukledren Rezeptoren, zu der auch der Glukokortikoid- (GR), Ostrogen-
(ER), Progesteron- (PR) und der Androgenrezeptor (AR) gehdéren [24,25] Diese
Steroidrezeptoren sind Liganden-gesteuerte Transkriptionsfaktoren, die an Hormon-
responsive Elemente (HREs) der DNA binden und so gezielt eine Veranderung der mRNA-
und ggf. Proteinsynthese auf genomischer Ebene bewirken [24]. Charakteristisch fur die
Mitglieder dieser Familie von Rezeptoren sind die vier funktionellen Domanen, die am
Beispiel des MR dargestellt werden (Abb. 1). Die Aktivierungsfunktion (AF-1) wird durch die
N-terminale A/B-Domé&ne vermittelt, welche unabhangig vom Liganden wirkt.
Aktivierungsdomanen weisen im Gegensatz zu DNA-Bindedoménen keine definierten
Strukturen auf und sind innerhalb der Steroidrezeptoren wenig konserviert sowie in Ladnge
und Sequenz sehr variabel. Die Aktivierung erfolgt Uber die Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren und/oder anderen Kofaktoren. Die C-Domane, welche zwei
Zinkfinger-Motive beinhaltet, vermittelt die DNA-Bindung. Es folgen eine Scharnierregion
(Domane D) und die fur die Ligandenbindung und Dimerisierung verantwortliche E/F-

Domaéane, welche aullerdem an Hitzeschockproteine, wie z.B. HSP90, binden kann.

AF-1 DBD LBD AF-2
[ . H_J—\
NH,. A/B C| D E/F |-cooH
984

I

Aktivierungsdomane DNA- Ligandenbindung
Bindung Dimerisierung

Abb. 1: Charakteristische Protein-Doméanen von Nukledren Rezeptoren am Beispiel des MR.
Dargestellt werden die Aktivierungsdomane (A/B), die DNA-Bindedoméane (C), die Scharnierregion (D)
sowie die Ligandenbindungsdomane (E/F) klassischer Nuklearer Rezeptoren.

Die durch Exon 2 kodierte N-terminale A/B-Doméane des MR besteht aus 602 Aminosauren

und besitzt damit die langste N-terminale Domane unter allen Steroidrezeptoren. Diese
enthalt neben den zwei Transaktivierungsdomanen, AF-1a (1-167aa) und AF-1b (445-602aa)
sowie einer dazwischen liegenden inhibitorischen Domane, die Serin-Threonin-reiche
Kernlokalisierungssequenz (NLS0) an Position 590-602 der Aminosauresequenz [26,27]. AF-
1 moduliert die Transkription unabhangig vom Hormon, wenn der MR im Nukleus lokalisiert
vorliegt, und unterscheidet sich damit von der C-terminalen AF-2-Transaktivierungsdomane,
die in ihrer Funktion eine Abhangigkeit vom Liganden zeigt [24]. Da die N-terminale Region

am starksten zwischen den Steroidhormonrezeptoren, insbesondere zwischen MR und



Glukokortikoidrezeptor (GR), variiert, wird diese als entscheidend flur die Spezifitat des
Mineralokortikoidrezeptors betrachtet [27,28]. Die von Exon 3 und 4 kodierte DNA-

Bindedoméne (DBD) umfasst 66 Aminosauren und besteht aus zwei Zinkfingermotiven, die

fur die Bindung an Hormon-responsive Elemente (HREs) verantwortlich sind. Sie ist mit einer
Homologie von 90% von allen Domanen am starksten zwischen den Mitgliedern der
Steroidhormonrezeptor-Familie konserviert [29]. Die Homologie der Aminosauresequenz der
C-Domane betragt zwischen MR und GR sogar 94 %. So teilen beide Rezeptoren auch ein
gemeinsames Hormon-responsives Element, das Glukokortikoid-responsive Element (GRE),
an das beide binden kdnnen [30]. Da beide Rezeptoren dennoch unterschiedliche
Funktionen haben, liegt die Vermutung nahe, dass spezifische Mineralokortikoid-responsive
Elemente (MRESs) existieren, die kein klassisches GRE-Element enthalten. Neben der DNA-
Bindefunktion konnte ebenfalls eine schwache Dimerisierungsfunktion innerhalb der C-
Domane der Steroidhormonrezeptoren, sowie ein Kernexportsignal zwischen den beiden

Zinkfingermotiven nachgewiesen werden [31-33]. Die Prolin-reiche, als Scharnierregion

identifizierte D-Doma&ne umfasst die Region 671-732 der Aminosauresequenz und ist sehr
schwach konserviert. Sie ermoglicht eine relative Richtungsédnderung von DNA-
Bindedomédne und Liganden-Bindedomé&ne zueinander, welches die Aktivierung des
Rezeptors bewirkt. Auflerdem besitzt sie eine schwache Kernlokalisierungssequenz (NLS1)
[27]. Sowohl fur den GR als auch den Progesteronrezeptor (PR) wurde ein Sequenzbereich
in der Region 505-656 (GR) bzw. 634-933 (PR) innerhalb der Scharnierregion des GR bzw.
der Scharnierregion sowie LBD des PR beschrieben, der an Dimerisierungsprozessen
beteiligt ist [34,35]. Die Ligandenbindungsdomane (LBD, E/F) besteht aus 251 Aminosauren

und zeigt eine 55%-ige Homologie zu den anderen Steroidhormonrezeptoren. Es handelt
sich um eine komplexe, multifunktionale Domane, deren Struktur mittels Kristallisation
sowohl fiir den Androgen- [36], Ostrogen- [37], Progesteron- [38], Glukokortikoid- [39] als
auch den Mineralokortikoidrezeptor [40,41] bestimmt werden konnte. Die E/F-Domane
besteht aus 12 a-Helices, die anti-parallel in 3 Schichten zu einer B-Faltblattstruktur
angeordnet sind [29]. Fir die Ligandenbindung entscheidend sind die Helices 3, 4, 5 und 12.
So bilden in Abwesenheit von Liganden, ein Glutamatrest in Helix 12 und ein Lysinrest in
Helix 3 zusammen mit einer aus Helix 3, 4 und 5 bestehenden hydrophoben Tasche die
Aktivierungsfunktion AF-2, welche flr die Protein-Protein-Interaktionen entscheidend ist [29].
Die Bindung eines Liganden flhrt dann zu einer strukturellen Verdichtung der Helices und
dadurch zur Anderung der Position von Helix 12, was deren Interaktion mit den Helices 3, 5
und 11 ermdglicht. Diese Interaktion fuhrt zur Ausbildung eines hydrophoben Spalts (AF-2)
an der Oberflache der E/F-Doméane, welche in der Lage ist, an Koaktivatoren mit LxxLL-
Motiv zu binden [39,41]. Es ist aullerdem bekannt, dass die LBD in Abwesenheit von

Liganden an verschiedene Chaperone, wie die Hitzeschockproteine HSP70 oder HSP90, an
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Kochaperone wie p23, p48 oder Immunophilline wie z.B. Cyclophillin 40 bindet [42—45]. Nach
Bindung der Liganden dissoziieren diese Chaperone von der LBD und geben so das
Kernlokalisierungssignal (NLS2) frei, welches fir die Translokation in den Nukleus
verantwortlich ist [26,46].

1.1.2. Koaktivatoren und Korepressoren des MR

Die transkriptionelle Aktivitdt von nukledren Rezeptoren beruht auf der Bindung von
Koaktivatoren oder der Dislokation von Korepressoren [29,47]. Der MR besitzt zwei
Regionen, die mit Koaktivatoren interagieren kénnen, AF-1 in der N-terminalen A/B-Doméne
und AF-2 in der Ligandenbindungsdomane E/F. Hierbei ist der relative Beitrag dieser
Regionen zur Aktivierungsfunktion abhangig von Zelltyp und Promotor-spezifischem Kontext
[48]. So werden die Gewebe-spezifischen Cortisol/Corticosteron-Effekte auf den MR, der
Interaktion mit verschiedenen Koregulatoren zugeschrieben [29]. Eine Vielzahl
verschiedener Koregulatoren, die sowohl mit nukledren Rezeptoren als auch anderen
Transkriptionsfaktoren interagieren, konnte identifiziert werden [49]. Es lassen sich
allgemeine Koregulatoren von solchen abgrenzen, denen eine gewisse MR-Spezifitat
zugeschrieben wird. Mitglieder der p160-Familie von Koaktivatoren, zu denen SRC-1
(Steroid Receptor Coaktivator 1), SRC-2 und SRC-3 gehdren, zahlen zu der Gruppe der
allgemeinen Koaktivatoren und kénnen an den MR binden [47]. Hierbei erfolgt die Interaktion
der SRC-Koaktivatoren hauptsachlich Uber AF-2 der E/F-Doméne [29,41,50]. Neben den
allgemeinen spielen die MR-spezifischen Koregulatoren eine entscheidende Rolle. So wurde
der Elongationsfaktor ELL (Eleven-Nineteen Lysine-rich Leukemia) als hoch selektiver
Koregulator des MR beschrieben, welcher direkt mit der N-terminalen AF-1b Region des MR
interagiert [51]. ELL unterbindet auRerdem die GR-Transaktivierung, zeigt aber keinen
Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt des Androgen- oder Progesteronrezeptors. ELL
verstarkt sowohl die Aldosteron- als auch die Cortisol-vermittelte Transaktivierung des MR
[27,51]. Ein weiterer mit der AF-1a-Region interagierender Koaktivator-Komplex konnte aus
HelLa-Zellen isoliert werden. Dieser Komplex besteht aus dem CREB-Bindeprotein (CBP)
und der RNA-Helikase A (RHA) [52]. Untersuchungen bestéatigen, dass der Komplex Uber
RHA nur in Anwesenheit von Aldosteron, jedoch nicht in Anwesenheit von Cortisol, binden

kann [52]. Die allgemeinen Korepressoren nukledrer Rezeptoren, NcoR (Nuclear Receptor

Corepressor) und SMRT (Silencing Mediator of Retinoic Acid and Thyroid Hormone
Receptor), binden konstitutiv an Hormon-responsive Elemente ihrer Zielpromotoren. Eine
Regulation der transkriptionellen Aktivitat des MR entsteht durch das Binden dieser Molekiile
an die hydrophobe Spalte der freien Ligandenbindungsdomane. Infolgedessen werden
Histondeacetylasen rekrutiert und so die Genexpression gehemmt [27]. Eine Interaktion von
Mitgliedern der PIAS-Proteinfamilie (Protein Inhibitor of Activated Signal Transducer and

Activator of Transcription) mit den verschiedenen Steroidhormonrezeptoren wurde ebenfalls



beschrieben. Hierbei wurde mit PIAS1 ein MR-spezifischer Korepressor identifiziert, der an
die N-terminale Domane bindet. PIAS1 wirkt als Ubiquitin-verwandte SUMO-E3-Ligase und
ist in der Lage, den MR in vitro und in vivo zu sumoylieren [53]. Weitere Untersuchungen
zeigen, dass eine Interaktion der A/B/C-Doméanen mit dem SUMO-E2-aktivierenden Protein

Ubc9 zur Potenzierung der Aldosteron-abhangigen Transaktivierung fuhrt [54].
1.1.3. Selektivitit des Mineralokortikoidrezeptors

Neben der hohen strukturellen und funktionellen Homologie zwischen MR und GR, teilen
sich beide Rezeptoren die Eigenschaft, dass Glukokortikoide binden kdnnen. Die
Glukokortikoide Cortisol oder Corticosteron binden mit einer ahnlichen Affinitat wie
Aldosteron an den MR. Obwohl Glukokortikoide im Vergleich zu Aldosteron in einer
wesentlich héheren Plasmakonzentration (100-1000-fach) vorkommen und so hauptsachlich
Cortisol an den MR binden sollte, ist die Bindung von Aldosteron an den MR in
physiologischen Konzentrationen hochselektiv. Im Gegensatz dazu, bindet Aldosteron nur an
den GR, wenn dieses in hohen nicht-physiologischen Konzentrationen vorliegt [29,48]. Die
Spezifitdt der Aldosteron-Bindung des MR konnte der Aminosauresequenz im Bereich 820-
844 der LBD zugeordnet werden. So wurden 12 dieser 25 Aminosauren als essentiell fur die
Aldosteron-Bindung bestatigt [55]. Dieselbe Region ist aullerdem bedeutend fir die Cortisol-
induzierte Transaktivierung, jedoch nicht entscheidend fir die Bindung [55]. Anhand der
Kristallstruktur der E/F-Domane (LBD) des MR ist anzunehmen, dass die Aminosauren 820-
844 keinen Teil der Liganden-bindenden hydrophoben Tasche bilden und die Aldosteron-

Spezifitdt daher auf indirekten Interaktionen mit dem Steroid zurtickzuflihren ist [29].

Neben den strukturellen Grundlagen der Aldosteron-Selektivitdt des MR spielt das Enzym
11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 (113-HSD2) eine entscheidende Rolle. In Aldosteron-
beeinflussten epithelialen Geweben, wie Niere, Darm und Speicheldrisen wandelt dieses
Enzym aktives Cortisol im Menschen bzw. Corticosteron in Nagern in inaktives Cortison und
11-Hydrocorticosteron um, welche nicht mehr vom MR gebunden werden kénnen [56]. So
kann der MR durch die gleichzeitige Expression der 113-HSD2 z.B. in der Niere selektiv und
in Abhangigkeit der Konzentration wirken, da Aldosteron kein Substrat des Enzyms darstellt.
Nicht-epitheliale Gewebe, z.B. im Hippocampus oder im Herzen, exprimieren kein 11[3-
HSD2-Enzym, sodass der MR hier als Cortikosteroid-Rezeptor wirkt und es zu einer

Daueraktivierung durch die Glukokortikoide kommt [57].
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1.1.4. Aldosteron und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Der klassische epitheliale Ligand des Mineralokortikoidrezeptors ist das Steroidhormon
Aldosteron, welches Bestandteil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) ist, und
an der Regulation des Elektrolyt- und Wasserhaushalts sowie des Blutdrucks mitwirkt
[58,59]. Die Bildung erfolgt hauptsachlich in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde aus
Cholesterin. Bevor Cholesterin in Aldosteron umgewandelt werden kann, muss es mittels
StAR-Protein (Steroidogenic Acute Regulatory Protein) von der auferen in die innere
Mitochondrienmembran transportiert werden, wo es durch verschiedene Enzyme, unter
anderem die Aldosteronsynthase (CYP11B2), synthetisiert wird [60,61]. Die Aktivierung der
Kaskade der Aldosteronsynthese erfolgt bei Natriummangel, Wasserverlust oder niedrigem
Blutdruck und startet dabei mit dem Angiotensinogen, welches hauptsachlich in der Leber
synthetisiert und anschlieBend in den Blutkreis abgegeben wird. Das Umwandeln des
Angiotensinogens in Angiotensin | (Ang |) findet anschlieRend in den juxtaglomeruldren
Zellen der Nieren durch die Protease Renin statt. Im Folgenden wandelt das Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) das Angiotensin | in die biologisch aktive Form des Angiotensin Il
(Ang Il) um, welches dann zusammen mit erhéhten Plasma-Kaliumkonzentrationen und dem
Adenocorticotropen Hormon (ATCH) die Synthese des Aldosteron stimuliert (Abb. 2).
AuRerhalb der Nebennierenrinde konnte auflerdem sowohl im Gehirn als auch im vaskularen
Gewebe und im Herzmuskel eine extra-renale Aldosteronsynthese nachgewiesen werden
[62—64]. Es ist aulerdem bekannt, dass neben dem klassischen Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System, ausgehend von den juxtaglomeruldren Zellen, verschiedene lokale
RAAS existieren, die oft klinische Relevanz besitzen [65—67]. Der Nachweis solcher lokaler
RAAS erfolgte in einer Vielzahl von Geweben, so z.B. in Pankreas [68,69], Herz [70], Nieren
[66], Gefallen [71,72], adipésem Gewebe [73] sowie dem Nervensystem [74,75], den
Reproduktionsorganen [76] und im Verdauungstrakt [77-79]. Lokale Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systeme agieren autokrin, parakrin und/oder intrakrin und entfalten so diverse
Funktionen, wie z.B. die Regulation der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies, des
Zellwachstums, der Differenzierung, Proliferation sowie der Apoptose, Entziindung und

Fibrose von Geweben [79].
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems.

1.1.4.1. MR/Aldosteron in nicht-epithelialen Geweben

In  nicht-epithelialen = Geweben des  kardiovaskuldren  Systems sowie des
Zentralnervensystems konnte der MR ebenfalls nachgewiesen werden [14,80]. So ist er im
ZNS an der Blutdruck-Regulation, NaCl-Homdostase und Regulation des Sympathikotonus
beteiligt, wohingegen er innerhalb des Herz-Kreislauf-Systems eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen spielt [81]. Im Folgenden sollen die

Aldosteron-Effekte auf das kardiovaskuldre System im Vordergrund stehen.

Die chronische Gabe von Aldosteron im Tiermodell verursacht eine interstitielle Fibrose und
Hypertrophie des Herzens, welche unabhangig vom Blutdruck ausgepragt sind [82,83]. In
Patientenstudien wurde weiterhin gezeigt, dass Hyperaldosteronismus haufiger zur
Hypertrophie der linken Herzkammer und dem Auftreten von Schlaganfallen flhrt als in
Vergleichsgruppen mit normalem Aldosteronspiegel [84—-86]. Gleichzeitig konnte in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit den MR-
Antagonisten Spironolakton und Eplerenon in Patienten mit Herzinsuffizienz zu einer

Senkung der Mortalitdtsrate sowie Morbiditatsrate fuhrt [7,8,87]. Inzwischen werden
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Eplerenon und Spironolakton standardmaBig als Bestandteil der Therapie von
Herzinsuffizienz verwendet. Die Behandlung mit Eplerenon bewirkte in Ratten weiterhin eine
Reduktion und sogar teilweise Ruckbildung der MR-induzierten Fibrose [88]. Die
Mechanismen der pathophysiologischen Wirkungen von Aldosteron gehen oft mit einer
Proliferation von kardialen Fibroblasten einher und flihren so zu einer Fibrose des Herzens.
In verschiedenen Tiermodellen konnte eine Steigerung der Expression verschiedener
Entzindungsmarker, wie z.B. TNFa, sowie eine Erhdhung der Synthese von Kollagen | und
Il beobachtet werden [89,90]. Andere Verdffentlichungen gehen davon aus, dass
Schadigungen des Herzens primar durch Entzindungen der versorgenden Gefalke
entstehen und hierbei oxidativer Stress eine entscheidende Rolle spielt [91-93]. In
transgenen Mausen mit 118-HSD2-Uberexpression zeichnet sich bei normaler Salzdiat eine
gesteigerte Aktivierung des MR mit gleichzeitiger Hypertrophie, Fibrose und anschlieRendem
Herzversagen ab [94]. Mausherzen, in denen der MR Uberexprimiert wird, zeigen zudem
eine Erweiterung des Herzmuskels [95]. Weiterhin wurden in der Vergangenheit
gefalRverengende Aldosteron-Wirkungen in glatten GefalRmuskelzellen beschrieben [96,97].
Die Aufklarung der genauen Mechanismen der pathophysiologischen Aldosteron-MR-
Wirkung ist von grolRem Interesse flr die Therapiestrategien von Herz-Kreislauf-

Erkrankungen und erfordert weitere Untersuchungen.
1.1.4.2. Nicht-genotrope Wirkungen von MR/Aldosteron

Nicht-genotrope Wirkungen zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Expression von Genen
nicht direkt beeinflussen und innerhalb von Sekunden bzw. Minuten in der Zelle ablaufen
kénnen. Aufgrund dessen zeigt eine Inkubation mit dem Transkriptionshemmer Actinomycin
D oder dem Translationshemmer Cycloheximid keinen Einfluss auf die nicht-genotropen
Effekte [15,98]. Nicht-genotrope Aldosteron-Wirkungen konnten in verschiedenen Geweben
nachgewiesen werden, so z.B. den Nieren, im Kolon, in Gefalwanden oder im Herzen
[15,99]. Der molekulare Mechanismus der schnellen Aldosteron-Effekte ist weitestgehend
unbekannt, es wird jedoch vermutet, dass diese Uber Rezeptoren, Second messenger (z.B.
NO) oder Effektoren vermittelt werden. In CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) sowie einer
humanen embryonalen Nierenzelllinie (HEK293) konnte gezeigt werden, dass die Inkubation
mit Aldosteron zu schnellen Antworten der ERK1/2- und JNK1/2-Signalkaskaden flhrt, die
durch Spironolakton hemmbar waren. Im Gegensatz dazu induziert Aldosteron sowohl in
MR-transfizierten als auch MR-untransfizierten Zellen einen schnellen Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentrationen, welcher durch die Inkubation mit Spironolakton
nicht gehemmt wurde [100]. Man spricht somit von MR-abhangigen und MR-unabhangigen
schnellen Aldosteron-Effekten. Diese schnellen MR-unabhangigen Aldosteron-Effekte
wurden zuerst durch Wehling et al. beschrieben. So war in diesen Studien die schnelle

Wirkung von Aldosteron auf den Natrium-Protonenaustauscher in mononukledren



Leukozyten und glatten Gefallmuskelzellen nicht durch Aldosteron-Antagonisten hemmbar
[101]. In neueren Verédffentlichungen werden die schnellen MR-unabhangigen Aldosteron-
Effekte einem neuen Aldosteron-Rezeptor zugeordnet. Bei diesem Rezeptor handelt es sich
um GPR30 (GPER: G Protein-Coupled Estrogen Receptor), welchen Gros et al. in glatten
GefalBmuskelzellen als Vermittler rapider Aldosteron-Wirkungen identifiziert haben [102]. In
vaskularen Endothelzellen der Ratten-Aorten mit robuster GPR30- und kaum messbarer MR-
Expression konnte gezeigt werden, dass Aldosteron zu einer Erhdéhung der ERK-
Phosphorylierung fuhrt und so pro-apoptotische, proliferative und vasodilatatorische Effekte
induziert, die durch GPR30-Antagonisten hemmbar waren [103]. In weiteren
Untersuchungen wurde aufl’erdem eine Aldosteron-induzierte Verlangsamung des
Herzschlages beschrieben, die durch GPR30-Antagonisten, nicht jedoch durch
Spironolakton oder Eplerenon gehemmt wurde [104]. Da der Rezeptor GPR30 eine Vielzahl
verschiedener Steroide binden kann, wird seine Rolle momentan kontrovers diskutiert und
eine Aufklarung der grundlegenden Mechanismen bleibt abzuwarten. Trotz der neueren
Berichte Uber die GPR30-vermittelten schnellen Aldosteron-Effekte, ist bekannt, dass der
MR den Grofteil der nicht-genotropen Wirkungen vermittelt. So beeinflusst der
Mineralokortikoidrezeptor  verschiedene Komponenten einer Vielzahl zytosolischer
Signalkaskaden und reguliert z.B. die Calcium-Konzentration oder die Aktvitat verschiedener
Proteinkinasen, wie z.B. die der Proteinkinasen A, C und D (PKA, PKC und PKD). Weiterhin
kénnen verschiedene Membranproteine und Rezeptoren, wie z.B. NHE1, Kaliumkanale, H*-
ATPase oder ENaC, aktiviert oder moduliert werden. Die Interaktionen des Aldosteron-
stimulierten MR mit anderen Signalkaskaden und Proteinen ermdglichen eine hoch
dynamische Feinregulation als Antwort auf verschiedene Bedingungen in den Zellen oder
Geweben [99].

1.2. Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

Beim EGFR handelt es sich um einen Transmembranrezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitat, der
in allen Zelltypen und Geweben exprimiert wird. Der EGFR ist ein entscheidender
Bestandteil verschiedener Signalkaskaden und zeigt sowohl physiologische als auch
pathophysiologische Effekte. So spielt er eine Rolle in der fetalen Entwicklung, Proliferation,
Differenzierung und Migration von Zellen sowie bei der Kontraktion von Geféal3en. AuRerdem

ist er ein bekanntes Ziel in der Krebstherapie [105,106].
1.2.1. Molekulare Grundlagen: Aufbau und Struktur des EGFR

Das Gen, welches fir den EGFR kodiert, ist das sogenannte Protoonkogen c-erb1 [107,108],
welches beim Menschen in der Region p12.3-p12.1 auf dem Chromosom 7 lokalisiert ist
[109] und aus 28 Exons besteht [110]. Der 170 kDa groRe EGFR wird dabei durch zwei
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Haupttranskripte (5,8 kb und 10,5 kb) gebildet [108]. Neben einer 5-UTR enthalt Exon 1
Sequenzen, die fir ein Signalpeptid sowie die ersten 5 Aminosauren des Rezeptors
kodieren. Die Translation der Exons 2-16 bewirkt die Bildung der extrazellularen Domane,
wobei zwei Cystein-reiche Sequenzmotive aus den Exons 5-7 sowie 13-16 entstehen. Die
kurze transmembrane Domane wird aus Exon 17 translatiert. Die Tyrosinkinasedoméane und
die carboxyterminale Region bilden den intrazellularen Teil des EGF-Rezeptors und werden
durch die Exons 18-24 bzw. 25-28 gebildet [111].

Funktionell gehdrt der EGFR zu den Rezeptortyrosinkinasen (RTKs), welche durch eine N-
terminale extrazellulare Ligandenbindungsdomane (LBD), eine Transmembranhelix und eine
intrazelluldre C-terminale Domane mit Tyrosinkinasefunktion gekennzeichnet sind. Eine
Aktivierung dieser RTKs erfolgt entweder lber die Bindung ihrer spezifischen Liganden oder
durch Transaktivierung im Zusammenspiel mit anderen Signalkaskaden. Der EGFR, auch
als ErbB1 bezeichnet, gehdrt zu einer Proteinfamilie, die auRerdem ErbB2, ErbB3 und ErbB4
beinhaltet. Er besteht aus einer Polypeptidkette aus 1186 Aminosduren und besitzt ein
Molekulargewicht von 170 kDa. Die aus 622 Aminosduren bestehende extrazellulare
Domane enthalt zwei Cystein-reiche Regionen, die flr die Bindung der Liganden
verantwortlich sind. Auf die a-helikale Transmembrandomane (23 AS) folgt die intrazellulare
zytoplasmatische Doméne, bestehend aus 542 Aminosduren (Abb. 3). Die extrazellulare
Doméne besteht aus 4 Untereinheiten (I-1V), von denen die Domanen | (AS 1-165) und Il
(AS 310-481), auch als L1 und L2 bezeichnet, eine hohe Homologie aufweisen [112]. Es ist
bekannt, dass Untereinheit L2 fir die Ligandenbindung, und L1 fir die Liganden-induzierte
Dimerisierung des Rezeptors verantwortlich ist [113,114]. An L1 und L2 schlief3t sich jeweils
eine Cystein-reiche Untereinheit (Il und 1V), auch als S1 und S2 bezeichet, an. Dabei
befindet sich S1 in der Region 166-309 und S1 in der Region 482-621 der
Aminosauresequenz. Es konnte gezeigt werden, dass sie eine entscheidende Funktion in
der Liganden-abhangigen Transaktivierung des Rezeptors haben [115]. Wahrend S1 eine
entscheidende Rolle bei der Dimerisierung mit anderen Rezeptoren hat [116], tragt S2
auBerdem das Signal fur die Lokalisierung des Rezeptors in der Membran [117]. Auf die
nachfolgende einfache hydrophobe Transmembrandomane folgt die intrazellulare Domane,
bestehend aus der hochkonservierten Tyrosinkinasedomane (AS 685-953) und der C-
terminalen Region (AS 965-1186), welche Uber die drei Autophosphorylierungsstellen
Y1068, Y1148 und Y1173 verfligt [116,118,119]. Weitere Phosphorylierungs- bzw.
Aktivierungsstellen befinden sich an den Stellen Y952, Y1045 und Y1086, welche Ziele
verschiedener Kinasen, wie z.B. ERK1/2, sind [116,120,121].
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Abb. 3: Schematische Darstellung des EGFR. Dargestellt sind die extrazellulare Domane mit der
Ligandenbindungsfunktion (Untereinheiten L1 (I) und L2 (lll)) sowie der Dimerisierungsfunktion
(Cystein-reiche Regionen S1 (ll) und S2 (Il)), die Transmembranhelix sowie die intrazellulare Domane
mit Tyrosinkinasefunktion und Aktivierungsstellen (Autophosphorylierungsstellen).

1.2.2. EGFR-Aktivierung

Der inaktive EGF-Rezeptor liegt autoinhibiert vor. Dies kommt dadurch zustande, dass ohne
Bindung eines Liganden die Domane Il des extrazelluldren Bestandteils an Domane IV
gebunden ist, und dadurch die flr die Dimerisierung entscheidende Region verdeckt wird.
Bindet ein Ligand an die Doménen | (L1) und Il (L2), erfolgt eine Konformationsanderung
des Rezeptors, bei dem es zu einer Rotation der Domanen | und Il um 130° kommt. Dies
bewirkt ein Freisetzen des Dimerisierungsarms mit anschlieBender Dimerisierung und
Autophosphorylierung der Tyrosinreste [122-124]. An diese phosphorylierten Tyrosine
kénnen in Folge verschiedene Proteine, wie z.B Adaptorproteine oder Enzyme mit SH2 (Src-
homology 2)- oder PTB-Domane (Phosphotyrosin-Bindungsdomane) binden. Bei diesen
Domanen handelt es sich um Domaéanen, die Protein-Protein-Interaktionen vermitteln und
ihrerseits Phosphorylierungsstellen aufweisen, sodass die Bindung dieser Proteine an den
EGFR zu einer Erweiterung der Interaktionsmdglichkeiten und putativen Signalkaskaden
flhrt [120,122,123].
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1.2.3. Liganden der EGFR-Proteinfamilie und Induktion der Rezeptordimerisierung

Die Mitglieder der EGFR-Proteinfamilie werden durch eine Vielzahl an EGF-ahnlichen
Liganden aktiviert. In Abhangigkeit ihrer Affinitdten und Spezifitdten, lassen sie sich in 4
verschiedene Kategorien unterteilen. So binden der epidermale Wachstumsfaktor (EGF),
Amphiregulin (AR) und der transformierende Wachstumsfaktor a (TGF-a) spezifisch an den
EGFR und bilden die erste Gruppe von Liganden. Im Gegensatz dazu binden Betacellulin
(BTC), der Heparin-bindende EGF-ahnliche Wachstumsfaktor (HB-EGF) und Epiregulin an
den EGFR (ErbB1) und ErbB4. Neureguline (NRGs) oder Neu-Differenzierungsfaktoren
(NDFs) binden und aktivieren ErbB3 und ErbB4, wobei NRG1 und NRG2 Liganden flir beide
Rezeptoren darstellen, wohingegen NRG3 und NRG4 nur ErbB4 als Liganden dienen [122].
Alle genannten Wachstumsfaktoren teilen eine gemeinsame EGF-Domane mit sechs
konservierten Cystein-Resten, die drei intramolekulare Disulfidbricken bilden. Gebildet
werden die EGF-ahnlichen Liganden als glykosylierte transmembrane Vorstufen, die
proteolytisch von der Zelloberfliche abgespalten und so zum funktionsfédhigen Liganden
werden [122,125]. Hoch-und niederaffine Liganden induzieren Signalwege durch Bindung an
den Rezeptor und eine anschlielende Transaktivierung durch die Bildung von Homo- oder
Heterodimeren. Die Heterodimerbildung kann hierbei zwischen allen Mitgliedern der ErbB-
Familie, also ErbB1 bis ErbB4, erfolgen. Eine entscheidende Rolle fiir die Dimerisierung und
Aktivierung innerhalb der ErbB-Familie spielt der Rezeptor ErbB2. Studien zeigen, dass
dieser durch Heterodimerisierung mit dem Liganden-gebundenen EGFR transphosphoryliert
wird [126,127] und zusammen mit dem EGFR oder ErbB3 eine synergistische Wirkung zeigt
[128,129]. Fur ErbB2 konnten keine eigenen Liganden nachgewiesen werden, wodurch
ErbB2 als bevorzugter Heterodimerisierungspartner aller anderen Mitglieder innerhalb der
EGFR-Proteinfamilie fungiert. Dieser reduziert die Dissoziation der Liganden vom Rezeptor
und verlangert so die Aktivierung verschiedener Kaskaden, wie z.B. des MAP-Kinase-
Signalwegs [122,130,131]. Weiterhin haben mechanistische Studien des Liganden-
Rezeptorkomplexes gezeigt, dass die Liganden eine hochaffine und eine niedrigaffine
Bindestelle fir die Rezeptoren besitzen und somit bivalent sind. So induziert EGF durch eine
hochaffine Bindung die Homodimerisierung des EGFR [132] und NRG mittels niedrigaffiner
Bindung die Heterodimerisierung mit ErbB2 [133].
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Abb. 4: Schematische Darstellung der ErbB-Rezeptorfamilie und ihrer jeweiligen Liganden und
Dimerisierungspartner (modifiziert nach [134]).
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1.2.4. EGFR-Signalkaskaden

Auf Grund der verschiedenen Liganden und diversen Interaktionspartner ist der EGFR in
eine Vielzahl von Signalkaskaden involviert (Abb. 5) [122,135]. Hierbei ist der MAP (Mitogen-
Activated Protein)-Kinase-Signalweg am besten untersucht. Zu den verschiedenen MAP-
Kinasen, die als Ziele des EGF-Rezeptors identifiziert werden konnten, gehéren ERK1 und
ERK2 (Extracellular Signal-Regulated Kinases), die JNKs (c-Jun-N-terminal Kinases) sowie
die p38-mitogenaktivierten Kinasen (p38, Erk5). Beim ERK1/2-Signalweg werden nach
Ligandenbindung und Dimerisierung des EGFR zunachst die Adaptorproteine Shc (SH2-
containing protein) und Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) rekrutiert und an die
Autophosphotyrosinstellen gebunden. Uber den Nukleotid-Austauchfaktor Sos (Son of
Sevenless) wird das kleine G-Protein Ras (Rat Sarcoma) aktiviert, welches auf Grund seiner
GTPase-Funktion mit der Kinase Raf (Rat fibrosarcoma) interagiert. Diese Aktivierung fuhrt
zur Translokation von Raf an der Zellmembran und gleichzeitig zur Aktivierung der Kinasen
MEK1/2 sowie ERK1/2 [122,136-139]. ERK1/2 flhrt dann zur Phosphorylierung und
Aktivierung vieler verschiedener Proteine, so z.B. von Transkriptionsfaktoren wie NFAT
(Nuclear Factor of Activated T-cells), c-myc, CREB (cAMP Response Element-binding
Protein), c-fos (FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog), STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3) oder Elk-1 (ETS-Like Gene), sodass ein breites
Spektrum an zellularen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung, Zellvitalitat, aber auch
Apoptose und Stressantworten reguliert wird [140-142]. Neben den oben beschriebenen
Signalkaskaden, werden die MAP-Kinasen JNK und p38 Uber die Tyrosinkinase-Domane
reguliert [122]. So erfolgt die JNK-Aktivierung Uber das kleine G-Protein Rac (Ras-related C3
botulinum toxin substrate) und Cdc42Hs (Cell division control protein 42 homolog) [143]. Mit
JIK (JNK/SAPK-Inhibitory Kinase) konnte eine Serin/Threonin-Kinase identifiziert werden,
die die JNK-Aktivierung als Antwort auf eine EGFR-vermittelte negative Regulation inhibiert
[144], wohingegen fir das Adaptorprotein Crk eine stimulatorische Funktion in der JNK-
Aktivierung nachgewiesen wurde [145]. Bindung von EGF an den EGF-Rezeptor vermittelt
auBerdem die schwache Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [146]. Auf
Grund der Tatsache, dass der EGFR im Vergleich zu anderen Rezeptortyrosinkinasen keine
Bindestelle fur die SH2-Domane der PI3K besitzt, muss diese Aktivierung indirekt erfolgen.
Untersuchungen zeigen, dass die Aktivierung der PI3K Uber das Adaptorprotein Gab1
(GRB2-Associated-Binding Protein) vermittelt wird [147]. Gleichzeitig fuhrt die Aktivierung
der PI3K zur Bildung von Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat (PIP3), welches wiederum zu
einer erhohten Aktivitat von Gab1 fihrt. Es handelt sich hierbei um eine positive
Rickkopplung, die ihrerseits durch die Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin
Homolog), welche PIP3 hydrolysiert, reguliert wird [122]. Ein wichtiges Ziel des PI3K-
Signalweges ist die Proteinkinase B (PKB)/Akt, welche durch die Aktivierung von NFkB



antiapoptotische Wirkung zeigt und eine Rolle im Zellzyklus spielt [148]. Die EGFR-
vermittelte Aktivierung der zytoplasmatischen Tyrosinkinase c-Src (Cytoosolic v-src Avian
Sarcoma Viral Oncogene Homolog) vermittelt ebenfalls diverse Zellfunktionen wie die
Organisation des Zytoskeletts und das Vermitteln cancerogener Signalwege [149,150]. Es
konnte auRerdem gezeigt werden, dass c-Src und der EGFR koexprimiert werden und
synergistisch auf die Zellproliferation, Invasivitat und die Tumorbildung wirken [151,152]. C-
Src kann sowohl indirekt Uber die Ral-GTPase aktiviert werden [153] als auch durch direkte

Bindung an den EGFR, wodurch zwei Tyrosinreste phosphoryliert werden [154]. Eine EGF-

abhangige c-Src-vermittelte Aktivierung wurde fir eine Vielzahl an Proteinen, wie z.B. Jak2
(Janus Kinase 2) oder STAT3 beschrieben [122].

S
D
\ J
Y
Proliferation
Zelluberleben
Zelizyklus

Abb. 5: Schematische Darstellung ausgewahlter EGFR-Signalkaskaden (modifiziert nach
[122,135]).
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1.3. Zusammenwirken von MR und EGFR

Die Interaktion des MR mit dem EGFR kann sowohl mittels Transaktivierung in einer nicht-
genomischen Weise [100,155] als auch genomisch mittels Regulation der Genexpression
erfolgen [156,157]. Diese MR-abhangige Erhéhung der EGFR-Expression konnte unter
anderem in Herz, Aorta und Nieren nachgewiesen werden. Dabei bewirkt die MR/Aldosteron-
induzierte  Steigerung der EGFR-Expression eine Erhdhung der Menge an
Rezeptormolekilen und damit gleichzeitig die Verfligbarkeit fir vasoaktive Substanzen wie
Endothelin-1 und Angiotensin Il [156,158-160]. Verschiedene Arbeiten zeigen, dass die
nicht-genomische Interaktion durch die Bindung des EGFR an die EF-Doméane des MR
erfolgt, und die vollstdndige Responsivitat auf die Behandlung mit Aldosteron nur erzielt wird,
wenn mindestens die Domanen C, D sowie E/F vorhanden sind [161,162]. Die durch die
Interaktion von MR und EGFR beeinflussten Signalmolekiile sind sehr vielschichtig und
umfassen unter anderem die NADPH-Oxidase, c-Src, die Proteinkinasen C und D (PKC bzw.
PKD), reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Rho/Rhokinase, ki-Ras-2a (Kirsten Rat
Sarcoma Viral Oncogene Homolog) und Calcium-Signalwege [100,155,163-166]. Ein
Uberblick tber die durch MR-EGFR-Interaktion verursachten Mechanismen soll in den

folgenden Abschnitten gegeben werden.
1.3.1. Physiologische Relevanz der MR-EGFR-Interaktion

Ein physiologischer Prozess von entscheidender Bedeutung ist die MR-EGFR-abhangige
Regulation von Natriumionen in der Niere. So konnte gezeigt werden, dass der EGF-
Rezeptor als Vermittler zwischen Aldosteron-aktiviertem MR und der Proteinkinase D
fungiert. Dies bewirkt in M1-Zellen des Sammelrohres eine erhdhte Aktivitat des epithelialen
Natriumkanals ENaC [155,167]. ENaC sorgt zusammen mit er Na'/K’-ATPase fur den
transepithelialen Transport von Na*-lonen und spielt eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Na* und K'-Konzentrationen im Blut, in Epithelien sowie in extra-
epithelialen FlUssigkeiten, indem er Na+-lonen aus Primarharn und Darmlumen
ruckresorbiert. In humanen renalen epithelialen Zellen des proximalen Tubulus (RPTEC)
erfolgte weiterhin der Nachweis einer MR-EGFR-induzierten Stimulation der Expression und
Aktivitat des Natrium-Protonen-Austauschers NHE3 [168], sowie eine Aktivierung von NHE1
in MDCK-Epithelzellen (Madin Darby Canine Kidney), wo es an der Regulation des zellularen
pH-Wertes und des Volumens beteiligt ist [163]. In ventrikuldaren Myozyten der Ratte wurde
weiterhin gezeigt, dass die Aldosteron-induzierte NHE1-Aktivierung durch die MR-
Antagonisten Spironolakton und Eplerenon sowie den EGFR-Kinase-Inhibitor AG1478
gehemmt werden kann. Dies bekraftigt die Hypothese, dass diese NHE1-Stimulation durch

eine Transaktivierung des EGFR vermittelt wird [169].



