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Abstract

The hormone angiotensin II (Ang II) is the main effector peptide of the renin-angiotensin-

system (RAS). In addition to its physiological role, Ang II is also involved in the patho-

genesis of cardiovascular diseases. Ang II elicits its effects mainly via two receptors that are

located in the cell membrane, the angiotensin-AT1-receptor (AT1R) and the angiotensin-

AT2-receptor (AT2R). Stimulation of these receptors leads to opposite cellular effects. In

literature the role of the AT2R within cardiovascular diseases is controversially discussed.

Recently, our group identified a new AT2R-binding-protein (ATBP/ATIP) that interacts

in the cytoplasm with the C-terminus of the AT2R. In this dissertation, the transcriptional

regulations of the AT2R- and of the ATIP1-/ATBP50-gene were characterised. Using the

RLM-5’-RACE, one transcriptional start point was identified for the human AT2R-gene

that is located 29 bp downstream of a TATA-box element and 1533 bp upstream of the

translational start point. For the TATA-boxless ATIP1-gene two transcriptional start sites

were detected 293 bp and 304 bp upstream of the translational start point. Promoter ana-

lysis indicated that the exon-1-/intron-1-region of the AT2R-gene is both necessary and

sufficient for the transcription of this gene. Inverse cloning experiments revealed that se-

quences within this region are responsible for recruitment of the transcriptional machinery,

thereby generating an alternative start point. The intronic AT2R polymorphism -G1332A

is associated with protective effects of myocardial hypertrophy in women. Analysis of this

polymorphism has shown that promoters containing the G allele exhibit stronger basal

promoter activities compared to promoters carrying the A allele. Estrogens seem to mo-

dify the proportion of AT1R/AT2R in favour of AT2R. In this study, promoter analyses

were performed to investigate the influence of the hormone 17-β-estradiol (E2) on the

transcription of both target genes. These experiments have shown that E2 has no regula-

tive influence on transcription levels of either the AT2R- or the ATIP1-gene. The protein

Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) is involved in Ang II mediated effects as well as

in the pathogenesis of cardiovascular diseases. Promoter analyses of the AT2R- and ATIP1-

gene have revealed that overexpression of PARP-1 results in a decrease of the promoter

activity of the AT2R-gene and an increase of the ATIP1-gene. Inhibition of enzymatic

PARP-activity or the homozygous knockout of PARP-1 leads to opposite effects for both

genes. These results were further verified on mRNA- and chromatin-level. Additional expe-

riments have shown that PARP-1 activates the transcription of the ATIP1-/ATBP50-gene

and function as a repressor on AT2R-transcription. In this study PARP-1 was identified

as a novel transcriptional modulator of the AT2R- and the ATIP1-/ATBP50-gene.
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Abstract

Das Hormon Angiotensin II (Ang II) ist das Haupteffektorpeptid des Renin-Angiotensin-

Systems (RAS). Es ist neben physiologischen Prozessen auch in die Pathogenese

kardiovaskulärer Erkrankungen involviert. Ang II vermittelt seine Wirkung hauptsächlich

über zwei membranständige Rezeptoren, den Angiotensin-AT1-Rezeptor (AT1R) und den

Angiotensin-AT2-Rezeptor (AT2R), wobei die Stimulation beider Rezeptoren gegensätz-

liche zelluläre Effekte vermittelt. Die Rolle des AT2R innerhalb kardiovaskulärer Erkran-

kungen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Unsere Arbeitsgruppe identifizierte

kürzlich ein neues AT2R-Interaktionsprotein, das AT2R-binding-Protein (ATBP/ATIP),

das mit dem C-Terminus des AT2R im Zytoplasma wechselwirkt. In dieser Arbeit wur-

den neue transkriptionelle Regulationsmechanismen des AT2R- und des ATIP1-/ATBP50-

Gens identifiziert und charakterisiert. Mit Hilfe der RLM-5’-RACE konnte für das humane

AT2R-Gen ein transkriptioneller Startpunkt identifiziert werden, der sich 29 bp down-

stream der TATA-box und 1533 bp upstream vom Translationsstartpunkt befindet. Für

das TATA-box -lose ATIP1-Gen wurden zwei transkriptionelle Startpunkte ermittelt, die