1.3.2. Pathophysiologische Bedeutung der MR-EGFR-Interaktion

Neben der physiologischen Relevanz der Interaktion von Aldosteron-stimuliertem MR und
EGFR haben die pathophysiologischen Effekte grolere Bedeutung erlangt. So wurden in
den letzten 10 Jahren Arbeiten veroffentlicht, in denen das Zusammenwirken von MR und
EGFR in verschiedenen Geweben mit Veranderungen, wie z.B. Fibrose, Entzindung,

Proliferation oder auch dem Altern in Verbindung gebracht werden.
1.3.2.1. Remodeling

Als Remodling werden Umbauprozesse des Gewebes bezeichnet, die als Reaktion auf
physiologische oder pathophysiologische Belastungen wie 2z.B. Lasionen oder
Entzindungsprozesse ablaufen. Einen ersten Hinweis fir die Bedeutung der MR-EGFR-
Interaktion flr diese pathophysiologischen Veranderungen gaben Dorrance et al. in ihren
Arbeiten mit dem Nachweis, dass die Behandlung von hypertensiven, Schlaganfall-
gefahrdeten Ratten (SHRSP) mit dem MR-Antagonisten Spironolakton zu einer Minderung
des Risikos eines Hirninfarktes fihrt. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass diese
Beobachtung mit der Reduktion des EGFR-mRNA-Gehaltes nach Behandlung mit
Spironolakton einhergeht, und dadurch ein Umgestalten des Gewebes der Blugefalle im
Gehirn verhindert wird [170]. FUr das Mineralokortikoid Deoxycorticosteron (DOCA), welches
ein Derivat des Progesterons und Zwischenstufe in der Synthese des Aldosterons ist, wurde
beschrieben, dass die Gabe in hypertensiven DOCA-Ratten zu Veradnderungen der
Gefalfunktionen durch Erhéhung des basalen Tonus und zu EGF-induzierten Kontraktionen
fuhrt. In diesen Studien flhrte die Behandlung mit PI3-Kinase- oder EGFR-Kinase-
Antagonisten zu einer Suppression dieser Gefallveranderungen [171]. Solche arteriellen
Kontraktionen, die auf einer Uberexpression des EGFR beruhen, konnten bereits vorher
nachgewiesen werden [11,12]. AulRerdem wurde ein Einfluss des Mineralokortikoids DOCA
auf den inneren und &uReren Durchmesser sowie auf die Dicke der GefaRwande
beschrieben, sodass Dorrance et al. postulieren, dass die Gabe des Mineralokortikoids zur
Proliferation der glatten GefaRmuskelzellen (VSMCs) fihrt [10]. Dass die durch
MR/Aldosteron-induzierte Transaktivierung des EGFR die Proliferation von VSMCs und
mesangialen Zellen bedingt, konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen bestatigt werden
[17,18,155,164,172]. Diese proliferatorischen Effekte waren dabei durch den Aldosteron-
Antagonisten Spironolakton hemmbar [173]. Die Bedeutung der Interaktion von MR und
EGFR wurde aul’erdem anhand synergistischer Effekte von Aldosteron und Angiotensin Il
nachgewiesen. So fihrt die simultane Gabe beider Liganden als Antwort auf die
Phosphorylierung von EGFR, ERK1/2 sowie ki-Ras-2a und MKP-1 zur Proliferation von
glatten GefaBmuskelzellen [165]. Weiterhin bewirkt die Aldosteron-abhdngige EGFR-
Transaktivierung die Proliferation von mesangialen Zellen Uber zwei verschiedene dem

EGFR nachgeschaltete Signalkaskaden. Zum einen erfolgt dies mittels Phosphorylierung der
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PI13K/Akt und mTOR-Signalkaskade und zum anderen uber ki-Ras-2a und den MAP-Kinase-
Signalweg [174]. In neueren Verodffentlichungen zeigen EGFR-defiziente Mause mit
unvollstdndigem EGFR-Knock-out, der lediglich zu einer reduzierten EGFR-Kinaseaktivitat
fuhrt, im Vergleich zu Wildtyp-Mausen die gleiche Responsivitadt auf Angiotensin Il und
Phenylepiphrin (Derivat des Adrenalin). In diesem Modell wird eine Aldosteron-induzierte
EGFR-abhangige vaskuldre Dysfunktion, nicht aber vaskuldares Remodeling beschrieben
[175]. Diese Daten werden durch Experimente an dominant negativen EGFR-Mausen
unterstitzt, in denen gezeigt werden konnte, dass die Aldosteron-induzierte Angiotensin II-
vermittelte kardiale Hypertrophie sowie die Expression von Markergenen wie Kollagen I, Il
oder Il in DN-EGFR-Mausen und Wildtyp-Tieren identisch war [176]. Diese Daten sind
allerdings auf Grund des verwendeten Modells kritisch zu bewerten, da auf Grund des
unvollstdndigen Knock-outs, welcher nur zur Reduktion der EGFR-Kinaseaktivitat fahrt,

EGFR-abhangige Effekte nicht vollkommen ausgeschlossen werden kénnen.
1.3.2.2. Entziindung/Inflammation

Neben den in Abschnitt 1.3.1. beschriebenen Mechanismen des Remodelings spielt das
Zusammenwirken von MR und EGFR eine bedeutende Rolle in der Entstehung von
Entziindungsprozessen innerhalb des renokardiovaskularen Systems [92,177]. Ein
Aldosteron-induzierter Anstieg der 12-,15-Lipoxygenase-Expression 16st in den Gefalden pro-
entzindliche Veranderungen aus, die durch die Hemmung des EGFR mit dem Inhibitor
AG1478 verhindert werden kdnnen [178]. Diese Lipoxygenase verursacht die Produktion von
Derivaten der Hydroxyeicosatetraensaure (12- und 15-HETE [Hydroxyeicosatetraensaure]
und HPETE [Hydroperoxyeicosatetraensaure]), welche daflr bekannt sind, die vaskulare
Kontraktilitdt, das vaskulare Wachstum, die Migration sowie die Oxidation von LDL (Low
Density Lipoprotein) zu erhéhen [178]. In epithelialen Zellen konnte auRerdem gezeigt
werden, dass der Aldosteron-induzierte Anstieg der ENaC-Rezeptoren in der Zellmembran
zu einem kurzzeitigen Anschwellen und einer langzeitigen Versteifung der Zellen fuhrt [179].
Dass die Insertion von ENaC durch die Proteinkinase D vermittelt wird, welche abhangig von
der Phosphorylierung des EGFR ist, wurde weiterhin in Nierenzellen beschrieben [155,167].

Ein ahnlicher Mechanismus im Endothel ware denkbar.
1.3.2.3. Alterungsprozesse

Ein Zusammenhang zwischen Alterungsprozessen und der Interaktion von MR und EGFR
konnte ebenfalls hergestellt werden. So wurden in jingeren adulten Ratten nach Aldosteron-
abhangiger EGFR-Uberexpression entziindungsférdernde Mechanismen in glatten
GefalBmuskelzellen nachgewiesen. Gleichzeitig kommt es zu Steigerung der Menge an
mRNA und Protein des MR in gealterten adulten Ratten sowie einer Erhéhung der EGFR-

Expression in der Aorta. Es wird daher postuliert, dass die EGFR-vermittelten Effekte von



Aldosteron pro-entziindliche Signalwege férdern, die mit dem arteriellen Altern in VSMCs
assoziiert sind [159]. Eine ahnliche Beziehung zwischen MR-induzierten Mechanismen und
dem Altern von Gefalden wurde aufterdem durch Min et al. beschrieben. Diese postulieren in
ihren Arbeiten ein synergistisches Zusammenwirken von MR/Aldosteron und Angiotensin
[I/Angiotensin [I-Rezeptor. Dieses fuhrt zum einen zu einer EGFR- und ki-Ras-2a-aktivierten
Proliferation und zum anderen zu einer durch die Erhéhung der NADPH-Oxidase-Aktivitat
und NFkB und AP-1 vermittelten Seneszenz [165,180].

1.3.2.4. Fibrose

Obwohl die fibrotische Wirkung von Aldosteron im renokardiovaskularen System durch viele
Arbeitsgruppen nachgewiesen wurde, konnte die Beteiligung des EGFR bisher nur indirekt
gezeigt werden [82,181,182]. Als Fibrose bezeichnet man die krankhafte Vermehrung des
Bindegewebes, wodurch es zu einer Verdrangung des Parenchyms und zur Verhartung des
betroffenen Gewebes kommt. So bewirkt die fibrotische Veradnderung in den betroffenen
Geweben starke funktionelle Einschrankungen. Hypertensive Ratten zeigen eine erhdhte
Kollagensynthese nach  Aldosteron-induzierter ~ Aktivierung der zytoplasmatischen
Tyrosinkinase c-Src sowie NADPH-Oxidase, welche in Folge die Phosphorylierung von
ERK1/2 und p38 bewirkt [183]. Verschiedenen Arbeiten bestatigen, dass eine solche
Aldosteron-abhdngige c-Src-Aktivierung eine erhdhte Aktivierung des EGFR bewirkt
[100,155,166]. Da die Kollagen-Synthese in renalen Fibroblasten aufgrund einer Aldosteron-
induzierten Phosphorylierung von ERK1/2 verstarkt ist, wird postuliert, dass die EGFR-
Transaktivierung als Mediator innerhalb dieses Signalweges fungiert [184]. Als zentraler
Vermittler fibrotischer Mechanismen wurde TGF-B in der Niere identifiziert. Chen et al.
bewiesen, dass die Hemmung des EGFR die Angiotensin ll-induzierte, durch TGF-B-
vermittelte, renale Fibrose verhindert [185]. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass
die MR/Aldosteron-induzierte Fibronektinsynthese in NRK49f-Zellen (Fibroblastenzelllinie der
Niere) unabhangig von der EGFR-Transaktivierung uber die Aktivierung von JNK und AP-1
erfolgt, obwohl die Inkubation mit Aldosteron zu einer verstarkten EGFR-Phosphorylierung
fuhrt [186]. Ein Indiz fir die Relevanz der MR-EGFR-Interaktion liefern Zhang et al. in ihren
Studien. lhre Untersuchungen zeigen, dass die Fibronektinsynthese in mesangialen Zellen
der Ratte nach Inkubation mit Aldosteron Uber eine Stimulation von ERK1/2 und NHE1
erfolgt. Wie bereits oben beschrieben, handelt es sich sowohl bei ERK1/2 als auch NHE1 um
Ziele der MR-EGFR-Interaktion [187]. Es gibt aullerdem Hinweise darauf, dass Aldosteron
die Zellen moéglicherweise lediglich fur die Wirkung anderer Stressoren, wie z.B. chemische
Radikale, empfanglicher macht. So erfolgte in humanen glatten GefaBRmuskelzellen der Aorta
(HAoSMCs) der Nachweis einer H,O,-induzierten Steigerung des Gehaltes an Kollagen |, llI
und IV, welche durch Aldosteron unterstitzt wurde und durch MR-Antagonisten und EGFR-

Kinase-Inhibitoren hemmbar war [188].
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die MR/Aldosteron-induzierte Transaktivierung
des EGFR ein breites Spektrum an Signhalmolekilen und -kaskaden involviert und aktiviert
und daher eine Vielzahl physiologischer sowie pathophysiologischer Prozesse vermittelt
(Abb. 6). Besonders die pathophysiologischen Effekte in Form von vaskularen
Dysfunktionen, Proliferation, Entziindung, Altern und Fibrose sind von groRer medizinischer
und pharmakologischer Relevanz, da sie Ursache vieler renokardiovaskularer
Krankheitsbilder sind. Die Aufklarung der zugrunde liegenden Mechanismen ist daher

relevant fur die Entwicklung von Therapiemdglichkeiten zur Behandlung von Herz-Kreislauf-

Erkrankungen.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Zusammenwirkens von MR und EGFR sowie der
Transaktivierung des EGFR liber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.



1.4. Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits einleitend erwdhnt, zeigen die klinischen Studien RALES, EPHESUS und
EMPHASIS-HF, dass die Behandlung von Patienten mit Herzinsuffizienz oder Patienten
nach Myokardinfarkt mit MR-Antagonisten eine 15%ige bzw. 30%ige Reduktion der
Mortalitat und Morbiditat bewirkt [7—9]. Es wird postuliert, dass diese MR-Antagonisten
Remodelingprozesse in Geweben des Herz-Kreislauf-Systems hemmen. Dass die
Interaktion von MR und EGFR einen entscheidenden Beitrag zur Aktivierung
pathophysiologischer Signalkaskaden leistet, konnte in einer Vielzahl an Arbeiten gezeigt
werden [100,155,164,170]. Aulerdem verstarkt der EGFR die schadigende Wirkung
vasoaktiver Substanzen. Die Aldosteron-induzierte Uberexpression des EGFR wurde durch
Krug et al. demonstriert. Es wurde beschrieben, dass diese Induktion MR-spezifisch und
unabhangig vom GR ist [158]. Auf Grund dieser Ergebnisse, wurde der Promotor des EGF-
Rezeptors ausgewahlt, um gezielt nach Mineralokortikoid-responsiven Elementen zu suchen.
In der Vergangenheit konnten auf dem EGFR-Promotor bereits zwei Regionen identifiziert

werden, die funktionell mit dem MR interagieren und von diesem aktiviert werden [156,189].

Ziel der Arbeit ist daher die Untersuchung des Mechanismus der MR-EGFR-Promotor-
Interaktion. Hierfur sollten (i) mittels Reportergen-Assays das Mineralokortikoid-responsive
Element (MRE) auf dem EGFR-Promotor eingegrenzt sowie (ii) weitere putative Kofaktoren
mittels bioinformatischer Analysen identifiziert werden. Die putativen Kofaktoren sollten
anschlieRend (iii) hinsichtlich ihrer Relevanz und tatsachlichen Beteiligung am Mechanismus
validiert und charakterisiert werden. Anhand des identifizierten MREs sollte (iv) mittels eines
genomweiten Sequenzvergleichs nach weiteren spezifischen, MR-regulierten Genen gesucht
und (v) diese Zielgene validiert werden, um so eventuell einen generellen Wirkmechanismus
des MR ableiten zu kdnnen. Weiterhin sollte (vi) die pathophysiologische Relevanz fir das

kardiovaskulare System naher eingegrenzt werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Zellkultur
2.1.1. Zelllinien

Humane embryonale Nierenzellen (HEK293), humane Nierenepithelzellen (HK2) sowie
aortale glatte Gefallmuskelzellen der Ratte (A7r5), bezogen von der American Type Culture
Collection (Rockville, MD), wurden in DMEM/Ham’s F-12-Medium mit 10% FCS oder
DMEM- Medium mit 1,5 g/l Bicarbonat, 4,5 g/l Glucose und 10% FCS Kkultiviert. Die
Kultivierung einer Zelllinie des proximalen Tubulus des Opossums (OK), erhalten von Dr.
Biber (Institut fir Physiologie, Universitat Zirich) erfolgte in MEM-Medium (pH 7,4) mit Earl’s
salts, nicht-essentiellen Aminosduren und 10% FCS. Primarzellen in Form von humanen
glatten GefaBmuskelzellen der Aorta (HAoSMC) wurden von Promocell (Heidelberg,
Deutschland) erworben und in Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 (Promocell,
Heidelberg, Deutschland) mit 5% FCS kultiviert.

Die Zellen wurden in Zellkulturschalen (100 mm) bei 37°C in einer Wasserdampf-gesattigten
5% CO,-haltigen Atmosphare bis zur Konfluenz kultiviert und entsprechend des Wachstums
1-2x wdchentlich subkultiviert. Hierfir wurden die Zellen mit EDTA-Lésung (0,2 g/l)
gewaschen und anschlieRend mit Trypsin von der Unterlage geldst. Durch Zugabe von
serumhaltigem Medium wurde die Trypsinwirkung beendet und die Zellen flr Versuche oder
weitere Kultivierung angesat. Um eine hormonelle Basalstimulation zu vermeiden, wurden
die Zellen jeweils 24 h vor einem Experiment auf serumfreies Medium ohne Zusatze

umgestellt.
2.1.2. Transiente Transfektionen
2.1.2.1. Plasmide/ Vektoren

Transiente Transfektionen erfolgten im Fall der HEK293- und HK2-Zellen mit Hilfe von
Polyfect Reagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland) sowie im Fall der OK-Zellen mittels
Effectene (Qiagen, Hilden, Deutschland) in serumfreiem Medium. Das Ruhigstellen der
Zellen erfolgte durch 24-stindige Inkubation in Medium ohne Serum und Steroide. Die
Vektorkarten sowie Webseiten-Adresse zur Sequenz der einzelnen Plasmide befinden sich

im Anhang (siehe Anhang A2).

TA Cloning Kit/ pCR2.1

Fur die Klonierung von DNA-Fragmenten in Expressionsvektoren wurde als Zwischenvektor
pCR2.1 aus dem TA Cloning Kit (Invitrogen/ Life Technologies; Darmstadt, Deutschland)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Vorteil des bereits linearisierten Plasmids ist der

3’-Thymidin-Uberhang, der mit den Einzelstrang-Adenosinresten der mit Tag-Polymerase
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synthetisierten PCR-Stiicke reagieren kann. Weitere Merkmale: T7-Promotor; Multi Cloning

Site (MCS); LacZ-Promotor und LacZa-Gen; Kanamycin sowie Ampicillin-Resistenz.

pSEAP2-Basic

Der binare Expressionsvektor pSEAP2-Basic (Clonetech; Mountain View, USA) eignet sich
durch dessen Reportergen, die Sekretorische Alkalische Phosphatase (SEAP) besonders,
um potentielle Promotoren oder Promotorfragmente zu identifizieren. Weitere Merkmale des
Plasmids: MCS upstream des SEAP-Gens, SV40-Polyadenylierungssignal, Ampicillin-

Resistenz; Transkriptionsblocker.

pEGFP-C1

Der pEGFP-C1-Binarvektor (Clonetech; Mountain View, USA) kodiert eine Variante des
GFP-Proteins, welches optimiert wurde, um eine hdhere Expression in Saugerzellen und
eine starkere Fluoreszenz erzielen und dient somit dem Nachweis von Proteinen in Zellen
oder Geweben. Weitere Merkmale des Vektors: MCS downstream des EGFP-Gens, SV40-

Polyadenylierungssignal, SV40-Promotor, Neomycin-/ Kanamycin-Resistenz.

pCDNA™ 3.1/HisAB&C

Der Expressionsvektor pCDNA™ 3.1/His A, B oder C (Invitrogen, Life Technologies;
Darmstadt, Deutschland) enthalt einen CMV (Cytomegavirus) - Promotor, der eine
Uberexpression von Zielgenen in Sdugerzellen erlaubt. Weiterhin enthalt er ein XPress
Epitop-Tag und ein Polyhistidin-Tag (6x), was die Aufreinigung der Zielgene erlaubt. Weitere
Merkmale des Plasmids: T7-Promotor, MCS, Enterokinase-Erkennungssequenz, Geneticin-

und Neomycin-/ Kanamycinresistenz.
2.1.2.2. siRNA

Spezifische ON-TARGETplus SMARTpool siRNA gegen SP1 und SP3 und als
Negativkontrolle ON-TARGETplus Non-targeting pool siRNA wurde mittels DharmaFECT-
Reagenz (alles bezogen von Thermo Scientific Dharmacon; Epsom; UK) transient in
HEK293-Zellen transfiziert. Die HEK293-Zellen wurden hierfiir in 6-well-Platten angesat und
nach Angaben des Herstellers transfiziert. Aus diesen Zellen wurde im Anschluss nach 48 h,
72 h und 96 h RNA isoliert und Realtime-PCRs durchgefiihrt. Proteine flir Western Blot-
Analysen wurden 72 h, 96 h und 120 h nach Transfektion isoliert. HEK293-Zellen fur

Reportergen-Assays wurden in 24-well-Platten angesat und fir 96 h mit siRNA inkubiert.



2.1.2.3. Reportergen-Assays

Reportergen-Assays mit unterschiedlich langen Fragmenten des EGFR-Promotors sowie
verschiedenen Single Nucleotide Polymorphims (SNPs) oder Mutanten des EGFR-
Promotors wurden flr Aktivitdtsstudien verwendet. Hierfir wurden die verschiedenen
Fragmente mit der Sekretorischen Alkalischen Phosphatase (SEAP) des pSEAP2-Basic
verknUpft. Um den Einfluss des Mineralokortikoidrezeptors auf den EGFR-Promotor zu
analysieren, wurden die entsprechenden Konstrukte jeweils zusammen mit dem, flr den
humanen Mineralokortikoidrezeptor kodierenden, pEGFP-MR-Plasmid transient in HEK293-
oder OK-Zellen transfiziert. Zum Erfassen der Transfektionseffizienz und zur Analyse der
basalen Aktivitat dienten als interne Kontrollen konstitutiv exprimiertes pCDNAS3.1His-LacZ-
(Invitrogen/ Life Technologies; Darmstadt, Deutschland) und pSEAP2-Basic-Plasmid. 24 h
nach Transfektion der Plasmide wurden die Zellen entweder mit DMSO (Dimethylsulfoxid;
Sigma-Aldrich; Minchen, Deutschland) oder 10 nM Aldosteron (Fluka Analytical/ Sigma-
Aldrich; St. Gallen, Schweiz; gelést in DMSO) flr weitere 48 h inkubiert. Die Durchfihrung
der Experimente erfolgte in 24-well-Platten. Nach Transfektion und Inkubation der Zellen
wurde das Medium mit einer sterilen Pipette abgenommen und die Zellen in 100 pl
Lysepuffer (20 mM MOPS; 0,1 % Triton-X-100, pH 7,4) suspendiert. Nach Zentrifugation der
Lysate wurden Proteingehalt (BCA-Messung) und [-Galaktosidase-Wert bestimmt. Zur
Messung der SEAP-Aktivitdt wurden 60 ul des Zellmediums mit einer adaquaten Menge
SEAP-Puffer (60 mM L-Homoarginin; 3 mM MgCly; 0,2 mM ZnCl,. 100 mM Tris-HCI, pH 9,3)
versetzt und flr 30min bei 65°C im Wasserbad inkubiert, um unspezifische Phosphatreste zu
inaktivieren. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden 100 ul Substrat in Form von AttoPhos-
AP-L6sung (Endkonzentration 0,5 mM; Promega; Fitchburg, Madison, USA) zu 100 ul des
Probengemischs hinzugegeben. Das Messen der Fluoreszenzentwicklung erfolgt mit Hilfe
des TECAN Infinite M200 (TECAN; Mannedorf, Schweiz) bei einer Anregung von 435 nm

und Emission von 555 nm fir 60 min bei RT.
2.2. EGFR- Knock-out- und Wildtyp- Mause

Die fur die RT? Profiler PCR Arrays sowie gPCR-Validierung verwendete RNA wurde aus
Herzgewebe und isolierten Kardiomyozyten von EGFR-Knock-out-Mausen (EGFR %2 VSMC)
und -Wildtyp-Mausen (EGFR ** VSM©) isoliert [190,191]. Der Knock-out des EGFR erfolgte
durch Kreuzung von C57BL/6-Mausen mit LoxP-flankierten EGFR-Allelen (EGFR f/f) und
transgenen Mausen mit einer SM22-Promotor regulierten Cre-Rekombinase. Dieser SM22-
Promotor ermoglicht einen gewebespezifischen EGFR-Knock-out in den glatten
GefalBmuskelzellen des Herzens (VSMCs) und den Kardiomyozyten. Die Genotypisierung
der Mause erfolgte durch Nachweis der LoxP-flankierten EGFR-Allele sowie der Cre-
Rekombinase [190,191]. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in Scantainer Ventilated

Cabinets.
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2.3. Molekularbiologische Methoden
2.3.1. Isolierung von RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des InviTrap® Spin Tissue RNA
Mini Kit (Invitek/ STRATEC Molecular; Berlin, Deutschland) nach Anweisung des Herstellers.
Hierbei beruht die Isolation der RNA auf der Bindung der Nukleinsduren an die Silikamatrix
der RNA-S&aulen. AnschlieRende Waschschritte eliminieren Verunreinigungen mit Proteinen
und DNA. Gel6st wurde die RNA in 30 ul RNase-freiem Wasser von Sigma Aldrich (St.
Louis, USA).

2.3.2. Quantifizierung von RNA

Die Quantifizierung der RNA-Proben erfolgte mit dem NanoVue Spectrophotometer (GE
Health Care Europe; Freiburg, Deutschland) bei 260 nm (Konversionsfaktor fir Absorption
1,0 = 40 pg/ml).

2.3.3. Reverse Transkription und Realtime-PCR
2.3.3.1. DNase-Verdau der isolierten RNA

Je 1 ug der isolierten RNA wurde in 8 ul DEPC-Wasser verdinnt und anschlieend mit 1 pl
10x DNasel-Reaktionspuffer sowie 1 pyl DNasel (New England Biolabs; Ipswich, USA)
versetzt. Der DNase-Verdau erfolgte fur 10 min bei 37°C und wurde danach fir 10 min bei
75°C abgestoppt. Die Proben wurden im Anschluss bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis
inkubiert.

2.3.3.2. Reverse Transkription

Die reverse Transkription erfolgte mittels SuperScript®Il Reverse Transcriptase (Invitrogen/
Life Technologies; Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Hierflir wurden
zum Ansatz des DNase-Verdaus 4pul DEPC-Wasser hinzugegeben und dieser dann in je 2
Teile & 7 pl aufgeteilt. Der zweite Ansatz diente als NoORT-Kontrolle und wurde ohne Zugabe
der Reversen Transkriptase inkubiert. Um einen vorzeitigen Abbau der RNA zu verhindern,
wurde dem Reaktionsansatz zusatzlich RNase OUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(Invitrogen/ Life Technologies; Darmstadt, Deutschland) hinzugefligt. Es erfolgte die Zugabe

des in Tabelle 1 aufgefiihrten Reaktionsansatzes zu den Proben:



Tab. 1: Pipettierschema fiir den Reaktionsansatz zur Reversen Transkription

Reaktionsansatz (18 pl) 1x
5x First strand buffer 4 ul
DTT (100 mM) 0,25 ul
dNTPS (je 10 mM) 1l
RNase Out (40U/ul) 0,5 ul
Random Primer (1:10 verdinnt; 0,3ug/ul) 0,67 ul
Reverse Transkriptase (200 U/pl) 0,25 ul
H,O (Sigma) 11,33 pl

Die Reverse Transkription erfolge nach Zugabe des Reaktionsmixes im Thermocycler unter

Anwendung des in Tabelle 2 erlduterten Programmes:

Tab. 2: Thermocycler-Programm der Reversen Transkription

Schritt Temperatur Inkubationszeit
1 25°C 5 min
2 42°C 30 min
3 95°C 5 min

2.3.3.3. RT? Profiler PCR Arrays

Eine Menge von 500 ng der RNA aus dem Herzen von EGFR-Knock-out- und -Wildtyp-
Mausen wurde pro Array in cDNA umgeschrieben und nach Angaben des Herstellers fir die
RT? Profiler PCR Arrays (Qiagen/SABiosciences; Hilden, Deutschland) eingesetzt.
Verwendet wurden Arrays fiur neuronale lonenkanale der Maus, welche den kardialen
lonenkanalen grofRtenteils entsprechen. Insgesamt konnten pro Array 83 verschiedene
lonenkanale analysiert und auf 5 Housekeeping-Gene bezogen werden. Weitere interne
Kontrollen erméglichten eine Aussage Uber die Qualitdt der RNA sowie der Reversen
Transkription. Eine Auflistung aller analysierten Gene bzw. lonenkanale sowie der Kontrollen

wurde in im Anhang A3 angefugt.
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2.3.3.4. Realtime-PCR

Die durch Reverse Transkription entstandene cDNA wurde fir Realtime-PCR-Analysen
verwendet. Die Realtime-PCR erfolgte unter Verwendung des Platinum® SYBR® Green
gPCR Super-Mix UDG-Kit (Invitrogen/ Life Technologies; Darmstadt, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers. Die Proben sowie die entsprechenden NoRT-Kontrollen wurden

zweifach bestimmt und nach folgendem Schema (Tab. 3) pipettiert:

Tab. 3: Pipettierschema einer Realtime-PCR

Realtime-PCR-Ansatz 1x

2x SuperMix 6,25 pl
Primer sense (10 pmol/ul) 0,5 ul
Primer antisense (10 pmol/ul) 0,5 ul
Template 2 ul
Rox 0,025 ul
Aqua 3,225 yl

Die fur die Realtime-PCRs verwendeten Primer fur die analysierten Gene sowie die PCR-
Bedingungen sind im Anhang (A1.1 sowie A1.2) aufgelistet. Die gPCR-Analysen erfolgten
serienweise entweder unter Verwendung des Stratagene MX3005P™ QPCR Gerates
(Stratagene/ Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA) oder mit dem 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems/ Life Technologies; Darmstadt, Deutschland). Die
Auswertung erfolgte zunachst mit Hilfe der MxPro-Mx3005P- (Stratagene) bzw. SDS 2.3-
Analysesoftware (Applied Biosystems) und wurde anschlieBend mit Excel oder SigmaPlot

12.0 statistisch ausgewertet.
2.3.4. Isolation von DNA

Die zu extrahierende DNA wurde mit dem adaquaten Volumen Phenol/ Chloroform/
Isoamylaklohol (25:24:1) (v/viv) versetzt, fir 10 sec mit einem Vortex gemischt und
anschlieRend fur 3 min bei RT bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die DNA befindet sich nach
Phasentrennung in der oberen wassrigen Phase, welche abgenommen und in ein neues

Reaktionsgefal uberfuhrt wird.



2.3.5. Ethanol-Fillung (DNA)

Der gelosten DNA wurde 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) hinzugefligt. Durch
darauffolgende Zugabe von 2,5 Volumenteilen 96%- igen eiskalten Ethanols und Inkubation
bei -20° C fur mindestens 1 h wurde die DNA ausgeféllt. Im Anschluss erfolgte eine
Zentrifugation fur 20 min bei 4° C und 13 000 rpm und Waschen des entstandenen Pellets

mit 75% Ethanol. Die Resuspension erfolgte in 25-50 uyl Aqua.
2.3.6. Isolierung von Plasmiden

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte mittels alkalischer Lyse und Silikasaulen unter
Verwendung des Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kits (Invitek/ STRATEC Molecular; Berlin,
Deutschland) nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Lésen der Plasmide erfolgte

in 30 yl RNase- sowie DNase-freiem Wasser.

2.3.7. Oligohybridisierung

Die Herstellung kleiner DNA-Fragmente und biotinylierter DNA-Sonden erfolgte mittels
Oligohybridisierung. Die fir die Oligohybridisierung verwendeten Primer werden im Anhang
A1.3 aufgelistet. Hierfir wurden die Reaktionsansatze nach dem in Tabelle 4 dargestellten
Ansatz pipettiert und anschlielend fir 5 min bei 95°C im Thermocycler inkubiert und
anschlieBend Uber mehrere Stunden auf RT abgekihlt. Im Anschluss daran wurden die

Proben mittels Gelelektrophorese und Gelextraktion aufgereinigt.

Tab. 4: Pipettierschema einer Oligohybridisierungsreaktion

NEB 3 Puffer (10x) 5ul
Primer sense (100 pmol/pul) 5ul
Primer antisense (100 pmol/ul) 5ul
Aqua 35 ul

Die Herstellung langerer biotinylierter Sonden erfolgte durch PCR an Plasmiden, in die
entsprechende Zielsequenzen kloniert waren. Die fir die Biotin-PCR verwendeten Primer
und die entsprechenden Anlagerungstemperaturen werden im Anhang A1.4 aufgelistet. Die
PCR erfolgte mit Biotin-markiertem dUTP nach folgendem Reaktionsansatz und

Thermocycler-Programm (Tab. 5):



Tab. 5: Reaktionsansatz und - bedingungen einer Biotin-PCR

Reaktionsansatz

10 x PCR Puffer

5 x Q-Solution

Primer sense (10 pm/ul)
Primer antisense (10 pM/ul)
DNA-Template

dATP

dGTP

dCTP

dTTP

dUTP

Tag-Polymerase

Aqua

1x
5l
10 pl
1l
1l
1ug
1 ul
1l
1l
0,6 pl
4 pl
25U

ad 50

2.3.8. DNA-Gelelektrophorese

2.3.8.1. DNA-Fragmente groBer 200 bp

Schritt

1
2

a »~ @

Temperatur

94°C
94°C
..°C
72°C
72°C
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Thermocycler-Programm

Inkubationszeit
3 min
30 sec
30 sec 40x
45 sec

5 min

Die Analyse von DNA erfolgte durch Elektrophorese in 0,8 - 2%igen Agarosegelen in einer

horizontalen Gelkammer unter Verwendung von 0,5fachem TAE-Puffer (hergestellt aus einer
50x TAE-Stammldsung: 2 M TRIS; 1 mM Eisessig; 0,05 M EDTA). Die DNA-Proben wurden
nach Verdinnung mit 6x Ladepuffer (10 mM Tris-HCL (pH 7.6), 0.03 % Bromphenolblau,
0.03 % Xylencyanol, 60 % Glycerin und 60 mM EDTA) in die Taschen des Agarosegels

pipettiert. Zur GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wurde ein DNA-Leiter Mix (Range

100-10000 bp; peqglab; Erlangen) verwendet. Fur die Elektrophorese wurde eine Spannung

von 10 V/cm Gel angelegt. Die Detektion erfolgte nach 20 mindtiger Inkubation in einer

verdunnten Ethidiumbromidldsung (1000x Ethidiumbromid-Stammldsung: 0,5 mg/ml), gefolgt

von einem 30 mindtigem Waschschritt in destilliertem Wasser, im UVP-Transilluminator
BioDoc-It™ Imaging System (UVP/ Analytik Jena AG; Jena, Deutschland).



2.3.8.2. DNA-Fragmente kleiner 200 bp

DNA-Fragmente mit einer Lange < 200 bp wurden in 10-14%igen Polyacrylamidgelen
(Zusammensetzung siehe Tab. 6) in einer vertikalen Gelkammer unter Verwendung von 1x
TBE-Puffer (hergestellt aus einer 10x TBE-Stammldsung: 108 g TrisBase; 55 g Borsaure; 7,5
g EDTA ad 1 | Aqua) analysiert. Die Verdliinnung der DNA-Proben erfolgte analog mittels 6x
Ladepuffer. Zur GroRenbestimmung der DNA-Fragmente wurde eine Ultra Low Range DNA-
Leiter (Range: 10-300 bp; PEQIlab; Erlangen) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 140V fir 45-60 min. Die Detektion erfolgte nach 10 mindtiger Inkubation
in verdunnter Ethidiumbromidlésung und anschlieBendem 20 mindtigen Waschen in
destillietem Wasser im UVP-Transilluminator BioDoc-1t™ Imaging System (UVP/ Analytik
Jena AG; Jena, Deutschland).

Tab. 6: Zusammensetzung der verwendeten Polyacrylamidgele

10% 12% 14%

1x TBE-Puffer 6 ml 5,6 ml 5,2 ml

40% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2 ml 2,4 mi 2,8 mi
Ammoniumpersulfat (APS) 100 pl 100 pl 100 pl
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 10 pl 10 pl 10 ul

2.3.9. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten zur Herstellung von Plasmiden oder die Aufreinigung
von Biotin-markierten DNA-Sonden erfolgte nach Auftrennung der entsprechenden Proben in
0,8-2%igen Agarose- oder 10-14%igen Polyacrylamid-Gelen. Hierfir wurde die DNA durch
Anfarben mit Ethidiumbromid und Nachweis auf einem Transilluminator (Biometra;
Gottingen, Deutschland) mit UV-Licht bei 355 nm sichtbar gemacht und die Banden mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung aus Agarosegelen wurde mittels
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen; Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. DNA-Fragmente aus Polyacrylamidgelen wurden mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten, zerkleinert und Uber Nacht bei RT im Schuttelinkubator in 200 ul
Elutionspuffer (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA [pH 8], 50 mM NaCl) inkubiert. Nach
Pelletieren der Gelfragmente wurde der Uberstand in ein neues Eppi Uberfihrt und im
Anschluss die DNA mit 1/10 Vol 3M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Vol 100%igem eiskalten
Ethanol Gber Nacht bei -20°C ausgeféallt. Eine 20 minutige Zentrifugation bei 13000 rpm und
4°C sowie das Waschen des entstandenen Pellets mit 70%igem eiskalten Ethanol fir 15 min
bei 13000 rpm und 4°C folgten. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet bei 37°C

getrocknet und zuletzt in 25 pl DNAse freiem Wasser gelost.
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2.3.10. Quantifizierung von DNA

Die Quantifizierung der DNA erfolgte mit dem NanoVue Spectrophotometer (GE Health
Care Europe; Freiburg, Deutschland) bei 260 nm Konversionsfaktor fir Absorption 1,0 = 50
pg/ml far DNA

2.3.11. Klonierung
2.3.11.1. Restriktion von DNA-Fragmenten

Die Restriktionen der Plasmide und DNA-Fragmente erfolgten unter Verwendung
verschiedener Restriktionsenzyme der Firma New England Biolabs (Ipswich, USA) und ihrer

entsprechenden vom Hersteller empfohlenen und dazu gelieferten 10x NEB-Puffer.
2.3.11.2. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Klonierungen, bei denen sowohl der Vektor als auch das Insert am 5'und 3'-Ende jeweils
identische Schnittstellen aufwiesen, erforderten die Dephosphorylierungen des Vektors vor
der Ligation, um zu verhindern, dass sich der Vektor ohne Insertion des DNA-Fragments
schlieRt . Hierfur wurde der Vektor fir 40 min bei 37°C mit CIP (Calf Intestine Phosphatase;
NEB, Ipswich, USA) nach Hitzeinaktivierung der Reaktionsenzyme im Reaktionsansatz
inkubiert und anschlielend (ber ein Agarosegel und darauf folgende Gelextraktion

aufgereinigt.
2.3.11.3. PCR

PCR-Reaktionen wurden mit einem Taq PCR Kit (Qiagen; Hilden, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Der Ansatz wurde nach dem in Tabelle 7

dargestellten Schema pipettiert bzw. fir ein Gesamtvolumen von 25 ul angepasst.

Tab. 7: Pipettierschema einer Standard-PCR-Reaktion

Reaktionsansatz Endkonzentration
10x PCR Buffer 1x

dNTP (je 10 mM) jeweils 200 yM
Primer sense (10 pmol/pul) 0,1-0,5 uM

Primer antisense (10 pmol/ul)  0,1-0,5 uM
Tag-Polymerase 25U

Template 100 ng - 1ug

Aqua ad 50 pl/ 25 pl



2.3.11.4. Herstellung von Plasmiden

Tab. 8: Zusammenfassung der hergestellten Plasmide

Plasmid Eigenschaften Verwendung
pSEAP-MRE1.3
pSEAP-MRE1.4

pSEAP-MRE1.3mut1 Expressionsvektor
pSEAP-MRE1.3mut2 Sekretorische Alkalische Phosphatase

pSEAP-MRE1.3d (SEAP) als Reporter

Fragmente upstream des SEAP-Gens Reportergen-Assays
PSEAP-MRE1.3e SV40-Polyadenylierungs-signal
PSEAP-MRE1.3f Ampicillin-Resistenz;

pSEAP-MRE1.3mut1A  Transkriptionsblocker
pSEAP-MRE1.3SNP1
pSEAP-MRE1.3SNP2

Binarvektor

SP1-Gen befindet sich downstream des
EGFP-Gens
SV40-Polyadenylierungs-signal
SV40-Promotor

Neomycin-/ Kanamycin-Resistenz

pEGFP-SP1 Lokalisierung von SP1

In allen Klonierungsexperimenten, in denen PCR-Fragmente kloniert wurden, diente das
Plasmid pCR2.1 des TA Cloning Kits als Zwischenvektor fur die Integration der DNA-
Fragmente. Ausgehend von den TA-Plasmiden erfolgte die Herstellung der verschiedenen
Expressionsvektoren, welche im Anschluss fiur die Reportergen-Assays und
proteinbiochemischen Analysen verwendet wurden. Die Vektorkarten der verwendeten

Plasmide kénnen im Anhang A2.2 eingesehen werden.

Klonierung verschiedener EGFR-Promotorelemente in pSEAP2-Basic

Das pSEAP-MRE1-Plasmid enthalt eine 153 bp -Teilsequenz (von -316 bis -163 bp) des
insgesamt 1118 bp groRen EGFR-Promotors. Folglich wird die downstream des EGFR-
Promotors liegende Sekretorische Alkalische Phosphatase bei Aktivierung des Promotors
exprimiert. Fur die Untersuchung kirzerer oder mutierter Promotorstiicke wurden Fragmente
des Promotors mittels PCR hergestellt und anschlielend in den aufgeschnittenen pSEAP2-
Basic-Vektor kloniert. Die im Anhang A1.5 aufgefiihrten Primer wurden zur Herstellung der
PCR-Fragmente verwendet, welche danach in den pCR2.1-Vektor eingefiigt und in ONE
SHOT® Top Ten - kompetente Bakterien (Invitrogen/ Life Technologies; Darmstadt,
Deutschland) transformiert. Mittels Blau-Weil3-Selektion wurden Bakterienklone mit Insert
identifiziert, und aus diesen Plasmide gewonnen sowie durch Restriktion charakterisiert. Im
Anschluss daran wurden die Inserts mit den im Anhang A1.5 und A1.6. angegebenen
Restriktionsenzymen exzidiert und in den ebenfalls mit diesen Enzymen aufgeschnittenen
pSEAP2-Basic-Vektor eingefigt. Weiterhin wurden klrzere Fragmente mittels

Oligohybridisierung (siehe 2.3.7.) hergestellt, in den Vektor pCR2.1 zwischenkloniert und



2. Material und Methoden

darauf folgend in den pSEAP2-Basic-Vektor umkloniert. Die im Anhang A1.6 aufgelisteten

Oligonukleotide wurden hierfur verwendet:

Herstellung des pEGFP-SP1

Die Markierung des humanen Transkriptionsfaktors SP1 (Specificity Protein 1) mit EGFP
wurde durch Klonierung in pEGFP-C1 (Clonetech; Mountain View, USA) erreicht. Hierfur
wurde zunachst RNA aus HEK293-Zellen isoliert und diese dann mittels RT-ONE STEP PCR
(Invitrogen/ Life Technologies; Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
mittels spezifischer Primer in cDNA umgeschrieben. Die fur die PCR verwendeten Primer,
die verwendeten Restriktionsschnittstellen sowie der spezifische Reaktionsansatz werden in

Tabelle 9 dargestellt.

Tab. 9: Pipettierschema der RT-ONE STEP PCR inklusive der verwendeten Primer

Gen Primer Oligo (5’- 3’) Restriktions-
schnittstellen

SP1 sense 5'GGTACCATGAGCGACCAAGATCACTCCATS3

SP1 beide EcoRlI
SP1 anti 5'GAATTCTCAGAAGCCATTGCCACTGATASZ'
Reaktionsansatz Volumen/ Menge
Template 0,5 ug
2x Reaktions-Mix 12,5 pl
Primer (sense + anti) je 1,0 ul
RT/ Platinum Taq Mix 0,5 ul
Aqua dest ad 25 pl

Die Synthese der cDNA sowie die Herstellung des Sp1-Fragmentes mittels PCR erfolgten im

Thermocycler unter Verwendung des dargestellten Programmes.

PCR-Amplifikation:

cDNA-Synthese: 40 Zyklen mit Final Extension:
50°C fiar 30 min »  94°C far 0,5 min ™ 799¢ far 10 min
94°C fur 2 min 52°C fur 0,5 min

T2°Cfur2:10 min
40 x [

Nach anschliel’ender Gelelektrophorese im 1%-igen Agarosegel wurde das PCR-Fragment

ausgeschnitten, aufgereinigt und unter Verwendung des TA Cloning Kits in pCR2.1 kloniert.



Nach Blau-Weil3-Selektion wurde das Insert mittels EcoRI-Restriktion aus dem
Zwischenvektor exzidiert und in den mittels EcoRI aufgeschnittenen und aufgereinigten
pEGFP-C1-Vektor, welcher vorher nach 20 minltiger Deaktivierung des Restriktionsenzyms
bei 65°C unter Verwendung der Calf Intestine Phosphatase (CIP, NEB; Ipswich, USA) fir 60
min bei 37°C dephosphoryliert wurde, ligiert. Nach Transformation in kompetente ONE
SHOT® Top Ten - Bakterien und Kanamycin-Selektion wurden die Plasmide isoliert und
mittels EcoRI-Testrestriktion auf das Vorhandensein des Inserts kontrolliert. Zur Uberprifung

des Inserts erfolgte die Sequenzierung positiver Klone.
2.3.11.5. Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden kommerziell durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland) durchgefihrt.

2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.4.1. Isolation von Proteinen

Die Isolation der Proteine erfolgte nach dreimaligem Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS
(10x PBS: 80 g/l NaCl; 2 g/l KCI; 14,42 g/l Na2HPO4; 2 g/l KH2PO4) und anschlieBendem
Abkratzen in Pelletpuffer (PBS mit 184 mg/l Natriumorthovanadat, 1 mM EDTA und 1:1000
Proteasen-Inhibitor-Cocktail-Set Ill, Calbiochem/ Merck Millipore; Darmstadt, Deutschland).
Danach wurde bei 2000 g fir 15 min zentrifugiert, das Pellet in entsprechendem Lysepuffer
aufgenommen und mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde dann bei 4° C und
6000 rpm fur 15 min zentrifugiert und der Uberstand in den folgenden Experimenten
verwendet. Die verwendeten Lysepuffer sowie deren Zusammensetzung wurden in Tabelle

10 aufgelistet.

Tab. 10: Zusammensetzung der verwendeten Lysepuffer

Puffer Zusammensetzung

50 mM Tris-HCI pH 7,4);

RIPA Puffer 150 mM NaCl:
. o 1% Nonidet P-40;
(BRs;fdlro) Immunoprecipitation Assay 2.4 mM EDTA:
ute 1/1000 Protease-Inhibitor-Cocktail (Calbiochem)

20mM Tris—HCI (pH 7,5);
150mM NaCl;

CST Puffer 1mM EDTA,;
1mM EGTA;

(Cell Signaling Technology Buffer) 1% Triton X-100;

2.5mM Natriumpyrophosphat;
1mM Na3VO4
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Vor dem Auftragen der Proben auf ein SDS-Polyacrylamidgel wurden die Lysate mit Laemmli

Puffer versetzt und fir 10 min bei 95°C in einem Heizblock denaturiert.
2.4.2. Isolation nukleéarer Proteine

Fur die Electromobility Shift Assays (EMSA) und Transkriptionsfaktor-ELISAs wurden
nukleare Proteinextrakte isoliert und mit den entsprechenden Sonden inkubiert. HEK293-
Zellen wurden transient mit pEGFP-MR oder pEGFP-GR transfiziert und nach 24h mit 10nM
Aldosteron- oder 1 uM Hydrocortison-haltigem Medium stimuliert. Nach weiteren 24 h
erfolgte die Herstellung der Zellkernextrakte aus 100 x 20 mm Petrischalen nach
dreimaligem Waschen mit eiskaltem 1x PBS (137 mM NaCl, 12 mM Phosphate, 2.7 mM KCI,
pH 7.4) und anschlie®Bendem Aufnehmen der Zellen in 1 ml 1x PBS mit 1/1000 Protease-
Inhibitor-Cocktail (Calbiochem/ Merck Millipore; Darmstadt, Deutschland). Die Isolierung der
Zellkernextrakte erfolgte mit Hilfe des Nuclear Extraction Kits der Firma Active Motif
(Rixensart, Belgien) nach Angaben des Herstellers. Hierbei verhindern Phosphatase-
Inhibitoren zunachst weitere Modifikationen der Proteine z.B. durch Proteolyse.
Anschlielend bewirkt die Inkubation mit einem hypertonischen Puffer die Schwellung der
Zellen und daraus resultierend das Aufbrechen der Plasmamembran. Eine Zugabe von
Detergens fihrt zum Austritt der zytoplasmatischen Proteinfraktion, welche als Uberstand
entfernt werden kann, bevor die Lyse der Zellkerne angeschlossen wird. Das Entsalzen der
nukledren Proteine erfolgte mittels Amicon Ultra-4, PLGC Ultracel-PL Membrane (10 kDa)-

Saulchen (Merck Millipore; Billerica, USA) nach Angaben des Herstellers.
2.4.3. Bestimmung des Proteingehaltes

In Abhangigkeit des Experimentes und der im Lysepuffer vorhandenen Zusatzsstoffe wurden

unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des Proteingehaltes verwendet.
2.4.3.1. Bicinchinonsaure Assay (BCA)

Die Proteinbestimmung nach der BCA-Methode wurde vorwiegend angewendet. Hierbei
reduzieren die Proteine in alkalischer Lésung Cu®" - lonen zu Cu® - lonen, die so mit
Bicinchinonsaure einen violetten Farbkomplex bilden. Hierfiir wurde BCA-Reagenz (Pierce/
Thermo Fisher Scientific; Rockford, USA) mit 4%-iger Kupfersulfat-Lésung gemischt (50:1).
Fur die Messung wurden 2-15 pl der Probe mit 200 ul Reaktionsgemisch flir 30 min bei 37°C
im Wasserbad inkubiert und anschlieBend mit einem Sunrise™ Multiwell Counter (TECAN,
Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenlange von 560 nm gemessen. Eine BSA-Eichkurve (c =
0, 100, 300, 500, 700 und 1000 mg/l) wurde fir jede Messung mitgeflhrt.



2.4.3.2. Bestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung des Proteingehaltes nukledrer Zellkernextrakte wurde alternativ die
Methode nach Bradford verwendet. Hierbei bindet Coomassie Brilliant Blue G-250 in saurem
Milieu an Proteine, wodurch sich dessen Absorptionsspektrum von 465 nach 595 nm
verschiebt. Zur Quantifizierung wurde Bradford-Reagenz der Firma BIO-RAD (Hercules,
USA) 1:5 mit destillietem Wasser verdinnt und anschlieBend 200 pl des verdinnten
Reagenz auf 2 pl der zu analysierenden Probe oder 15 yl der BSA-Standardiésungen (c= 0,
100, 300, 500, 700 und 1000 mg/l) gegeben. Die Messung der Extinktion bei 590 nm
erfolgte sofort nach Zugabe mit einem TECAN infinite M200 Multiwell Counter (TECAN,

Mannedorf, Schweiz).
2.4.4. Western Blot
2.4.41. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine Auftrennung der mit Laemmli Puffer gemischten und fir 10 min bei 95°C erhitzten
Zelllysate erfolgte mittels SDS-PAGE. Die Proteine wurden hierbei entsprechend ihres
spezifischen Molekulargewichtes auf 10-12%-igen Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die
Gelelektrophorese wurde in 1x Laufpuffer (25 mM Tris; 3,5 mM SDS; 192 mM Glycin)
durchgeflhrt.

2.4.4.2. Western Blot

Nach erfolgter SDS-Page wurden die Proteine mittels Semi-dry-Methode auf eine
Nitrozellulose-Membran in 1x Transferpuffer (20% MeOH; 25 mM Tris, 192 mM Glycin)
transferiert. Im Anschluss wurde die Nitrozellulose-Membran fiir 1-2 h in 5% Blocking Puffer
(5% Milchpulver; 1x TBS; 0,1% Tween20) inkubiert, 3 mal 5 min in 1x TBS/Tween20 (50 mM
Tris.HCI, pH 7.4 and 150 mM NaCl, 0,1% Tween20) gewaschen und mit dem jeweiligen
spezifischen  Erstantikdrper Uber Nacht bei 4°C auf einem Schittler in
Antikdrperverdinnungslésung (1x TBS; 0.1% Tween-20, 5% BSA) inkubiert. Danach wurde
die Membran erneut 3 mal fir 5 min in 1x TBS/Tween20 gewaschen und darauffolgend mit
dem entsprechenden Zweitantikdrper in 5% Blocking Puffer fir 2 h bei RT inkubiert. Nach
weiterem dreimaligem Waschen fir 5 min in 1x TBS (50 mM Tris.HCI, pH 7.4 and 150 mM
NaCl) und einmaligem Waschen in destilliertem Wasser erfolgte die Detektion mittels
Chemilumineszenz mit dem Chemiluminescence reagent for Horseradish Peroxidase
(SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg, Deutschland) oder Clarity™ Western ECL
Substrate (BIO-RAD; Hercules, USA) nach Angaben des Herstellers in einem Molecular
Imager® ChemiDoc™ XR- System von BIO-RAD (Hercules, USA). Die Auswertung der
Daten wurde mit Hilfe der Quantity One 1-D Analysis Software (BIO-RAD; Hercules, USA)
durchgefihrt. Die fiur die Western Blot Analysen verwendeten Antikdrper sowie deren

Herstellung und die verwendeten Verdinnungen wurden in Tabelle 11 und 12 aufgelistet.
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Tab. 11: Liste der verwendeten Erstantikorper

Erstantikorper Verdiinnung Firma Organismus

Anti-SP1; Kaninchen,

polyklonal; (ab59267) 1:1000 Abcam Mensch (Maus, Ratte)
Anti-Sp3; Kaninchen, 1:1000 Millipore Mensch, Maus, Ratte,
polyklonal; (# 07-107) ’ (upstate) Kaninchen

EGF Receptor Antibody;

Kaninchen, polyklonal; 1:500 Cell Signaling Mensch, Maus, Ratte
(# 2232)

HSP90a/B (H-114);

Kaninchen, polyklonal; 1:2000 Bﬁ)?g(t:ir%‘lgz Mensch
(sc-7947) 9y

ST ([el =9l et e, 1:2000 Cell Signaling Mensch, Maus, Ratte,

monoklonal; (# 4970)

Tab. 12: Auflistung der verwendeten Zweitantikorper

Zweitantikorper (HRP-gekoppelt) Verdiinnung Firma

Anti-Rabbit IgGAntibody Peroxidase

1:2 Rockl
Conjugated ; goat (611-1302) 0000 ockland
Anti-rabbit IgG; HRP-linked Antibody; : -
goat (# 7074) 1:2000 Cell Signaling
Anti-mouse IgG; HRP-linked Antibody; 1:2000 [ ——

goat (# 7076)

2.4.5. Fluoreszenzmikroskopie

Zur Lokalisierung EGFP- oder RFP-markierter Proteine wurden HEK293-Zellen mit Hilfe von
konditioniertem Medium auf Glastragern (ibidi; Martinsried, Deutschland) angesat und mit
EGFP-SP1 und RFP-MR nach Angaben des Herstellers mit Polyfect Reagenz (Qiagen,
Hilden, Deutschland) transfiziert. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit Hilfe eines
Stage Top Incubator INU-KI-F1-Inkubationssystems fur Mikroskope (Tokai Hit, Fujinomiya,
Japan), welches Temperatur, Luftfeuchtigkeit und CO,-Gehalt kontrolliert und konstant halten
kann sowie einem Keyence BZ-8100E-Fluoreszenzmikroskop (Keyence Corporation, Osaka,
Japan) bei 40-facher bzw. 100-facher VergrélRerung. Zunachst wurden die Fluoreszenz-
markierten Proteine mittels integrierter Kamera lokalisiert, fotografiert und anschlieffend in
das Zellmedium 10 nM Aldosteron appliziert. Im Folgenden wurde ein Zeitverlauf mit 20
Bildern (je ein Bild nach 1 min) und dementsprechend die Lokalisierung der Proteine

dokumentiert.



2.5. Methoden zum Nachweis von Protein-DNA-Interaktionen
2.5.1. Electromobility Shift Assay (EMSA)

Die Analyse der Interaktionen zwischen den verschiedenen EGFR-Promotor-Sequenzen und
den Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 erfolgte mittels Electromobility Shift Assay. Hierflr
wurden biotinylierte Sonden durch Oligohybridisierung oder PCR mit biotinylierten dUTPs
hergestellt. Die Bindung der DNA an das Protein erfolgte mit Hilfe des LightShift
Chemiluminescence EMSA Kit (Thermo Fisher Scientific; Bonn, Deutschland) fir 30 min bei
RT unter Verwendung von einem Reaktionsgemisch aus 10 nM Tris; 50 mM KCI; 5 mM
MgCly; 1 mM DTT; 5% Glycerol und 1 mg/ml poly(dI-dC). Die biotinylierten Sonden wurden in
einer Endkonzentration von 5 fmol pro Ansatz eingesetzt und mit 300 ng des humanen
rekombinanten SP1 (rhSP1) (Promega; Mannheim, Deutschland), 100 ng des humanen
rekombinanten SP3 (rhSP3) (Abnova; Teipeh, Taiwan), 50ug Zellkernextrakt oder BSA (c =
300 oder 100 ng) als Negativkontrolle inkubiert. Die Gelelektrophorese der DNA-Protein-
Komplexe erfolgte entsprechend der Grdlle der Komplexe in  10%-igen nicht-
denaturierenden Polyacrylamidgelen in 1x TBE-Laufpuffer (89 mM Tris; 89 mM Borsaure; 2
mM EDTA; pH(10xTBE)=8) bei 140V fur 1-2 h. Im Anschluss wurden die Proben auf eine
Nylonmembran bei 250 mA fur 45 min transferiert und darauffolgend fir 1 min bei 120
mJ/cm? mit der Membran vernetzt. Die Detektion erfolgte mit dem Chemiluminescent Nucleic
Acid Detection Module (Thermo Fisher Scientific; Bonn, Deutschland) oder dem Gelshift
Chemiluminescent EMSA Assay Kit (Active Motif, Rixensart, Belgien) nach Angaben der
Hersteller. Die vom Hersteller empfohlenen Waschschritte wurden hierbei auf 4 x 15 min
verlangert. Die Aufnahme erfolgte in einem Molecular Imager® ChemiDoc™ XR- System von
BIO-RAD (Hercules, USA).

2.5.2. Transkriptionsfaktor-ELISA

Zur Herstellung von in vitro-MR, -GR und —LacZ (Negativkontrolle) wurde das TNT®T7 Quick
Coupled Transcription/Translation System (Promega; Mannheim, Deutschland) verwendet,
um die Vektoren pCDNA3.1HisC-hMR, pCDNAS3.1His-GR oder pCDNA3.1His-LacZ in die
jeweiligen in vitro Proteine zu translatieren. Biotinylierte DNA-Sonden wurden in Straptavidin-
beschichteten Platten immobilisiert. Wells mit den entsprechenden Sonden wurden in
Blocking Puffer (5 % BSA in PBS/Tween 0,05%) fir 1 h bei RT entweder mit in vitro hMR
oder nuklearen Extrakten inkubiert und anschliefend in drei Waschschritten (0,05%
Tween20 in 1x PBS) entfernt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit einer 1:2000-
Verdinnung des anti-XPRESS Antikdérpers (Invitrogen/Life Technologies; Darmstadt,
Deutschland), einer 1:500-Verdlinnung des anti-GR Antikdrpers (Active Motif, Rixenart,
Belgien) oder einer 1:200-Verdinnung des anti-rMR1-18 1D5 (Gomez-Sanchez, [192]) fur

ca. 2 h bei RT. Nach drei weiteren Waschschritten wurde der HRP-gekoppelte (Horseradish
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Peroxidase) sekundare Antikdrper in einer 1:2000-Verdinnung hinzugefligt und fur 1 h bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem Peroxidase-
Substrat (0,5 mg/ml o-Phenylenediamin, 11,8 mg/ml Na,HPO, x 2 H,0O, 7,3 mg/ ml
Zitronensaure und 0,015% H»0,) und im Anschluss die kolorimetrische Detektion bei 490 nm

in einem Sunrise™ Multiwell Counter (TECAN, Mannedorf, Schweiz).
2.6. Bioinformatik

Die in silico Suche nach Bindestellen flr Transkriptionsfaktoren auf dem EGFR-Promotor
Hilfe des AliBaba2.1 (Webseite:

regulation.com/pub/programs.html).

erfolgte  mit Programmes http://www.gene-

Die genomweite Suche nach Promotorelementen, die MRE1.3 &hneln oder Infixe der
Sequenz darstellen erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. lvo Grosse
aus dem Institut fur Bioinformatik (MLU Halle-Wittenberg) und wurde freundlicherweise von
Dr. Jens Keilwagen durchgefiihrt. Dieser analysierte die Ahnlichkeit anhand optimaler semi-
globaler Alignments zwischen allen humanen Promotoren und drei ausgewahlten
Sequenzbereichen des MRE1.3-Promotorelements. Die Suche erfolgte anhand optimaler
semi-globaler Alignments mit einer dynamischen Programmierung (gewahlte Parameter:
match score -1, mismatch score +2, gap opening cost +2 sowie gap elongation cost +1) mit

der jstacs-Software (www.jstacs.de).

Desweiteren wurden die in Tabelle 13 aufgelisteten Programme und Datenbanken

verwendet:
Tab. 13: Verwendete Datenbanken und Programme

Webseite
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Funktion
Sequenzanalyse,
Geninformationen
Sequenzanalyse,
Geninformationen

Web-basierte Analyse der
PCR-Arrays

Name
NCBI

ENSEMBL Genome
Browser

RT2 Profiler PCR
Array Data analysis

http://www.ensembl.org/index.html

http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_produ
ct/HTML/PAMM-036Z.html

Webcutter 2.0

Primer 3
Primer BLAST

PrimerBank

Reverse Complement

NCBI BLAST
ClustalWw2

dbSNP
Pubmed

Suche nach Restriktions-
schnittstellen

Ableiten von Primern
Ableiten von Primern

Suche von gPCR-Primern
Umkehren von Sequenzen

Sequenzanalyse
Multiple Sequenzvergleiche

SNP-Datenbank
Literaturrecherche

http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/

http://primer3.ut.ee/

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-
blast/

http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/

http://www.bioinformatics.org/
sms/rev_comp.html

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/



2.7. Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Tab.n-Kalkulationsprogramm Microsoft Excel
und der Statistik- und Graphik-Software SigmaPlot 12.0. Dargestellt werden die gemessenen
Daten als arithmetischer Mittelwert plus Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Im Vergleich
zweier Gruppen wurde die statistische Signifikanz mittels Students-t-Test oder mit Hilfe von
Konfidenzintervallen ermittelt. Als statistisch signifikant galten Werte von p < 0,05. Diese

wurden infolgedessen mit einem ,*“ gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse
3.1. Charakterisierung der Interaktion zwischen MR und EGFR-Promotor

3.1.1. Identifizierung des Mineralokortikoid-responsiven Elements des EGFR-

Promotors

In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurde eine Steigerung der EGFR-Expression durch
Aktivierung des MR sowohl im Tiermodell als auch in Primarzellen und Zellkulturen
beschrieben. Da eine Aktivierung des GR hierbei keinen Einfluss zeigte, wurde der EGFR als
MR-spezifisch reguliertes Gen identifiziert [156]. Mittels ChlP-Analyse und Promotor-
Reportergen-Assays konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der aktivierte MR die EGFR-
Expression Uber eine vermehrte Promotoraktivitat steigert [156]. Weiterhin erfolgte auf dem
EGFR-Promotor in der Region -316 bis -163 die Eingrenzung eines Bereiches, MRE1, der
durch den Aldosteron-stimulierten MR aktiviert wird [156,193] und im Folgenden naher

charakterisiert werden soll.

Zur weiteren Eingrenzung der fur die Interaktion mit dem MR notwendigen Regionen wurde
dieser Bereich in Fragmente unterteilt und die verschiedenen Konstrukte des Promotors in
den pSEAP2-basic Reportergen-Vektor kloniert (Abb. 8/A). Die Analyse dieser
Promotorelemente hinsichtlich ihrer Aldosteron-abhangigen Aktivierbarkeit erfolgte
anschlieBend in Reportergen-Assays in transient MR-transfizierten HEK293-Zellen. Eine
Inkubation der Zellen fir weitere 48 h mit DMSO als Kontrolle oder 10 nM Aldosteron wurde
24 h nach der Transfektion angeschlossen. Das Volllangenkonstrukt des MRE1 konnte nach
Stimulation mit Aldosteron im Vergleich zur Inkubation mit DMSO 5-fach induziert werden.
Sowohl MRE1.2 als auch MRE1.3 erzielten eine 4-fache Aldosteron-abhangige
Induzierbarkeit des Reporters, wohingegen MRE1.1 und ein kiirzeres Promotorelement
(MRE1.4), ahnlich dem Leervektor, nur ca. 2-fach zu stimulieren waren. Als Negativ-
Kontrolle diente der Leervektor pSEAP2-basic (Abb. 8/B). Da das 65 bp lange MRE1.3-
Promotorelement als das kirzeste Konstrukt bei groRtmoglicher MR/Aldosteron-induzierter
Aktivierbarkeit identifiziert wurde, erfolgten die Analysen zur Charakterisierung der

Interaktion von MR und EGFR-Promotor im Folgenden anhand des MRE1.3-Elements.
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Abb. 8: Eingrenzung des Mineralokortikoid-responsiven Elements auf dem EGFR-Promotor. A)
Schematische Darstellung des EGFR-Locus auf dem Chromosom 7 sowie der verschiedenen fir die
Eingrenzung des minimalen MRE verwendeten EGFR-Promotorkonstrukte in der Region -316 bis -
163. B) SEAP-Reportergen-Assays in HEK293-Zellen zeigen, dass das 65 bp lange Element
(MRE1.3) die minimale Sequenzlange aufweist, welche fiir die MR-vermittelte Aktivierung des EGFR-
Promotors nach Stimulation mit Aldosteron notwendig ist. Kirzere Deletionskonstrukte zeigen keine
signifikante Aktivierung (N= 3—-18, n= 9—45, Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; * p < 0,05).
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3.1.2. Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 fir die MR/Aldosteron-induzierte
Aktivierung des EGFR-Promotors

3.1.2.1. Bindung von MRE1 an in vitro-MR sowie MR aus Zellkernextrakten

Um die Bindung des MR an das EGFR-Promotorelement zu untersuchen, wurden
Transkriptionsfaktor-ELISAs mit biotinylierter MRE1-Sonde sowie in vitro hergestelltem
humanen MR oder MR aus Zellkernextrakten durchgeflihrt. Als Negativkontrollen dienten
zum einen der humane GR aus Zellkernextrakten, was die Spezifitdt der MRE1-MR-Bindung
belegen sollte, und zum anderen Reaktionsansatze, die entweder ohne Sonde oder ohne
Protein inkubiert wurden. In nukledren Extrakten aus mit 10 nM Aldosteron inkubierten
HEK293-Zellen, zeigt der MR verglichen mit unstimulierten Zellen eine um das 2,5-fach
starkere Bindung an das MRE1-Promotorelement. Im Gegensatz dazu bewirkt die Inkubation
von HEK293-Zellen mit 1 yM Hydrocortison keine Steigerung der Bindungsaffinitdt des GR
an MRE1 (Abb. 9/A). Unter Verwendung von in vitro hergestelltem MR konnte im Gegensatz
zum MR aus Zellkernextrakten mit Aldosteron keine spezifische Bindung an das MRE1-
Promotorelement nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle fur eine hochaffine Bindung
diente eine biotinylierte Sonde des Glukokortikoid-responsiven Elements (GRE) (Abb. 9/B).
Die Unterschiede in der Bindung von MRE1 an den MR aus Zellkernextrakten und in vitro
synthetisiertem MR legen nahe, dass flr die Bindung des MR an das EGFR-

Promotorelement weitere Kofaktoren notwendig sind, welche die Bindung unterstitzen bzw.

vermitteln.
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Abb. 9: MR-Bindung an MRE1. A) Aldosteron bewirkt im Vergleich zur Kontrolle eine starkere
Bindung des MR an MRE1. Hydrocortison zeigt keinen Einfluss auf die GR-Bindung. B) In vitro MR
allein zeigt eine starke Bindung an GRE, jedoch keine spezifische MRE1-Bindung (N=1-3, n=4-11,
Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM, * p< 0.05).



3.1.2.2. In silico Suche nach Kofaktoren der MRE1.3-MR-Interaktion sowie Bindung

von rekombinantem SP1 an MRE1.3

Aufgrund der Ergebnisse aus den Transkriptionsfaktor-ELISA-Experimenten wurde die 65 bp
lange MRE1.3 Sequenz mittels in silico Suche (AliBaba 2.1) hinsichtlich mdglicher
Bindestellen fiur Transkriptionsfaktoren untersucht. Hierbei konnten mehrere putative
Bindemotive fur das Specificity Protein 1 (SP1) identifiziert werden. Abbildung 7/A stellt einen
Uberblick Gber die MRE1.3-Sequenz, die annotierten SP1-Bindestellen sowie die fiir die
experimentellen Analysen verwendeten Sonden dar. Mit Hilfe von Electromobility Shift
Assays (EMSA) erfolgte unter Verwendung von rekombinantem humanen SP1 (rhSP1) und
einer biotinylierten MRE1.3-Sonde der Nachweis einer spezifischen Bindung des
Transkriptionsfaktors an den EGFR-Promotor (Abb. 10/B). Die Bedeutung der verschiedenen
SP1-Bindemotive wurde durch die Verwendung der biotinylierten MRE1.3a- und MRE1.3c-
Sonden charakterisiert (Abb. 10/B+C). Versuche, in denen die Sonde mit den vorderen 25 bp
des Mineralokortikoid-responsiven Elements verwendet wurde, zeigten eine spezifische
Bande und somit eine Bindung des rhSP1 an den Promotor (Abb. 10/B). Die putativen SP1-
Bindestellen in MRE1.3c lieen sich hingegen nicht bestatigen. Es konnte hier, genau wie im
Fall der Verwendung von BSA (Bovine Serum Albumin) als Kontrolle fur unspezifische
Proteinbindungen, keine Bande detektiert werden (Abb. 10/C).

A) GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3 (65 bp)
SP1 SP1
GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGLACTGG ... it ittt bbb bbb bbb bbb bbb MRE1.3a (25 bp)
....................................................... TGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3c (40bp)
B) MRE1.3 MRE1.3a C) MRE1.3¢ MRE1.3
BSA SP1 & BSA SP1 o BSA SP1 & BSA SP1
SP1— -— am B spq

| | eee
o

Abb. 10: Bindung von rhSP1 an MRE1.3. A) Dargestellt werden die verwendeten Sonden MRE1.3,
MRE1.3a und MRE1.3c sowie die durch in silico Analysen annotierten SP1-Bindemotive. B) EMSAs
zeigen die spezifische Bindung von rhSP1 an das Promotorelement MRE1.3, im Besonderen an die
vorderen 25 bp der MRE1.3a-Sequenz. C) Biotinylierte Sonden der hinteren 40 bp langen
Promotorregion (MRE1.3c) zeigen im Vergleich zu MRE1.3 keine spezifische Bindung des
rekombinanten SP1. Alle Sonden wurden entweder ohne Protein (&), mit 300 ng rhSP1 oder 300 ng
BSA als Negativkontrolle fir unspezifische Proteininteraktionen inkubiert (N=4).
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Um die Spezifitdt der SP1-MRE1.3-Bindung zu analysieren, wurden Experimente mit den in
Abbildung 11/A dargestellten biotinylierten Sonden verschiedener Promotorelemente
durchgefihrt. Versuche mit biotinylierten CRE- (cAMP-responsives Element) sowie NFkB-
Sonden oder BSA, welche als Negativkontrolle dienten, zeigten im Vergleich zu MRE1.3
keine spezifischen Banden (Abb. 11/B), wohingegen eine spezifische Bindung des
rekombinanten humanen SP1 an eine biotinylierte AP1-Sonde (Activator Protein 1)

nachgewiesen werden konnte (Abb. 11/B).

A) GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3 (65 bp)
SP1
GCACCAGACAGTGACGTCAGCTGCCAGATGCACCAGACAGTGACGTCAGCTGCCAGAT.................. CRE (65 bp)
GCACCAGACAGTGACGTCAGCTGCCAGAT ..uvtivreirees vrsreurreresas sissrnresessesrsssssensessssnssnenssssssnsseses CRE (28 bp)
GGGAATTTCCGGGAATTTCC ..o ieeeiecetieeie e ete ete e et ees e e e n s es e eas e essaeens e smsaemaeese ersaen seeeansen NFkB (20 bp)
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Abb. 11: Bindung von rhSP1 an verschiedene biotinylierte Sonden. A) Dargestellt werden die
biotinylierten Sonden MRE1.3, CRE, AP-1 und NFkB. B) Mittels EMSA konnte nur fir MRE1.3 und
AP-1 eine spezifische Bindung des Proteins an die Promotorelemente nachgewiesen werden. Fir
CRE- und NFkB-Sonden konnten keine spezifischen Banden detektiert werden. Alle Sonden wurden
entweder ohne Protein (&), mit 300 ng rhSP1 oder 300 ng BSA als Negativkontrolle flir unspezifische
Proteininteraktionen inkubiert (N=4).

3.1.2.3. MRE1.3-Bindung in nukledren Extrakten

Der Nachweis der spezifischen MRE1.3-Bindung an SP1 unter zellularen Bedingungen
erfolgte ebenfalls mittels EMSA unter Verwendung nukledrer Extrakte. Hierfir wurden
Zellkernextrakte aus HEK293-Zellen, welche fir 24 h mit pEGFP-MR transfiziert und
anschlieend fur weitere 24 h mit 10 nM Aldosteron stimuliert wurden, gewonnen und diese
im Folgenden mit biotinylierter MRE1.3-Sonde inkubiert. Als Positivkontrolle diente die SP1-
Konsensussequenz (SP1cons). Um die Spezifitdt der Bindung der identifizierten SP1-

Bindestelle naher zu charakterisieren, erfolgten zusatzliche Experimente mit zwei



verschiedenen Varianten innerhalb der Binderegion. Abbildung 12/A stellt die fir die EMSAs
verwendeten biotinylierten Sonden, die annotierte SP1-Binderegion sowie die eingeflgten
Punktmutationen (MRE1.3mut1 und MRE1.3mut2) dar. Die Bindung der SP1-
Konsensussequenz sowie der MRE1.3-Sonde an SP1 aus nukledren Extrakten konnte
anhand einer spezifischen Bande nachgewiesen werden (Abb. 12/B). Verwendet man die
durch Punktmutation modifizierten Promotorelemente MRE1.3mut1 und MRE1.3mut2, so
lasst sich nach Inkubation mit den Zellkernextrakten keine spezifische Bande detektieren
(Abb. 12/B). Somit konnte gezeigt werden, dass die spezifische Bindung von SP1 an das
Mineralokortikoid-responsive Element nach Veranderung des Bindemotivs nicht mehr

erfolgen kann.

A) GCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT

SP1cons
GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3
SP1
GCAGCAGCCCCITCAACCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3mut1
GCAGCAGCCTCCTCICCICCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3mut 2
B) SPlcons  MRE1s MRE13  MRE13
mut1 mut2
NE © NE © NE © NE

SP1—» [ —

Abb. 12: Bindung von MRE1.3, MRE1.3mut1 und MRE1.3mut2 an SP1 aus nukledren Extrakten.
A) Dargestellt werden die biotinylierten Sonden sowie die annotierten SP1-Bindemotive (hellblau/rot)
inklusive der eingefligten Punktmutationen (dunkelblau). B) EMSAs zeigen die spezifische Bindung
von SP1cons und MRE1.3 an SP1 aus Zellkernextrakten. Im Gegensatz dazu binden MRE1.3mut1
und MRE1.3mut2 nicht spezifisch an SP1. Alle Sonden wurden entweder ohne Protein (J) oder mit 50
pug Gesamtprotein aus Zellkernextrakten (NE) inkubiert (N=3).



3. Ergebnisse

3.1.2.4. Mutationen innerhalb der MRE1.3-SP1-Bindestelle sowie Eingrenzung des

EGFR-Minimalpromotors

Die Relevanz der SP1-Binderegion innerhalb des MRE1.3 fur die Aldosteron-induzierte
Aktivierung des EGFR-Promotors wurde mittels Reportergen-Assays mit der sekretorischen
alkalischen Phosphatase (SEAP) in hMR-transienten Zellen untersucht (Abb. 13). Um
zellspezifische Effekte auszuschlieRen, erfolgten die Experimente unter Verwendung von
OK-Zellen, die mit den in Abb. 13/A dargestellten Promotorkonstrukten transfiziert und im
Anschluss nach 24 h mit 10 nM Aldosteron oder DMSO fiir weitere 48 h inkubiert wurden.
Waéhrend fir das Vollldngenkonstrukt MRE1.3 nach Aktivierung des MR durch Aldosteron
eine ca. 25-fache Steigerung der Reportergen-Aktivitdt im Vergleich zur Basalaktivitat mit
DMSO nachgewiesen werden konnte, zeigten die Promotorelemente MRE1.3mut1 und
MRE1.3mut2 lediglich eine 5- bzw. 6-fache Steigerung der Reportergen-Aktivitdt nach
Stimulation mit dem Liganden (Abb. 13/B). Im Vergleich zu den Resultaten unter
Verwendung des MRE1.3-Konstruktes sind die Effekte sehr stark reduziert. Dies verdeutlicht
die Bedeutung der SP1-Bindung an das Promotorelement fir die MR-abhangige Aktivierung
des EGFR-Promotors.

Das MRE1.3-Fragment wurde weiterhin hinsichtlich der L&nge eines Minimalpromotors
untersucht.  Reportergen-Assays mit den in  Abbildung 13/A  dargestellten
Deletionskonstrukten zeigten, dass lediglich das komplette 65 bp lange MRE1.3 in
Abhéangigkeit des Liganden-gebundenen MR aktiviert werden konnte. Kirzere
Promotorelemente wie MRE1.3d, -e und -f zeigten trotz Vorhandensein der SP1-Binderegion
nach Stimulation mit Aldosteron keine Reportergenaktivitdt. Auch die Deletion des mittleren
Sequenzbereiches, wie im Konstrukt MRE1.3A, fihrte dazu, dass die Expression und somit
Aktivierung des Reportergens nach Inkubation mit Aldosteron nicht erfolgte (Abb. 13/C). Da
keines der MRE-Deletionskonstrukte signifikant durch Aldosteron stimulierbar war, scheint es
sich bei dem 65 bp langen MRE1.3 um den Minimalpromotor flir diesen

Aktivierungsmechanismus zu handeln.



A) GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3
SP1
GCAGCAGCCCCTTCAACCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3mut1
GCAGCAGCCTCCTCTCCTCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3mut 2
GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCC. ... ... sn s MRE1.3d (35bp)
GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCC.. ... MRE1.3e (45bp)

GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCG MRE1.3f (55bp)
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Abb. 13: Analysen zur Relevanz der SP1-Bindestelle fiir die Aldosteron-induzierte Aktivierung
des EGFR-Promotors. A) Dargestellt werden die fir die Reportergen-Assays verwendeten
Promotorkonstrukte. B) Mit hMR transient transfizierte OK-Zellen wurden mit den Promotorkonstrukten
MRE1.3, MRE1.3mut1 oder MRE1.3mut2 co-transfiziert und anschlielend mit DMSO oder 10 nM
Aldosteron inkubiert. Mutationen in der SP1-Bindestelle des EGFR-Promotors fiihren unabhangig vom
Zelltyp im Vergleich zu MRE1.3 zu einer stark reduzierten Aldosteron-abhéngigen Aktivierung des
EGFR-Promotors. C) Wiederholung der Reportergen-Assays in OK-Zellen mit verschiedenen MRE1.3-
Deletionskonstrukten. Kirzere Fragmente, die nicht die komplette 65 bp lange MRE1.3-Sequenz
enthalten, zeigen keine signifikante Promotoraktivitdt nach Stimulation mit Aldosteron mehr,
wohingegen das Volllangenkonstrukt eine ca. 18fache MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung im
Vergleich zur Inkubation mit DMSO zeigt (N=3-6; n= 6-18; Daten dargestellt als Mittelwert £+ SEM, * p<
0,05).



3. Ergebnisse

3.1.2.5. SP1-Hemmung durch chemischen Inhibitor

Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 fur die MR/Aldosteron-abhangige EGFR-
Promotoraktivierung wurde durch Wiederholung der SEAP-Reportergen-Assays mit dem
MRE1.3-Promotorkonstrukt in transienten hMR-Zellen und unter Verwendung von WP631,
einem Inhibitor von SP1, naher charakterisiert. Bei WP631 handelt es sich um ein
Antibiotikum der Klasse der Bisanthracycline, welches allgemein die SP1-initierte
Transkription hemmt. Mit 10 nM Aldosteron inkubierte HEK293-Zellen zeigten im Vergleich
zu Zellen unter Kontrollbedingungen mit DMSO erneut eine 4-fache Aktivierung der SEAP-
Reportergenaktivitat. Die zusatzliche Inkubation mit dem Inhibitor WP631 fluhrte sowohl zur
Hemmung der basalen als auch der Aldosteron-induzierten Promotoraktivitat (Abb. 14/1/A).
Um zu untersuchen, ob SP1 auch bei der klassischen genomischen MR-Wirkung von
Bedeutung ist, wurden die Reportergen-Assays mit dem Glukokortikoid-responsiven Element
(GRE) in HEK293-Zellen wiederholt. Die mit hMR sowie GRE-Plasmid transient transfizierten
Zellen zeigten nach Stimulation mit Aldosteron eine 6-fache Steigerung der GRE-Aktivitat.
Eine Inkubation mit WP631 fuhrte in diesem Fall nicht zur Hemmung der Aldosteron-
abhangigen Promotoraktivierung. Im Vergleich zu den Kontrollbedingungen mit DMSO
konnte auch hier eine ca. 8-fache Steigerung der SEAP-Reportergenaktivitdt nach

Stimulation nachgewiesen werden (Abb. 14/1/B).
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Abb. 14/1: Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 fiir die Aldosteron-induzierte EGFR-
Promotoraktivierung. A) Mit MRE1.3 sowie hMR transfizierte HEK293-Zellen zeigen nach Inkubation
mit dem Inhibitor WP631 in Reportergen-Assays eine Hemmung der Aldosteron-induzierten EGFR-
Promotoraktivierung (N=3; n= 6-9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05). B) Die
MR/Aldosteron-abhangige GRE-Aktivierung wird durch Hemmung von SP1 mittels WP631 nicht
beeinflusst (N=3; n= 6-9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).



Zellspezifische Effekte sollten durch die Wiederholung der Experimente in OK-Zellen
ausgeschlossen werden. Wahrend Reportergen-Assays mit dem EGFR-Promotorkonstrukt
MRE1.3 nach Inkubation mit 10 nM Aldosteron eine ca. 16-fache Erhéhung der
Promotoraktivitat zeigten, fuhrte eine zusatzliche Inkubation mit dem Inhibitor zur Hemmung
der Aldosteron-induzierten Erhdhung der SEAP-Aktivitdt (Abb. 14/2/C). Auch in OK-Zellen
wurde die MR/Aldosteron-induzierte GRE-Aktivierung nicht durch die Verwendung von
WP631 beeinflusst. In beiden Versuchsansatzen konnte nach Stimulation mit dem Liganden
eine erhohte Aktivitdt des Reporters gemessen werden (Abb. 14/2/D). Eine Dosis-abhangige
Reduktion der MRE1.3-Promotoraktivitdt konnte ebenfalls in OK-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 14/2/E). Wé&hrend die Inkubation mit 1 yM WP631 keinen Effekt auf die
Aldosteron-induzierte Reportergenaktivierung zeigte, fihrten Inhibitor-Konzentration von 5
MM sowie 10 uM zur Hemmung (Abb. 14/2/E).
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Abb. 14/2: Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 fiir die Aldosteron-induzierte EGFR-
Promotoraktivierung in OK-Zellen. C) OK-Zellen zeigen nach Inkubation mit dem SP1-spezifischen
Inhibitor WP631 in Reportergen-Assays eine Hemmung der Aldosteron-induzierten MRE1.3-
Promotoraktivierung (N=3-4; n= 6-12; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05). D) Die
MR/Aldosteron-abhangige GRE-Aktivierung wird durch die Hemmung von SP1 mittels WP631 nicht
beeinflusst (N=10; n= 30; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05). E) Die Hemmung der
Aldosteron-induzierten MRE1.3-Aktivierung erfolgt Dosis-abhangig (N=1-11; n= 3-33; Daten
dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).