293 bp und 304 bp upstream vom Translationsstartpunkt lokalisiert sind. Promotoranaly-

sen weisen auf eine zentrale Funktion der Exon-1-/Intron-1-Region des AT2R-Gens bei der

Transkription hin. Mittels inversen Klonierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass

Sequenzen innerhalb dieser Region die Rekrutierung des Transkriptionsapparates vermit-

teln und dabei einen weiteren Transkriptionsstartpunkt generieren. Der intronische AT2R-

Polymorphismus -G1332A wird mit protektiven Effekten bei der myokardialen Hypertro-

phie von Frauen assoziiert. Die Untersuchung dieses Polymorphismus hat gezeigt, dass

Promotoren mit dem G-Allel im Vergleich zu Promotoren mit dem A-Allel generell eine

stärkere Promotoraktivität aufweisen. Östrogene scheinen das Verhältnis von AT1R/AT2R

zu Gunsten des AT2R zu verschieben. Der potenzielle Einfluss des Hormons 17-β-Östradiol

(E2) auf die Transkription des AT2R- und des ATIP1-Gens wurde mit Hilfe von Promo-

toranalysen untersucht. Die durchgeführten Experimente zeigten, dass E2 keine regulati-

ven Effekte auf die Transkription beider Zielgene ausübt. Das Protein Poly(ADP-Ribose)-

Polymerase-1 (PARP-1) ist in die Ang II-vermittelten Effekte und in die Pathogenese

kardiovaskulärer Erkrankungen involviert. Promotoruntersuchungen der beiden Zielgene

haben gezeigt, dass die Promotoraktivität des AT2R-Gens durch die Überexpression von

PARP-1 reprimiert und die des ATIP1-Gens induziert wird. Die Inhibierung der enzyma-

tischen PARP-Aktivität und der knockout des PARP-1-Gens resultierten in Bezug auf die

Promotoraktivierung der beiden Gene in gegenteiligen Effekten. Diese Ergebnisse wurden

zusätzlich durch Untersuchungen der entsprechenden mRNA- und Chromatinebene be-

stätigt. Es konnte gezeigt werden, dass PARP-1 die Transkription des ATIP1-/ATBP50-

Gens aktiviert und als Repressor auf die AT2R-Transkription wirkt. Innerhalb dieser Ar-

beit konnte das Protein PARP-1 als neuer transkriptioneller Modulator des AT2R- und

ATIP1-/ATBP50-Gens identifiziert werden.
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1 Einleitung

1.1 Genregulation

Die Genregulation in Eukaryonten steuert die Anpassung der Zelle an unterschiedliche

Lebensbedingungen. Sie wird sowohl durch endogene als auch exogene Signale beeinflusst.

Die Expression von Genen bezeichnet den gesamten Prozess, bei dem eine im Gen ent-

haltene Information in ein Genprodukt transformiert wird. In eukaryontischen Zellen be-

ginnt die Genexpression im Zellkern mit der Transkription der genetischen Information von

der DNA zu einer Vorläufer-mRNA (prä-mRNA), die durch posttranskriptionelle Modifi-

kationen in eine reife mRNA konvertiert und anschließend ins Zytoplasma transloziert

wird, wo die Translation stattfindet. Das Prozessieren der prä-mRNA in eine funktio-

nelle mRNA beinhaltet das Spleißen von nicht kodierenden Intronen, die damit assoziierte

Ligation der flankierenden Exone, das capping sowie die Polyadenylierung des 3’-Terminus.

Zur Initiation der Transkription interagieren Transkriptionsfaktoren (TFs) mit der RNA-

Polymerase II und bilden den sogenannten Prä-Initiationskomplex (PIC), der anschließend

mit der Promotorregion eines Gens wechselwirkt (Kadonaga 2005). Die Genexpression wird

außerdem auf der Transkriptionsebene über das Chromatinremodelling, Aktivatoren und

Repressoren sowie beim Prozessieren und dem Transport in das Zytoplasma reguliert.

1.1.1 Promotorarchitektur

Ein Promotor ist ein DNA-Abschnitt auf einem Gen, der die Transkription kontrolliert.

Promotoren sind üblicherweise aus den folgenden drei Regionen aufgebaut: (i) einem Kern-

promotor, (ii) einer proximalen und (iii) einer distalen Promotorregion (Abbildung 1.1).

Der Kernpromotor ist die Bindungsstelle für den basalen Transkriptionsapparat, der aus

TFs und der RNA-Polymerase II aufgebaut ist (Thomas and Chiang 2006). Er befindet

sich 36 bp vor (upstream) bis 36 bp hinter (downstream) dem transkriptionellen Start-

punkt und umfasst die minimale DNA-Sequenz, die für eine nicht-regulierte oder basale

Transkription notwendig ist (Ptashne 2002). In der proximalen Promotorregion sind so-

wohl aktivierende als auch reprimierende, cis-wirkende Elemente lokalisiert, die mit trans-

wirkenden Elementen interagieren und die Promotoraktivität modulieren können. Zu den

trans-wirkenden Elementen gehören beispielsweise TFs oder enhancer -bindende Proteine.

Cis-wirkende Elemente können in unmittelbarer Nachbarschaft zum kodierenden Bereich

oder bis zu mehreren hundert bp upstream vom Transkriptionsstartpunkt entfernt liegen.
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1 Einleitung

Sie reagieren auf bestimmte Faktoren, wie beispielsweise auf Hormone oder auf die Än-

derung von Umweltbedingungen und üben daraufhin Einfluss auf die Genregulation aus.

An die proximale Promotorregion schließt sich im upstream-Bereich die distale Promotor-

region an, die ebenfalls regulatorische Elemente sowie Bindungsmotive für TFs enthält und

beispielsweise durch Hormone induzierbar ist.

Zusätzlich existieren auf der DNA enhancer - und silencer -Elemente, die bis zu mehreren

tausend Basenpaare upstream oder downstream vom Promotor lokalisiert sein können und

über die Ausbildung einer dreidimensionalen supercoil -Struktur die DNA in die räumliche

Nähe zu der Promotorsequenz bringen (Butler and Kadonaga 2002). Sie agieren unabhängig

von ihrer Orientierung im Promotor. Enhancer fördern die Anlagerung des Transkrip-

tionskomplexes an den Promotor und verstärken so die Transkriptionsaktivität eines Gens.

Silencer dagegen setzen im Zusammenspiel mit TFs die Transkriptionsaktivität eines Gens

herab. Daneben existieren sogenannte insulatoren, welche die Interaktion zwischen einem

enhancer beziehungsweise silencer und dem Promotor inhibieren können, indem sie deren

räumliche Annäherung im benachbarten kondensierten Chromatin verhindern (Brasset and

Vaury 2005).

Distale Promotorregion Proximale Promotorregion Kernpromotor5’ 3’

Transkriptions-
startpunkt +1

36 bp 36 bp

300 bp

Ausreichend für die akkurate Initiation
der Transkription. Bindungsstelle für
den generellen Transkriptionsapparat.

Aktivierende oder reprimierende
-Elemente für die Bindung

von Transkriptionsfaktoren.
cis

Abbildung 1.1: Aufbau des eukaryontischen Promotors. Der Promotor besteht aus einem Kernpromotorelement,
einer proximalen sowie einer distalen Promotorregion.

Bis heute wurden sieben Kernpromotorelemente identifiziert, die in eukaryontischen

Promotoren enthalten sein können und für die Promotorfunktion sowie für die korrekte

Rekrutierung und Orientierung des PICs wichtig sind (Thomas and Chiang 2006). Die-

se sind in der Abbildung 1.2 schematisch dargestellt. Der Kernpromotor kann (i) eine

TATA-box, (ii) ein initiator -Element (Inr), (iii) ein upstream-TFIIB-recognition-Element

(BREup) sowie (iv) ein downstream-TFIIB-recognition-Element (BREdown), (v) ein down-

stream-Promotorelement (DPE), (vi) ein motiv -ten-Element (MTE) und (vii) ein down-

stream-Kernpromotorelement (DCE) enthalten.