3.1.2.6. SP1-Knock-down mittels spezifischer siRNA

Um unspezifische Effekte des Inhibitors auf andere Transkriptionsfaktoren oder die Zellen
per se ausschlieBen zu kénnen, wurden die SEAP-Reportergen-Assays mit spezifischer
siRNA gegen SP1 wiederholt. Eine Analyse der Effektivitat der verwendeten siRNA erfolgte
in einer Zeitreihe. Hierfur wurden HEK293-Zellen entweder mit scrambled siRNA als
Negativkontrolle oder SP1-siRNA transfiziert und nach 48 h, 72 h und 96 h Gesamt-RNA
oder nach 72 h, 96 h und 120 h Proteine isoliert. Mittels qPCR und Western Blot Analyse
erfolgte die Bestimmung der Menge an SP1-mRNA oder SP1-Protein im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Behandelt man die HEK293-Zellen mit SP1-spezifischer siRNA, so
liel sich bereits nach 48 h bzw. 72 h eine Reduktion der mRNA-Menge um ca. 60% auf
einen SP1-mRNA-Gehalt von 40% nachweisen. Nach 96 Stunden konnte eine mRNA-
Menge von ca. 20,9 £ 4% der Kontroll-SP1-mRNA-Menge aus unbehandelten Zellen
detektiert werden. Bei der Verwendung von scrambled siRNA konnten in qPCR-Analysen
keine signifikanten Anderungen der SP1-mRNA Menge nachgewiesen werden. Scrambled
siRNA enthélt keine spezifischen Zielsequenzen und sollte somit keine regulatorischen
Effekte zeigen, was in unseren Experimenten bestéatigt werden konnte (Abb. 15/A). Mittels
Western Blot-Analysen sollte anschlieRend der SP1-Proteingehalt in den mit SP1-siRNA,
scrambled siRNA und ohne siRNA behandelten Zellen untersucht und miteinander
verglichen werden. Nach 72 h und 96 h SP1-siRNA-Inkubation konnte im Vergleich zu
unbehandelten Zellen eine SP1-Proteinmenge von ca. 41 £ 4% der Kontrolle, 120 h nach
Transfektion mit siRNA eine Proteinmenge von 34,5 + 6% nachgewiesen werden. Zellen,
welche mit scrambled siRNA transfiziert wurden, zeigten keine signifikanten Anderungen der
SP1-Proteinmenge (Abb. 15/B).



3. Ergebnisse

A) HEK
120
=
< 100 |
5
‘% 80
3
s * * m=== ohne siRNA
iyl &0 == scrambled siRNA
< = SP1-siRNA
g 40 |
= *
a 20 A
w
0 A
48 h 72 h 96 h
B)
140
120 A 72 h 96 h 120 h
R
£ 100 SPISiRNA + = = + = = 4+ = =
(0]
g scrambled - + = = 4+ = = 4+ =
g 80 -
C
© hSP1
2 i -
2 @ x . el
o * -_— »
= — :
o
HSP90 . e
? 20 . -
0
72h 96 h 120 h

Abb. 15: SP1-Knock-down mittels spezifischer siRNA in HEK293-Zellen. A) Dargestellt ist die
mittels qPCR ermittelte SP1-mRNA-Expression in Zellen, die fiir 48 h, 72 h und 96 h mit scrambled
siRNA oder SP1-siRNA inkubiert wurden (N=3; n=9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p <
0,05). B) Dargestellt werden die Zusammenfassung der Analysen zur SP1-Proteinexpression nach
Inkubation mit scrambled siRNA oder SP1-siRNA (links) sowie ein reprasentativer Western Blot
(rechts). Die Inkubation von HEK293-Zellen mit spezifischer SP1-siRNA flhrt bereits nach 48 h auf
mRNA-Ebene sowie nach 72 h auf Protein-Ebene zu einer signifikanten Reduktion der SP1-Menge,
wohingegen die Inkubation mit scrambled siRNA im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten
Veranderungen bewirkt. Zur Normierung sowie als Kontrollprotein fir eine unveranderte
Proteinexpression wurde HSP90 verwendet (N=3; n=9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p <
0,05). A+B) Als Kontrolle dienten jeweils Zellen, die ohne siRNA, jedoch mit dem spezifischen
Transfektionsreagenz inkubiert wurden.

Im Anschluss an diese Voruntersuchungen erfolgte eine Wiederholung der SEAP-
Reportergen-Assays unter Verwendung der spezifischen siRNA. Hierfur wurden HEK293-
Zellen transient mit hMR, MRE1.3 und entweder SP1-siRNA, scrambled siRNA oder ohne
siRNA fir 96 h co-transfiziert anschlieend fur weitere 48 h mit 10 nM Aldosteron oder
DMSO inkubiert. Stimulation mit Aldosteron fihrt in den MRE1.3 transfizierten Zellen ohne



siRNA im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen zu einer 3 bis 3,5 fachen Steigerung der
Promotoraktivitat. Eine Co-Transfektion mit spezifischer SP1-siRNA fuhrt zu einer Hemmung
der MR/Aldosteron-abhangigen EGFR-Promotoraktivierung. Eine Stimulation mit dem
Liganden konnte nicht mehr zu einer signifikanten Expressionssteigerung des Reportergens
im Vergleich zu HEK293-Zellen unter Kontrollbedingungen mit DMSO fuhren. Mit scrambled
siRNA transfizierte Zellen zeigten hingegen keinen Effekt in der Aldosteron-induzierten
Steigerung der MRE1.3-Promotoraktivitdt. Auch im Rahmen dieser Versuchsbedingungen
konnte eine etwa 3-fache Erhdhung der Reportergenaktivitat detektiert werden. Es wurde
kein signifikanter Einfluss der siRNA auf die basale Promotoraktivitdt des MRE1.3
nachgewiesen (Abb. 16). Diese Resultate unterstitzen die Hypothese, dass der
Transkriptionsfaktor SP1 flr die Aldosteron-abhangige Aktivierung des EGFR-Promotors

notwendig ist.
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Abb. 16: SP1-Knock-down mittels spezifischer siRNA in HEK293-Zellen hemmt die Aldosteron-
induzierte EGFR-Promotoraktivierung. Reportergen-Assays in mit hMR sowie MRE1.3
transfizierten Zellen zeigen eine Hemmung der MR/ Aldosteron-abhangigen Aktivierung des EGFR-
Promotors nach SP1-Knock-down mit spezifischer siRNA. Inkubation mit scrambled siRNA als
Negativkontrolle zeigt keinen Einfluss. Als Kontrolle dienten Zellen, die weder mit scrambled noch
SP1-siRNA, jedoch mit Transfektionsreagenz inkubiert wurden (N=3; n=6-9; Daten dargestellt als
Mittelwert £ SEM; *p < 0,05).



3. Ergebnisse

3.1.3. Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP3 fiir die MR/Aldosteron-abhangige
Aktivierung des EGFR-Promotors

3.1.3.1. Bindung von MRE1.3 an rekombinantes SP3

Da sich die Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 ein gemeinsames Bindemotiv teilen und an
dieses sowohl als Homo- als auch als Heterodimere binden kénnen, wurde der Einfluss von
SP3 auf die Aldosteron-induzierte EGFR-Promotoraktivierung untersucht. Hierfir sollte
zunachst mittels EMSA die Bindung von rekombinantem humanen SP3 an eine biotinylierte
MRE1.3-Sonde untersucht werden. Als Positivkontrolle diente eine biotinylierte Sonde mit
der SP1-Konsensussequenz, welche auch von SP3 gebunden wird (SP1/SP3cons). Eine
spezifische Bindung des rhSP3 an die biotinylierte SP1/SP3cons-Sonde konnte anhand
einer signifikanten Bande mittels EMSA nachgewiesen werden. Die Entstehung zusétzlicher
Banden koénnte auf unterschiedlichen posttranslationalen  Modifikationen des
Transkriptionsfaktors bzw. den verschiedenen Isoformen des Proteins beruhen (Abb. 17/A).
Unter Verwendung der biotinylierten MRE1.3-Sonde entsteht eine schwachere SP3-Bande,
was im Vergleich zu SP1/SP3cons auf eine deutlich schwéchere Bindung von rhSP3 an die
DNA-Sequenz hindeutet. Daraus laf3t sich schlussfolgern, dass der Transkriptionsfaktor SP3
eine geringere Affinitat fur die Bindung an die biotinylierte MRE1.3-Sonde im Vergleich zur
SP1/SP3-Konsensussequenz aufweist (Abb. 17/B).

A)

GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG MRE1.3
SP1
Le103 ol cTol ool o] e o] of ode] c 7 1 57 SN SP1/SP3cons
B) SP1/SP3cons MRE1.3

BSA SP3 © BSA SP3

< SP3

Abb. 17: Bindung von rekombinantem humanen SP3 an biotinylierte SP1cons- und MRE1.3-
Sonde. A) Dargestellt sind die verwendeten biotinylierten Sonden MRE1.3 sowie die SP1/SP3-
Konsensussequenz. B) Wahrend die SP1/SP3-Konsensussequenz eine starke Bindung an
rekombinantes humanes SP3 zeigt, bindet MRE1.3 nur sehr schwach an den Transkriptionsfaktor. Die
Sonden wurden jeweils mit 100 ng BSA, 100 ng SP3 oder ohne Protein () inkubiert (N=3).



3.1.3.2. SP3-Knock-down mittels spezifischer siRNA

Nachdem eine schwache Bindung von rhSP3 an MRE1.3 nachgewiesen werden konnte,
sollte die Bedeutung des Transkriptionsfaktors fur die MR/Aldosteron- induzierte Aktivierung
des EGFR-Promotors untersucht werden. Hierfir wurde zunachst mittels spezifischer siRNA
die Menge an SP3-Protein in den Zellen reduziert. Das Uberpriifen der Funktionalitat der
SP3-siRNA erfolgte mittels Western Blot Analyse in Lysaten aus HEK293-Zellen, die
entweder mit SP3-siRNA, scrambled siRNA oder ohne siRNA transfiziert und fur 96 h
inkubiert wurden. Im Anschluss erfolgten die Isolierung der Proteine und der Nachweis der
SP3-Proteinmenge in den Zelllysaten. Die mit scrambled siRNA inkubierten HEK293-Zellen,
zeigten nach 96 h im Vergleich zu untransfizierten HEK293-Zellen keine signifikanten
Veranderungen des SP3-Proteingehaltes. Unter Verwendung der spezifischen SP3-siRNA
wurde hingegen eine signifikante Reduktion der SP3-Proteinmenge auf 16,4 £ 5 % des SP3-
Proteingehaltes aus untransfizierten Zellen detektiert (Abb. 18). Als Negativkontrolle wurde
B-Aktin verwendet. Die Expression dieses Housekeeping-Gens wird durch die siRNA nicht
beeinfluRt und bleibt demnach in seiner Proteinmenge unverdndert. Die durchgeflhrten

Western Blot Analysen bestatigen dies (Abb. 18).
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Abb. 18: SP3-Knock-down in HEK293-Zellen mittels spezifischer siRNA. Dargestellt werden die
Zusammenfassung der Analysen zur SP3-Proteinexpression (links) sowie ein reprasentativer Western
Blot (rechts) nach Inkubation von HEK293-Zellen mit scrambled siRNA oder SP3-siRNA fiir 96 h. Die
Inkubation mit spezifischer SP3-siRNA flhrt im Gegensatz zur Verwendung von scrambled siRNA zur
signifikanten Reduktion der SP3-Proteinmenge. Zur Normierung sowie als Kontrollprotein fir eine
unveranderte Proteinexpression wurde -Aktin verwendet (N=3; n=9; Daten dargestellt als Mittelwert +
SEM; *p < 0,05). A+B) Als Kontrolle dienten jeweils Zellen, die ohne siRNA oder scrambled siRNA,
jedoch mit dem spezifischen Transfektionsreagenz inkubiert wurden.



3. Ergebnisse

Da die Verwendung der spezifischen SP3-siRNA zu einer signifikanten Reduktion der SP3-
Proteinmenge in HEK293-Zellen fuhrte, sollten SEAP-Reportergen-Assays angeschlossen
werden, welche die Bedeutung des Transkriptionsfaktors fur die MR/Aldosteron-abhangige
EGFR-Promotoraktivierung aufkldren sollten. Hierfir wurden HEK293-Zellen transient mit
dem hMR-Plasmid, MRE1.3 sowie entweder ohne siRNA, mit scrambled siRNA oder SP3-
siRNA co-transfiziert und fur weitere 48 h mit 10 nM Aldosteron oder DMSO inkubiert.
Abschlielend erfolgte die Messung der Reportergenaktivitdt mittels Sekretorischer
Alkalischer Phosphatase (SEAP). Aldosteron induzierte die MR-abhangige Aktivierung des
MRE1.3-Promotorelementes und fiuhrte zu einer 3,5 bis 4-fachen Steigerung der
Promotoraktivitat. Eine Co-Transfektion sowohl mit scrambled siRNA als auch SP3-siRNA
zeigte keinen Einfluss auf die Aldosteron-induzierte MRE1.3-Aktivierung. Nach Stimulation
mit 10 nM Aldosteron wurde die MR-abhangige EGFR-Promotoraktivitat ca. 4,3 -fach
(scrambled siRNA) bzw. 4-fach (SP3-siRNA) gesteigert (Abb. 19). Trotz schwacher in vitro
Bindung von SP3 an MRE1.3 konnte mittels Reportergen-Assays und SP3-Knock-down kein
Einfluss des  Transkriptionsfaktors auf die = MR/Aldosteron-abhangige @ EGFR-
Promotoraktivierung nachgewiesen werden. Ein Knock-down des Proteins fiihrte nicht zur
Reduktion der Aldosteron-induzierten Uberexpression des Reportergens, was einen Einfluss

von SP3 auf den Mechanismus unwahrscheinlich erscheinen laft.
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Abb. 19: Einfluss des Transkriptionsfaktors SP3 auf die MR/Aldosteron-induzierte MRE1.3-
Aktivierung. Sowohl der Knock-down des Transkriptionsfaktors SP3 mit spezifischer siRNA als auch
die Inkubation mit scrambled siRNA als Negativkontrolle zeigen in Reportergen-Assays keinen
Einfluss auf die Aldosteron-abhangige Aktivierung des EGFR-Promotors. Als Kontrolle dienten Zellen,
die weder mit scrambled noch SP3-siRNA, jedoch mit Transfektionsreagenz inkubiert wurden (N=3;
n=9-48; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).



3.2. Pathophysiologische Relevanz der SP1-Hemmung fiir die EGFR-Expression in
HAoSMC und A7r5-Zellen

Nachdem sowohl in vitro als auch im Zellmodell ein Einfluss des Transkriptionsfaktors SP3
auf die Aldosteron-induzierte EGFR-Promotoraktivierung ausgeschlossen und SP1 als
wichtiger Kofaktor identifiziert werden konnte, sollte die pathophysiologische Relevanz der
gewonnenen Daten anhand von zwei verschiedenen Arten glatter GefalRmuskelzellen
nachgewiesen werden. Hierfir wurden zum einen HAoOSMC- (primdre humane glatte
Gefalmuskelzellen) und zum anderen A7r5-Zellen (glatte Gefalmuskelzellen der Ratte)
ausgewahlt und hinsichtlich ihrer EGFR-Expression nach chemischer SP1-Inhibierung
mittels Western Blot Analyse untersucht. In Vorversuchen konnte eine MR/Aldosteron-
abhangige EGFR-Expressionssteigerung in Aorta, Niere und Herz bereits nachgewiesen
werden [156,158], sodass die der MR/Aldosteron-abhdngigen EGFR-Expression in
Primarkultur und Zelllinie untersucht werden sollte. Stimuliert man die Zellen mit 10 nM
Aldosteron und vergleicht die EGFR-Expression mit der Proteinmenge aus unstimulierten,
mit DMSO behandelten Zellen, so erhéht sich der EGFR-Proteingehalt signifikant um das ca.
2,5-fache in HAoSMC-Zellen (Abb. 20/A) und um das etwa 1,6-fache in A7r5-Zellen (Abb.
20/B). Behandelt man die Zellen zusatzlich mit 1uM des spezifischen SP1-Inhibtitors WP631,
fuhrt dies in HAoSMC sowohl zur Reduktion der basalen als auch der Aldosteron-induzierten
EGFR-Expresion. So flhrte die Inkubation mit WP631 zu einer Reduktion des EGFR-
Proteingehaltes auf einen Wert von 30 £ 9% der Menge aus HAoSMC mit DMSO sowie auf
einen Anteil von 12 + 8 % der Proteinmenge von mit 10nM Aldosteron stimulierten HAoSMC
(Abb. 20/A). In A7r5-Zellen, die neben DMSO zusatzlich mit WP631 inkubiert wurden, war
die basale EGFR-Expression nicht beeinflusst, wohingegen der stimulatorische Effekt des
Liganden Aldosteron auf die Expression des EGF-Rezeptors inhibiert wurde (Abb. 20/B). Die
Resultate unter Verwendung des spezifischen SP1-Inhibitors in glatten GefaBmuskelzellen
des Menschen sowie der Ratte verdeutlichen die wichtige Rolle des Transkriptionsfaktors
SP1 als Kofaktor fur die MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung des EGFR-Promotors und

daraus resultierend fir die Expression des EGF-Rezeptors.
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Abb. 20: Einfluss der SP1-Hemmung auf die EGFR-Expression in aortalen glatten
GefaBmuskelzellen. Dargestellt werden jeweils ein reprasentativer Western Blot sowie die
Zusammenfassung der Western Blot Analysen nach Inkubation von HA0SMC- (Mensch) und A7r5-
Zellen (Ratte) mit und ohne SP1-Inhibitor WP631. A) Die Hemmung des Transkriptionsfaktors SP1
bewirkt in HAOSMCs eine Reduktion der basalen sowie Verhinderung der Aldosteron-induzierten
EGFR-Proteinexpression. B) In A7r5-Zellen fiihrt die Inkubation mit WP631 zu einer Hemmung der
Aldosteron-induzierten EGFR-Proteinexpression. Die basale Expression wird nicht beeinflusst (N=3;
n=6-9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).



3.3. Einfluss der MR-Aktivierung auf die Lokalisierung von EGFP-SP1 in HEK293-

Zellen

Nach Identifikation des Aldosteron-induzierten Mechanismus der EGFR-Promotoraktivierung
durch Bindung von MR und SP1 an das MRE1.3-Promotorelement sollten sowohl EGFP-
markierte SP1- als auch RFP-gekoppelte MR- Proteinmolekiile in der Zelle lokalisiert
werden, um einen Einfluss der MR-Aktivierung auf die SP1-Lokalisierung zu untersuchen.
Hierfir wurden HEK293-Zellen transient mit EGFP-SP1- und RFP-MR-Plasmiden transfiziert
und nach 24 h mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Im Anschluss an die Untersuchung
unter basalen Bedingungen wurde den Zellen 10 nM Aldosteron appliziert und Uber einen
Zeitraum von 20 min die MR- und SP1-Lokalisierung bestimmt. Wahrend EGFP-SP1 in den
HEK293-Zellen zundchst sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern detektiert werden
konnte, lie sich RFP-markierter MR fast ausschlieBlich im Zytoplasma der Zellen
nachweisen (Abb. 21/A). EGFP-SP1 liegt somit ubiquitdr in den HEK293-Zellen vor,
wohingegen der inaktive MR lediglich im Zytosol lokalisiert ist. Inkubiert man die Zellen mit
10 nM Aldosteron, so lassen sich die RFP-MR-Molekille bereits nach ca. 12 min
hauptsachlich im Nukleus und kaum im Zytoplasma nachweisen, wohingegen EGFP-SP1
weiterhin ubiquitdr zu detektieren war (Abb. 21/B). Die Bindung von Aldosteron an den MR
bewirkt den Erwartungen entsprechend eine Translokation in den Nukleus, wohingegen

keine zusatzliche nukleare Anreicherung von EGFP-SP1 beobachtet werden konnte.
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Abb. 21: Lokalisierung von RFP-MR und EGFP-SP1 in HEK293-Zellen. A) Der inaktivierte RFP-
MR (Zeitpunkt t = 0 min) ist ausschliellich im Zytoplasma lokalisiert, wohingegen das EGFP-markierte
SP1-Protein ubiquitar in Zellkern und Zytosol nachweisbar ist. B) Nach Inkubation mit Aldosteron
transloziert der RFP-markierte MR in den Zellkern (t;2 = 6 min). Die Lokalisierung des EGFP-SP1-
Proteins wird durch die Inkubation mit Aldosteron nicht beeinflusst.



3.4. Genomweite Suche und Identifizierung weiterer Mineralokortikoid-responsiver
Elemente (MREs)

3.4.1. Genomweite Suche nach Promotorregionen, die MRE1.3 dhneln

Mit MRE1.3 konnte ein neues fir den Mineralokortikoidrezeptor spezifisches responsives
Element auf dem EGFR-Promotor eingegrenzt und charakterisiert werden. Die Besonderheit
dieses Elementes liegt darin, dass sich innerhalb der DNA-Sequenz kein klassisches GRE-
Element nachweisen l|asst. Die ldentifikation weiterer responsiver Elementen, die putative
MR-regulierte Gene kennzeichnen, sollte zunachst anhand einer genomweiten Suche nach
Sequenzen, die MRE1.3 ahneln oder mittels Infixen des MRE1.3 in silico erfolgen. Diese
Suche wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. lvo Grosse aus dem Institut
fur Bioinformatik (MLU Halle-Wittenberg) von Dr. Jens Keilwagen durchgefiihrt. Dieser
analysierte die Ahnlichkeit anhand optimaler semi-globaler Alignments zwischen allen

humanen Promotoren und den drei Fragmenten
MRE1.3

GCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGACGCGGCCGAGGLCGGLLCGG
AGTCCCGAG

MRE1.3'
CCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCG
sowie MRE1.3"

CCTCCTCCCCCCGCAC.

MRE1.3' wurde ausgewahlt, da es die in den Abschnitten 3.1.1. bis 3.1.3. charakterisierte
SP1-Bindestelle  enthdlt, welche fir die  MR/Aldosteron-abhangige  EGFR-
Promotoraktivierung eine entscheidende Rolle spielt. Tabelle 14 stellt die Gene mit dem
hochsten Pradiktionswert dar, welche bei der Suche auf Grund ihrer Sequenzahnlichkeit als
potenzielle Kandidaten identifiziert werden konnten. Hierbei lag der Score fur die

aufgelisteten Gene bei -0.81, bei einem maximal zu erreichenden Wert von -1.
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Tab. 14: Liste der mittels semi-globalem Sequenzvergleich erhaltenen putativen MR-regulierten

Gene

Name

uc001art.2
uc001fpy.3
uc002rxu.2
uc002wav.1

uc002wcq.3
uc003eqa.3

uc011byf.1

uc003kuc.2
uc003kzh.2
uc003zhc.2
uc004cyx.2

uc004eqz.2

uc001jjv.1
uc0010opf.2
uc001tei.2
uc010tvb.1
uc010twn.1
uc002eyx.2
uc002gea.2
uc002kom.3
uc002yfr.1
uc003azt.2

Lokalisation

chr1:11072429-11073784
chr1:1566721222-156721793
chr2:54683204-54753555
chr2:242092641-242097244
chr2:242800991-242801308

chr3:133748647-133749170

chr4:37978780-37979120
chr5:126112583-126113200
chr5:133706620-133707286
chr9:2015092-2029022
chrX:19086953-19140927

chrX:118110045-118112414

chr10:56424023-57387952
chr11:69518645-69519356
chr12:96184088-96184786
chr14:75894670-75904623
chr14:92909459-92913763
chr16:70432434-70473241
chr17:6915548-6916002

chr18:10454375-10454978
chr20:62284699-62285030
chr22:41677049-41682219

Gen

TAR DNA binding protein
Hepatoma-Derived Growth Factor Isoform a
Spectrin, Beta, Non-Erythrocytic 1 Isoform 1
Protein Phosphatase 1, Regulatory Subunit
Programmed Cell Death 1 Precursor

Solute Carrier Organic Anion Transporter Family
Member 2A1

TBC1 (tre-2/USP6, BUB2, cdc16) domain family,
Lamin B1

Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2B
SWI/SNF-Related Matrix-Associated

G Protein-Coupled Receptor 64 Isoform 1

LON Peptidase N-terminal Domain and Ring
Finger

Protocadherin 15 Precursor

Fibroblast Growth Factor 19 Precursor

Netrin 4 Precursor

Jun Dimerization Protein 2 Isoform a

Solute Carrier Family 24 Member 4 Isoform 3
ST3 Beta-Galactoside Alpha-2,3-Sialyltransferase
Ribonuclease Kappa

Adenomatosis Polyposis Coli Down-Regulated 1
SCG10-Like-Protein

Ran GTPase Activating Protein 1



3.4.2. Validierung der vorhergesagten Promotoren putativer MR-regulierter Gene

Eine Validierung der mittels semi-globaler Alignments vorhergesagten Promotoren (Tab. 14)
erfolgte in humanen Nierenepithelzellen (HK2), welche transient mit hMR-Plasmid transfiziert
und anschlieBend mit 10 nM Aldosteron oder DMSO fur 24 h inkubiert wurden.
Darauffolgend sollte Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und mittels gPCR die Expression
der putativen Zielgene analysiert werden. Hierfir wurden 11 Gene ausgewahlt, deren
MR/Aldosteron-abhangige Regulation im renokardiovaskuldren System relevant sein kdnnte.
Das in Abbildung 22 dargestellte Diagramm zeigt die ddct-Werte bzw. die x-fache Induktion
nach Inkubation mit 10 nM Aldosteron im Vergleich zur mRNA-Menge aus mit DMSO
behandelten HK2-Zellen. Der mRNA-Expression aus den Kontrollzellen mit DMSO werden
die Werte 0 (ddct) und 1 (x-fache Induktion) zugeordnet, wohingegen die Balken die
Veranderung nach Stimulation mit Aldosteron darstellen. Fir die Gene Hepatoma- Derived
Growth Factor (HDGF), Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 7 (PPP1R7) und Ran
GTPase-Activating Protein 1 (RanGAP1) konnte eine signifikante Veranderung der
Genexpression nach Inkubation mit Aldosteron nachgewiesen werden. Wahrend die mRNA-
Menge an HDGF und PPP1R7 durch MR/Aldosteron um das ca. 2-fache sinkt, steigt die
Expression der RanGAP1-mRNA auf die ca. 2-fache Menge der Kontrolle mit DMSO. Alle
anderen untersuchten Gene zeigten keine signifikanten Anderungen der Genexpression in

Abhangigkeit von Aldosteron-gebundenem Mineralokortikoidrezeptor (Abb. 22).
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Abb. 22: Validierung putativer MR-regulierter Kandidatengene mittels qPCR-Analysen. In HK2-
Zellen, die fir 24 h mit Aldosteron inkubiert wurden, konnten drei der vorhergesagten Gene bestatigt
werden: HDGF (Hepatoma-Derived Growth Factor), PPP1R7 (Protein Phosphatase 1 Regulatory
Subunit 7) und RanGAP1 (Ran GTPase-Activating Protein 1) (N=3-5; n=3-15; Daten dargestellt als
Mittelwert £+ SEM; *p < 0,05).
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3.5. Untersuchung der Korrelation zweier Single Nukleotid Polymorphismen (SNPs)

des EGFR-Promotors mit dem Auftreten renokardiovaskuldrer Erkrankungen
3.5.1. Charakterisierung der MRE1.3-SNPs
3.5.1.1. Bindung von rhSP1 an zwei SNPs des EGFR-Promotors

In dem von uns identifizierten minimalen MRE sind 2 SNPs (single nucleotide
polymorphisms) bekannt. Hierbei handelt es sich um die beiden SNPs rs712830 (-191 C/A),
und rs712829 (-216 G/T) der dbSNP-Datenbank. Fir unsere Untersuchungen wurden
dementsprechend die Promotorelemente MRE1.3 (-216 T/T; -191 C/C), MRE1.3-SNP1 (-216
G/G; -191 A/A) sowie MRE1.3-SNP2 (-216 G/G; -191 C/C) einbezogen. Da die Haufigkeit
fur das Auftreten eines Cytosins im Vergleich zum Adenin an Stelle -191 sowie eines
Guanins verglichen mit Thymin an Stelle -216 des Promotors groRer ist, handelt es sich bei
MRE1.3-SNP2 um das Promotorelement, welches in der Gesamt-Population am weitesten
verbreitet ist. Eine detailierte Zusammenfassung der Allelfrequenzen der verschiedenen
SNPs innerhalb der Weltbevdlkerung kann dem Anhang enthommen werden (siehe B1.1).
Auf Grund der nachgewiesenen Relevanz von MRE1.3 fir die MR/Aldosteron-induzierte
EGFR-Promotoraktivierung sollten die MRE1.3-Varianten hinsichtlich ihrer MR-induzierten
Aktivierung charakterisiert werden. Da der Transkriptionsfaktor SP1 als wichtiger Faktor fir
den Aldosteron-abhangigen Aktivierungsmechanismus identifiziert werden konnte und sich
die als MRE1.3-SNP2 bezeichnete Varianz innerhalb des SP1-Bindemotivs befindet, erfolgte
zunachst die Analyse der Bindung von rhSP1 an die Promotorelemente mit SNPs. Hierfur
wurden zunachst die in Abb. 23/A dargestellten Sequenzen in Form biotinylierter Sonden
mittels EMSA hinsichtlich ihrer Bindung von rhSP1 untersucht. Als Kontrollen dienten zum
einen biotinylierte Sonden ohne Protein sowie als Negativkontrolle flr unspezifische
Proteinbindungen Sonden mit BSA. MRE1.3 bindet, wie bereits unter 3.1.1. gezeigt, an
rhSP1, welches durch die Entstehung einer spezifischen Bande nachgewiesen werden
konnte. Verwendet man MRE1.3-SNP1 sowie MRE1.3-SNP2, so liel3 sich diese spezifische
Bindung ebenfalls detektieren, wobei beide Varianten im Vergleich zu MRE1.3 eine starkere
Bindung an SP1 aufzuweisen scheinen und somit scheinbar eine hdhere Affinitat fur die
rhSP1-Bindung zeigen. Diese Vermutung resultiert aus den entstandenen starkeren Banden
im Vergleich zum Experiment mit biotinylierter MRE1.3-Sonde (Abb. 23/B).
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Abb. 23: Bindung von MRE1.3, MRE1.3-SNP1 sowie -SNP(2) an rhSP1. A) Dargestellt werden die
verwendeten biotinylierten Sonden des EGFR-Promotors. B) Electromobility Shift Assays unter
Verwendung einer MRE1.3-, MRE1.3-SNP1 und einer MRE1.3-SNP2-Sonde zeigen eine spezifische
Bindung von rhSP1 an das Promotorelement. Hierbei binden die beiden Varianten MRE1.3-SNP1 und
-SNP2 im Vergleich zu MRE1.3 starker an den Transkriptionsfaktor, was sich aus der Starke der
jeweiligen Bande ableiten Iasst. Alle Sonden wurden entweder ohne Protein (&), mit 300 ng rhSP1
oder 300 ng BSA als Negativkontrolle fiir unspezifische Proteininteraktionen inkubiert (N=3).
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3.5.1.2. Bindung von SP1 aus nukleadren Extrakten an MRE1.3-SNPs

Eine Analyse der in vivo Bindung von SP1 aus nukledren Extrakten an die MRE1.3-SNPs
erfolgte mittels EMSA unter Verwendung der jeweiligen biotinylierten Sonden (Abb. 23/A aus
3.3.1.). Die Herstellung der nukledren Extrakte erfolgte aus mit hMR-Plasmid transient
transfizierten HEK293-Zellen, welche anschlielend flr 24 h mit 10 nM Aldosteron inkubiert
wurden. Unter Verwendung der MRE1.3-Sonde konnte eine Bindung an SP1 aus
Zellkernextrakten durch die spezifische Bande bestatigt werden, wohingegen diese weder fur
MRE1.3-SNP1 noch fir MRE1.3-SNP2 zu detektieren war. Eine spezifische Bindung des
Transkriptionsfaktors SP1 an die Promotorelemente MRE1.3-SNP1 und -SNP2 konnte somit
in vivo nicht nachgewiesen werden (Abb. 24). Der entstandene ,Schmier” deutet vielmehr auf
die Entstehung eines Komplexes mit anderen Proteinen wie beispielsweise dem MR hin.
SP1 kénnte Bestandteil dieses Proteinkomplexes sein, kénnte aber auch durch andere
Faktoren verdrangt werden.
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Abb. 24: Bindung von MRE1.3, MRE1.3-SNP1 sowie MRE1.3-SNP2 an SP1 aus nuklearen
Extrakten. Ein reprasentativer EMSA unter Verwendung einer MRE1.3-, MRE1.3-SNP1 und einer
MRE1.3-SNP2-Sonde zeigt die spezifische Bindung von MRE1.3 an SP1 aus Zellkernextrakten. Im
Vergleich dazu zeigen die Varianten MRE1.3-SNP1 und - SNP2 keine spezifische Bande unter
Verwendung nukledrer Extrakte. Alle Sonden wurden entweder ohne Protein (&) oder mit 50ug
Gesamtprotein aus Zellkernextrakten (NE) inkubiert (N=3).



3.5.1.3. Analyse der MR/Aldosteron-abhdngigen Aktivierung der MRE1.3-SNP1 und
MRE1.3-SNP2 - Promotorelemente

Mit Hilfe der unter Kapitel 3.1 dargestellten Experimente konnte eine Aldosteron-induzierte
Aktivierung des EGFR-Promotors nachgewiesen sowie MRE1.3 als Minimalpromotor
identifiziert werden. Da sowohl MRE1.3 als auch die beiden SNP-Varianten eine Bindung an
rekombinantes humanes SP1 zeigten, in nukledren Extrakten jedoch nur MRE1.3 eine
direkte Bindung an SP1 aufwies, sollte die MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung der
verschiedenen Promotorelemente in Reportergen-Assays untersucht werden. Hierflr wurden
die HEK293-Zellen mit dem Expressionsvektor flir den humanen MR sowie den
Reportergenkonstrukten MRE1.3 (-216 T/T; -191 C/C) als Positivkontrolle und MRE1.3-
SNP1 (-216 G/G; -191 A/A) oder MRE1.3-SNP2 (-216 G/G; -191 C/C) transfiziert und
anschlieRend fur 48 h mit DMSO oder 10 nM Aldosteron inkubiert. Transiente hMR-HEK293-
Zellen mit dem MRE1.3-Promotorelement zeigten nach Inkubation mit dem Liganden
Aldosteron im Vergleich zur Kontrolle mit DMSO eine ca. 4-fache Steigerung der
Reportergenaktivitat. Zellen, die mit MRE1.3-SNP1 oder MRE1.3-SNP2 transfiziert wurden,
zeigten hingegen nach Stimulation mit Aldosteron lediglich eine ca.2-fache Steigerung der
Promotoraktivitat (Abb. 25/A). Vergleicht man, die in Abb. 25/B dargestellten Basalaktivitaten
(Inkubation mit DMSO) der einzelnen Promotorelemente, so lasst sich feststellen, dass die
Grundaktivitdt der MRE1.3-SNP1-Variante im Vergleich zum MRE1.3-Promotor um den
Faktor 3 erhoht ist, wahrend die basale MRE1.3-SNP2-Aktivitat ca. 1,5-fach hoher ist als die
des MRE1.3 (Abb. 25/B). Ein genauer Vergleich der Aktivierbarkeit der Promotoren durch
den Liganden Aldosteron ergab eine 4-fache Induktion des MRE1.3-Promotors, wohingegen
sowohl MRE1.3-SNP1 als auch MRE1.3-SNP2 eine signifikant reduzierte MR/Aldosteron-
abhangige Aktivierbarkeit (ca. 2-fach) zeigten (Abb. 25/C).

Um zellspezifische Effekte auszuschliefen, wurden die Reportergen-Assays in OK-Zellen
wiederholt. Auch in diesen Zellen konnte die stark reduzierte MR/Aldosteron-abhangige
Aktivierung der MRE1.3-SNP1- und MRE1.3-SNP2-Varianten bestatigt werden. Wahrend
MRE1.3 in diesem Zelltyp eine 25-fache Steigerung der EGFR-Promotoraktivitdt nach
Inkubation mit Aldosteron zeigte, konnten MRE1.3-SNP1 und MRE1.3-SNP2 lediglich 5-fach
bzw. 4-fach in ihrer Aktivitdt erhéht werden (Abb. 26/A+C). Fir MRE1.3-SNP1 war in den
OK-Zellen ebenfalls nachzuweisen, dass die Grundaktivitdt dieses Promotorelementes
doppelt so hoch ist wie die des MRE1.3. Die Basalaktivitat des MRE1.3-SNP2 ist um das
1,5-fache der MRE1.3-Promotoraktivitat erhdht (Abb.26/B).
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Abb. 25: Aldosteron-induzierte Aktivierbarkeit der verschiedenen MRE1.3-Promotorelemente
in HEK293-Zellen. A) In mit h(MR und MRE1.3, MRE1.3-SNP1 oder MRE1.3-SNP2 co-transfizierten
und mit DMSO oder 10 nM Aldosteron inkubierten HEK293-Zellen, zeigen MRE1.3-SNP1 sowie
MRE1.3-SNP2 im Vergleich zu MRE1.3 eine deutliche Reduktion der Aldosteron-abhangigen
Promotoraktivierung. B) Die Basalaktivitat des MRE1.3-SNP1-Promotorelements ist doppelt so hoch
wie die des MRE1.3, die Grundaktivitat des MRE1.3-SNP2-Promotors ist um das 1.5-fache erhoht. C)
Im Vergleich der Aldosteron-induzierten Aktivierung zeigt lediglich MRE1.3 eine starke MR-abhangige
EGFR-Promotoraktivierung, wahrend fiir die beiden SNP-Varianten eine geringe Aktivierung
nachgewiesen wurde (N=3; n=6-9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).
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Abb. 26: Aldosteron-induzierte Reaktivierbarkeit der verschiedenen MRE1.3-Promotorelemente
in OK-Zellen. A) Mit hMR transient transfizierte OK-Zellen wurden mit MRE1.3, MRE1.3-SNP1 oder
MRE1.3-SNP2 co-transfiziert und anschlieBend mit DMSO oder 10 nM Aldosteron inkubiert. Sowohl
MRE1.3-SNP1 als auch MRE1.3-SNP2 zeigen im Vergleich zu MRE1.3 eine deutliche Reduktion der
Aldosteron-abhangigen  Promotoraktivierung. B) Die Basalaktivitit des MRE1.3-SNP1-
Promotorelements ist doppelt so hoch wie die des MRE1.3, die Grundaktivitat des MRE1.3-SNP2-
Promotors ist um das 1.5-fache erhoht. C) Der Vergleich der Aldosteron-induzierten Aktivierung der
verschiedenen Promotorelemente zeigt, dass MRE1.3 eine starke MR-abhangige EGFR-
Promotoraktivierung aufweist, wahrend fir die beiden SNP-Varianten eine geringe Aktivierung
nachgewiesen wurde (N=3; n=6-9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).
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3.5.1.4. SP1-Hemmung durch chemischen Inhibitor

Auf Grund der, verglichen mit MRE1.3, weniger starken Induzierbarkeit der MRE1.3-SNP1-
und MRE1.3-SNP2-Promotorelemente nach Stimulation mit Aldosteron sowie der Resultate
aus den Studien zur Bindung an SP1 aus Zellkernextrakten, sollte die Bedeutung von SP1
fur die Aldosteron-abhangige Promotoraktivierung untersucht werden. Hierfur wurden
Reportergen-Assays in mit hMR und MRE1.3 (-216 T/T; -191 C/C), MRE1.3-SNP1 (-216
G/G; -191 A/A) oder MRE1.3-SNP2 (-216 G/G; -191 C/C) co-transfizierten OK-Zellen
durchgeflihrt. Die Inkubation der Zellen erfolgte fir 48 h mit DMSO oder 10 nM Aldosteron
sowie jeweils mit oder ohne den spezifischen SP1-Inhibitor WP631. OK-Zellen, die mit 10 nM
Aldosteron inkubiert wurden, zeigten im Vergleich zu Zellen unter Kontrollbedingungen mit
DMSO eine 11-fache Aktivierung des MRE1.3-Promotorelements. Die zusatzliche Inkubation
mit dem Inhibitor WP631 fihrte zur signifikanten Hemmung der Aldosteron-induzierten
Promotoraktivitdt. Unter Verwendung der EGFR-Promotorelemente MRE1.3-SNP1 und
MRE1.3-SNP2 konnte nach Inkubation mit Aldosteron lediglich eine 2-fache Steigerung der
SEAP-Reportergenaktivitdt gemessen werden. Eine Inkubation mit WP631 fihrte ebenfalls
zur Hemmung der Aldosteron-abhangigen Promotoraktivierung (Abb. 27). Es konnte
nachgewiesen werden, dass SP1 auch fir die beiden Varianten MRE1.3-SNP1 und -SNP2
als Kofaktor fur die MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung des Promotors eine entscheidende

Rolle spielt, auch wenn die Effekte im Vergleich zu MRE1.3 wesentlich schwacher sind.
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Abb. 27: SP1 als bedeutender Kofaktor der Aldosteron-induzierten EGFR-Promotoraktivierung.
SEAP-Reportergen-Assays in OK-Zellen zeigen, dass die Stimulation mit 10 nM Aldosteron zur
Steigerung der Promotoraktivitat fiihrt, wobei MRE1.3-SNP1 und MRE1.3-SNP2 im Vergleich zu
MRE1.3 weniger stark aktiviert werden. Inkubation der transienten OK-Zellen mit dem SP1-Inhibitor
WP631 fihrt unabhdngig des SNPs zur Hemmung der Aldosteron-abhangigen EGFR-
Promotoraktivierung (N=3; n=6-9; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).



3.5.2. Korrelation der verschiedenen Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) des

EGFR-Promotors mit dem Auftreten renokardiovaskularer Erkrankungen
3.5.2.1. CARLA- und SHIP-Kohortenstudien

Auf Grund der unterschiedlichen basalen und MR/Aldosteron-abhangigen Aktivierung der
verschiedenen Varianten des MRE1.3-Promotorelements sollte untersucht werden, ob das
Vorhandensein eines bestimmten Single Nucleotide Polymorphism (SNP) mit einer
Pravalenz  fur  pathophysiologische  Veranderungen  bzw. Erkrankungen  des
renokardiovaskuldren Systems einhergeht. Hierfir wurden in Kooperation mit Herrn Dr.
Alexander Kluttig aus dem Institut fur Medizinische Epidemiologie (MLU Halle-Wittenberg)
die CARLA-Studie sowie in Kooperation mit Herrn Dr. Marcus Dorr aus der Klinik und
Poliklinik fur Innere Medizin (Universitat Greifswald) die SHIP-Studie hinsichtlich
verschiedener Parameter kardiovaskularer Erkrankungen in Korrelation mit den MRE1.3-
SNPs ausgewertet. Bei CARLA (Cardiovascular Disease, Living and Ageing in Halle) und
SHIP (Study of Health in Pomerania) handelt es sich um bevdlkerungsbezogene
Kohortenstudien mit Fokus auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen, in denen Zusammenhéange
zwischen der Pravalenz bestimmter Erkrankungen und ihrer Risikofaktoren untersucht
werden sollen. Zu diesem Zweck wurden medizinische Parameter sowie verschiedene
soziokulturelle Faktoren von insgesamt 3215 CARLA-Probanden im Alter zwischen 45 und
83 Jahren sowie 6265 SHIP-Probanden im Alter zwischen 20 und 79 Jahren erhoben.
Weiterhin erfolgte eine Genotypisierung der Probanden, sodass eine Korrelation der
MRE1.3-SNPs mit dem Auftreten renokardiovaskularer Erkrankungen untersucht werden
konnte. Eine vollstdndige Liste der ausgewahlten Parameter sowie die vollstandige
Auswertung kann im Anhang (B1.2 sowie B1.3) eingesehen werden. Da MRE1.3-SNP2 (-
216 G/-; -191 C/-) die Variante des EGFR-Promotors ist, welche am haufigsten, z.T. sogar
als einzige Variante, in den verschiedenen Populationen der Weltbevdlkerung auftritt (siehe
Anhang B1.1), diente dieser SNP in den Analysen als Standard, sodass die Daten fur
MRE1.3 (-216 T/-; -191 C/-) sowie MRE1.3-SNP1 (-216 G/-; -191 A/-) mit diesem verglichen
wurden. Abweichungen der Anzahl an Probanden von der Gesamtzahl der
Studienteilnehmer entstehen durch verschiedene Einschrankungen in der Erhebung. So
muldten Patienten ausgeschlossen werden, die auf Grund medikamentdser Behandlung
keine Symptome bzw. Parameter kardiovaskularer Erkrankungen aufwiesen oder am Ende
des Erhebungungszeitraumes nicht wieder zur Verfigung standen. Von den ausgewahlten
medizinischen Parametern konnte in beiden Studien eine Korrelation des Auftretens von
Vorhoffimmern mit dem MRE1.3-Promotorelement nachgewiesen werden. So war die
Wabhrscheinlichkeit (dargestellt durch die Odds Ratio), an Vorhofflimmern zu erkranken, fur
eine Person mit der MRE1.3-Variante ungefahr 2,2-mal (CARLA) bzw. 2-mal (SHIP) so hoch
verglichen mit Tragern des MRE1.3-SNP2. Im Gegensatz dazu lag die Wahrscheinlichkeit,
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an Vorhofflimmern zu erkranken, fur Probanden mit MRE1.3-SNP1 im Vergleich zu -SNP2
bei ca. 0,89 (CARLA) bzw. 0,65 (SHIP) (Tab. 15).

Tab. 15: Korrelation der verschiedenen MRE1.3-SNPs mit dem Auftreten von Vorhofflimmern.

Unteres Oberes
Limit des Limit des
Studie SNP Parameter Prﬁgzzzlen gggz K_onfidenz- K_onfidenz-
intervalls intervalls
(95%) (95%)
CARLA MRE1.3 \_/orhof— 778 2.184 0.456 10.451
MRE1.3-SNP1 flimmern 773 0.888 0.165 4.781
SHIP MRE1.3 \_/orhof— 3528 2.052 1.239 3.398
MRE1.3-SNP1 flimmern 3528 0.654 0.405 1.057

Es lasst sich zusammenfassen, dass das EGFR-Promotorelement MRE1.3 eine deutliche
MR/Aldosteron-induzierte, SP1-abhangige Aktivierung des Promotors zeigte, wohingegen
MRE1.3-SNP1 und - SNP2 im Vergleich zu MRE1.3 nur sehr schwach durch den
Aldosteron-gebundenen MR aktiviert wurden. Demnach korreliert das erhdhte Risiko, an
Vorhofflimmern zu erkranken, mit einer starken Aktivierbarkeit durch den MR/Aldosteron-
abhangigen Mechanismus der MRE1.3-EGFR-Promotoraktivierung. Im Gegensatz dazu laf3t
sich die Variante mit der héchsten basalen EGFR-Promotoraktivitat und geringer Aldosteron-
abhangiger Induktion, na&mlich MRE1.3-SNP1, mit einer geringeren Pravalenz flr
Vorhofflimmern in Zusammenhang bringen. Auch fir das MRE1.3-SNP2-Element, welches
verglichen mit MRE1.3 ebenfalls eine hdhere Basalaktivitdt und eine deutlich geringere MR-
abhangige Aktivierbarkeit aufweist, zeigte sich eine geringere Wahrscheinlichkeit, an

Vorhofflimmern zu erkranken.

3.5.2.2. Identifikation potenzieller lonenkanale, die in das Entstehen von

Vorhofflimmern involviert sein konnen

RT? Profiler PCR Arrays von murinen lonenkandlen

Als Vorhofflimmern bezeichnet man eine vorlibergehende (paroxysmale) oder dauerhafte
(permanente) Herzrhythmusstérung, die durch eine veranderte Erregungsleitung der
Herzvorhdéfe bedingt wird. Da lonenkanédle eine entscheidende Rolle bei der
Erregungsleitung an Nerven- und Muskelzellen spielen, kann eine veradnderte Expression
oder Regulation bestimmter lonenkanale ursachlich fur die Entstehung von Vorhofflimmern
sein. Basierend auf den Ergebnissen aus den EGFR-Promotorstudien und der gezeigten
Korrelation der verschiedenen SNPs mit der Pravalenz fur Vorhofflimmern sollten anhand
von RT? Profiler PCR Arrays an Herzgeweben von EGFR-Knock-out-Mausen (EGFR-KO-
Mause) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (EGFR-WT), in den Mechanismus involvierte

lonenkanale identifiziert werden. Die verwendeten EGFRY*VSMC_Tiere zeigen im Vergleich zu



Wildtyp-Médusen (EGFR"*VSMC) in isolierten Kardiomyozyten eine Reduktion der EGFR-
mMRNA-Expression sowie der EGFR-Proteinmenge auf ein Niveau von 41 % 13%,
wohingegen keine Expressionsveranderungen in Leber, Niere und Lunge zu detektieren
waren [190,191]. Im gesamten Herzen, welches neben den Kardiomyozyten zusatzlich aus
Fibroblasten besteht, konnte die EGFR-Expression um ein Drittel reduziert werden [190,191].
Fur die Analysen wurden Arrays mit Primern fUr neuronale lonenkanale der Maus verwendet,
die grofdtenteils ebenfalls im Herzen exprimiert werden. Im einzelnen Array war es mdglich,
das Herzgewebe von jeweils 2 Knock-out- und 2 Wildtyp-Tieren miteinander zu vergleichen.
So wurden pro Array 83 verschiedene lonenkanale analysiert und diese auf 5 Housekeeping-
Gene bezogen (Auflistung siehe Anhang A3.2).

Abbildung 28 stellt die mittleren ddct (WT-KO)- Werte sowie Konfidenzintervalle der mittels
RT? Profiler PCR Arrays analysierten lonenkanale gegenlber. Anhand dieser statistischen
Methode konnten verschiedene lonenkanale identifiziert werden, die sich in ihrer Expression
in EGFR-WT- und EGFR-Knock-out-Tieren signifikant unterscheiden. So lasst sich flr die
Gene, Cacnailc (Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit) , Cacnalg
(Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit), Cacnb2 (Calcium channel,
voltage-dependent, beta 2 subunit), Cinc3 sowie CInc7 (Chloride channel, voltage-sensitive 3
und 7), Hcn2 (Hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated potassium channel 2),
Kend2 und Kend3 (Potassium voltage-gated channel subfamily D member 2 und 3), Kcnj12
sowie Kcnj13 (Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12 und 13),
Scn10a (Sodium channel, voltage-gated, type X, alpha), Scn8a (Sodium channel, voltage-
gated, type VIII, alpha), Scn2a1 (Sodium channel, voltage-gated, type I, alpha 1) und Trpm2
(Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2) in den EGFR-Knock-
out-Tieren eine verringerte Expression verglichen mit den EGFR-Wildtyp-M&usen
nachweisen (rot markiert). Weiterhin zeigen die EGFR-Knock-out-Mause im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine gesteigerte Expression der lonenkanale Accn3 (Amiloride-sensitive
cation channel 3), Cacna1b (Calcium channel, voltage-dependent, N type, alpha 1B subunit,
neuronal), Cacnali (voltage-gated calcium channel subunit 1i), Kcnc1 (Potassium voltage
gated channel, Shaw-related subfamily, member 1), Kcnh1 (Potassium voltage-gated
channel, subfamily H (eag-related), member 1), Kcnj1 (Potassium inwardly rectifying
channel, subfamily J, member 1), Kcnmb4 (Potassium large conductance calcium-activated
channel, subfamily M, beta member 4), Kcnn3 (Potassium intermediate/small conductance
calcium-activated channel, subfamily N, member 3), Trpc1, Trpc3 sowie Trpc6 (Transient
receptor potential cation channel, subfamily C, member 1, 3 und 6), Trom1, Trpm6 sowie
Trpm8 (Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 1, 6 und 8), Trpv2,
Trpv3 und Trpv4 (Transient receptor potential cation channel subfamily V member 2, 3 und
4) (blau markiert).
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Abb. 28: Expression verschiedener lonenkanile des Herzens in EGFR-KO-Méausen im Vergleich
(WT-KO)-Werte sowie die
Konfidenzintervalle. lonenkanale, die eine signifikante Veranderung in ihrer Expression in EGFR-
Knock-out-Tieren zeigen, wurden farbig markiert (N=2; n=8; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM).

zu EGFR-KO-Mausen.

Dargestellt werden die mittleren ddct



Vergleicht man die Mittelwerte der aus den RT? PCR Arrays erhaltenen CT-Werte sowie die
entsprechenden Konfidenzintervalle von EGFR-Wildtyp-Mausen und EGFR-Knock-out-
Mausen, so uberlagern sich die Intervalle fir einen Grofteil der analysierten lonenkanale,
und die einzelnen Werte innerhalb der Gruppen variieren teilweise sehr stark (siehe Anhang
B2.1), sodass ein groler Teil der oben genannten lonenkanale fur die weiteren
Untersuchungen nicht in Betracht gezogen wurde. Der lonenkanal Accn1 (Amiloride-
sensitive cation channel 1), welcher laut PCR Arrays in den EGFR-Knock-out-Mausen
weniger stark exprimiert war, wurde ebenfalls in die weitere Validierung einbezogen, da die
Konfidenzintervalle der mittleren CT-Werte (siehe Anhang B2.1) nicht Uberlagern und die
Signifkanz mit hdéherer Stichprobenanzahl erneut validiert werden sollte. Von den 34
putativen Kandidaten erfolgte eine Auswahl der Gene, die eine signifikante Veranderung in
ihrer Expression zeigten und dabei entweder keine Uberlappung der Konfidenzintervalle der
mittleren CT-Werte zeigen (Accn1, Cacnali, Trom8, Trpv2) und/oder fir den untersuchten
Mechanismus der Entstehung von Vorhofflimmern relevant sein kénnten (Cacnaic, Cacna
1g, Trpv4, Kcnn2, Cinc3, Cinc7, Trpm1). Weiterhin wurde der lonenkanal Cacna1h (Calcium
channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit) in die Analysen einbezogen und
dessen Expressionsunterschiede untersucht, da dieser mit Cacnali und Cacnailg

zusammenwirkt, jedoch nicht auf dem RT? Profiler PCR Array integriert war.

Validierung der putativen lonenkanale mittels RT-qPCR

Eine Validierung der ausgewahlten lonenkanale erfolgte anhand von RT-gPCR-Analysen an
cDNA aus EGFR-Knock-out-Mausen im Vergleich zu EGFR-Wildtyp-Mausen. Hierflr wurde
RNA aus den Herzen von je 5 mannlichen Wildtyp- und je 6 mannlichen Knock-out-Tieren
verwendet und nach Reverser Transkription die Genexpression in den beiden
Versuchsgruppen miteinander verglichen. Als Referenz fir ein nicht verédndert exprimiertes
Gen diente die ribosomale 18S-RNA, die zur Normierung der CT-Werte verwendet wurde.
Da sich die CT-Werte in den gPCR-Analysen flr die lonenkanédle Trpm1 und Trpm8 sowohl
in EGFR-WT als auch EGFR-KO-M&ausen an der Nachweisgrenze befanden, konnten diese
in der Auswertung nicht bertcksichtigt werden. Abbildung 29 stellt die Veranderung der ddct-
Werte sowie die x-fache Veranderung der Expression der lonenkanéle in den Herzen der
EGFR-Knock-out-Mause im Vergleich zu EGFR-Wildtyp-Mausen dar (MW(ddct)V™ = 0;
MW@2¥Y"T = +1). Von den ausgewahlten lonenkanilen zeigten der Amilorid-sensitive
Kationenkanal 1 (Accn1), der TRP-Kationenkanal Trpv4 sowie der Spannungs-abhéangige
Chloridkanal 7 (CInc7) eine signifikante Steigerung der Expression, wohingegen die
Expression des T-Typ-Calciumkanals Cacna1h in den Knock-out-Tieren signifikant reduziert
war. Alle anderen Gene zeigten keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Im Vergleich zu den Ergebnissen aus den Arrays konnte mittels qPCR

eine gesteigerte Accn1-Expression in den Herzen der EGFR-Knock-out-M&use
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nachgewiesen werden, wohingegen die Accn1 in den Arrays eine niedrigere Expression

nach EGFR-Knock-out im Vergleich zum Wildtyp zeigte.

1,5 1 - 2,8
*
1,0 - X ¥ __+ 20
— [
O 4 L 2
o 0,5 1.4 £
- 3
= c
0,0 1 o1 =
= % o
- e
(6] O
8 -05 - 14 8
x
-1.0 | - -2,0
*
15 — . 2.8
r99998353%¢9g¢
8 ¢ 9 9 ¢ 2 2 g 3 3
23333 >R 53
O « 0 =

Abb. 29: Validierung der lonenkandle mittels qPCR in Herzgewebe. EGFR-Knock-out-Mause
zeigen im Vergleich zu EGFR-Wildtyp-Mausen im Herzen eine gesteigerte Accni1-, Trpv4- sowie
CInc7-Expression, wohingegen eine Reduktion der Cacnath-Expression vorliegt (N=5-6; n=10-12;
Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).

Herzgewebe setzt sich, wie bereits erwahnt, aus Kardiomyozyten und Fibroblasten
zusammen. Da die Expression des EGFR auf mRNA- und Proteinebene in EGFR-Knock-out-
Mausen in Kardiomyozyten bei 41% des Expressionsniveaus von Wildtyp-Tieren (EGFR-
Expression im Herz bei 66% des Wildtyp-Niveaus) vorliegt, erfolgte die weitere Validierung
der ausgewahlten lonenkanale in Kardiomyozyten. Abbildung 30/A stellt die Veranderung der
ddct-Werte sowie die x-fache Veranderung der Expression der lonenkandle in den
Kardiomyozyten der EGFR-Knock-out-Mause (11 Tiere) im Vergleich zu EGFR-Wildtyp-
Mausen (10 Tiere) dar (MW(ddct)"" = 0; MWERYMHYYT = +1). Im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus den Herzen konnte in den Kardiomyozyten zusammenfassend eine
signifikante Reduktion des Amilorid-sensitiven Kationenkanals Accn1, der Spannungs-
gesteuerten T-Typ-Calciumkanale Cacnalc, Cacnalg, Cacnalh sowie Cacna1i, der TRP-
Kationenkanale Trpv2 und Trpv4 sowie des Spannungs-abhangigen Chloridkanals Cinc3
nachgewiesen werden. Hierbei wurden die starksten Effekte fur Accn1 (ca. 64-fache
Reduktion), Cacna1h (ca. 4-fache Reduktion) sowie CInc3 (ca. 8-fache Reduktion) detektiert.
Weiterhin konnte eine signifikante ca. 4-fache Steigerung der Expression des Spannungs-

abhangigen Chloridkanals CInc7 nachgewiesen werden.

Um eventuelle geschlechtsspezifische Effekte zu untersuchen, erfolgte eine getrennte

Auswertung der Daten aus den gPCRs an Kardiomyozyten nach mannlichen und weiblichen



Tieren. So konnten im Fall der mannlichen Tiere jeweils 5 EGFR-Knock-out-Mause mit 4

EGFR-Wildtypen (Abb. 30/B) und im Fall der weiblichen Tiere 5 EGFR-Wildtyp- sowie 6
EGFR-Knock-out-Mause miteinander verglichen werden. (Abb. 30/C). Zusammenfassend
kann ein geschlechtsspezifischer Effekt des EGFR-Knock-outs auf die Expression der
untersuchten lonenkanale ausgeschlossen werden. Kardiomyozyten zeigen in mannlichen
und weiblichen Tieren sowohl in den EGFR-Knock-out- als auch EGFR-Wildtyp-Mausen
identische Expressionsmuster. Im Fall von Accn1 zeigt sich zusatzlich ein signifikanter
Unterschied in der Intensitadt der Expressionsanderung. So sinkt die Accn1-Expression in
Kardiomyozyten méannlicher Tiere um das 16-fache, wohingegen eine 256-fache Reduktion

in weiblichen Tieren auftrat (Abb. 30/B+C).
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Abb. 30: Validierung der lonenkanile in Kardiomyozyten. EGFR-Knock-out- zeigen im Vergleich
zu EGFR-Wildtyp-Mausen in Kardiomyozyten eine vermindete Accn1-, Cacnalc-; Cacnalg-i, Trpv2-
sowie ClInc3-Expression sowie eine Steigerung der Cinc7-Expression (N=5-6; n=10-12; Daten
dargestellt als Mittelwert + SEM; *p<0,05). Hierbei unterscheiden sich die geschlechtsspezifischen
Expressionsmuster nicht signifikant (Nmannich=3-4, N=6-8; Nyeibich=3-4, n=6-8).



3. Ergebnisse

Untersuchungen zur Aldosteron-Abhangigkeit der Veranderungen der lonen-

kanalexpression

Die mittels qPCR validierten lonenkanale, welche eine Rolle bei der Entstehung von
Vorhofflimmern spielen kénnten, sollten in einem Folgeexperiment anhand von RNA aus
Herzen von EGFR-WT- und EGFR-KO-M&ausen nach Behandlung mit Aldosteron/NaCl
hinsichtlich ihrer Expression charakterisiert werden. Hierbei kann durch den Vergleich mit
EGFR-WT- und EGFR-KO-Tieren ohne Aldosteron-Behandlung eine Unterscheidung
zwischen EGFR-abhangigen und EGFR-unabhangigen Aldosteron-Effekten hinsichtlich der
Expressionsdnderung vorgenommen werden. Fur die Analyse wurde RNA aus den
Gesamtherzen von jeweils 4-6 mannlichen und 4-6 weiblichen Tieren pro Versuchsgruppe
verwendet. Verglichen werden die ddct-Werte sowie die x-fache Induktion nach Aldosteron-
Behandlung von EGFR-WT- und EGFR-KO-Mausen mit unbehandelten Kontrolltieren beider
Genotypen (ddct“*™™"®=0; x-fache Induktion“"™"®= +/-1). Hierdurch konnte gezeigt werden,
dass die Expression von Trpv4 sowohl in den EGFR-WT- als auch EGFR-KO-Mausen
signifikant durch Aldosteron gesteigert wird. Es handelt sich hierbei um Aldosteron-Effekte,
die EGFR-unabhangig vermittelt werden. Im Gegensatz dazu war eine signifikante
Expressionssteigerung von Accn1, Cacnailc, Cacnalg, Cacnalh sowie Trpv2 nur in den
EGFR-WT-Tieren nachzuweisen (Abb. 31). Es handelt sich hierbei jeweils um EGFR-
abhangige Aldosteron-Effekte. Ferner konnte mit Kcnn2 ein Aldosteron-abhangiger EGFR-
unabhangiger lonenkanal identifiziert werden, welcher nur in den EGFR-KO-Mausen nach

Aldosterongabe Uberexprimiert wurde.

Auf Grund der experimentellen Vorbefunde hinsichtlich der Induzierbarkeit des EGFR-
Promotors durch Aldosteron-aktivierten MR sowie der Ergebnisse aus den klinischen Studien
CARLA und SHIP sind die lonenkanale besonders interessant, die in Abhangigkeit des
EGFR durch Aldosteron induziert werden kénnen. Da die pathophysiologische Relevanz von
Calciumkanalen fir die Entstehung von Vorhofflimmern bereits in der Literatur beschrieben
wurde [194-197], soll der Fokus zukUnftiger Untersuchungen zunachst auf den identifizierten

T-Typ-Calciumkanalen Cacna1g, Cacna1h und Cacna1i liegen.
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Abb. 31: Einfluss von Aldosteron auf das Expressionsmuster der lonenkanale in EGFR-WT-
und EGFR-KO-Tieren. Die Gabe von Aldosteron fiihrt in Herzen von EGFR-WT-Mausen zu einer
signifikanten Steigerung der Expression von Accn1, Cacnalc, Cacnalg, Cacnath, Trpv2 sowie Trpv4
(*) sowie in Herzen von EGFR-KO-Tieren zu einer signifikant erhéhten Expression von Trpv4 und
Kcnn2 (°). EGFR-abhangig reguliert werden Accn1, Cacnailc, Cacnalg + 1h sowie Trpv2 (#) (N=4-6;

n=8-12; Daten dargestellt als Mittelwert + SEM; *p < 0,05).
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Der EGFR spielt eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse wie zum Beispiel fetaler Entwicklung, Proliferation,
Differenzierung und Migration von Zellen sowie bei der Einstellung des Gefaldtonus.
Desweiteren dient der Rezeptor als Angriffsziel verschiedener Inhibitoren im Rahmen der
Krebs-Therapie. Es ist auRerdem bekannt, dass der EGFR unter bestimmten
Voraussetzungen die pathologische Vermehrung von Bindegewebszellen (Fibrose) im
renokardiovaskuldren System férdert [198—200]. Die Aktivierung des EGFR kann hierbei
durch extrazellulare Liganden oder Transaktivierungsmechanismen anderer Signalwege
erzielt werden. Durch eine Transaktivierung des EGFR bedingte Gewebeveranderungen
wurden sehr detailiert fir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wie z.B. den Angiotensin-II-Typ-
1-Rezeptor oder den Endothelin-1-Rezeptor beschrieben [199,201,202]. Die ersten Hinweise
fur eine Interaktion des MR mit der EGFR-Signalkaskade gehen auf Untersuchungen an
Aorta, Koronargefallen und Gehirnschnitten der Ratte zurlick. Hier konnte gezeigt werden,
dass die Gabe von Mineralokortikoiden auf der einen Seite zu Kontraktionen, Fibrose sowie
Remodeling von GefalRen und auf der anderen Seite zur Steigerung der Expression des
EGFR flihrten [10-12]. Eine Interaktion des MR und des EGFR wurde sowohl flir einen nicht-
genomischen, transaktivierenden Mechanismus [100,155] als auch einen genomischen Weg
mittels veranderter Genexpression nachgewiesen [156,158]. So bestatigen verschiedene
Forschungsgruppen eine MR-abhangige Steigerung der EGFR-Expression in Herz, Aorta
und Nieren [10,156,158—160]. Die Identifikation des MRE1.3-Elements auf dem EGFR-
Promotor [157,193] ermdglicht es, den Mechanismus der Interaktion zwischen MR und
EGFR naher zu charakterisieren und daraus resultierend weitere MR-spezifische responsive

Elemente zu identifizieren, die keine klassischen GRE-Elemente enthalten.

4.1. Charakterisierung der Interaktion zwischen MR und EGFR-Promotor
4.1.1. SP1 als Kofaktor der MR/Aldosteron-induzierten EGFR-Promotoraktivierung

SP1 bindet spezifisch an das MRE1.3-Promotorelement

Eine Interaktion des MR und des EGFR-Promotors in HEK293-Zellen wurde in friheren
Arbeiten mittels Chromatinimmunoprazipitation und Transkriptionsfaktor-ELISAs mit
Zellkernextrakten in unserer Arbeitsgruppe beschrieben [156]. Im Rahmen dieser Promotion
konnte in weiteren Transkriptionsfaktor-ELISA-Experimenten erstmals gezeigt werden, dass
in vitro synthetisierter MR nicht alleine an das EGFR-Promotorelement binden kann, sondern
nur MR aus nuklearen Extrakten eine spezifische Bindung an MRE1 aufweist [157]. Dies legt
die Vermutung nahe, dass die MR-EGFR-Promotor-Interaktion einen oder mehrere
zusatzliche Kofaktoren benétigt. Die im Rahmen dieser Promotion durchgefihrte in silico

Suche nach Interaktionspartnern identifizierte drei putative Bindemotive fir den



Transkriptionsfaktor SP1, dessen Bindung durch anschlieRende EMSAs tatsachlich validiert
werden konnte. Hierbei bindet die biotinylierte MRE1.3-Sonde sowohl an rekombinantes
humanes SP1 als auch an SP1 aus nukledren Extrakten. Der Transkriptionsfaktor SP1
erkennt GC-reiche Promotorsequenzen, die, wie der EGFR-Promotor, keine TATA-Box
enthalten [203]. Die Spezifitdt der Bindung konnte anhand der Verwendung der spezifischen
SP1-Konsensussequenz als Positivkontrolle sowie anderer Sonden und BSA als
Negativkontrolle bestatigt werden. AnschlieRende ELISA-Experimente zeigten, dass in vitro
synthetisierter MR in Anwesenheit von rekombinantem SP1 zu einer Steigerung der
Bindungsaffinitdt an das Mineralokortikoid-responsive Element fihrt. Die Spezifitat dieser
Interaktion wurde durch die Wiederholung der Experimente mit in vitro synthetisiertem
Glukokortikoidrezeptor bekraftigt, da hier weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit von
rekombinantem SP1 eine Anderung der Bindungsaffinitdt an die Sonde detektiert werden
konnte [157]. Trotz der in silico Annotation von drei putativen SP1-Bindemotiven auf dem 65
bp langen MRE1.3-Promotorelement (-228 bis -163) lie} sich nur das im 5'-Bereich liegende
Bindemotiv innerhalb der MRE1.3a-Sequenz (-228 bis -208) als tatsachliche Bindestelle
bestatigen. Diese Beobachtungen stimmen mit den Resultaten von Schuch et al. Uberein, die
mittels Chromatinimmunoprazipitation die Bindung von SP1 an eine dem MRE1.3a-Element
adaquate EGFR-Promotorsequenz nachweisen konnten [204]. Bereits 1987 identifizierten
Kageyama, Merlino und Pastan mit Hilfe von Experimenten zur in vitro Transkription des
EGFR-Proto-Onkogens in nukledren Extrakten drei EGFR-Promotorregionen (a: -527 bis -
384, b: -151 bis -105 und c: -05 bis -20), die Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor SP1
enthalten, von denen sich die Regionen b und c als entscheidend fur die in vitro
Transkription erwiesen [205]. Die Bindung von SP1 an andere Regionen des EGFR-
Promotors wurde in der Vergangenheit ebenfalls beschrieben. So zeigten Vaillan et al. im
Jahr 1998, dass eine SP1-Bindung an den EGFR-Promotor in der Region -150 bis -16 bp
erfolgt, wo es zusammen mit PML (Promyelocytic Leukemia Protein) interagiert und dadurch
zu einer negativen Regulation des EGFR-Promotors fuhrt [206]. Da es sich beim
Transkriptionsfaktor SP1 um ein ubiquitar vorkommendes Protein handelt, welches in viele
verschiedene zellulare Prozesse, wie beispielsweise das Zellwachstum, die Differenzierung,
die Apoptose oder Immunantwort involviert ist, Uberrascht es nicht, dass die SP1-abhangige
Regulation des EGFR Uber eine Vielzahl an Interaktionspartnern wie dem MR oder PML

stattfinden kann.

Die Verwendung weiterer biotinylierter Promotorsequenzen zeigte, dass lediglich die AP-1-
Sonde ebenfalls spezifisch, aber wesentlich schwacher durch den Transkriptionsfaktor SP1
gebunden werden konnte. Beim Activator Protein-1 (AP-1) handelt es sich ebenfalls um
einen ubiquitdr vorkommenden Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl zellularer Prozesse

reguliert. Hierzu gehdren genau wie bei SP1 die Proliferation und Differenzierung sowie die
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Apoptose von Zellen. SP1 und AP-1 sind oftmals Ziele verschiedener Signaltransduktions-
kaskaden und werden durch Phosphorylierung aktiviert, um anschlieBend an die
Zielpromotoren zu binden und so die Expression der entsprechenden Gene auszulésen. Gao
et al. beschreiben einen synergistischen Wirkungsmechanismus von SP1 und AP-1 bei der
Aktivierung des humanen VIL2-Gens (Villin 2, Ezrin) [207]. Es wéare daher denkbar, dass
SP1 an den AP-1-Promotor bindet, um die Expression des Interaktionspartners zu regulieren
bzw. zu verstarken. Vorangegangene Studien demonstrieren, dass die SP1/AP-1-Interaktion
unabhangig von der Distanz der spezifischen Bindemotive beider Transkriptionsfaktoren ist.
Ein postuliertes Modell fir den synergistischen Mechanismus beschreibt eine durch SP1-
Bindung vermittelte Konformationsédnderung der DNA, die die Bindung von AP-1 an den
Promotor beginstigt und so zur Aktivierung des Promotors flhrt [208,209]. Eine direkte

Regulation von AP-1 durch SP1 wéare demnach denkbar, wurde aber nicht ndher untersucht.

Mutationen innerhalb des SP1-Bindemotivs in MRE1.3 unterbinden die spezifische SP1-

Bindung und verringern die MR/Aldosteron-induzierte Aktivierung des Promotorelements

Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 als Kofaktor der MR/Aldosteron-induzierten
Aktivierung des EGFR-Promotors konnte zunachst anhand von gerichteten Mutationen des
SP1-Bindemotivs innerhalb der MRE1.3-Sequenz verdeutlicht werden. So zeigten
Electromobility Shift Assays mit biotinylierten mutierten Sonden (MRE1.3mut1 sowie
MRE1.3mut2) und nukledren Extrakten aus hMR-transfizierten, mit 10 nM Aldosteron
stimulierten HEK293-Zellen im Vergleich zu MRE1.3 keine spezifische Bindung an SP1. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass in Reportergen-Assays in HEK293- und
OK-Zellen unter Verwendung der Promotorelemente MRE1.3mut1 und MRE1.3mut2 im
Vergleich zu MRE1.3 eine geringere Aktivierung des Reportergens nach Inkubation mit dem
Liganden Aldosteron erzielt wird. Diese Aktivierung ist statistisch signifikant, verglichen mit
den Ergebnissen aus den Analysen mit dem MRE1.3-Promotorelement jedoch deutlich
reduziert. Das durch die Mutationen bedingte Fehlen einer spezifischen SP1-Bindung an die
Promotorelemente MRE1.3mut1 und MRE1.3mut2 flihrt demnach zu einer geringeren
MR/Aldosteron-abhangigen Aktivierung des Reportergens. Dass es sich hierbei um
zellspezifische Effekte handelt, konnte durch die Reproduzierbarkeit der Experimente in OK-

Zellen ausgeschlossen werden.

MRE1.3 fungiert als Minimalpromotor der MR/Aldosteron-induzierten EGFR-Expression

Basierend auf der Sequenz des MRE1.3-responsiven Elements und der Identifikation des
Interaktionspartners SP1 sollte im Folgenden der Minimalpromotor eingegrenzt werden, der
notwendig ist, um eine MR-spezifische Regulation des EGFR zu bewirken. Hierfur wurden
verschiedene MRE1.3-Deletionskonstrukte in Reportergen-Assays in hMR-transfizierten

HEK293- sowie OK-Zellen getestet. Klirzere Promotorelemente konnten trotz Vorhandensein



des SP1-Bindemotivs keine signifikante Steigerung der Reportergenaktivierung nach
Inkubation mit Aldosteron im Vergleich zur Behandlung mit DMSO als Kontrolle erzielen.
Dies verdeutlicht, dass die komplette 65 bp lange MRE1.3-Promotorsequenz als
Minimalpromotor der MR/Aldosteron-induzierten EGFR-Aktivierung notwendig ist. Damit ist
das Mineralokortikoid-responsive Element (MRE) deutlich groRer als das 15 bp lange
klassische Glukokortikoid-responsive Element (GRE), welches sowohl fur den MR als auch
GR als Zielsequenz verschiedener physiologischer Signalkaskaden bekannt ist. Die GroRe
des Minimalpromotors resultiert vermutlich aus den fur die Interaktion des MREs mit dem MR
und dem Transkriptionsfaktor SP1 oder verschiedenen anderen Kofaktoren notwendigen
Bereichen. Eine Interaktion von SP1 mit anderen Steroidrezeptoren wurde bereits fiir den
Glukokortikoidrezeptor, den Progesteronrezeptor und den Androgenrezeptor beschrieben,
wobei bisher ungeklart bleibt, welcher Natur die Interaktionen zwischen SP1 und diesen
Rezeptoren ist [210-213]. Studien zum Ostrogenrezeptor konnten auferdem zwei
verschiedene Mechanismen der SP1-Interaktion zeigen. So kdnnen zum einen sowohl SP1
als auch der Ostrogenrezeptor an die DNA binden oder zum anderen bindet SP1 alleine an
die DNA und in dessen Folge der Ostrogenrezeptor dann an SP1 [214-216]. Fir eine
Interaktion von MR und SP1 am MRE1.3-EGFR-Promotorelement sind ebenfalls mehrere
Modelle denkbar, die in Abbildung 32 zusammengefasst werden. Eine Mdglichkeit ware,
dass der MR und SP1 in direkter rAumlicher Ndhe an die DNA binden und hierbei entweder
durch direkte Bindung interagieren oder ohne direkte Bindung der Proteine wechselwirken
(Abb. 32/A). Vorstellbar wéare ebenfalls, dass SP1 an die DNA bindet und dadurch zu einer
Konformationsanderung der 3D-Struktur des Promotorelements fihrt, was dann erst die MR-
Bindung ermdglicht (Abb. 32/B). Alternativ wére eine Bindung des MR an SP1 und eine
anschlieRende Bindung an den EGFR-Promotor und die damit verbundene Modulation der
Transkription vorstellbar (Abb. 32/C). Auf Grund der Notwendigkeit des kompletten 65 bp
langen Promotorelements fir den stimulatorischen Effekt des aktivierten MR, obwohl die
Bindung des SP1 in der vorderen 25 bp Region stattfindet, erscheint Modell C momentan am

unwahrscheinlichsten.
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Abb. 32: Mogliche Modelle der MR-SP1-MRE1.3-Interaktion. A) MR und SP1 binden in raumlicher
Nahe an MRE1.3. B) SP1 andert durch Bindung an MRE1.3 die 3D- Struktur und ermdglicht so die
Bindung des MR. C) MR bindet an SP1, welches an MRE1.3 gebunden ist.

Weiterhin unklar ist, ob SP1 und MR als Monomere oder Multimere an das Mineralokortikoid-
responsive Element binden, und eventuell weitere Kofaktoren in den Mechanismus involviert
sind. Hier bedarf es weiterer Aufklarung in Form von Co-Immunoprazipitationen und
detailierten Analysen des Multiproteinkomplexes mittels Massenspektrometrie oder
Proteinsequenzierungen. Hierfir mangelt es momentan am Vorhandensein eines stabilen
MR, was die Aufreinigung des Proteinkomplexes erschwert. Verursacht wird diese Instabilitat
dadurch, dass der Abbau des MR vom Vorhandensein des Liganden Aldosteron und
verschiedenen posttranslationalen Modifikationen abhangig ist. So konnten Faresse et al.
zeigen, dass der inaktive MR in Nierenzellen monoubiquitiniert und an Tsg101 (Tumor
suppressor gene 101) gebunden vorliegt und die Bindung von Aldosteron zu einer schnellen
Phosphorylierung via ERK1/2 und dadurch zur Dissoziation des MR/Tsg101-
Proteinkomplexes fuhrt. Die anschlieRende Entfernung des Monoubiquitin-Restes und
darauffolgende Polyubiquitinierung foérdern die Degradierung des MR [217,218]. Nach
Yokota et al. wird der Abbau des MR in Abhangigkeit des Liganden durch den Ubiquitin-
Proteasom-Signalweg vermittelt. Experimente, in denen das Proteasom gehemmt wurde,
zeigten eine Akkumulation des MR, und daraus folgend eine erhéhte Transkriptionsaktivitat

nach Aldosteron-Stimulation [54].

Chemische Hemmung oder Knock-down von SP1 verhindert die MR/Aldosteron-induzierte
MRE1.3-Aktivierung

Die entscheidende Rolle und Notwendigkeit des Transkriptionsfaktors SP1 fir die
MR/Aldosteron-induzierte Aktivierung des EGFR-Promotors konnte sowohl durch die
Verwendung des SP1-spezifischen Inhibitors WP631 als auch durch einen spezifischen SP1-
Knock-down mittels siRNA bewiesen werden. Die SP1-spezifische Hemmung der

Transkription durch den Inhibitor WP631, einem Antibiotikum der Klasse der



Bisanthracycline, wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen [219-221]. Da die
Inkubation mit WP631 die Aldosteron-abhdngige MRE1.3-Aktivierung sowohl in MR-
transfizierten HEK293- als auch OK-Zellen verhindert, kdénnen zellspezifische Effekte
ausgeschlossen werden. In OK-Zellen 13t sich eine Dosisabhangigkeit dieser WP631-
Wirkung nachweisen. Gleichzeitig konnte die Spezifitat der SP1-MR-MRE1.3-Interaktion
durch die Wiederholung der Experimente mit dem GRE-Reporterelement bestatigt werden,
da eine Hemmung des Transkriptionsfaktors in diesem Fall keinen Einfluss auf die
gesteigerte Reportergenaktivitat nach Stimulation mit Aldosteron im Vergleich zu DMSO
zeigte. Trotz eines unvollstdndigen SP1-Knock-downs in den HEK293-Zellen mit einem SP1-
Proteingehalt von ca. 34,5 £ 6% der Kontrollzellen, zeigte sich auch in den Reportergen-
Assays mit spezifischer SP1-siRNA eine starke Reduktion der MR/Aldosteron-induzierten
Aktivierung des Mineralokortikoid-responsiven Elements (MRE1.3). Diese Resultate
unterstreichen die Bedeutung der Interaktion von MR und SP1 mit der MRE1.3-Sequenz des
EGFR-Promotors flr die Aldosteron-induzierte Expression des EGFR. Demzufolge wurde mit
dem Transkriptionsfaktor SP1 ein entscheidender Faktor der durch den aktivierten MR
verursachten genomischen Regulation des EGFR identifiziert, der ebenso wichtig fir die
pathophysiologischen Effekte der MR-EGFR-Interaktion zu sein scheint. So ist bekannt, dass
die MR/Aldosteron-induzierte Steigerung der EGFR-Expression sowohl die Anzahl an EGFR-
Molekllen als auch die Verfugbarkeit des Rezeptors flr vasoaktive Substanzen wie
Angiotensin Il oder Endothelin-1 erhéht [10,156,158,160]. Durch den MR vermittelte
pathologische Effekte von Angiotensin Il wurden bereits beschrieben und fihren zu
Veranderungen der Gefalte im Herzen, oxidativem Stress und letztendlich der Hypertrophie
und Fibrose des Herzens [222-226].