Bei der TATA-box handelt es sich um eine A/T-reiche Domäne mit der Konsensus-

sequenz 5’-TATA(A/T)A(A/T)(A/G)-3’, die sich 25 bis 30 bp upstream des transkrip-

tionellen Startpunkts (+1) befindet. Die Erkennung der TATA-box durch das TATA-

binding-Protein (TBP), häufig als Komponente des generellen TF (GTF) TFIID, ist der
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1.1 Genregulation

initiale Schritt bei der Ausbildung des PICs (Kadonaga 2005). Nach der Rekrutierung von

TBP an die TATA-box erfolgt die Bindung des GTFs TFIIB, wodurch ein stabiler ternärer

Komplex entsteht. Dieser rekrutiert den RNA-Polymerase II-TFIIF-Komplex. In TATA-

box enthaltenen Promotoren ist die Ausbildung dieses Protein-DNA-Komplexes der initiale

Schritt für die Rekrutierung des Transkriptionsapparates (Thomas and Chiang 2006).

Das Inr-Element besitzt die Konsensussequenz 5’-PyPyAN(T/A)PyPy-3’ und ist di-

rekt am transkriptionellen Startpunkt -2 bis +5 lokalisiert. Es ist Bestandteil von Promo-

toren mit und ohne TATA-box und dient als Bindungsstelle für die TAF (TBP-assoziierte

Faktor)-Untereinheiten des generellen Transkriptionsfaktors TFIID. TFIID kann die Kon-

sensussequenz des Inr-Elements spezifisch erkennen. TBP allein ist dagegen nicht in der

Lage, an das Inr-Element zu binden. Das Inr-Element kann den Startpunkt in Promotoren,

die keine TATA-box enthalten, determinieren oder die Promotoraktivität von Promotoren

mit einer TATA-box erhöhen (Chen and Manley 2003).

TFIIB-recognition-Elemente (BREs) sind Kernpromotorbereiche, welche die Transkrip-

tion durch die Interaktion mit dem generellen Transkriptionsfaktor TFIIB stimulieren

(Butler and Kadonaga 2002). Das BREup schließt direkt im upstream-Bereich an die TATA-

box an und befindet sich somit etwa -38 bis -32 bp upstream des Transkriptionsstarts.

Es besitzt die Konsensussequenz 5’-(G/C)(G/C)(G/A)CGCC-3’ und wird über ein helix-

turn-helix -DNA-Bindemotiv des generellen Transkriptionsfaktors TFIIB kontaktiert. Die

TFIIB-BREup -Interaktion kann unabhängig von TBP erfolgen und hilft bei der Orien-

tierung des PICs (Tsai and Sigler 2000). Die Interaktion von TFIIB mit dem BREdown

findet dagegen über die Konsensussequenz 5’-(G/A)T (T/G/A)(T/G)(G/T)(T/G)(T/G)-

3’ statt und scheint in Abhängigkeit von TBP zu erfolgen (Deng and Roberts 2005). Beide

BREs werden zusätzlich in Promotoren gefunden, die keine TATA-box enthalten. Sie kön-

nen sowohl aktive als auch repressive Effekte auf die Transkription ausüben.

Downstream-Kernpromotorelemente (DPEs) wurden initial in Drosophila melanogaster

identifiziert, sind aber auch im Menschen existent. Sie sind zwischen +29 bis +35 bp down-

stream des transkriptionellen Startpunkts lokalisiert und besitzen die Konsensussequenz 5’-

(A/G)G(A/T)CGTG-3’. Sie interagiern mit TFIID, aber nicht direkt mit TBP. Das DPE

ist nur im Zusammenspiel mit einem Inr-Element funktionell, da TFIID kooperativ an die

Konsensussequenzen des Inr-Elements und des DPEs bindet. Fast alle DPE-enthaltenen

Promotoren besitzen keine TATA-box (Butler and Kadonaga 2002).

Das MTE und das DCE befinden sich ebenfalls downstream des Transkriptionsstart-

punkts. Das MTE fungiert in Verbindung mit dem Inr-Element und verstärkt die RNA-

Polymerase II vermittelte Transkription. Es kann sowohl den Mangel einer TATA-box

und/oder eines DPEs funktionell substituieren als auch synergistisch mit der TATA-box

und dem DPE in einer Inr-unabhängigen Weise wirken und so die Promotoraktivität ver-

stärken (Lim et al. 2004). Das DCE wird über die TAF1-Untereinheit kontaktiert. Es

besteht aus drei Subelementen, dem SI -, SII - und SIII -Element, welche die Konsensus-

sequenzen 5’-CTTC-3’, 5’-CTGT-3’ und 5’-AGC-3’ enthalten und im downstream-Bereich

etwa +6 bis +34 bp vom Transkriptionsstart entfernt liegen (Lee et al. 2005).
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BREup

DPE
TATA Inr

TFIIB

+1
MTE

DCE

TAF6

TAF9TAF9
TAF1

TAF2TAF2TFIIB

5’ 3’BREdown

TBP
?

Abbildung 1.2: Aufbau des eukaryontischen Kernpromotors und die Interaktion der Transkriptionsfaktoren TFIID
und TFIIB mit den sieben Kernpromotorelementen TFIIB-recognition-Elementupstream (BREup), TATA-box

(TATA), TFIIB-recognition-Elementdownstream (BREdown), Inr-Element (Inr), downstream-Promotorelement
(DPE), motiv-ten-Element (MTE) und dem downstream-Kernpromotorelement (DCE). TFIID besteht aus TBP
und ca. 13 TBP-assoziierten Faktoren (TAFs). Der Interaktionspartner des MTEs ist bisher noch unbekannt
(Abbildung nach Thomas and Chiang (2006)).

Transkriptionsfaktoren vermitteln ihre Wirkung häufig über die Ausbildung von Homo-

oder Heterodimeren. Zu den DNA-bindenden-Strukturen innerhalb der Transkriptionsfak-

toren zählen beispielsweise das zinc-finger - oder das helix-turn-helix -Motiv. Sie können in

generelle TF und spezifische TF unterteilt werden.

Generelle Transkriptionsfaktoren enthalten Bindungsmotive für die Kernpromotorre-

gion. Zu ihnen gehören: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH. Die beiden

Transkriptionsfaktoren TFIIA und TFIIB können sowohl spezifisch als auch unabhängig

mit TBP interagieren (Thomas and Chiang 2006). Bei TFIID handelt es sich um einen

Proteinkomplex, der aus TBP und ca. 13 TBP-assoziierten Faktoren (TAFs) zusammenge-

setzt ist (Burley and Roeder 1996). TFIIB kann zusätzlich spezifische Kontakte mit dem

BRE eingehen. Die GTFs TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH bilden zu-

sammen mit der RNA-Polymerase II den sogenannten Prä-Initiationskomplex (Butler and

Kadonaga 2002).

Induzierbare oder spezifische Transkriptionsfaktoren können die Bildung des basalen

Promotorkomplexes beschleunigen oder inhibieren. Zu den spezifischen Transkriptionsfak-

toren gehören zum Beispiel das Protein p53 oder der GAGA-Transkriptionsfaktor (GAF),

der über ein zinc-finger -Motiv an GA/CT-reiche Sequenzen innerhalb des Promotors von

Zielgenen bindet kann (Adkins et al. 2006).

1.2 Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) bezeichnet eine Enzym-Hormon-Kaskade, die bei

der homöostatischen Kontrolle des arteriellen Blutdrucks sowie bei der Aufrechterhaltung

des Salz- und Wasserhaushalts des Körpers eine essenzielle Rolle spielt. Neben dem zirku-

lierenden endokrinen RAS, bei dem die Nieren und die Leber als Enzym- beziehungsweise
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1.2 Renin-Angiotensin-System

Substratquellen fungieren, existiert in verschiedenen Organen ein lokales autokrines RAS,

so zum Beispiel in der Haut (Steckelings et al. 2005). Tigerstedt und Bergmann identifizier-

ten bereits am Ende des 19. Jahrhunderts in der Niere eine blutdrucksteigernde Substanz,

die sie Renin nannten.