4.1.2. Die Rolle des Transkriptionsfaktors SP3 fiir den Mechanismus der Aldosteron-

abhangigen EGFR-Promotoraktivierung

SP1 gehért zu einer kleinen Familie von Transkriptionsfaktoren, die neben SP1 noch die
Proteine SP2, SP3 und SP4 umfasst. Alle vier Vertreter dieser Familie zeigen enge
strukturelle sowie funktionelle Gemeinsamkeiten. |hre DNA-Bindedomane ist hoch
konserviert und besteht aus drei Zinkfinger-Motiven am C-Terminus und Serin/Threonin-
sowie Glutamin-reichen Dom&nen am N-Terminus [227-231]. Es konnte gezeigt werden,
dass SP1, SP3 und SP4 das klassische SP1-Bindemotiv (GC-Box: GGGGCGGGG) mit
gleicher Affinitdt binden kdnnen [228,232] und dieses auf jeweils drei konservierten
Aminosauren innerhalb der drei Zinkfinger-Motive beruht, im speziellen: KHA im ersten, RER
im zweiten und RHK im dritten Motiv [233,234]. Im Gegensatz dazu weist der
Transkriptionsfaktor SP2 anstelle des Histidins innerhalb des ersten Zinkfinger-Motivs einen
Leucin-Rest auf. In Abhangigkeit dieser strukturellen Verdnderung wurde anhand der 5°-

flankierenden Region des T-Zell-Rezeptor-Gens nachgewiesen, dass SP2 nicht an die GC-
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Box bindet, jedoch an die verwandte GT/CACCC-Box (GGTGTGGGG) [235]. Ein ubiquitares
Vorkommen von SP1 und SP3 in allen Zellarten und Geweben konnte durch Saffer at al.
sowie Hagen et al. gezeigt werden [232,236], wohingegen SP4 gewebsspezifisch und hierbei

hauptsachlich in neuronalen Zellen des Gehirns wirksam ist [232,237].

SP3 bindet spezifisch an MRE1.3, zeigt jedoch keinen Einfluss auf die MR/Aldosteron-

induzierte Aktivierung des EGFR-Promotors

Auf Grund der gemeinsamen Erkennungssequenz von SP1 und SP3 sowie dem ubiquitaren
Vorkommen beider Transkriptionsfaktoren, wurde der Einfluss von SP3 auf die
MR/Aldosteron-induzierte EGFR-Promotoraktivierung untersucht. Electromobility — Shift
Assays mit einer biotinylierten Sonde der SP1/SP3-Konsensussequenz konnten eine hoch
affine Bindung der Sonde an rekombinantes humanes SP3-Protein zeigen, wohingegen nur
eine sehr schwache Bindung des MRE1.3-Promotorelements an den Transkriptionsfaktor
detektierbar war. Die Bindungsaffinitdt von SP1 flr das Mineralokortikoid-responsive
Element scheint demnach starker zu sein als die des SP3. Mittels SP3-Knock-down sollte
der Einfluss des Transkriptionsfaktors naher charakterisiert werden. Ein spezifischer Knock-
down des Proteins erfolgte 96 h nach Inkubation mit SP3-spezifischer siRNA auf einen Wert
von ca. 16,4 + 5% der SP3-Gesamtproteinmenge aus untransfizierten oder mit scrambled
siRNA behandelten Zellen. Reportergen-Assays in MR-transienten und mit Aldosteron-
stimulierten Zellen zeigten keinen Einfluss eines SP3-Knock-downs auf die Aldosteron-
induzierte EGFR-Promotoraktivierung. So zeigen HEK293-Zellen, die sowohl ohne siRNA
oder mit scrambled siRNA als auch Zellen, die mit SP3-spezifischer siRNA inkubiert wurden,
nach Inkubation mit dem Liganden eine Steigerung der MRE1.3-Aktivitdt im Vergleich zur
Behandlung mit DMSO. Obwohl der Knock-down des SP3-Proteins unvollstandig war, ist
nicht damit zu rechnen, dass ein vollstandiger Knock-out des Transkriptionsfaktors zu einer
signifikanten Reduktion der MR-abhangigen EGFR-Expression fuhrt. Zum einen spricht die
schwachere Bindung an MRE1.3 im Vergleich zu SP1 gegen einen direkten Einfluss, zum
anderen genulgte in den Experimenten mit SP1-spezifischer siRNA eine Reduktion des SP1-
Proteins auf ein Niveau von ca. 35 % der Kontrolizellen, um die Aldosteron-induzierte

Reportergenaktivierung komplett zu verhindern.

In der Vergangenheit konnte am Beispiel des Retinoblastom- sowie des Uteroglobin-
Promotors gezeigt werden, dass SP3 sowohl als Aktivator [238,239] als auch als Repressor
der SP1-vermittelten Transkription fungieren kann [228]. Hierbei scheint die Struktur und
Anordnung der Erkennungssequenzen daflr verantwortlich zu sein, ob SP3 transkriptionell
inaktiv bleibt, und ob SP3 die SP1-vermittelte Expression reprimiert oder als starker Aktivator
wirkt. Es wird beschrieben, dass Promotoren, die ein einzelnes Bindemotiv enthalten,

aktiviert werden, wohingegen Promotoren mit multiplen Erkennungssequenzen oft inaktiviert



bleiben oder nur sehr schwach auf SP3 reagieren [239,240]. Wie beschrieben, konnten
durch Kageyama et al. und Vallian et al. auf dem gesamten EGFR-Promotor mindestens
zwei SP1-Erkennungssequenzen identifiziert werden [205,206], sodass diese Anordnung
daflr verantwortlich sein kénnte, dass SP3 fir den Mechanismus der MR-abhangigen

Induktion des MRE1.3-Promotorelements keine Rolle spielt.

4.2. Pathophysiologische Relevanz des Transkriptionsfaktors SP1 fiir MR-vermittelte

Signalwege

Um die Bedeutung des Transkriptionsfaktors SP1 fur die MR/Aldosteron-vermittelte
genomische Regulation des EGFR zu verdeutlichen, wurde die SP1-abhangige Expression
des Rezeptors in zwei verschiedenen Arten glatter GefalBmuskelzellen, sowohl in
Primarkultur als auch in einer Zelllinie, analysiert. Die Auswahl dieser Zelltypen erfolgte
aufgrund dessen, dass diese fiur die pathophysiologischen Effekte des MR relevant sind.
Zellen der Aorta von Mensch (HAoSMC) und Ratte (A7r5) wurden dementsprechend
hinsichtlich ihrer EGFR-Expression nach chemischer SP1-Hemmung durch den Inhibitor
WP631 nach Stimulation mit Aldosteron im Vergleich zu Kontrollzellen mit DMSO
charakterisiert. Eine Stimulation der Zellen mit 10 nM Aldosteron bewirkt im Vergleich zur
Behandlung mit DMSO unabhangig vom untersuchten Organismus eine signifikante
Steigerung der Expression des EGFR. Diese Beobachtung stimmt mit den Daten
vorangegangener Arbeiten und Veroéffentlichungen Uberein, in denen diese MR/Aldosteron-
abhangige Uberexpression des EGFR in Herz, Aorta und Nieren bereits ausflhrlich
beschrieben wurde [10,156,158-160]. Eine sepzifische Hemmung des Transkriptionsfaktors
SP1 durch den Inhibitor WP631 verhindert die Aldosteron-induzierte Steigerung der EGFR-
Expression in beiden glatten GefalBmuskelzellarten. In den glatten GefaRmuskelzellen des
Menschen, nicht jedoch in den A7r5-Zellen, bewirkte die SP1-Hemmung weiterhin auch eine
Reduktion der basalen EGFR-Expression. Diese Ergebnisse zeigen deutlich die wichtige
Rolle des identifizierten Kofaktors der MR-vermittelten Regulation und helfen, den
Mechanismus der MR-EGFR-Interaktion genauer zu charakterisieren. Lagrange et al.
konnten die Relevanz des Transkriptionsfaktors SP1 fir den Mechanismus der
MR/Aldosteron-induzierten Aktivierung fir die Expression des endothelialen Protein C-
Rezeptor (EPCR) bestatigen. Mutationen der SP1-Bindestelle innerhalb des EPCR-
Promotors fiihren zu einer Hemmung der Aldosteron-induzierten Expression des Rezeptors
[241], sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich um einen generellen

Mechanismus MR/Aldosteron-induzierter Signalkaskaden handeln kénnte.
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4.3. Lokalisierung von EGFP-SP1 und RFP-MR in HEK293-Zellen

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde EGFP-markiertes SP1 ubiquitar, also sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern, nachgewiesen, wohingegen RFP-markierter MR in
inaktivierter Form auf das Zytoplasma begrenzt lokalisiert war. Stimulation mit 10 nM
Aldosteron fihrt innerhalb kirzester Zeit (t12,= 6 min) zur Translokation des RFP-MR in den
Zellkern, wohingegen keine Anderungen der EGFP-SP1-Verteilung in der Zelle zu
beobachten war. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass SP1 als Transkriptionsfaktor, der
an der Regulation vieler verschiedener Prozesse beteiligt ist, hauptsachlich im Nukleus
lokalisiert ist. So konnte bereits 1999 durch Kuwahara et al. eine nukledre Lokalisierung von
EGFP-markiertem SP1 in HelLa-Zellen nachgewiesen werden [242]. Bekannt ist auRerdem,
dass die Lokalisierung von der Stabilitdt des SP1 sowie der Interaktion mit anderen
Kofaktoren abhangig ist [243—246]. Beschrieben wird, dass eine SUMOylierung den Abbau
von SP1 fordert und SUMO-1-gebundenes SP1 in das Zytosol transloziert, wo es mit rpt6
(Proteasom 19S ATPase-Untereinheit) interagiert und proteolysiert wird [243]. Weiterhin
konnte durch Wang et al. gezeigt werden, dass HSP90 wahrend der Mitose flir die SP1-
Stabilitdt entscheidend ist. So interagieren HSP90 und SP1 in der Prophase, wodurch SP1
vor der Ubiquitin-abhdngigen Degradierung geschitzt wird [244]. Einen entscheidenden
Einfluss der Zinkfinger-Motive fir die Translokation von SP1 in den Zellkern beschreiben Ito
et al.. Die Studien zeigen, dass die Zinkfinger-Motive von GST-fusioniertem SP1 an
endogenes Importin a binden und infolgedessen SP1 in den Zellkern transloziert. Es wird
postuliert, dass die Zinkfinger-Motive als Kernlokalisierungssequenz (NLS) fungieren, wenn
damit auch keine klassische NLS vorliegt [245]. Bei der Lokalisierung des EGFP-markierten
SP1-Proteins sowohl im Zellkern als auch Zytoplasma muss beachtet werden, dass der
Transkriptionsfaktor ohnehin in den HEK293-Zellen exprimiert wird und im Rahmen der
Untersuchungen stark Uberexprimiert vorliegt. Eine gleichmaRige Verteilung im Zytosol und
Zellkern kénnte darauf beruhen, dass die Uberproduktion des Transkriptionsfaktors SP1
dazu fuhrt, dass ein sofortiger Abbau im Zytosol mittels Ubiquitin-abhangigem Signalweg
oder SUMO-1-induzierter Proteolyse erfolgt. Auch die Lokalisierung des inaktiven RFP-
markierten MR im Zytoplasma sowie die durch Aldosteron-induzierte Translokation in den
Nukleus stimmen mit der Literatur Gberein. In Abwesenheit des Liganden liegt der MR
hauptsachlich im Zytosol vor [247,248]. Durch Téth, Pearce und Téth konnte in CHO-Zellen
(Chinese Hamster Ovary) anhand von GFP-MR im Jahr 1998 gezeigt werden, dass die
Stimulation des Rezeptors mit Aldosteron bereits nach 30 sec zu einer Translokation der
Molekule in der Zelle fuhrt, die nach 30 min vollstdndig abgeschlossen war [249]. In
Abhéangigkeit des Zelltyps betragt die Halbwertszeit der MR-Translokation zwischen 6 und 12
Minuten [250]. In seiner inaktivierten Form liegt der MR an verschiedene Chaperone, wie

z.B. HSP90, gebunden vor. Wahrend in friheren Studien davon ausgegangen wurde, dass



MR und HSP90 nach Bindung des Liganden Aldosteron dissoziieren [34,251,252], konnte
durch Grossmann et al. gezeigt werden, dass der MR wahrend der Aldosteron-induzierten
Translokation sowohl im Zytosol als auch im Zellkern an HSP90 gebunden vorliegt [250]. Es
laBt sich zusammenfassen, dass eine MR-Aktivierung zumindest bei Uberexpression von

SP1 keine Auswirkungen auf die Lokalisation des Transkriptionsfaktors zeigt.
4.4, Identifikation weiterer Mineralokortikoid-responsiver Elemente

Mit MRE1.3 konnte erstmals ein fir den MR spezifisches responsives Element identifiziert
werden, welches kein klassisches GRE-Element enthalt und daher nicht auch vom
Glukokortikoidrezeptor erkannt wird. Um zu untersuchen, wie relevant die anhand des
EGFR-Promotors identifizierte MR-SP1-Interaktion fur die Regulation anderer Gene ist,
wurde in Zusammenarbeit mit dem |Institut flUr Bioinformatik ein genomweiter
Sequenzvergleich zwischen allen humanen Promotoren sowie der MRE1.3-Sequenz bzw.
verschiedenen Infixen des Elements durchgefuhrt. Fir einen 16 bp langen Infix, der das
SP1-Bindemotiv enthalt, konnten diverse Promotoren putativer Zielgene mit einem Score von
-0,81 (der Maximalwert -1 entspricht einer 100 %-igen Sequenzidentitat) identifiziert werden.
Die Validierung drei der 11 ausgewahlten putativen Zielgene erfolgte mittels qPCR.
Kandidatengene, die durch Zugabe des Liganden Aldosteron reguliert wurden, sind der
Heparin-bindende Wachstumsfaktor HDGF (Hepatoma-Derived Growth Factor), die
regulatorische Untereinheit 7 der Protein Phosphatase 1 (PPP1R7) und das ranGTPase-
aktivierende Protein 1 (RanGAP1). Wahrend fir HDGF und PPP1R7 nach Inkubation mit
Aldosteron im Vergleich zu DMSO eine Reduktion der mRNA-Menge nachgewiesen wurde,
zeigte RanGAP1 im Vergleich zur Kontrolle mit DMSO eine signifikante Erhéhung der
mMmRNA-Expression. Bei HDGF handelt es sich um den Prototyp einer Proteinfamilie, die in
verschiedenen Zellen, wie z.B. Fibroblasten, glatten Gefallmuskelzellen und Endothelzellen,
mitogen wirken [253]. AuRerdem zeigen Studien, dass HDGF die Expression von Matrix-
Metalloproteasen verandert und kardiovaskulares Wachstum sowie die kardiovaskulare
Differenzierung reguliert [254,255]. Das ranGTPase-aktivierende Protein 1 hingegen
beeinflusst den Transport von Proteinen zwischen Nukleus und Zytoplasma und ist
auBerdem in die Bildung der Mikrotubuli wahrend der Mitose involviert [256,257].
Interessanterweise konnte eine gesteigerte Expression von RanGAP1 in Patienten mit
kardialer Ischamie gezeigt werden [258]. Studien zur Funktion der regulatorischen
Untereinheit 7 der Protein Phosphatase 1 zeigen einen Einfluss der PPP1R7 auf die
Regulation des Zellzyklus [259]. Weiterhin ist bekannt, dass eine verminderte Expression der
PPP1R7 mit der Progression von Tumoren assoziiert ist [260].

Auf Grund der beschriebenen Funktionen der identifizierten Kandidatengene im

kardiovaskularen System sowie bei der Mitose und Differenzierung von Zellen, erscheint die
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Hypothese, dass diese an den pathophysiologischen Effekten des MR im Herzen beteiligt
sein kénnen, plausibel. Eine weitere Validierung dieser Hypothese sowie die genaue
Charakterisierung des Interaktions- und Wirkungsmechanismus stehen jedoch noch aus und
mussen im Folgenden angeschlossen werden. Dennoch scheint der neue MR-spezifische
molekulare Mechanismus, der anhand des pathophysiologisch relevanten EGFR entdeckt
werden konnte, auch auf andere Zielgene und deren Promotoren Ubertragbar zu sein. In
Ergédnzung zu diesem gerichteten Ansatz der MRE-Suche soll in einem Folgeprojekt die
Suche nach weiteren MR-regulierten Genen in einem ungerichteten Ansatz mittels ChIP-
Seq- und RNA-Seqg-Experimenten fortgesetzt werden. AnschlieRend sollen die identifizierten
Promotorelemente mit den Expressionsdaten verglichen werden, um weitere MR/Aldosteron-
induzierte Zielgene identifizieren zu kénnen, und so weiteren Aufschluss dber die

pathophysiologischen Wirkungsmechanismen des MR zu erhalten.

4.5. Korrelation zweier Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) des EGFR-Promotors

mit dem Auftreten renokardiovaskularer Erkrankungen
4.5.1. Bindung an SP1 sowie MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung der MRE-SNPs

Innerhalb des identifizierten MRE1.3-Promotorelements sind zwei SNPs, rs712830 (-191
C/A; MRE1.3-SNP1) sowie rs712829 (-216 G/T; MRE1.3-SNP2) bekannt, die auf Grund der
nachgewiesenen Relevanz von MRE1.3 und SP1 fir die MR/Aldosteron-induzierte EGFR-
Promotoraktivierung hinsichtlich ihrer MR-induzierten Aktivierung charakterisiert wurden.
Hierbei unterscheiden sich die Allelfrequenzen deutlich. So betragt die Allelfrequenz fir das
Vorkommen eines Cytosins an Stelle -191 des Promotors 0.802 im Vergleich zu Adenin mit
0.198. Fir den Polymorphismus rs712829 an Stelle -216 betragen die Allelfrequenzen fir
Guanin 0.619 und fur Thymin 0.381. Somit handelt es sich bei MRE1.3-SNP2 (-216 G/G; -
191 C/C) um das Promotorelement, welches am haufigsten in einer Population auftritt. Mit
der Identifikation des Mineralokortikoid-responsiven Elements MRE1.3 sowie dem flr die
Aldosteron-induzierte Aktivierung essentiellen Transkriptionsfaktor SP1 konnte ein
entscheidender Initiator der EGFR-vermittelten pathophysiologischen MR-Effekte aufgeklart
werden. Da sich der SNP rs712829 innerhalb des identifizierten SP1-Bindemotivs befindet,
sollten Auswirkungen auf die Aldosteron-induzierte Aktivierung der EGFR-Uberexpression

analysiert werden.

SP1 bindet in vitro an die drei MRE1.3-SNPs, wohingegen SP1 aus Zellkernextrakten
ausschliefRlich mit MRE1.3, nicht jedoch MRE1.3-SNP1 oder -SNP2 interagiert

Mittels EMSAs konnte gezeigt werden, dass sowohl MRE1.3 (-216 T/T; -191 C/C) als auch
MRE1.3-SNP1 (-216 G/G; -191 A/A) und MRE1.3-SNP2 (-216 G/G; -191 C/C) in vitro an
rekombinantes humanes SP1 binden kdnnen. Die Wiederholung der Analysen mit SP1 aus

Zellkernextrakten MR-transfizierter und Aldosteron-stimulierter Zellen hingegen zeigte, dass



nur MRE1.3 spezifisch an SP1 bindet, wohingegen MRE1.3-SNP1 und -SNP2 keine
spezifische Bande aufweisen. Eine Bindung der SNP1- und SNP2-Promotorsequenzen an
einen Proteinkomplex mit oder ohne SP1 und weiteren Faktoren, wie zum Beispiel dem MR
oder verschiedenen Homo- oder Heterodimeren aus den verwandten Transkriptionsfaktoren
SP2 und SP3 ware vorstellbar. So ist bekannt, dass SP1 und SP3 in vivo um das
gemeinsame Bindemotiv konkurrieren und das Verhaltnis beider Transkriptionsfaktoren
zueinander von Zelltyp zu Zelltyp variiert [231,261]. Die Ergebnisse der Analysen zeigen
hierbei starke Gemeinsamkeiten zu den Experimenten mit den im SP1-Bindemotiv mittels
Punktmutationen verédnderten Promotorelementen MRE1.3mut1 und -mut2. Da die beiden
Varianten MRE1.3-SNP1 und -SNP2 ein Guanin anstelle des Thymins in MRE1.3 aufweisen
und sich dieser Polymorphismus innerhalb der SP1-Bindesequenz befindet, Iasst sich die
Relevanz des validierten SP1-Bindemotivs noch einmal bestatigen. Die in silico
vorhergesagten SP1-Bindemotive im 3’-Bereich konnten hingegen weder fir die MRE1.3-
Sequenz noch flur die SNP-Varianten mittels EMSA bestatigt werden. Fur die SP1-Bindung

ist nicht entscheidend, ob sich an Stelle -191 ein Adenin oder Cytosin befindet.

MRE1.3 zeigt die starkste MR/Aldosteron-abhdngige Aktivierung bei niedriger basaler

Promotoraktivitat

Weiterhin wurde anhand von Reportergen-Assays gezeigt, dass sich die Unterschiede in der
Bindung an SP1 unabhdngig vom Organismus sowohl auf die basale als auch die
Aldosteron-induzierte EGFR-Promotoraktivierung der verschiedenen SNPs auswirken. So
zeigt MRE1.3 (-216 T/T; -191 C/C) die geringste basale Promotoraktivitat, lasst sich jedoch
durch den Liganden Aldosteron am starksten induzieren. Im Gegensatz dazu, zeigen
MRE1.3-SNP1 (-216 G/G; -191 A/A) und MRE1.3-SNP2 (-216 G/G; -191 C/C) eine deutliche
héhere basale Aktivitdt im Vergleich zu MRE1.3 (SNP1 > SNP2 > MRE1.3), lassen sich
jedoch kaum durch Aldosteron induzieren. Hierbei zeigt MRE1.3-SNP1 nach Stimulation mit
Aldosteron in HEK293-Zellen dennoch eine signifikante Induktion, wohingegen MRE1.3-
SNP2 keine signifikante MR/Aldosteron-abhangige Aktivierung zeigt (MRE1.3 > SNP1 >
SNP2). Zellspezifische Unterschiede sowohl in der basalen als auch MR/Aldosteron-
induzierten Promotoraktivierung im Vergleich von OK (Opossum)- und HEK293 (human)-
Zellen erklaren sich durch Schwankungen der Grundaktivitat der Zellen, die die
Stimulierbarkeit bedingen, Organismus-spezifische Faktoren oder auch durch die

Verwendung unterschiedlicher Zellpassagen.

Eine MR-abhangige Steigerung der EGFR-Expression konnte in verschiedenen Organen,
wie z.B Herz, Aorta und Nieren, durch diverse Arbeitsgruppen beschrieben werden
[10,156,158-160]. Die SP1-abhangige Aktivierung des EGFR-Promotors in Abhangigkeit des

Polymorphismus an Stelle -216 wurde bereits in Krebszelllinien durch Liu et al.
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nachgewiesen. In deren Studien bewirkte ein Austausch des Guanins zu Thymin eine
Aktivitatssteigerung des Promotors um 30%. Weiterhin wurde beschrieben, dass das T-Allel
im Gegensatz zum G-Allel eine wesentlich starkere Bindungsaffinitat an SP1 aufweist [262].
Im Rahmen dieser Promotion konnte die héhere Bindungsaffinitat des T-Allels an SP1 aus
nukledren Extrakten durch EMSAs validiert werden, wohingegen die starkere Bindung des T-
Allels an rekombinantes SP1 nicht bestatigt wurde, da sowohl fir MRE1.3 (-216 T/T) als
auch MRE1.3-SNP1 und —SNP2 (-216 G/G) eine Bindung an rhSP1 nachgewiesen werden

konnte.

Chemische Hemmung von SP1 reduziert die MR/Aldosteron-abhangige, jedoch nicht die

basale Aktivierung von MRE1.3

Die Ergebnisse bestatigen eine Abhangigkeit der EGFR-Promotoraktivierung vom
Transkriptionsfaktor SP1 und zeigen erstmalig den Zusammenhang zwischen der
MR/Aldosteron- sowie SP1-abhangigen Expression des EGFR. In Folgeexperimenten mit
dem SP1-Inhibitor WP631 konnte gezeigt werden, dass sowohl die basale als auch die
Aldosteron-induzierte Promotoraktivitat nach SP1-Hemmung reduziert wird. Eine signifikante
Hemmung der MR/Aldosteron-abhangigen Steigerung der Reportergen-Aktivitat durch den
Inhibitor war fur alle MRE1.3-Varianten nachzuweisen. Im Gegensatz dazu war die basale
MRE1.3-Aktivitdt nicht signifikant verandert, wohingegen die Basalaktivitdt der MRE1.3-
SNP1 und -SNP2-Promotorelemente signifikant um 50% reduziert wurde. Dies deutet darauf
hin, dass SP1 nicht nur Einfluss auf die Aldosteron-induzierte EGFR-Promotoraktivitat hat,
sondern auch an der Regulation der basalen Aktivitdt beteiligt ist. Auf Grund der
unterschiedlichen Bindung der Promotorelemente an SP1 aus Zellkernextrakten MR-
transfizierter und Aldosteron-stimulierter HEK293-Zellen und der unterschiedlichen Effekte
auf die Grundaktivitat der MRE1.3-Varianten lasst sich vermuten, dass SP1 im Komplex mit
anderen Proteinen in Form von Homo- oder Heterodimeren die basale Promotoraktivitat des
EGFR abhangig vom SNP reguliert. Die Stimulation mit Aldosteron kénnte dann zu einer
Anderung des Proteinkomplexes fiihren. Hierbei bindet SP1 im Zellkernextrakt mit einer
hohen Affinitat an MRE1.3 (-216 T/T; -191 C/C), wohingegen die Bindung an MRE1.3-SNP1
(-216 G/G; -191 A/A) und - SNP2 (-216 G/G; -191 C/C) erschwert und somit das Ausmal} der
Aldosteron-induzierten SP1-abhangigen Aktivierung verringert wird. Unspezifische Effekte
des Inhibitors, die ebenfalls zur Beeinflussung der basalen Promotoraktivitat fUhren kdnnten,

sollten durch ein Folgeexperiment mit spezifischer siRNA ausgeschlossen werden.
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4.5.2. Korrelation der SNPs mit kardiovaskuldren Erkrankungen

Eine Korrelation der untersuchten EGFR-Promotorpolymorphismen konnte bereits im
Zusammenhang mit dem Auftreten verschiedener Krebserkrankungen demonstriert werden.
So wurde beschrieben, dass das -216 T-Allel als Risikofaktor und prognostischer Marker fur
die Entstehung von Glioblastomen (Hirntumoren) ist und Patienten haufiger ein Thymin an
Stelle -216 des EGFR-Promotors aufweisen als Probanden der Kontrollgruppe ohne
Glioblastom (224/376 = 59.6% vs 165/352 = 46.8%; p = 0.0006) [263]. Beschrieben wird
auBerdem, dass der -216 G/T-Polymorphismus mit einem erhdhten Risiko der
Metastasierung von Adenokarzinomen der Lunge assoziiert ist. So war der Anteil an
Patienten mit den Genotypen -216 G/T und -216 T/T signifikant héher in der Gruppe mit
Metastasierungen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Metastasenbildung. Hierbei wird
vermutet, dass die Metastasenbildung durch die SP1-abhangige EGFR-Uberexpression
bedingt wird [264]. Ein Einfluss des Polymorphismus -216 G/T auf Nebenwirkungen bei der
Behandlung von Tumorpatienten mit Gefitinib konnte durch McKibbin et al gezeigt werden
[265]. Gefitinib, ein Medikament aus der Wirkstoffklasse der Tyrosinkinase-Inhibitoren,
hemmt hauptsachlich Tyrosinkinasen der EGFR-Familie und wird in der Krebstherapie als
Hemmer des Turmorwachstums eingesetzt [266—268]. Die Behandlung mit Gefitinib fihrt in
Patienten mit dem Haplotyp (-216T) zu einem erhdhten Risiko, Begleiterscheinungen in

Form von Hautausschlag und Diarrhoe aufzuweisen [265,269].

Da der Einfluss der MRE1.3-SNPs an der Entstehung von Krebserkrankungen auf die SP1-
abhangige Uberexpression des EGFR zuriickgefiihrt werden kann, und die durch
MR/Aldosteron-induzierte Aktivierung des EGFR-Promotors als Ursache fir kardiovaskulare
Erkrankungen bekannt ist, erscheint die Hypothese einer Korrelation der MRE1.3-Varianten
mit dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen vorstellbar. Hierfir wurden in zwei
verschiedenen Kohorten (CARLA und SHIP) die Haufigkeiten der SNP-Genotypen der

Probanden mit der Haufigkeit bestimmter Marker fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen korreliert.

Der MRE1.3-Genotyp korreliert mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit, an Vorhofflimmern zu

erkranken

Von allen ausgewéhlten medizinischen Parametern konnte in beiden Studien eine
Korrelation des Auftretens von Vorhoffimmern mit dem MRE1.3-Promotorelement
nachgewiesen werden (nicht signifikant veranderte Parameter in Anhang B1.2 dargstellt). So
ist die Wahrscheinlichkeit, an Vorhofflimmern zu erkranken, fur eine Person mit der MRE1.3-
Variante (-216 T) um das ungefahr 2,2-fache (CARLA) bzw. 2-fache (SHIP) erhdht im
Vergleich zu Probanden mit MRE1.3-SNP2 (-216 G). Im Gegensatz dazu liegt die
Wahrscheinlichkeit daftr bei Probanden mit MRE1.3-SNP1 (-191 A) im Vergleich zu -SNP2
(-191C) bei ca. 0,8 (CARLA) bzw. 0,6 (SHIP). Hierbei ist zu beachten, dass bedingt durch die
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geringe Anzahl an relevanten Probanden aus der CARLA-Studie groRe Abstdnde zwischen
Minimum und Maximum des Konfidenzintervalls liegen. Diese sind auf Grund der hdheren
Teilnehmerzahl in der SHIP-Studie wesentlich geringer, sodass die Odds Ratio hier
aussagekraftiger ist. Dennoch zeigte sich in beiden Studien eine signifikante Korrelation des
Auftretens von Vorhofflimmern mit dem MRE1.3-Genotyp.

Vorhoffimmern ist eine vorribergehende (transiente) oder dauerhafte (permanente)
Herzrhythmusstdrung, die durch eine veranderte Erregungsausbreitung in den Herzvorhdfen
bedingt wird. Ein normaler Sinusrhythmus ist dadurch gekennzeichnet, dass die Vorhéfe und
Herzkammern unmittelbar nacheinander etwa 70-mal pro Minute stimuliert werden.
Ungerichtete elektrische Impulse Uber die Vorhdfe fuhren hingegen zu kreisenden
Erregungen und schnellen, ungeordneten Bewegungen der Vorhof-Wande sowie einer
unregelmaBigen Uberleitung auf die Herzkammern, was bei einer Erregung mit einer
Frequenz von 350-600 pro Minute als Vorhofflimmern bezeichnet wird. Abbildung 33/A stellt
die Phasen der Erregungsleitung bei normalem Sinusrhythmus dar, wohingegen Abbildung

33/B die Elektrokardiogramme von Sinusrhythmus und Vorhofflimmern gegeniberstellt.
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Abb. 33: Elektrokardiogramm bei Sinusrhythmus und Vorhofflimmern. A) Schema der einzelnen
Phasen der Erregungsleitung im Herzen. B) Gegeniberstellung von Sinusrhythmus und
Vorhofflimmern.
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Der charakteristische Verlauf eines Aktionspotenzials in Kardiomyozyten und in
Schrittmacherzellen des Sinusknotens sowie die entsprechenden Leitfahigkeiten der
verschiedenen lonenkanale kann dem Anhang C1 entnommen werden. Vorhofflimmern kann
spontan durch einen akuten Ausléser, wie z.B. spontane Freisetzung von Calcium oder
einen Stromschlag, entstehen, ftritt jedoch haufiger bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz bzw. mit kardiovaskularen Schaden auf Grund von Bluthochdruck, Diabetes
oder koronaren Gefallerkrankungen auf [270-273]. In verschiedenen Arbeiten konnte
demonstriert werden, dass die Entstehung und Aufrechterhaltung von Vorhofflimmern durch
die Veranderung der strukturellen, mechanischen und elektrischen Eigenschaften des
Vorhof-Gewebes begunstigt wird [274-276]. Diese charakteristischen Veranderungen
werden als Substrate des Vorhofflimmerns bezeichnet und sind Grundlage fur Initiation und
Fortbestand der Arrhythmie [274,276]. Bekannte Substrate, die als Pradisposition fur ein
Flimmern der Atrien beschrieben werden, sind VergroRerungen der Vorhdfe sowie deren
Fibrose [277-279]. Hierbei wurde aullerdem beschrieben, dass das Vorhofflimmern
ebenfalls strukturelle Veranderungen und die Fibrose des linken Atriums bewirkt [277,280].
Sanders et al. konnten nachweisen, dass Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz sowohl
Uberleitungsdefekte als auch eine VergroRerung des Atriums zeigen [281]. Solche
Uberleitungsstérungen sind wiederum verbunden mit einem strukturellen Umbau des
Gewebes in Form von Fibrose und Hypertrophie [280], sodass die Entstehung von
Vorhofflimmern oft dazu flhrt, dass die Entwicklung von weiterem Flimmern bzw. dessen
Fortbestand beginstigt wird [282].

Das flr pathophysiologische Veranderungen des renokardiovaskuldren Apparates bekannte
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird in Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz aktiviert [283], wobei das Ausmall der Aktivierung mit der Schwere der
Herzinsuffizienz steigt [271]. So ist das Auftreten von Herzinsuffizienz mit einer erhdhten
Aldosteron-Produktion assoziiert [284,285]. Sowohl Angiotensin Il als auch Aldosteron flhren
zur Fibrose des Atriums und kénnen so zur Entwicklung von Vorhofflimmern beitragen [286—
288]. Weber et al. konnten nachweisen, dass Aldosteron im Vergleich zu Angiotensin Il eine
starkere fibrotische Wirkung zeigt und die Aktivierung des MR mit Aldosteron oder Cortisol
dramatische Effekte in Patienten mit Herzinsuffizienz bewirkt [289]. So st
Hyperaldosteronismus mit einer 12-fach erhéhten Wahrscheinlichkeit fur Vorhofflimmern
assoziert [86,290]. In Bluthochdruck-Modellen in Ratten bewirkt die chronische Aldosteron-
Gabe sowohl in den Atrien als auch Ventrikeln Gewebsfibrosen [291,292]. Aldosteron-
behandelte Ratten zeigen weiterhin einen erhdhten Anteil an interstitiellem Kollagen, eine
Reduzierung der Metalloprotease 13 (Collagenase 3), eine Hypertrophie der Myozyten des
Atriums und der Ventrikel sowie eine verminderte Anzahl der Myozyten/mm?

Gewebequerschnitt, wohingegen die Anzahl der Fibroblasten/mm? Gewebequerschnitt in den
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Vorhoéfen steigt [280]. Die Aldosteroneffekte, die zur Entstehung von Vorhofflimmern fihren
kdénnen, werden hauptsachlich durch den MR vermittelt. De-An et al. zeigen, dass der
Proteingehalt an MR und 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 in Vorhof-Myozyten von
Patienten mit Vorhofflimmern signifikant erhoht ist [278,293]. Die Behandlung von Patienten
mit RAAS-Antagonisten, wie Inhibitoren des Angiotensin Converting Enzyme, Angiotensin-
Rezeptor-Blockern oder MR-Antagonisten reduzieren die Fibrose des Atriums und dadurch
das Auftreten von Vorhofflimmern in Patienten mit Herzinsuffizienz signifikant [287,290,294—
298]. In verschiedenen Arbeiten konnte weiterhin gezeigt werden, dass die MR-Antagonisten
Spironolakton und Eplerenon die Fibrose in den Vorhdfen verringern und dadurch sowohl
spontanes Vorhoffimmern unterdriicken [271,290] als auch die Aufrechterhaltung des
Flimmerns verhindern [296,298]. Die in der Literatur beschriebenen Aldosteron-abhangigen
pathophysiologischen MR-Effekte bekraftigen die Hypothese der Korrelation der EGFR-
Promotorpolymorphismen mit der Wahrscheinlichkeit, an Vorhoffimmern zu erkranken. So
zeigen Reportergen-Assays mit dem MRE1.3-Promotorelement (-216T/-; -191C/-) eine
signifikante MR/Aldosteron-induzierte Aktivierung und daraus folgend eine Uberexpression
des EGFR. Dies kénnte in Tragern des MRE1.3-Promotorelements ursachlich fir die erhéhte
Pravalenz fur Vorhofflimmern im Vergleich zu Tragern des MRE1.3-SNP1- (-216G/-; -191A/-)
und MRE1.3-SNP2-Promotorelements (-216G/-; -191C/-) sein. Im Gegensatz dazu ist zwar
die basale Promotoraktivitdt von MRE1.3-SNP1 und - SNP2 gréRer als die des MRE1.3, die
Aldosteron-abhéangige Aktivierung jedoch wesentlich geringer, was mit einer geringeren
Wahrscheinlichkeit, an Vorhofflimmern zu erkranken, verbunden sein kdnnte.

Ein Zusammenhang zwischen EGFR und dem Auftreten fibrotischer Veranderungen konnte
in Fibroblasten der Niere durch Chen et al. gezeigt werden. Behandlung mit EGFR-Blockern
bewirkt hier die Hemmung der Angiotensin llI-induzierten TGF-3-vermittelten Fibrose [185].
Bei TGF-B handelt es sich um einen wichtigen Mediator von Angiotensin Il-Effekten, der die
Aktivitat von Fibroblasten stimuliert und gleichzeitig die Produktion von Angiotensin Il und
weiteren profibrotischen Faktoren in einer positiven Feedback-Schleife verstarkt [299]. Eine
erhdhte Expression des EGFR erhéht somit die Méglichkeit des Angiotensin Il den EGFR zu
transaktivieren und verstarkt dadurch die pathophysiologischen Wirkmechanismen, die ein

Vorhofflimmern begunstigen kdnnen.
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4.5.3. Expressionsveranderungen von lonenkandlen, die zum Vorhofflimmern
beitragen kénnen
Tab. 16: Zusammenfassung der validierten lonenkanale

lonenkanal-Typ Name Expression nach EGFR-Abhéangigkeit

Aldosterongabe der Aldosteron-induzierten
Expressionsanderung

Amilorid-sensitiver Natriumkanal Accn 1 erhoht v
L-Typ-Calciumkanal Cacnalc erhoht v
Cacnalg erhoht v
T-Typ-Calciumkanal Cacnailh erhoht v
Cacnali erhoht keine
Trpv2 erhoht v
Calcium-permeabler Kationenkanal .
Trpv4 erhoht keine
Calcium-aktivierter Kaliumkanal Kcnn2 erhoht keine
Clnc3 erhoht keine
Chloridkanal =
Clnc7 erhoht keine
Calcium-permeabler Kationenkanal Trpm7 erhoht keine

Entscheidend fur die Entstehung von Vorhoffimmern ist neben der Rolle des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems hinsichtlich struktureller Verdnderungen, der Einfluss auf
das elektrische Remodeling der Atrien. So kdnnen Veranderungen der lonenkandle ebenfalls
zur Entstehung von Vorhoffimmern beitragen. Oftmals stehen der strukturelle und
elektrische Umbau in den Vorhdéfen in direktem Zusammenhang. So konnte gezeigt werden,
dass interstitielle Fibrosen zu Stérungen der kardialen elektrophysiologischen Eigenschaften
und daraus resultierend Vorhofflimmern flhren kdénnen [277,278]. Zusatzlich bewirkt die
Behandlung mit MR-Antagonisten eine Verringerung des strukturellen Remodelings in
Ratten, was gleichzeitig zu einer Verbesserung des elektrischen Remodelings durch
Reduktion der Fibrose flhrt [287,288,290].