Die RAS-Kaskade beginnt mit der Biosynthese des Enzyms Renin im juxtaglomeru-

lären Apparat in der Niere, der den Blutdruck im vas afferens sowie den Salzgehalt des

Harns im Harnkanälchen registriert und auf Signale des vegetativen Nervensystems sowie

verschiedener Hormone reagiert (Unger and Li 2004). Die Sekretion von Renin wird durch

folgende unabhängige Faktoren reguliert: (i) verminderte Durchblutung des Nierenkörper-

chens, wodurch ein reduzierter Blutdruck an den Barorezeptoren des vas afferens gemessen

wird, (ii) Änderung des NaCl-Transportes zu den macula densa-Zellen des distalen Tu-

bulus, (iii) Aktivierung des sympathischen Nervensystems über β1-adrenerge Rezeptoren

und (iv) einen negativen feedback -Mechanismus durch direkte Aktionen von Angiotensin II

(Ang II) an den juxtaglomerulären Zellen (Atlas 2007). Das Enzym Renin wird freigesetzt,

wenn der Blutdruck abfällt und/oder ein Verlust an Kochsalz und Wasser beziehungsweise

des Blutvolumens auftritt.

Vasokonstriktion
Aldosteronfreisetzung
Glomeruläre Filtration
Renaler Blutfluss
Gefäßhypertrophie
Zellproliferation
...

Renin

ACE

Vasodilatation
Apoptose
Anti-Proliferation
Zelldifferenzierung
...

ACE-Inhibitor
z.B. ,Captopril
Ramipril

AT1R-Antagonist
z.B. Irbesartan

Renin-Inhibitor
z.B. Aliskiren

+ AT2R-Agonist
z.B. Compound 21

Abbildung 1.3: Komponen-
ten der RAS-Kaskade
und die Effekte seiner
Rezeptoren. Angiotensin-
Konversionsenzym (ACE),
Angiotensin-AT1-Rezeptor
(AT1R), Angiotensin-AT2-
Rezeptor (AT2R).

Das in den Nieren freigesetzte Renin wirkt als proteolytisches Enzym. Es konvertiert

das in der Leber synthetisierte Hormon Angiotensinogen in das Dekapeptid Angiotensin I

(Ang I). Dieses wird anschließend durch das Angiotensin-Konversionsenzym hydrolysiert,

wodurch das Oktapeptid Ang II entsteht. Zusätzlich kann Ang I durch Endopeptidasen

direkt in Ang (1-7) konvertiert werden. Ang II ist das primäre aktive Produkt der RAS-

Kaskade und vermittelt eine Reihe physiologischer sowie pathophysiologischer Effekte, zu

denen beispielsweise Vasokonstriktion, Zellprofileration oder die Aldosteronfreisetzung zäh-
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1 Einleitung

len. Das Hormon Ang II wirkt hauptsächlich über zwei Rezeptoren, die in der Zellmem-

bran lokalisiert sind, den Angiotensin-AT1-Rezeptor (AT1R) und den Angiotensin-AT2-

Rezeptor (AT2R). Neben diesen beiden Rezeptoren existieren zwei weitere Angiotensin-

Rezeptorsubtypen, der Angiotensin-AT3-Rezeptor (AT3R) sowie der Angiotensin-AT4-

Rezeptor (AT4R) (Atlas 2007).

Die RAS-Kaskade ist neben physiologischen Prozessen auch als pathogenetischer Fak-

tor in die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen involviert. Aus diesem Grund wur-

de nach pharmakologischen Therapieansätzen gesucht, welche die Entstehung des RAS-

Effektorpeptids Ang II, oder dessen Wirkung am Rezeptor blockieren. 1977 wurde mit Cap-

topril der erste ACE-Hemmer entwickelt, der das Angiotensin-Konversionsenzym der RAS-

Kaskade hemmt und dadurch die Transformation des Hormons Ang I in Ang II verhindert

(Abbildung 1.3). Diese Inhibierung resultiert in der Abnahme der Ang II-Konzentration

am AT1R sowie AT2R und führt zu einer Abnahme des Blutdrucks. Ein weiterer Therapie-

ansatz besteht in der Inhibierung der Bindung von Ang II an den AT1R, da diese Interak-

tion die Vasokonstriktion der Gefäßmuskelzellen in Arteriolen verursacht, die wiederum in

einer Gefäßverengung und damit in der Erhöhung des Blutdrucks resultiert. 1988 wurden

die ersten nichtpeptidischen AT1R-Antagonisten, wie beispielsweise das Irbesartan, ent-

wickelt. Heutzutage stehen sogenannte AT2R-Agonisten im Fokus der Pharmakologie, zu

denen beispielsweise der nichtpeptidische Agonist Compound 21 (Comp21) zählt (Kaschi-

na et al. 2008). 2007 kam mit Aliskiren der erste orale Renin-Inhibitor zur Behandlung der

Hypertonie in den USA auf den Markt.

1.2.1 Angiotensin-AT1-Rezeptor

Das AT1R-Gen ist auf Chomosom 3 lokalisert und kodiert für 359 Aminosäuren. Der

AT1R besteht aus sieben transmembranen Domänen und gehört zu der Superfamilie der

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Er wird beispielsweise von den Nebennieren,

der Leber, den Nieren, dem Gehirn oder von adipösem Gewebe exprimiert (de Gasparo

et al. 2000). In Nagetieren existieren zwei unterschiedliche AT1R-Subtypen, der AT1aR

und der AT1bR. Beide Subtypen weisen eine 95%ige Homologie in ihrer Aminosäure-

sequenz auf. Der AT1R vermittelt eine Vielzahl der identifizierten physiologischen und

pathophysiologischen Wirkungen von Ang II, zu denen unter anderem Zellproliferation,

inflammatorische Immunantworten oder oxidativer Stress gehören. Daneben übt er Effekte

auf das kardiovaskuläre System (Vasokonstriktion), auf die Nieren (Hemmung der Renin-

abgabe) oder auf die Nebennierenrinde (Stimulation der Aldosteronsynthese) aus (Atlas

2007). Die Bindung von Ang II an den AT1R resultiert in einer Konformationsänderung des

Rezeptors, die eine Interaktion mit G-Proteinen initiiert und die Signalübertragung über

verschiedene Effektorsysteme, wie beispielsweise über Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

(MAPK), in der Plasmamembran auslöst. Der AT1R kann zusätzlich mit dem Bradykinin-

B2-Rezeptor eine heterodimere Bindung eingehen, die unter anderem in die Pathophysio-

logie der Präklampsie involviert ist (Abdalla et al. 2001).
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1.2.2 Angiotensin-AT2-Rezeptor

Das X-chromosomale AT2R-Gen kodiert für 363 Aminosäuren. Die Homologie der Amino-

säuresequenz zwischen dem AT1R und dem AT2R beträgt 32% (de Gasparo et al. 2000;

Berk 2003). Der AT2R besitzt ebenfalls sieben transmembrane Domänen. Formal gehört

der AT2R zu der Familie der GPCRs. Er agiert jedoch nicht über den klassischen G-

Protein-gekoppelten Signalweg (Jones et al. 2008). Er kann mit dem AT1R heterodimere

Bindungen eingehen, aber auch Homodimere bilden (Abdalla et al. 2001).

Während der Embryonalentwicklung wird der AT2R ubiquitär exprimiert und ist gegen-

über dem AT1R der dominierende Rezeptor (Grady et al. 1991). Nach der postnatalen

Periode nimmt die Expression des AT2R jedoch stark ab und wird nur noch von wenigen

Geweben exprimiert, zu denen unter anderen vaskuläre Zellen, das Gehirn oder adrenale,

renale sowie kardiale Strukturen zählen (de Gasparo et al. 2000). Trotz der geringen Ex-

pression in adultem Gewebe wird der AT2R mit wichtigen Effekten der RAS-Kaskade in

Zusammenhang gebracht, wie zum Beispiel mit Vasodilatation, Antiproliferation, Apop-

tose vaskulärer glatter Muskulatur sowie Wachstumshemmung oder dem Remodelling im

Herzen (Carey and Siragy 2003). Unter pathologischen Bedingungen, wie beispielsweise

bei vaskulären Verletzungen (Nakajima et al. 1995), Myokardinfarkt (Nio et al. 1995),

Herzinsuffizienz (Ohkubo et al. 1997), Niereninsuffizienz (Bautista et al. 2001), Ischämie

im Gehirn (Makino et al. 1996) oder bei Verletzungen der Haut (Steckelings et al. 2005)

nimmt die Expression des AT2R auch im adulten Organismus signifikant zu.