Ein direkter Einfluss von Aldosteron auf das elektrische Remodeling konnte in der
Vergangenheit ebenfalls beschrieben werden. So zeigten Ratten, die mit Aldosteron
behandelt wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Aldosteron eine verlangerte P-
Wellen-Dauer sowie eine langere Aktivierung des rechten Atriums. Dies fUhrt insgesamt zu
einer Verlangerung der Fortleitungsdauer, sowie einer langsameren und heterogeneren
Ubertragung der Depolarisierungswelle im Vergleich zum normalen Sinusrhythmus [280].
Studien von Kleber et al. zeigen, dass Hyperaldosteronismus zur Verstarkung der
kreisenden Erregungen in den Vorhdfen fuhrt und so zur Stabilisierung von Arrhythmien
beitragt [300].
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4.5.3.1. Calciumkanale, die EGFR-abhangig durch MR/Aldosteron reguliert werden

T-Typ-Calciumkanale

Auf Grund der erhdhten Pravalenz fur Vorhofflimmern in Probanden mit dem MRE1.3-EGFR-
Promotorelement und der starken Induzierbarkeit von MRE1.3 durch MR/Aldosteron in
Zellkultur, sollten anhand von EGFR-Knock-out-Mausen lonenkanale identifiziert werden, die
durch den EGFR reguliert werden, und so Uber eine MR-abgangige EGFR-Uberexpression
an der Entstehung von Vorhofflimmern beteiligt sein kdnnten. Hierbei konnten im
Besonderen Spannungs-gesteuerte T-Typ-Calciumkanale als putative Kandidaten detektiert
werden. Die Expression dieser Calciumkanale (Cacnalg, Cacnalh und Cacnali) erfolgt
ubiquitdr im Zentralnervensystem. Zusatzlich kommen die lonenkanadle Cacnalg im
Sinusknoten sowie Cacna1h in Herz, Niere und Leber vor [301,302]. In nahezu allen S&uger-
Arten werden die Calciumkanale Cacna1g und Cacna1h stabil im embryonalen Herzen und
hierbei sowohl in den Myozyten der Atrien und Ventrikel gebildet, wohingegen diese in
adulten Lebewesen unter physiologischen Bedingungen stark reduziert sind oder gar nicht
vorliegen [302]. Niwa et al. wiesen anhand quantitativer PCR-Analysen nach, dass die
Cacnath-mRNA im Vergleich zur Cacnalg-mRNA in Geweben friher muriner
Embryoherzen wesentlich starker exprimiert wird, wohingegen in adulten Mausherzen die
Cacnal1g-Expression verglichen mit der des Cacnalh-Calciumkanals dominiert [303].
Ahnliche Beobachtungen konnten im humanen Herzen beschrieben werden [304-306]. Es
ist aulRerdem bekannt, dass die Menge an T-Typ-Calciumkanalen im Herzen im Laufe der
Entwicklung zwar reduziert wird, diese jedoch unter pathophysiologischen Bedingungen in
ventrikularen Zellen wieder auftauchen [302]. So konnte sowohl in Ratten als auch Mausen
demonstriert werden, dass u.a. eine Hypertrophie des Herzgewebes oder ein Herzinfarkt
dazu fihren kann, dass die T-Typ-Calciumkanale wieder im Ventrikel exprimiert werden
[307,308]. Funktionell werden die Spannungs-abhangigen T-Typ-Calciumkanaéle durch kleine
Potenziale aktiviert, erzeugen kurzlebige schwache Strdme und vermitteln den Calciuminflux
nach Membrandepolarisation [309]. Strukturell handelt es um Komplexe aus Alpha-1, Alpha-
2/Delta-, Beta- und Gamma-Untereinheiten im Verhaltnis 1:1:1:1, wobei die Alpha-1-
Untereinheit aus 24 Transmembrandomanen besteht und den Poren-bildenden Komplex
darstellt (Abb. 34) [309,310].
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extrazellular

intrazellular

Ca?t

Abb. 34: Schema eines T-Typ-Calciumkanals. Dargestellt sind die Poren-bildende Alpha-1-
Untereinheit sowie die Alpha-2/Delta-, Beta- und Gamma-Untereinheiten (modifiziert nach [310]).

Im Rahmen dieser Arbeit war die mRNA-Expression dieser T-Typ-Calciumkanale in
Kardiomyozyten von EGFR-Knock-out-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit EGFR
signifikant reduziert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Aldosteron-induzierte
Uberexpression der lonenkanale Cacnalg und Cacnalh im Gegensatz zu Cacnali EGFR-
abhangig ist. Die mittels qPCR validierten Kanale Cacnalh und Cacnalg sind fir ihre
Beteiligung an der Schrittmacherfunktion im Herzen bekannt und sind dabei fir das
Aufrechterhalten des Sinusrhythmus mit verantwortlich [302,311,312]. AuRerdem fuhrt laut
Le Quang et al. ein Knock-out von Cacna1g in Mausen zu einer verminderten Herzfrequenz
durch ein verlangertes PR-Intervall und somit zur Uberleitungsstérung am AV-Knoten [313].
Diese Inaktivierung des Canca1g-Kanals fiihrt neben einer Verlangsamung der Herzfrequenz
zu einer Verzdgerung der atrioventrikuldren Erregungsleitung [314]. Es ware daher denkbar,
dass eine Uberexpression des EGFR zu einer Uberexpression der T-Typ-Calciumkanéle
Cacna1g und Cacnalh und somit zur gesteigerten Erregbarkeit und Beschleunigung der

Herzfrequenz flihren kénnte.

L-Typ-Calciumkanale

Eine EGFR-abhangige Aldosteron-induzierte Uberexpression des L-Typ-Calciumkanals
Cacnalc konnte ebenfalls in den Mausherzen nachgewiesen werden. AuRerdem zeigen
Kardiomyozyten in EGFR-Knock-out-Mausen verglichen mit EGFR-Wildtyp-Mausen eine
verminderte Expression des lonenkanals Cacnalc. Eine entscheidende Rolle von

Mutationen des Spannungs-abhangigen L-Typ Calciumkanals Cacnalc in der Entstehung
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von Arrhythmien wurde bereits flir das sogenannte Brugada 3-Syndrom, Timothy Syndrom
sowie das LongQT-Syndrom beschrieben [315,316]. So kénnen Patienten mit Brugada 3-
Syndrom an plétzlichem Herztod in Folge von Kammerflimmern sterben. Beim LongQT-
Syndrom kommt es zu einer Verzdgerung der Repolarisation, die zu ventrikularem Flimmern
fuhren kann [315,316]. L-Typ-Calciumkandle vermitteln den Calciuminflux bei
Membrandepolarisation, zeichnen sich aber im Gegensatz zu T-Typ-Calciumkanalen durch

lang anhaltende Stréome aus [317].

Relevanz der T-Typ- und L-Typ-Calciumkanale beim Vorhofflimmern

Es ist bekannt, dass sowohl L-Typ- als auch T-Typ-Calciumkanale an der Entstehung von
Vorhofflimmern beteiligt sein kénnen. Die Dauer des Aktionspotenzials wird normalerweise
durch Veranderungen der lonenleitfahigkeit von Natrium-, Calcium- und Kaliumionenkanalen
in der Membran bestimmt. Strukturelles und elektrisches Remodeling des Atriums kdnnen
sowohl zu Verkirzungen (i) als auch Verlangerungen (ii) des Aktionspotenzials fihren, was
die Entstehung von Vorhofflimmern beglnstigt. (i) Verkirzen sich die Dauer des
Aktionspotenzials sowie die refraktdre Phase, so kann dies zu anhaltender schneller
Aktivierung des Atriums flihren [197,318-320]. Durch diese andauernde schnelle Aktivierung
wird der Uber die L-Typ-Calciumkanale vermittelte Calciumeinstrom reduziert, und der nach
aullen gerichtete Kaliumstrom verstarkt [318]. Eine das Vorhofflimmern beglnstigende
Verklrzung des Aktionspotenzials wurde weiterhin mit einem reduzierten Calciuminflux
assoziiert, welcher durch die funktionelle Inaktivierung von L-Typ-Calciumkanalen bewirkt
wird. So spielt eine Steigerung der S-Nitrosylierung von Calciumkanalen beim
Vorhofflimmern eine entscheidende Rolle [318,321]. (ii) Es konnte aullerdem gezeigt
werden, dass UnregelmaRigkeiten in der Calcium-Regulation, wie zum Beispiel ein
Uberschuss an Calcium-lonen, zu verspateten Folgedepolarisationen fiihren kénnen und bei
Uberschreitung der Reizschwelle einzelne oder permanente Tachykardien verursachen
[197,276,318]. Eine Uberexpression des L-Typ-Calciumkanals Cacnalc und ein dadurch
bedingter verstarkter Einstrom von Calciumionen kénnten einen solchen Uberschuss an
Calciumionen bewirken. Eine Verldngerung des Aktionspotenzials kann aullerdem zu
verfrihten Folgedepolarisationen filhren, die eine Regeneration der inaktivierten
Calciumkanale bewirkt und in Folge dessen eine abnormale Depolarisation auf Plateuniveau
erlaubt. Solche Verlangerungen der Aktionspotenziale sind aus ventrikularen
Herzrhythmusstérungen, wie dem LongQT-Syndrom, bekannt, wurden aber auch in den
Vorhoéfen beschrieben [322].

Ein Zusammenhang der Steuerung von Calciumkanalen durch eine MR/Aldosteron-EGFR-
Wechselwirkung im Zusammenhang mit Vorhoffimmern konnte bereits in Ratten

beschrieben werden. Ventrikuldre Ratten-Myozyten zeigen nach Behandlung mit Aldosteron
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im Vergleich zur Kontroligruppe eine Erhéhung der Intensitdt der L-Typ- und T-Typ-
Calciumstrome, sowie eine erhdhte Expression der Porenkomplex-bildenden alphaic- und
beta2- Untereinheiten [194,195]. AuRerdem erfolgte der Nachweis, dass der Aldosteron-
Antagonist Spironolakton zu einer Hemmung des Angll -induzierten Calciumeinstroms flhrt,
wobei der Effekt durch Aldosteron aufgehoben wird. Dies zeigt, dass die intrazelluldren
Effekte des Angiotensin Il auf den Calciuminflux z.T. durch den MR vermittelt werden [323].
Es wird weiterhin beschrieben, dass Ang Il die verspatete Folgedepolarisation von isolierten
Kardiomyozyten der Lungenvene direkt induziert und dadurch den automatischen Rhythmus
beschleunigt. Diese Zellen sind als wichtige Quelle fur ektopische Schlage und Signalfolgen
des Vorhofflimmerns bekannt [324]. Es ware daher denkbar, dass die Angiotensin II-
induzierten Effekte Uber den EGFR vermittelt werden und die Unterschiede in der Aktivierung
des EGFR-Promotors zu einer unterschiedlichen Angiotensin Il-vermittelten Expression
und/oder Aktivierung der identifizierten Calciumkanale fuhrt und so zu einer erhdhten
Pravalenz fur die Entstehung von Vorhofflimmern in Probanden mit MRE1.3. Hierbei scheint
besonders die Regulation von T-Typ-Calciumkanalen eine Rolle zu spielen. Eine
Behandlung von Vorhof-Dysfunktionen konnte bereits beschrieben werden. So unterdrickt
die Anwendung von T-Typ-Calciumkanal-Blockern wie Mibefradil und Amiodaron das
Remodeling der Vorhéfe und reduziert die Entstehung von Vorhofflimmern, wohingegen
keine Effekte von L-Typ-Calciumkanal-, Natriumkanal- oder Kaliumkanalblockern

nachgewiesen wurden [196,325].

4.5.3.2. lonenkanale, die EGFR-abhangig durch MR/Aldosteron reguliert werden und

durch den Calciumspiegel beeinfluBt werden kénnen
Accn1

Neben den Calciumkanalen konnte eine signifikante EGFR-abhangige MR/Aldosteron-
induzierte Regulation des Amilorid-sensitiven Natriumkanals Accn1 nachgewiesen werden.
Dieser gehort zur DEG/ENaC-Familie und wird u.a. durch Calcineurin reguliert. Eine
Hemmung von Accn1 wird durch die Calcineurin-abhangige Dephosphorylierung erzielt. In
CHO-Zellen erfolgte der Nachweis, dass dies unter pathologischen Bedingungen zu einer
Uberladung mit Calciumionen fiihrt [326], was die Entstehung von Vorhofflimmern, wie oben

beschrieben, beglnstigen kann.

Trpv2

Bei den Kationenkanalen der TRPV-Familie (Transient Receptor Potential Cation Channel
subfamily V) handelt es sich um Calcium-permeable Kationenkanale. Mit Trpv2 wurde ein
lonenkanal identifiziert, dessen Uberexpression EGFR-abhéngig durch Aldosteron in EGFR-
Wildtyp-Tieren induziert wird. Fur Trpv2 konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation unter

physiologischen Bedingungen zu einer verbesserten Herztatigkeit fihrt und der Antagonist
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Probenicid in isolierten Kardiomyozyten zu einem Trpv2-abhangigen zytosolischen
Calciuminflux und in Folge dessen zu einer erhéhten Zellkontraktilitat fihrt [327]. Durch den
EGFR-abhangigen Aldosteron-induzierten Mechanismus kénnte die Uberexpression zu einer
UbermaRigen Kontraktilitdt des Herzens und zur Beglnstigung von Herzrhythmusstérungen

fuhren.
4.5.3.3. lonenkanile, die durch MR/Aldosteron unabhangig vom EGFR reguliert werden

Chloridkanale (Clnc3 und CInc?7)

Neben den beschriebenen Calciumkanalen konnten in den Kardiomyozyten von EGFR-KO-
Mausen im Vergleich zu EGFR-WT-Mausen signifikante Expressionsunterschiede der
Chloridkanédle Cinc3 und CInc7 nachgewiesen werden, wobei keine signifikanten EGFR-
abhangigen Aldosteron-Effekte detektiert wurden. Zu beachten ist dabei, dass eine
Untersuchung der physiologischen und pathophysiologischen  Funktionen von
Chloridkanalen im Herzen schwierig ist, da kompensatorische Mechanismen als Antwort auf
Genmanipulationen die Analysen erschweren [328,329]. Bei CInc3 und CInc7 handelt es sich
um Calcium-aktivierte Chloridkanale. CInc3 ist ein Volumen-gesteuerter Chloridkanal, der
aus hypoxischen und ischamischen Herzmuskelzellen bekannt ist. So fihren diese
Bedingungen zu einem Anschwellen der Zellen und Aktivierung der Volumen-gesteuerten
Chloridkanale. Diese Aktivierung bewirkt eine Verklrzung der Dauer des Aktionspotenzials
und einer Verklrzung der refraktdaren Phase, was das Vorhoffimmern beglnstigt
[319,320,330,331]. Ein Einfluss von Cinc7 auf die Entstehung von Vorhofflimmern konnte
bisher noch nicht beschrieben werden. Kompensatorische Mechanismen kénnen die
Ursache dafur sein, dass es bei Reduktion der Cinc3-Expression gleichzeitig zu einer

Erhéhung der Cinc7-Expression kommt.

Trpv4

Auch der nicht-selektive Calcium-permeable Kationenkanal Trpv4, welcher Calmodulin-
abhangig reguliert wird, fihrt nach Aktivierung zu einem Calciuminflux und ist in die
Regulation von osmotischem Stress involviert. Patienten mit Vorhoffimmern zeigen eine
erhdhte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche in das kardiale
Remodeling sowie kardiale Dysfunktionen involviert ist [332,333]. Weiterhin gilt oxidativer
Stress als entscheidender Faktor flr ein strukturelles Remodeling der Vorhéfe [276,334]. Es
ist bekannt, dass Aldosteron kardialen oxidativen Stress férdern kann und so zur
Inflammation und Fibrose der Vorhdfe beitragt. Da die Gabe von Aldosteron sowohl in
Herzen von EGFR-KO- als auch EGFR-WT-Tieren zu einer signifikanten Uberexpression

von Trpv4 fuhrt, handelt es sich um einen EGFR-unabhangigen Mechanismus.
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Kenn2

Neben den bereits beschriebenen lonenkanalen, die entweder nur in EGFR-WT-Mausen
EGFR-abhangig oder EGFR-unabhangig sowohl in EGFR-KO- als auch EGFR-WT-Tieren
durch Aldosteron Uberexprimiert werden, stellt Kcnn2 (SK2, Potassium Intermediate/Small
Conductance Calcium-Activated Channel, Subfamily N, Member 2) eine Besonderheit dar,
da dieser bei Aldosterongabe in EGFR-KO-Mausen Uberexprimiert wurde. Kcnn2 ist ein
spannungs-abhéngiger Ca? aktivierter Kaliumkanal mit niedrigem Einzelkanalleitwert [335],
der hauptsachlich im zentralen Nervensystem exprimiert wird. Der Nachweis dieser Kanale
in Kardiomyozyten von Mensch und Maus erfolgte durch Xu et al und spater Li et al., die
ebenfalls zeigen konnten, dass Kcnn2 hauptsachlich in den Vorhdfen exprimiert wird
[336,337]. Kcnn2-Knock-out-Mause zeigen eine verspatete kardiale Repolarisation und
infolgedessen  Arrythmien der Vorhdéfe [337]. Die Entstehung von chronischem
Vorhoffimmern kdénnte auf elektrischem Remodeling, welches auf eine verminderte
Expression von Kccn2 und Kenn1 zurlickzufihren ist, beruhen [338]. Desweiteren wurde auf
dem Kcnn2-Promotor ein Glukokortikoid-responsives Element (GRE) identifiziert, welches
sowohl durch MR/Aldosteron als auch Hydrocortison/GR aktiviert, und durch die
entsprechenden Inhibitoren Spironolakton und Mifepriston gehemmt werden konnte [339].
Eine durch MR/Aldosteron-induzierte Uberexpression des Kcnn2-lonenkanal-Typs war im
Rahmen dieser Dissertation nur in EGFR-Knock-out-Mausen mdglich, ist daher EGFR-

unabhangig und fir den untersuchten Mechanismus nicht relevant.

Trpm7:

Fur Trpm7 (Transient Receptor Potential Cation Channel, Subfamily M, Member 7) konnte
mittels gPCR sowohl in EGFR-KO- als auch EGFR-WT-Mausen eine signifikante Aldosteron-
induzierte Uberexpression nachgewiesen werden. Trpm7 ist ein lonenkanal, der sowohl fir
Calcium- als auch Magnesiumionen permeabel ist und mit seiner a-Kinase-Domane
gleichzeitig als Enzym wirken kann. Fur diesen lonenkanal konnte in der Vergangenheit
gezeigt werden, dass in Fibroblasten der Atrien von Patienten mit Vorhofflimmern sowohl
eine Erhéhung der Trpm7-Rezeptor-Menge als auch des dadurch vermittelten Calciuminflux
vorliegt [340,341]. In vergangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Aldosteron
eine Rolle fur die Trpm7-Signalkaskaden spielt [342,343]. So wurde beschrieben, dass
Aldosteron in Zellkultur zu einer erhdhten Aktivierung des Trpm7-lonenkanals bei
unveranderter Menge des Gesamtproteins fuhrt [342]. Da die MR/Aldosteron-induzierte
Uberexpression des Trpm7-lonenkanals im Rahmen dieser Dissertation sowohl in EGFR-
KO-Mausen als auch EGFR-WT-Mausen maoglich war, handelt es sich um einen EGFR-

unabhangigen Effekt und ist daher fir den untersuchten Mechanismus nicht relevant.
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Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Mit der Identifikation des Mineralokortikoid-responsiven Elements MRE1.3 sowie dem
Nachweis der SP1-Abhangigkeit der MR/Aldosteron-induzierten Uberexpression des EGFR
konnte eine wichtige Interaktion des pathophysiologischen Zusammenspiels von MR und
EGFR naher charakterisiert werden. Der genaue Mechanismus der Interaktion von MR und
SP1 am MRE1.3 muss dabei in Zunkunft noch weiter untersucht werden und bleibt zunachst
unklar. Mit Hilfe der Kohorten-Studien und der molekularen Charakterisierung der
verschiedenen SNPs des MRE1.3-Promotorelements war es mdglich, anhand der erhdhten
Pravalenz fur Vorhoffimmern bei Probanden mit der MRE1.3-Variante eine mogliche
pathophysiologische Relevanz des identifizierten Mechanismus zu verdeutlichen. Aul’erdem
konnten durch die Eingrenzung von putativen Zielgenen der MR-EGFR-Interaktion im
Herzen, die lonenkanale Cacnalc, Cacnalg, Cacnalh, Trpv2 und Accn1 identifiziert werden,
deren Expression in Abhangigkeit des EGFR durch MR/Aldosteron verandert wird.
Funktionelle Analysen muissen zukinftig in Form von Patch-Clamp-Analysen Aufschluss
dariber geben, ob eine Veranderung der lonenkanal-Expression ebenfalls zu
Veranderungen der lonenstrome (elektrisches Remodeling) in den Vorhoéfen fuhrt, was die

Entstehung von Vorhofflimmern begtinstigen kdnnte.

Bei allen identifizierten EGFR-abhangigen MR/Aldosteron-regulierten lonenkanédlen handelt
es sich um Kanale, die den Calciuminflux vermitteln, oder aber um Calcium-modulierte
lonenkanale. Auf Grund der unterschiedlichen MR/Aldosteron-abhangigen Aktivierbarkeit der
verschiedenen MRE1.3-Promotorvarianten kann die unterschiedliche Prévalenz des
Vorhoffimmerns teilweise erklart werden. So werden in Probanden mit dem MRE1.3-
Promotorelement auf Grund der hohen Reaktivierbarkeit durch MR/Aldosteron, pro-
fibrotische und pro-entziindliche Veranderungen des Vorhofgewebes beglinstigt. Auerdem
kann die starke Aktivierung des MRE1.3-Promotors und die daraus resultierende
Uberexpression des EGFR nach dieser Hypothese zu einer erhdéhten Expression von
Calcium-leitenden oder Calcium-abhangigen lonenkanalen flihren, was die Entstehung von
Vorhofflimmern begtnstigen kann. Weitere Analysen, wie z.B. Patch-Clamp-Experimente in
Myozyten der Atrien von EGFR-Knock-out- und EGFR-Wildtyp-Mausen, kénnen weiteren
Aufschluss Uber die Beteiligung der lonenkanale an der Entstehung von Vorhofflimmern

geben und sollen in weiterfuhrenden Arbeiten angeschlossen werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Promotion konnte auf dem Promotor des Epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (EGFR) in der Region -228 bis -163 ein Mineralokortikoid-responsives Element
identifiziert werden, welches als MRE1.3 bezeichnet wird. Es handelt sich hierbei um ein 65
bp langes Promotorelement, welches spezifisch durch den Aldosteron-gebundenen
Mineralokortikoidrezeptor (MR), jedoch nicht durch den Glukokortikoidrezeptor (GR), aktiviert
wird. Der Transkriptionsfaktor SP1 wurde aullerdem als entscheidender Kofaktor fir die
MR/Aldosteron-induzierte Aktivierung des MRE1.3 identifiziert. Eine direkte Bindung von SP1
an MRE1.3 wurde mittels EMSA nachgewiesen. Weiterhin bindet der MR nur in Anwesenheit
von SP1 an MRE1.3 und fihrt so zur Aldosteron-induzierten Expression des EGFR. Die
Hemmung von SP1 durch einen chemischen Inhibitor (WP631) oder spezifische SP1-siRNA
bewirkt die Reduktion der MR/Aldosteron-induzierten MRE1.3-Aktivierung und daraus
resultierend eine Verringerung der EGFR-Expression sowohl in Zellkultur als auch
Primarkultur. Eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors SP3, welcher ein gemeinsames
Bindemotiv mit SP1 teilt, konnte fir den identifizierten Mechanismus ausgeschlossen
werden. So zeigt eine SP3-siRNA vermittelte Reduktion der SP3-Proteinmenge keinen

Einfluss auf die MR/Aldosteron-induzierte Expression des MRE1.3-Promotorelementes.

Im Rahmen der EGFR-Promotorstudien wurden innerhalb des MRE1.3-Promotorelements
aulRerdem zwei SNPs, rs712830 (-191 C/A; MRE1.3-SNP1) sowie rs712829 (-216 G/T;
MRE1.3-SNP2), identifiziert, die auf Grund der nachgewiesenen Relevanz von MRE1.3 und
SP1 fur die MR/Aldosteron-induzierte EGFR-Promotoraktivierung hinsichtlich ihrer MR-
induzierten Aktivierung charakterisiert wurden. Hierbei konnte anhand von 2 Kohortenstudien
(CARLA und SHIP) eine Korrelation der MRE1.3-SNPs mit der Pravalenz fur Vorhofflimmern
nachgewiesen werden. So zeigen Probanden mit dem MRE1.3-Promotorelement im
Vergleich zu Probanden mit MRE1.3-SNP1 (-191 C/A) oder MRE1.3-SNP2 (-216 G/T) eine
2-fach héhere Wahrscheinlichkeit, an Vorhofflimmern zu erkranken. Dies korreliert mit der
Beobachtung, dass MRE1.3 im Vergleich zu den beiden anderen SNPs eine signifikant
hdéhere MR/Aldosteron-induzierte Promotoraktivierung zeigt, wohingegen MRE1.3-SNP1 und
-SNP2 eine deutlich niedrigere Aldosteron-abhangige Aktivierbarkeit zeigen. Auch bindet
SP1 aus Zellkernextrakten aus HEK293-Zellen, die mit MR transfiziert und Aldosteron
inkubiert wurden, nur an MRE1.3, wohingegen keine spezifische Bindung an MRE1.3-SNP1

oder -SNP2 detektiert werden konnte.

Eine erste Eingrenzung der EGFR-abhangigen Aldosteron-induzierten lonenkanale, die an
der Entstehung von Vorhofflimmern beteiligt sein kdnnten, erfolgte im Mausmodell anhand
von EGFR-WT und EGFR-KO-Tieren. So wurden die T-Typ-Calciumkanale Cacnalg und

Cacna1h, der L-Typ-Calciumkanal Cacnalc, sowie die Calcium-modulierten lonenkanale



Accn1, Kenn2 und Trpv2 identifiziert, wobei die T-Typ-Calciumkanale durch ihre Beteiligung
an der Schrittmacherfunktion im Herzen am vielversprechendsten erscheinen. Eine
Validierung dieser Kanale soll anhand von Patch-Clamp-Analysen und weiterfihrenden
Arbeiten im Tiermodell erfolgen, um den Mechanismus der Entstehung von Vorhofflimmern

weiter aufzuklaren.
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Cytoosolic v-src Avian Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Cell Signaling Technology Buffer

Cycle Threshold

Aldosteronsynthase

DNA-Bindedoméne

Delta-Delta-Cycle-Treshold

Degenerin

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Deoxycorticosteron

Dithiothreitol

Ethylendiamin-Tetraessigsaure

Epidermal Growth Factor, Epidermaler Wachstumsfaktor
Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

Transcription Factor-Enzyme Linked Immunosorbent Assay
E26 Transformation-Specific -Like Gene

Eleven-Nineteen Lysine-rich Leukemia, Elongationsfaktor

Eplerenone in Mild Patients Hospitalization and Survival Study in Heart Failure

Electromobility Shift Assay

Epithelialer Natriumkanal

Endothelialer Protein C-Rezeptor

Eplerenone Heart Failure Efficacy and Survival Study
Estrogen Receptor, Ostrogenrezeptor

Extracellular Signal-Regulated Kinase

Endothelin-1

E26 transformation-specific, Transkriptionsfaktor

Fetal Calf Serum, fetales Kalberserum

Guanin

Growth Factor Receptor-Bound Protein 2 -Associated-Binding Protein
Green Fluorescent Protein, griin-fluoreszierendes Protein

gegebenenfalls
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GR

Grb2

GRE
GPR30/GPER
GPR64
GST

H*
HAoSMC
HB-EGF
HEK

HelLa
12-,15-HETE
HDGF
HK2

H20,
HPETE
HRE

HRP
11B-HSD2
HSP70, HSP90
JAK

JIK

JNK

K

kb

Ken

kDa
ki-Ras-2a
KO

LBD

LDL

MAP

MCS
MDCK

MEK

Glukokortikoidrezeptor

Growth factor receptor-bound protein 2
Glukokortikoid-responsives Element
G-Protein Coupled Progesteron Receptor
G-protein coupled Receptor 64
Glutatione S-Transferase
Wasserstoffionen

Human Aortic Smooth Muscle Cells
Heparin-bindender EGF-ahnlicher Wachstumsfaktor
Human Embryonic Kidney Cells

Henrietta Lacks -Zellen

12,- 15- Hydroxyeicosatetraensaure
Hepatoma-Derived Growth Factor
Human Kidney Cells

Wasserstoffperoxid
Hydroperoxyeicosatetraensaure
Hormon-responsives Element

Horse Radish Peroxydase
11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Hitzeschock-Protein 70 und 90

Janus Kinase

Inhibitory Kinase of c-Jun N-terminal / Stress-Activated Protein Kinases

c-Jun N-terminale Kinasen
Kaliumionen

Kilobase

Potassium Voltage-Gated Channel
Kilo-Dalton

Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Knock-Out

Ligandenbindedomane

Low Density Lipoprotein
Mitogen-Activated Protein

Multi Cloning Site

Madin Darby Canine Kidney

MAPK/ERK-Kinase



7. Abkiirzungsverzeichnis JEE]

MEM Minimum Essential Medium

MKP Mitogen-Activated Protein Kinase Phosphatase

MOPS 3-(N- Morpholino)-Propansulfonsaure

hMR/ MR (humaner) Mineralokortikoidrezeptor

MRE Mineralokortikoid-responsives Element

mRNA messenger-Ribonukleinsaure

mTOR Mechanistic Target of Rapamycin

MW Mittelwert

N, n Anzahl der unabhangigen Experimente, Anzahl der Replikate
NaCl Natriumchlorid

NADP/ NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NcoR Nuclear Receptor Corepressor

NDF Neu-Differenzierungsfaktor

NE Nukledre Extrakte

NEB New England Biolabs

NFAT Nuclear Factor of Activated T-cells

NFkB Nuclear Factor of Activated B-Cells

NHE1 Sodium proton exchanger 1

NLS Nuclear Localisation Sequence, Kernlokalisierungssequenz
NO Nitric Oxyde, Stickstoffmonoxid

NRG Neuregulin

OK Opossum Kidney Cells

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PIAS Protein Inhibitor of Activated Signal Transducer and Activator of Transcription
PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat

PKA, PKB, PKC, PKD Proteinkinase A-D

PML Promyelocytic Leukemia Protein

PPP1R7 Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 7
PR Progesteronrezeptor

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog

PTB Phosphotyrosin-Bindungsdomane

gPCR quantitative Polymerasekettenreaktion

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
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Rac

Raf
RALES
RanGAP1
Ras

RFP
rhSP1, rhSP3
RHA
RIPA
RNA
ROS
RPTEC
RT

RTK
SAPK
Scn

SDS
SEAP
SEM
SH2

She
SHIP
SHRSP
siRNA
SNP
SMRT
Sos

SP1, SP2, SP3, SP4
SP1/SP3cons
SPTBN1
SRC
ST3Gal2

StAR

Rat Sarcoma-Related C3 Botulinum Toxin Substrate, G-Protein
Rat Fibrosarcoma, Kinase

Randomized Aldactone Evaluation Study

Ran GTPase-Activating Protein 1

Rat Sarcoma, G-Protein

Red Fluorescent Protein, rot-fluoreszierendes Protein
rekombinantes humanes SP1 bzw. SP3
RNA-Helikase A

Radio Immunoprecipitation Assay Buffer
Ribonukleinsaure

Reactive Oxygen Species, reaktive Sauerstoffspezies
Primary Renal Proximal Tubule Epithelial Cells
Raumtemperatur

Rezeptor-Tyrosinkinase

Stress-Activated Protein Kinase

Sodium Channel

Sodiumdodecylsulfat

Secreted Embryonic Alkaline Phosphatase
Standardfehler des Mittelwertes

Src-Homology 2, Steroid Receptor Coactivator-Homology 2
SH2-Containing Protein

Study of Health in Pomerania

Spontaneously Hypertensive Stroke Prone

Small interfering Ribonucleic Acid

Single Nucleotide Polymorphism

Silencing Mediator of Retinoic Acid and Thyroid Hormone Receptor
Son of Sevenless, Nukleotidaustauschfaktor
Specificity Protein 1-4

SP1-/ SP3-Konsensussequenz

Spectrin Beta, Non-Erythrocytic 1

Steroid Receptor Coactivator

ST3 Beta-Galactoside Alpha-2,3-Sialyltransferase 2

Steroidogenic Acute Regulatory Protein



STAT
SUMO

T

ti2

Tab
TAE
TARDBP
TBE
TBS
TBST
TEMED
TGF-B8
TNFa
Trpc, Trpm, Trpv
Tsg101
u.a.

Ubc
UBE2B
UTR
VIL2
VSMC
WHO
WT

z.B

ZNS

7. Abkiirzungsverzeichnis

Signal Transducer and Activator of Transcription

Small Ubiquitin-related Modifier

Thymin

Halbwertszeit

Tabelle

Tris-Acetat- Ethylendiamin-Tetraessigsaure

TAR DNA-Binding Protein

TRIS-Borat- Ethylendiamin-Tetraessigsaure

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline mit Tween 20
Tetramethylethylendiamin

Transforming Growth Factor Beta

Tumornekrosefaktor Alpha

Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily C, M, V
Tumor Suppressor Gene 101

unter anderem

Ubiquitin C

Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2B

Untranslatierte Region

Villin 2

Vascular Smooth Muscle Cells, glatte GefaBmuskelzellen
World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
Wildtyp

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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9. Anhang

A) Material/Methoden:

A1) Primer

9. Anhang

A1.1) Validierung der Kandidatengene mit MRE-ahnlichen Promotorelementen

Gen

(human)

ST3Gal2

TARDBP

HDGF

RNase K

Netrin-4

SPTBN1

PPP1R7

LMNB1

UBE2B

GPR64

RanGAP1

SLC24A4

Primer

ST3Gal2 sense

ST3Gal2 anti

TARDBP sense

TARDBP anti

HDGF sense

HDGF anti

RNase K sense

RNase K anti

NTN4 sense

NTN4 anti

SPTBN1 sense

SPTBN1 anti

PPP1R7 sense

PPP1RY7 anti

LMNB1 sense

LMNB1 anti

UBE2B sense

UBEZ2B anti

GPR64 sense

GPR64 anti

RanGAP1 sense

RanGAP1 anti

SLC24A4 sense

SLC24A4 anti

Oligo (5'-3")

5’ACGTCCAGAGGTGGTGGATGY

5’ CTCATGATGAAGTTGTGCCCGT3'

5TGTATGTTGTCAACTATCCAAAAGI’

5’CTGCACCATAAGAACTTCTCCA3’

5‘CCAAGGAGAAGTTTGGCAAGS3'

5TTCAACGCTCCTTTCTCGTT3’

5’AATGTCCATTCCGCTGTGTT3

5’AGCGCACCATGTATTCCTTGS

5'CCAGTCCTTTTCCATGCACT?

5’GCTGCCCTTGACAATGAAATS

5’CCCAGACAAAGGCCCAGCGGY3’

5’ACGGTGAGGCGCTTGCTGTC3’

5'CACGATGTTGGACATTGCAT3

5’ GCTCCAGCTCTCAAGGAGATT3

5’CAATGACCGGCTGGCGGTGT3

5’AGCAGCTGGTCGTGTTCCGC3’

5 TCCAAAATGTTTCATCCAAAT G3’

5’ATTCGGTTCATCCAGCAGAG3Y

5’ACCAGCGCACCTCCTGTCCA3’

5TTG AGC CAG AGG GGC CAG CA3’

5'GGCCTTAGAGAAGAAGTCGGAZ

5’GCTTAAGTCCAGCTCCACCA3Z

5TGCCGAGACTCCGTGTACTA3Z’
5’ACGGGGTTCTTGCCATACTG3’

Reaktions-
bedingungen

58° C Annealing,
Produkt: 214 bp
58°C Annealing,
Produkt: 188 bp
54°C Annealing,
Produkt: 259 bp
56°C Annealing,
Produkt: 196 bp
56°C Annealing,
Produkt: 112 bp
64°C Annealing,
Produkt: 283 bp
55°C Annealing,
Produkt: 109 bp
54°C Annealing,
Produkt: 237 bp
58°C Annealing,
Produkt: 132 bp
58°C Annealing,
Produkt: 189 bp
66°C Annealing,
Produkt: 148 bp
60°C Annealing,
Produkt: 305 bp



138

A1.2) Validierung EGFR-abhangiger lonenkanale

Gen (Maus)

Asic2

Cacnalc

Cacnailg

Cacnaih

Cacnafi

TrpmA1

Trpm8

Trpv2

Trpv4

Kecng3

Scn8a

Kenn2

CInc3

Primer

Asic2 sense
Asic2 anti
Cacnalc sense
Cacnaic anti
Cacnailg sense
Cacna1g anti
Cacnai1h sense
Cacnath anti
Cacnai sense
Cacnali anti
Trpm1 sense
Trpm1 anti
Trpm8 sense
Trpm8 anti
Trpv2 sense
Trpv2 anti
Trpv4 sense
Trpv4 anti
Keng3 sense
Kcng3 anti
Scn8a sense
Scn8a anti
Kenn2 sense
Kenn2 anti

CInc3 sense

Oligo (5'-3’)

5'GAGTGCCGATCCTCAGAGA3'
5TGTAGCGGGTTAGGTTGCAGS
5CCTGCTGGTGGTTAGCGTG3'
5TCTGCCTCCGTCTGTTTAGAAS'
5TGTCTCCGCACGGTCTGTAASZ
5’AGATACCCAAAGCGACCATCTTS'
5’CGTGACACTGGGCATGTTC3
5TCCGTCCAGAGAGTATTCCATCS'
5GGGCGTGGCCTGTTTAGTC3'
5TGAGGGTCTCGGAGTGCTC3'
5CTGGGGCATGGTGGAGAACSI'

5TGAGTGTGGGAATTGTTGAGCS'

5’ACAGACGTGTCCTACAGTGACS
5’GCTCTGGGCATAACCACACTT3'
5TGCTGAGGTGAACAAAGGAAAGS'
5TCAAACCGATTTGGGTCCTGT3'
5CCTTGTTCGACTACGGCACTTS3'
5’GGATGGGCCGATTGAAGACTTS3'
5'CAAGTACAGGCGCATCCAAACSI'
5’GGCCAGAATCAAGCATCCCA3'
5’ACCCGTACTATTTGACGCAGASZ
5TGGACCATTCGGGAGGGTTA3
5’ACCACGCCAGGGAAATACAG3'
5’GGGCTGTCCATGTGAACGTAS'

5’ACTCATACAACCCTGGCTGCS3

Reaktions-
bedingungen

56°C Annealing,
Produkt: 248 bp

60°C Annealing,
Produkt: 285 bp

60°C Annealing,
Produkt: 205 bp

56°C Annealing,
Produkt: 229 bp

62°C Annealing,
Produkt: 172 bp

53°C Annealing,
Produkt: 114 bp

55°C Annealing,
Produkt: 132 bp

62°C Annealing,
Produkt: 147 bp

64 °C Annealing,
Produkt: 144 bp

51°C Annealing,
Produkt: 115 bp

60°C Annealing,
Produkt: 222 bp

56°C Annealing,
Produkt: 156 bp

56°C Annealing,



Cinc7

Referenzgen

18 S

(human,
Maus)

9. Anhang

Produkt: 264 bp

Clnc3 anti 5’'CTGTGCAAAACACACCCGAG3'

CInc7 sense 5CTTCGTACTCGTGGGGTCTG3! 60°C Annealing,
P kt: 324

CInc7 anti 5GCTCCAGCTGAGACAAAATCCS! rodukt: 324 bp

Primer Oligo (5°-3°) Rea_ktions-
bedingungen

18S sense 5°'CTCAACACGGGAAACCTCACS3® o :
56°C Annealing,
Produkt: 268 bp

18S anti 5°'CGGACATCTAAGGGCATCAC3®

A1.3) Oligohybridisierung

DNA-Sonde

MRE1.3mut1

MRE1.3mut2

SP1cons

Primer

MRE1.3mut1- sense

MRE1.3mut1- anti

MRE1.3mut2 - sense

MRE1.3mut2 - anti

SP1cons - sense

SP1cons - anti

Oligo (5'- 3’)

5'Bio- GCAGCAGCCCCTTCAACCGCACGGTGTGAGC
GCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG

5'Bio- CTCGGGACTCCGGCCGCCTCGGCCGCGGCG
GGCGCTCACACCGTGCGGTTGAAGGAGGCTGCTGC

5'Bio- GCAGCAGCCTCCTCTCCTCGCACGGTGTGAG
CGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCGGAGTCCCGAG

5Bio-CTCGGGACTCCGGCCGCCTCGGCCGCGGCG
GGCGCTCACACCGTGCGAGGAGAGGAGGCTGCTGC

5’Bio- ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC

5’Bio- GCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT
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A1.4) Biotin-PCR

DNA-

Sonde

CRE

MRE1.3

MRE1.3
SNP1

MRE1.3

SNP2

MRE1.3a

MRE1.3¢c

AP-1

NFkB

Primer

CRE sense

CRE anti 65bp

CRE anti 25bp

MRE1.3 sense

MRE1.3 anti

MRE1.3-G

sense
MRE1.3-A anti

MRE1.3-G

sense

MRE1.3-G-
anti

MRE1.3a

sense
MRE1.3a anti

MRE1.3¢c

sense

MRE1.3c anti

AP-1sense

AP-1 anti

NFkB sense

NFkB anti

Oligo (5'-3")

5'Bio-GCACCAGACAGTGACGTCAG
CTGCCAGAT

5Bio-GGTGTCTGAAAGACGTCACAG

5’Bio-ATCTGGCAGCTGACGTCACTG
TCTGGTGC

5Bio-GGTACCGCAGCAGCCTCCTCC

5’ Bio-CTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGGCGGGCGCTCACACCGTG
CGGGG

5Bio-GCAGCAGCCTCCGCCCCCCGC
ACGG

5’Bio-CTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGT

5Bio-GCAGCAGCCTCCGCCCCCCGC
ACGG

5Bio-CTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGG

5Bio-GCAGCAGCCTCCTCCCCC CGC
ACGG

5’Bio-CCGTGCGGGGGGAGGAGG CT
GCTGC

5Bio-TGTGAGCGCCCGCCGCGGCCG
AGGCGGCCGGAGTCCCGAG

5Bio-CTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGGCGGGCGCTCACA

5'Bio-TGAGTCAGTGAGTCACTGACT
CAC

5’Bio-GTGAGTCAGTGACTCACTGAC
TCA

5'Bio-GGGAATTTCCGGGAATTT CC
5Bio-GGAAATTCCCGGAAATTCCC

DNA-

Template

pSEAP-
CRE

pSEAP-
MRE1.1

pSEAP-
MRE1.1

pSEAP-
MRE1.1

pSEAP-
MRE1.3

pSEAP-
MRE1.3

pSEAP-
AP-1

pSEAP-
NFkB

Anlagerungs-

temperatur

58°C

55°C

56°C

55°C

55°C

57°C

57°C

55°C

55°C



A1.5) Klonierungen

Gen

MRE1.3d

MRE1.3e

MRE1.3f

Primer

MRE1.3-(35)
sense
MRE1.3-(35)
anti
MRE1.3-(35)
sense
MRE1.3-(45)
anti
MRE1.3-(35)
sense

MRE1.3-(55)

anti

Oligo (5'-3")

5TTGGATCCGCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGG
TGTGAGCGCC3

5'AAGAATTCGGCGCTCACACCGTGCGGGGGGAG
GAGGCTGCTGC3'

5TTGGATCCGCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGG
TGTGAGCGCC3

5’GAATTCGGCCGCGCGGGCGCTCACASZ

5TTGGATCCGCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGG
TGTGAGCGCC3

5‘GAATTCCCGGCCGCCTCGGCCGCG3!

A1.6) Oligonukleotide fiir Klonierungen

Gen

MRE1.3

mutA

MRE1.3

mut1

MRE1.3

mut2

Primer

MRE1.3mutA

sense

MRE1.3mutA

anti

MRE1.3mut1

sense

MRE1.3mut1

anti

MRE1.3mut2

sense

MRE1.3mut2

anti

Oligo (5'- 3’)

5TTGTTGGATCCGCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCA
CGGGAGTCCCGAGGAATTCAGACAASZ

5TTGTCTGAATTCCTCGGGACTCCCGTGCGGGGG
GAGGAGGCTGCTGCGGATCCAACAA 3

5TTGTCTGAATTCCTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGGCGGGCGCTCACACCGTGCGGTTGAAG
GAGGCTGCTGCGGATCCAACAASZ

5TTGTCTGAATTCCTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGGCGGGCGCTCACACCGTGCGGTTGAAG
GAGGCTGCTGCGGATCCAACAAZ'

5TTGTTGGATCGCAGCAGCCTCCTCTCCTCGCAC
GGTGTGAGCGCCCGCCGCGGCCGAGGCGGCCG
GAGTCCCGAGGAATTCAGACAAS'
5TTGTCTGAATTCCTCGGGACTCCGGCCGCCTCG
GCCGCGGCGGGCGCTCACACCGTGCGAGGAGAG
GAGGCTGCTGCGGATCCAACAAZ'

9. Anhang

Restriktions-

schnittstellen

BamH1

EcoRI

BamH1

EcoRI

BamH1

EcoRI

Restriktions-

schnittstellen

BamH1/EcoRI

BamH1/EcoRI

BamH1/EcoRI
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A2) Vektoren/Plasmide

A2.1) Sequenzen

Vektor

Sequenz unter

pCR2.1

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/vectors/pcr2_1_seq.txt

pSEAP2-Basic

http://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/4070/

pEGFP-C1 http://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/2487/

pCDNA™  3.1-

His A, http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1hisa_seq.txt
His B http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1hisb_seq.txt
His C

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/vectors/pcdna3_1hisc_seq.txt

A2.2) Vektorkarten

siehe folgende Seiten




lacZo. ATG
M13 Reverse Primer

CAG GAA ACA GCT ATG AC|
GTC CTT TGT CGA TAC TG

GTA ACG GCC
CAT TGC CGG

EcoRV

|
AGA TAT CCA
TCT ATA GGT

T7 Promoter

Hinld 1

BstX| EcoR |

9. Anhang

Kp[n | Saﬁ | B]amHI S;I)e I

CATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
G TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

EcoR |

| |
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product YA GCC GAA TTC TGC
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG

BstX | Not |

Ava |
PaeR7 |

Xho | Nsi'| Xba | Apal

| | —
TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

AGT GAG TCG
TCA CTC AGC

TAT TA

ATA AT

CAAT TCA
GTTA AGT

M13 Forward (-20) Primer

CTG GCC GTC GTT TTA C|

GAC CGG CAG CAA AAT G

4

AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1

3929 nucleotides

LacZo. gene: bases 1-545
M13 Reverse priming site: bases 205-221
T7 promoter: bases 362-381
M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
f1 origin: bases 546-983
Kanamycin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989

pUC origin: bases 3134-3807

@
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pSEAP2-Basic Vector Information PT3075-5
GenBank Accession #: U89937 Cat. Nos. 631715 & 631735

MCS
Notl (1-72) BamHl

pSEAP2-Basic

4.7 kb
Asel
(3185) ' A Xbal
(1602)
BamHI
(1864)
TB = Transcription blocker Sall
(1870)
1. 10 2.0 30 4.0 5.0 60 7.0 SEAP
GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGTAAGCTTCGAATCGCGAATTCGCCCACCATGCTG
Asp718I Miul Nhel sfi  Xhol Bglil Hindlll BstBl Nrul EcoRI

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pSEAP2-Basic. Unique restriction sites are in bold.

Description:

pSEAP2-Basicallows forexpression of the reporter gene secreted alkaline phosphatase (SEAP).
This vector lacks eukaryotic promoter and enhancer sequences and has an MCS that allows
putative promoter DNA fragments to be inserted upstream of the SEAP gene. Enhancers
can be cloned into either the MCS or unique downstream sites. The SEAP coding sequence
is followed by the SV40 late polyadenylation signal to ensure proper, efficient processing of
the SEAP transcript in eukaryotic cells. A synthetic transcription blocker (TB), composed of
adjacent polyadenylation and transcription pause sites, located upstream of the MCS reduces
backgroundtranscription (1).The vector backbone also contains anf1 origin for single-stranded
DNA production, a pUC origin of replication, and an ampicillin resistance gene for propagation
and selection in E. coli.The SEAP2 Vectors incorporate a number of features that improve the
sensitivity of SEAP by increaing the efficiency of SEAP expression or that enhance the utility
of the vectors.These include: an improved Kozak consensus translation initiation site (2); the
removal of the SV40 small-t intron, which can cause cryptic splicing and reduced expression
in some genes and/or cell types (3, 4); switching from the early to late polyadenylation signal
of SV40, which typically causes a five-fold increase in mRNA levels (5); an expanded multiple
cloning site (MCS); compact plasmid size; and removal of extraneous sequences from the 3'
untranslated region of the SEAP mRNA.



9. Anhang

pSEAP2-Basic Vector Information

Use:

The integrated set of Great EscAPe” SEAP2 Vectors has been designed to provide maximal flexibility in
studying regulatory sequences from the gene of interest. pPSEAP2-Basic allows for expression of SEAP under
control of putative promoters and/or enhancers of interest. The secreted SEAP enzyme is assayed directly
from the culture medium and permits time-course studies not possible with assays dependent on cell lysates.
Furthermore, the cells can be used for further investigations such as RNA or protein studies. The SEAP2 Vec-
tors can be transfected into mammalian cells by any standard method.

Location of features:
e Multiple Cloning Site: 1-72
e Secreted alkaline phosphate (SEAP) gene:
Kozak consensus translation initiation signal: 75-82
SEAP coding sequences:
Start codon (ATG): 80-82
Stop codon: 1637-1639
Signal peptide: 80-130
Mature protein: 131-1636
C-terminal extension to SEAP: 1598-1636
e SV40 Late mRNA polyadenylation signal: 1750-1755
mRNA 3' end: 1769
e pUC plasmid replication origin: 2148-2791
e Ampicillin resistance gene:
Promoter: -35 region: 3869-3864; —10 region: 3846-3841
Transcription start point: 3834
Ribosome binding site: 3811-3807
B-lactamase coding sequences:
start codon (ATG): 3799-3797; stop codon: 2941-2939
B-lactamase signal peptide: 3799-3731
-lactamase mature protein: 3730-2942
¢ f1 single-strand DNA origin (packages the coding strand of SEAP): 3931-4386
e Transcription blocker (TB): 4517-4670
Synthetic polyadenylation site (6): 4517-4565
Transcription pause site from human a2 globin gene (7): 4579-4670

Recommended sequencing primers:
5" of MCS: 4619-4638 (5'-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3')

3" of MCS: 185-165 (5'-CCTCGGCTGCCTCGCGGTTCC-3')

Propagation in E. coli
e Suitable host strains: DH5a and other general purpose strains. Single-stranded DNA production requires
a host containing an F' episome such as JM109.

e Selectable marker: plasmid confers resistance to ampicillin (100 pg/ml) to E. coli hosts.
e E. colireplication origin: pUC

e Copy number: ~500

e Plasmid incompatibility group: pMB1/Col E1

References:

Eggermont, J. & Proudfoot, N. (1993) EMBO J. 12:2539-2548.
Kozak, M. (1987) Nucleic Acids Res. 15:8125-8148.

Huang, M.T. E & Gorman, C. M. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:1805-1810.
Evans, M. J. & Scarpulla, R. C. (1989) Gene 84:135-142.

Carswell, S. & Alwine, J. C. (1989) Mol. Cell. Biol. 9:4248-4258.
Levitt, N. et al. (1989) Genes Dev. 3:1019-1025.

Enriquez-Harris, P. et al. (1991) EMBO J. 10:1833-1842.

NooswN S

Note: The attached sequence file has been compiled from information in the sequence databases, published
literature, and other sources, together with partial sequences obtained by Clontech.This vector has not been
completely sequenced.

Clontech Laboratories, Inc. www.clontech.com Protocol No. PT3075-5
2 Version No. PR6X2122



146

PEGFP-C1 Vector Information PT3028-5
GenBank Accession #: U55763 Catalog #6084-1
Asel
A!Jall o %IZ?B |

\3360] 53l Nhel (592)
. Eco47 1ll (597)
pucC CMV IE Age |l (601)
ori
Ecoggoj‘ll "F'ngK
54
pEGFP C1 BsiG | (1323)
4.7 kb SV40
Kan'/ poly MCS
(1330-1417)
Miu | (1642)
Dralll (1872)
Stul
(2577)

Ecrp 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 STOPs
—

TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC A

BspE| Bglll  Xhol SacIHi"d Il EcoRl Pstl  Sall Kpnl Apal—\T Ban'""' Xbal* Bell*
‘ma
Ech36 1l Accl Asp718|sac"Bsp120I P

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pEGFP-C1. All restriction sites shown are unique. The Xba | and
Bcl | sites (*) are methylated in the DNA provided by BD Biosciences Clontech. If you wish to digest the vector with these
enzymes, you will need to transform the vector into a dam host and make fresh DNA.

Description

pEGFP-C1 encodes a red-shifted variant of wild-type GFP (1-3) which has been optimized for
brighter fluorescence and higher expression in mammalian cells. (Excitation maximum = 488 nm;
emission maximum = 507 nm.) pEGFP-C1 encodes the GFPmut1 variant (4) which contains the
double-amino-acid substitution of Phe-64 to Leu and Ser-65 to Thr. The coding sequence of the
EGFP gene contains more than 190 silent base changes which correspond to human codon-usage
preferences (5). Sequences flanking EGFP have been converted to a Kozak consensus translation
initiation site (6) to further increase the translation efficiency in eukaryotic cells. The MCS in pEGFP-
C1 is between the EGFP coding sequences and the SV40 poly A. Genes cloned into the MCS will
be expressed as fusions to the C-terminus of EGFP if they are in the same reading frame as EGFP
and there are no intervening stop codons. SV40 polyadenylation signals downstream of the EGFP
gene direct proper processing of the 3' end of the EGFP mRNA. The vector backbone also contains
an SV40 origin for replication in mammalian cells expressing the SV40 T-antigen. A neomycin
resistance cassette (Neo’), consisting of the SV40 early promoter, the neomycin/kanamycin
resistance gene of Tn5, and polyadenylation signals from the Herpes simplex virus thymidine kinase
(HSV TK) gene, allows stably transfected eukaryotic cells to be selected using G418. A bacterial
promoter upstream of this cassette expresses kanamycin resistance in E. coli. The pEGFP-C1
backbone also provides a pUC origin of replication for propagationin E. coliand an f1 origin for single-
stranded DNA production.



9. Anhang

©
ATG | 6xHis  '~"  EKSite IS
<

*There is a stop
codon following the
Xba | site in version

Comments for pcDNA3.1/His© A
5514 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882

ATG initiation codon: bases 920-922

Polyhistidine region: bases 932-949

Xpress™ epitope: bases 989-1012

Enterokinase recognition site: bases 998-1012
Multiple cloning site: bases 1012-1085

BGH reverse priming site: bases 1105-1122

BGH polyadenylation signal: bases 1104-1318

f1 origin: bases 1381-1794

SV40 early promoter and origin: bases 1859-2183
Neomycin resistance gene: bases 2219-3013

SV40 polyadenylation signal: bases 3029-3268

pUC origin: bases 3700-4373 (Complementary strand)
Ampicillin resistance gene: bases 4518-5379 (Complementary strand)

@
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839

899

950

998

1046

1099

1159

pcDNA3.1/His® A MCS

T7 promoter/priming site
T 1
CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA

Hin?i 111 Polyhistidine (6xHis) region

T 1
GCGTTTAAAC TTAAGCTTAC C ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT
Met Gly Gly Ser His His His His His His

—
GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC
Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr

Xpress™ Epitope Asp7181 Kpn1 BamH 1 BstX 1* EcoR 1
1

| |
GAC GAT GAC GAT AAG GTA CdI AGG ATC CAG TGT GGT GGA ATT CTG CAG
lAsp Asp Asp Asp Lys ,Val Pro Arg Ile Gln Cys Gly Gly Ile Leu Gln
EK cleavage site

Enterokinase recognition sequence

EcoR \% BstX I* Not I Xho I Xbal Apal

| |
ATA TCC AGC ACA GTG GCG GCC GCT CGA GTC TAG AGGGCCCGTT TAAACCCGCT
Ile Ser Ser Thr Val Ala Ala Ala Arg Val **x*

BGH reverse priming site
[ 1
GATCAGCCTC GACTGTGCCT TCTAGTTGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC TCCCCCGTGC
BGH poly (A) site
CTTCCTTGAC CCTGGAAGGT GCCACTCCCA CTGTCCTTTC CTAATAAAAT GAGGAAATTG

*Note that there are two Bs¢X 1 sites in the polylinker.

839

899

950

998

1046

1094

1142

1189

pcDNA3.1/His° B MCS
T7 promoter priming site

[ 1
CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA

Hind 111 Polyhistidine (6xHis) region

| [ 1
GCGTTTAAAC TTAAGCTTAC C ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT
Met Gly Gly Ser His His His His His His

— -
GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC
Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr

Xpress™ Epitope Asp718 1 Kpnl Bsu361 BamH 1 BstX 1* EcoR1
1 — ~ — ) — | |
GAC GAT GAC GAT AAG GTA CCT _AAG GAT CCA GTG TGG TGG AAT TCT GCA

lAsp Asp Asp Asp Lys ,Val Pro Lys Asp Pro Val Trp Trp Asn Ser Ala

Enterokinase recognition sequence = LK cleavage site

EcoR V BstX I Notl Xho | Xba | Apal

| |
GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC CGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG TTT AAA
Asp Ile Gln His Ser Gly Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Phe Lys

BGH reverse priming site

I 1
CCC GCT GAT CAG CCT CGA CTG TGC CTT CTA GTT GCC AGC CAT CTG TTG
Pro Ala Asp Gln Pro Arg Leu Cys Leu Leu Val Ala Ser His Leu Leu

TTT GCC CCT CCC CCG TGC CTT CCT TGA CCCTGGAAGG TGCCACTCCC
Phe Ala Pro Pro Pro Cys Leu Pro ***

BGH poly (A) site
1
ACTGTCCTTT CCTAATAAAA TGAGGAAATT

*Note that there are two BstX I sites in the polylinker.
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pcDNA3.1/His® C MCS

T7 promoter priming site

[ 1
839 CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA

Hind 111 Polyhistidine (6xHis) region

| [
899 GCGTTTAAAC TTAAGCTTAC C ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT
Met Gly Gly Ser His His His His His His

—
950 GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC
Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr

Xpress™ Epitope Asp7181 Kpnl BamH 1 BstX1*  EcoR 1
p pitop  AspT181 Kpn1 B |

|
998 GAC GAT GAC GAT AAG GTA CCA GGA TCC AGT GTG GTG GAA TTC TGC AGA
IAsp Asp Asp Asp Lys ,Val Pro Gly Ser Ser Val Val Glu Phe Cys Arg

] :
Enterokinase recognition sequence EK cleavage site

EcoR V BsItX I* Not 1 Xhlo I Xba 1 Apal

| | | |
1046 TAT CCA GCA CAG TGG CGG CCG CTC GAG TCT AGA GGG CCC GTT TAA
Tyr Pro Ala Gln Trp Arg Pro Leu glu Ser Arg Gly Pro Val **x*

BGH reverse priming site
[ 1
1091 ACCCGCTGAT CAGCCTCGAC TGTGCCTTCT AGTTGCCAGC CATCTGTTGT TTGCCCCTCC
BGH poly (A) site
1
1151 CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC ACTCCCACTG TCCTTTCCTA ATAAAATGAG

1211 GAAATTGCAT

*Note that there are two BszX I sites in the polylinker.
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A3) RT? Profiler PCR Arrays
A3.1) Array-Layout (96well)
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TrEeEE3IEaRRe20®
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S ON IO MO TOIE TENE T HOLON )
2EEAROEIINIGER®

*@POO0POPOEFOIOO0®
N e O HOVE NCNEHENE JE VIO T J
SCIOIOIIOR O IOEIOR IO 1
CEEEEENEREEREIREO®
i ZOISIOIOL TOIC TN TOLIOL 1 J
CEEEHEHARGEREEAEERTO®
R IOICIOEIOL TOK TOITOL IO 1 J
OO HOR ORIOTOIOIIOL 1 J
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Positive
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Genomic

Housekeeping

DNA
control

genes

controls



A3.2) Liste der analysierten lonenkanale sowie Referenzgene

9. Anhang

Position Unigene GeneBank Symbol Description ﬁene
ame
Amiloride-sensitive cation ACIC2
A01 Mm.234998 | NM_007384 | Asic2 channel 1, neuronal '
- . Accn1,
(degenerin)
Amiloride-sensitive cation ASIC,
A02 Mm.440107 [ NM_009597 | Asic1 ASIC1a,
- channel 2, neuronal
Accn2,
: Amiloride-sensitive cation
A03 Mm.299636 | NM_183000 | Asic3 channel 3 Accn3,
Bmd,
A04 Mm.31577 | NM_011913 | Best1 Bestrophin 1 Vmd2,
mBest1
Calcium channel, voltage- Cacala
A05 Mm.334658 | NM_007578 | Cacnala | dependent, P/Q type, alpha ’
. Cav2.1,
1A subunit
Calcium channel, voltage- Cav2.2
A06 Mm.4424 NM_007579 | Cacnalb | dependent, N type, alpha 1B s
. Cchn1a,
subunit
Calcium channel, voltage-
A07 Mm.436656 | NM_009781 | Cacnalc | dependent, L type, alpha 1C | Cav1.2
subunit
Calcium channel, voltage-
A08 Mm.9772 NM_028981 Cacnald | dependent, L type, alpha 1D | Cacnl1a2
subunit
Calcium channel, voltage- | Cav3.1d,
A09 Mm.29585 | NM_009783 | Cacnalg | dependent, T type, alpha 1G | a1G, alpha-
subunit 1G
NM_0010443 . Calcium channel, voltage-
A10 Mm.291058 08 Cacnafi dependent, alpha 11 subunit Ca(V)3.3
Calcium channel, voltage- @A,
A11 Mm.41252 | NM_031173 | Cacnb1 ’ ; Cchbt,
- dependent, beta 1 subunit
Cchlb1
Calcium channel, voltage- CAB2,
A12 Mm.313930 [ NM_023116 | Cacnb2 ’ ag Cavbeta2,
dependent, beta 2 subunit
Cchb2
Calcium channel, voltage- | Ca(v)beta3,
=0 L e CElieg dependent, beta 3 subunit Cchb3
stargazer,
B02 Mm.400802 | NM_007583 | Cacng2 Calcium channel, voltage— stargazin,
dependent, gamma subunit 2 | stg, wag,
waggler
Calcium channel, voltage- | Al413107,
I e G dependent, gamma subunit 4 | AW491861
B04 Mm.177761 | NM 009900 | Clcn2 Chloride channel 2 CIC-2, Clc2,
B05 Mm.25263 | NM 007711 | Clcn3 Chloride channel 3 Clc3
B06 Mm.270587 [ NM 011930 | Clen7 Chloride channel 7 CIC-7,
Hyperpolarization-activated, Bcng1,
e e e cyclic nucleotide-gated K+ 1 HAC2
Hyperpolarization-activated, BCNG2,
B08 Mm.12956 | NM_008226 | Hen2 cyclic nucleotide-gated K+ 2 | HAC1
: Kca1-1,
Potassium voltage-gated Kv1.1
B09 Mm.40424 | NM_010595 | Kcna1 channel, shaker-related o
: MBK1, Mk-
subfamily, member 1 1
Potassium voltage-gated Kcal-2
B10 Mm.39285 | NM_008417 | Kcna2 channel, shaker-related | .=+ 5 "\ o

subfamily, member 2
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B11

Mm.222831

NM_145983

Kcnab

Potassium voltage-gated
channel, shaker-related
subfamily, member 5

Kv1.5

B12

Mm.62535

NM_013568

Kcna6

Potassium voltage-gated
channel, shaker-related,
subfamily, member 6

Kv1.6,
MK1.6

co1

Mm.316402

NM_010597

Kcnab1

Potassium voltage-gated
channel, shaker-related
subfamily, beta member 1

Kvbeta1.1,
mKv(beta)1

Cc02

Mm.388924

NM_010598

Kcnab2

Potassium voltage-gated
channel, shaker-related
subfamily, beta member 2

F5, 12rf5,
Kcnb3, kv-
beta-2

co3

Mm.232472

NM_010599

Kcnab3

Potassium voltage-gated
channel, shaker-related
subfamily, beta member 3

Kcnab4,
mKv(beta)4

Co04

Mm.490804

NM_008420

Kcnb1

Potassium voltage gated
channel, Shab-related
subfamily, member 1

Ker1-1,
Kv2.1,
Shab

Co05

Mm.156081

NM_0010985
28

Kcnb2

Potassium voltage gated
channel, Shab-related
subfamily, member 2

BB130875,
Kv2.2

C06

Mm.249386

NM_008421

Kcne1

Potassium voltage gated
channel, Shaw-related
subfamily, member 1

KShllIB,
KV4, Kcr2-
1, Kv3.1,
NGK2,

co7

Mm.336242

NM_0010255
81

Kecnc2

Potassium voltage gated
channel, Shaw-related
subfamily, member 2

KShlIlIA,
Kv3.2

Cco08

Mm.425316

NM_019697

Kcnd2

Potassium voltage-gated
channel, Shal-related family,
member 2

Kv4.2,
R75121,

Cco09

Mm.44530

NM_019931

Kecnd3

Potassium voltage-gated
channel, Shal-related family,
member 3

AW045978,
Kncd3,
Kv4.3

C10

Mm.4489

NM_010600

Kcnh1

Potassium voltage-gated
channel, subfamily H (eag-
related), member 1

Kv10.1, M-
eag

C11

Mm.6539

NM_013569

Kcnh2

Potassium voltage-gated
channel, subfamily H (eag-
related), member 2

ERGH1,
LQT, Lqt2,
M-erg,
Merg1,
merg1a,
merg1b

C12

Mm.374793

NM_010601

Kcnh3

Potassium voltage-gated
channel, subfamily H (eag-
related), member 3

Elk2,
Kv12.2,
Melk2

D01

Mm.343850

NM_0010377
12

Kcnh6

Potassium voltage-gated
channel, subfamily H (eag-
related), member 6

m-erg2

D02

Mm.242532

NM_133207

Kenh7

Potassium voltage-gated
channel, subfamily H (eag-
related), member 7

Kv11.3,
erg3

D03

Mm.390168

NM_019659

Kcenj1

Potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J,
member 1

Kir1.1,
ROMK,
Romk2

D04

Mm.428799

NM_010602

Kcnj11

Potassium inwardly rectifying
channel, subfamily J
member 11

Kir6.2,
mBIR

D05

Mm.4970

NM_010603

Kenj12

Potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J,
member 12

IRK-2,
IRK2,
Kir2.2, MB-
IRK2
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NM_0011102

Potassium inwardly-rectifying

D06 Mm.443539 Kcnj13 channel, subfamily J, | -
27
member 13
Potassium inwardly-rectifying
D07 Mm.68170 | NM_145963 | Kcnj14 channel, subfamily J, | IRK4, Kir2.4
member 14
Potassium inwardly-rectifying IRKK
D08 Mm.491313 | NM_019664 | Kcnj15 channel, subfamily NI I
Kir4.2
member 15
Potassium inwardly-rectifying
D09 Mm.30176 | NM_010604 | Kcnj16 channel, subfamily J, | Kir5.1
member 16
Potassium inwardly-rectifying | IRK1,
D10 Mm.4951 NM_008425 Kcnj2 channel, subfamily J, | Kenft,
member 2 Kir2.1
Potassium inwardly-rectifying | GIRK1,
D11 Mm.5127 NM_008426 | Kcnj3 channel, subfamily J, | Kenf3,
member 3 Kir3.1
Potassium inwardly-rectifying | IRK3,
D12 Mm.140760 | NM_008427 Kcnj4 channel, subfamily J, | Kenf2, MB-
member 4 IRK3
Potassium inwardly-rectifying GIRK4
EO01 Mm.69472 | NM_010605 | Kcnj5 channel, subfamily J : ’
Kir3.4
member 5
BIR1,
Potassium inwardly-rectifying EL\RTE’ZZ
EO02 Mm.328720 | NM_010606 Kcnj6 channel, subfamily J, KCNJ7’
member 6 . ’
Kir3.2,
weaver,
Potassium inwardly-rectifying | Girk3,
E03 Mm.261168 [ NM_008429 | Kcnj9 channel, subfamily J, | Kir3.3,
member 9 mbGIRK3
E04 Mm.10800 | NM_008430 |Kenk1 | Fotassium channel, | ryy -1
subfamily K, member 1
Potassium large | BKCa,
E05 Mm.486347 | NM_010610 | Kenma1 | Sonductance e L
- activated channel, subfamily | Slo1, mSilo,
M, alpha member 1 mSlo1
Potassium large | 1700058G1
conductance calcium- | 8Rik,
E06 Mm.440652 | NM_021452 | Kenmb4 | iivated channel, subfamily | 2900045G1
M, beta member 4 2Rik
Potassium intermediate/small
conductance calcium- | KCa2.1,
e Ll AV N2l activated channel, subfamily | SK1
N, member 1
conauctance | caloium | KCa22
E08 Mm.458654 | NM_080465 | Kcnn2 : .| SK2,
- activated channel, subfamily .
SKCAZ2, fri
N, member 2
conductance | caigium- | KCa23
E09 Mm.120250 [ NM_080466 | Kcnn3 . .| SKS3,
- activated channel, subfamily
SKCA3
N, member 3
Potassium voltage-gated KVLQT1
E10 Mm.453036 | NM_008434 | Kcng1 channel, subfamily Q, Kcna ’

member 1
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Potassium voltage-gated | HNSPC,
E11 Mm.440175 | NM_010611 Kecng2 channel, subfamily Q, | KQT2,
member 2 Nmf134
Potassium voltage-gated
E12 Mm.255585 | NM_152923 | Kcnqg3 channel, subfamily Q, |-
member 3
FO1 Mm.6217 | NM_008435 | Kcns1 e el et sl |
subfamily S, 1
F02 Mm.436657 | NM 177652 | Ryr3 Ryanodine receptor 3 RYR-3
Sodium channel, voltage- | Nav1.8,
FO03 Mm.455125 [ NM_009134 | Scn10a gated, type X, alpha PN3, SNS
NSS2,
Sodium channel, voltage- | NaN, NaT,
Fo04 Mm.469833 | NM_011887 | Scn11a gated, type XI, alpha NaV1.9,
SNS2
FO5 Mm.455166 | NM_018733 | scn1a | Sodium channel,  voltage- | 4 4
gated, type |, alpha
F06 Mm.1418 | NM_011322 [ Scnib sodium channel, - voltage- | _
- gated, type |, beta
NM_0010992 Sodium channel, voltage- | Nav1.2,
A Al S 98 S gated, type I, alpha 1 Scn2a
FO8 Mm.491371 NM_0010147 Scn2b Sodium channel, voltage- Gm183
61 gated, type Il, beta
F09 Mm.330256 | NM_018732 | scn3a | Sodium channel, voltage- | Gm1000,
gated, type lll, alpha Nav1.3
NM_0010774 Sodium channel, voltage- | NaCh6,
F10 Mm.385012 | o9 Senda | ated, type VIII, alpha Nav1.6.
Sodium channel, voltage- | Nav1.7,
F11 Mm.440889 [ NM_018852 | Scn9a gated, type IX, alpha PN1,
F12 Mm.252987 | NM_020333 | Sic12a5 | Solute carrier family 12, | (o0o
- member 5
Transient receptor potential Anktm 1
GO01 Mm.186329 | NM_177781 Trpai cation channel, subfamily A, ’
TRPA1b
member 1
Transient receptor potential Mirp1
G02 Mm.149633 | NM_011643 | Trpc1 cation channel, subfamily C, T !
rp1, Trrp1
member 1
Transient receptor potential | Mwk,
G03 Mm.74363 | NM_019510 | Trpc3 cation channel, subfamily C, | Trcp3,
member 3 Trp3, Trrp3
Transient receptor potential | TRP-6,
G04 Mm.325086 | NM_013838 | Trpc6 cation channel, subfamily C, | Trrp6,
member 6 mtrp6
Transient receptor potential | Ltrpc1,
G05 Mm.38875 | ga="0" 2" | Trpm1 cation channel, subfamily M, | Misn1,
member 1 melastatin
Transient receptor potential TRPC7
G06 Mm.276762 | NM_138301 Trpm2 cation channel, subfamily M, ’
Trp7, Trrp7
member 2
Transient receptor potential | CHAK2,
GO07 Mm.215171 | NM_153417 | Trpm6 cation channel, subfamily M, | TRPM®6,
member 6 CHAK2
CMRH1,
Transient receptor potential | LTRPCSG,
G08 Mm.218753 | NM_134252 | Trpm8 cation channel, subfamily M, | LTrpC-6,
member 8 TRPPS,
Trp-p8
NM 0010014 Transient receptor potential '(I?Ilg\F/,1C1lh
G09 Mm.447485 |, Trpv1 cation channel, subfamily V., | - ap

member 1

TRPV1beta
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Transient receptor potential

G10 Mm.288064 | NM_011706 Trpv2 cation channel, subfamily V, GRC,
member 2 OTRPC2,
VRL-1, Vri1
Transient receptor potential
G11 Mm.75196 | NM_145099 | Trpv3 cation channel, subfamily V, | Nh, VRL3
member 3
. .| oTRPC4,
Transient receptor potential Tro12. VR-
G12 Mm.266450 | NM_022017 | Trpv4 cation channel, subfamily V, pls
member 4 OAC, VRL-
2, VROAC
HO1 Mm.391967 | NM_007393 | Actb Actin, beta fobe et
Ly-m11,
HO02 Mm.163 NM_009735 B2m Beta-2 microglobulin beta2-m,
beta2m
HO3 Mm.304088 | NM_008084 | Gapan | GlYceraldehyde-3-phosphate |
dehydrogenase
Gur, Gus,
Ho4 Mm.3317 | NM_010368 | Gusb Glucuronidase, beta Sus Sus
Gus-u, Gut,
90kDa,
: Hsp84,
HO5 Mm.2180 | NM_008302 | Hsp90ab1 | Heat shock protein 90 alpha |\ 0 a,’y
(cytosolic), class B member 1
Hsp90,
Hspcb
HO6 N/A SA 00106 | mgDc | Mouse ~ Genomic  DNA Y, qyqp
- Contamination
Reverse Transcription
HO7 N/A SA_00104 RTC Control RTC
HOS N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription | prc
- Control
H09 N/A SA_00104 | RTC NEVELE UTEUSEEBEN || e
Control
H10 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control PPC
H11 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H12 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control PPC




B) Ergebnisse
B1) Kohortenstudien

B1.1. Allelfrequenzen (Haufigkeit) der SNPs rs712830 und rs712829 weltweit
(Choi et al., 2007; Liu, Innocenti, Wu, & Desai, 2005)

Frequenz
Nukleotid- SNP-ID v
austausch Global Kaukasier | Asien
amerikaner
-216 G>T rs712829 | 0,222 0,318 0,071 0,292
-191 C2>A rs712830 | 0,078 0,136 0,00 0,00
B1.2 Ausgewadhlte Parameter aus CARLA- und SHIP
Analysierter Parameter Code CARLA Code SHIP
Geschlecht sex sex
Alter age AGE_SHIPO
Body Mass Index BMI SOM_BMI
Waist-Hip-Ratio (Hufte:Taille) WHR -
Systolischer Blutdruck (mmHg) Ir_sys SYSBP_SO0
Glomerulare Filtrationsrate (ml/min/1,73m3®) | GFR_MDRD GFR_MDRD_SO0
Creatinin (umol/l) CRE -
Nt-Pro-BNP (pg/ml) PBNP -
High sensitive C-Reactive Protein CRPHS -
HBA1C (%) HBA1C HB1AC
Linksventrikulare (LV) Masse E_LVmass -
LV Fractional Shortening (%) E_pctFS FS_SO0
Corrected Ejaction Fraction (Teichholz) E_EFTz korr EF-Tz
LV Massen-Index E _LVmass_index LVMI_SO0

Diabetes

diabetes?2

DIABETES_SO
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Hypertension/ Bluthochdruck htn-kora htn-kora
Chroinc heart disease chd2 chd2

Chronic vascular disease cvd?2 cvd?2

Stroke (Schlaganfall) stroke2 STROKE_SO0
Myocardial infaction (Myokardinfarkt) mi_final MI

Systolic heart failure chf_syst -

Diastolic heart failure chf_diast -

Atrial fibrillation (Vorhofflimmern) Afib_final afib

Chronic heart failure (Herzversagen) chf_total -
Antihypertensive drugs (Blutdrucksenk. M.) | med_hyp ANTIHYP_SO
Antiarrythmic drugs (Antiarrythmetika) med_arrhyt -

SNP-Frequenz rs712829

rs712829 code

rs712829 round

SNP-Frequenz rs712830

rs712830_code

rs712830_round

B1.3 Ergebnisse aus CARLA und SHIP

Zur Verfugung gestellt von Dr. Alexander Kluttig und Dr. Marcus Dorr

= Odds Ratio Estimate =
getestetem SNP

= rs712829 code/-round : -216 G>T

= rs712830 code/-round: -191 C> A

» Referenz: -216 G; -191 C

1 > keine Unterschiede zwischen Referenz und

EGFR-Promotor | -216 -191 CARLA SHIP Kaukasier
MRE1.3 T/- Cl- 33 % 42 % ~32%
MRE1.3-SNP1 G/- Al- 18 % 19 % ~14 %
MRE1.3-SNP2 G/G C/C 49 % 39 % ~54 %
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CARLA:

Odds Lower 95% | Upper 95%
SNP outcome N Ratio Confidence Limit | Confidence Limit

Estimate | for Odds Ratio |for Odds Ratio
rs712829 code GFR_kleiner_60 |777 0.890 0.519 1.526
rs712830_code GFR_kleiner_60 772 1.346 0.664 2.727
rs712829 code htn_kora 778 0.898 0.714 1.130
rs712830_code htn_kora 773 1.074 0.814 1.417
rs712829 code cvd2 778 0.715 0.358 1.426
rs712830_code cvd2 773 4.617 1.074 19.856
rs712829_code chd2 778 0.550 0.235 1.289
rs712830_code chd2 773 2.726 0.609 12.197
rs712829_code chf_total 754 1.057 0.596 1.876
rs712830_code chf_total 749 1.131 0.570 2.245
rs712829 code mi_final2 778 0.563 0.232 1.366
rs712830_code mi_final2 773 2.489 0.550 11.258
rs712829 code Afib_final 778 2.184 0.456 10.451
rs712830_code Afib_final 773 0.888 0.165 4.781
rs712829 code Stroke2 778 0.916 0.264 3.182
rs712830_code Stroke2 773 >999.99 | <0.001 >999.999
rs712829 code mc5 778 1.126 0.739 1.715
rs712830_code mc5 773 0.750 0.468 1.203
rs712829_code mc6 778 1.176 0.719 1.922
rs712830_code mc6 773 0.784 0.454 1.354
rs712829_code mc7 778 1.422 0.921 2.194
rs712830_code mc7 773 1.338 0.779 2.300
rs712829_code mc8 778 0.959 0.650 1.415
rs712830_code mc8 773 0.884 0.557 1.403
rs712829 code mc9 778 1.565 0.912 2.687
rs712830_code mc9 773 0.862 0.476 1.563
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SHIP:
Odds Lower 95% | Upper 95%
SNP outcome N Ratio Confidence Limit | Confidence Limit
Estimate |for Odds Ratio | for Odds Ratio

rs712829 round |GFR_kleiner_60 [4081 1.122 0.939 1.342
rs712830_round |GFR_kleiner_60 [4081 0.934 0.752 1.159
rs712829 round |htn_kora 4068 |1.066 0.958 1.186
rs712830_round |htn_kora 4068 |1.002 0.882 1.138
rs712829 round |cvd2 4057 |1.036 0.830 1.292
rs712830_round |cvd2 4057 ]0.858 0.661 1.114
rs712829 round |chd2 4065 [1.179 0.914 1.521
rs712830_round |chd2 4065 |0.729 0.549 0.970
rs712829 round |mi_final2 4065 [1.183 0.907 1.544
rs712830_round mi_final2 4065 |0.737 0.548 0.991
rs712829 round |afib 3528 [2.052 1.239 3.398
rs712830_round |afib 3528 |0.654 0.405 1.057
rs712829 round |stroke_sO 4056 |0.839 0.588 1.199
rs712830_round |stroke_s0 4056 [1.253 0.778 2.018
rs712829_round |mc5 3539 [1.163 1.007 1.343
rs712830_round |mc5 3539 |0.956 0.805 1.135
rs712829_round |mc6 3539 [0.939 0.777 1.135
rs712830_round |mc6 3539 |0.961 0.766 1.205
rs712829 round |mc7 3539 | 1.046 0.879 1.246
rs712830_round |mc7 3539 [1.173 0.946 1.455
rs712829_round |mc8 3539 |0.935 0.815 1.073
rs712830_round |mc8 3539 [0.917 0.780 1.078
rs712829 round mc9 3539 [0.793 0.622 1.012
rs712830_round |mc9 3539 [1.156 0.854 1.566
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B2) lonenkanale

B2.1. Konfidenzintervalle der mittleren CT-Werte der RT? Profiler PCR Arrays

Cacnb1
Cacna1i
Cacna1l
Cacna1l
Cacnailc
Cacnailb
Cacnala
Best1

A
o
=
—_
w
) NN TN N T Y Y Y N S N Y Y I T S Y Y Y N Y N [ [ N Y Y N U N U S A [ Y Y N N S S T N Y N N N B S -

20 25 30 35 40
MW CT-Werte

45
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C) Diskussion

C1) Aktionspotenziale und Leitfahigkeiten der lonenkanale in Kardiomyozyten

und Schrittmacherzellen des Sinusknotens

Abbildungen entnommen aus:

Schmidt, Lang: ,Physiologie des Menschen — mit Pathophysiologie®;
30. Auflage (2007); Springer Verlag; ISBN-10: 3540329080;
Kapitel 25; Seite 567 + 574 (Schmidt & Lang, 2007)

Membranpotential [mV] Membranpotential [mV]
Uy Aktionspotential 20
Initiale Spitze (1) 0+
Plateau ) ~20 Schinel
0 -40-
Repolarisation @) 0
p g0 Spontandepolarisation
L Aufstrich '
-50 @ relative Stromstarke
i ot
ki e : l \/\/-
100 .

I 1 1 i J
-100 0 100 200 300 400 0-
Zeit [ms) ‘ / \/ \\
relative Stromstérke i - / \/ \

0
iNa ‘ E 1 /\/\
0_ N
0 T T T | T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
ical ‘ Zeit [ms]

@ Abb. 25.8. Aktionspotenzial der Schrittmacherzellen des
Sinusknotens. Oberste Kurve: Das Aktionspotenzial weist anfangs
E 1—/\ 2 einen langsamen Anstieg auf. Es gibt keine Plateauphase. Nach Repo-
0 larisation auf einen tiefsten Wert von -60 mV depolarisiert die Zelle
wieder spontan. Die anderen Kurven zeigen die relativen Stromstarken
der beteiligten lonenkanéle: ic, L-Typ-Kalziumstrom; ic,; T-Typ-Kal-

iq | 01__/\ ziumstrom; i Schrittmacherstrom; ig verzégerter Gleichrichter. Die

Pfeile geben die elektrische Stromrichtung an: { Einwartsstrom,

T Auswirtsstrom. (Nach Piper in Schmidt u. Unsicker 2003)
ik | 1—/\_
0
| 4 ‘ /

0 Abb. 25.1. Aktionspotenzial der Arbeitsmyokardzelle. A Das
Aktionspotenzial lasst sich in finf Abschnitte einteilen. Phase 0 ist eine
schnelle Depolarisation (Aufstrich). Eine teilweise Repolarisation nach
dem Aufstrich bestimmt die folgende Phase 1 (initiale Spitze), die in
Phase 2 (Plateau) tibergeht. Die endgtiltige Repolarisation (Phase 3)
fuhrt zurlick zum Ruhemembranpotenzial (Phase 4). B Relative Strom-
starken der beteiligten lonenkanéle: iy, Natriumstrom; ic,, Kalzium-
strom (L-Typ); i,, transienter Kaliumauswaértsstrom; i, Chloridstrom;

i. verzogerter Gleichrichter; iy, Einwartsgleichrichter. Die Pfeile geben
die Stromrichtung an: { Einwartsstrom; T Auswartsstrom. (Nach Piper
in Schmidt u. Unsicker 2003)
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