1.2.2.1 Signalkaskade des AT2R

Direkte Interaktionspartner des AT2R

Die Interaktionen des AT2R mit unterschiedlichen Proteinen ist im Folgenden zusammen-

gefasst und in der Abbildung 1.10 schematisch dargestellt:

• AT2R-Signalübertragung über die Aktivierung von Phosphatasen

In der Literatur sind drei spezifische Phosphatasen beschrieben, die downstream

der AT2R-Signalkaskade lokalisiert sind und durch eine AT2R-Aktivierung stimu-

liert werden: die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-Phosphatase-1 (MKP-1) (Horiu-

chi et al. 1997), die Protein-Tyrosinphosphatase SHP-1 (Bedecs et al. 1997) und die

Proteinphosphatase-2A (PP2A) (Huang et al. 1995).

Die Gβγ-unabhängige konstitutive Assoziation der G-Proteinuntereinheit α mit der

Phosphatase SHP-1 ist essenziell für die AT2R-vermittelte Aktivierung von SHP-1

(Feng et al. 2002). Diese Wechselwirkung resultiert in einer Abnahme der zellulären

Tyrosinphosphorylierungen (Berk 2003). Die Stimulation der Phosphatasen SHP-1

und MKP-1 führt zur Inhibierung der MAPK-Aktivität und wird beispielsweise mit

antiproliferierenden Effekten des AT2R im Zusammenhang gebracht, da Wachstums-

faktoren ihre Effekte über Tyrosinkinase-Rezeptoren vermitteln (Kaschina and Unger
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2003). Die extrazelluläre signalregulierte Kinase 1 und 2 (ERK1/2) spielt innerhalb

dieser Phosphorylierungskaskade eine wichtige Rolle. Ihre Inhibierung resultiert in

einer Blockade von AT1R- sowie wachstumsfaktorvermittelten Signalwegen, die in

Zellwachstum und Differenzierungsprozesse involviert sind (Stoll et al. 1995).

• AT2R-Signalkaskade über die Aktivierung des NO/cGMP Systems

Ang II führt über eine AT2R- und/oder AT1R-Aktivierung zu einer Zunahme des

Stickstoffmonoxids- (NO) und/oder des zyklischen Guanin-3’,5’-Monophosphat

(cGMP)-Spiegels (Widdop et al. 2008). NO und cGMP stimulieren eine cGMP-

abhängige Proteinkinase, die wiederum zu einer Abnahme der Aktivität des GTPase-

Proteins RhoA führt und so in einer Reprimierung der AT1R-vermittelten Vaso-

konstriktion resultiert (Savoia et al. 2005). Die AT2R-Aktivierung kann außerdem

endogenes Bradykinin (BK) freisetzen (Siragy et al. 1996).

• G-Protein-Kopplung des AT2R

Zhang and Pratt (1996) haben gezeigt, dass der AT2R formal zu der Superfamilie

der GPCRs gehört, da der Rezeptor sieben transmembrane Domänen aufweist und

sowohl mit dem Gαi2-Protein als auch mit dem Gαi3-Protein interagieren kann.

Die Aktivierung der Gαi-Untereinheit erfordert die Präsenz der Gβγ-Untereinheit

(Hansen et al. 2000). Die Bindung von Ang II an den AT2R wird durch die G-

Proteinbindung an den Rezeptor jedoch nicht beeinflusst, was für eine atypische

Rolle der G-Proteine bei der AT2R-Funktion spricht (Berk 2003).

• Protein-Protein-Interaktion des AT2R mit PLZF

Senbonmatsu et al. (2003) identifizierten mit Hilfe eines yeast-two-hybrid -Systems

(Y2H) und unter der Verwendung einer humanen cDNA-Bibliothek des Gehirns das

promyelocytic-zinc-finger -Protein (PLZF) als zytoplasmatischen Interaktionspartner

des AT2R. Nach der Bindung von PLZF an den C-Terminus des AT2R und der

Tanslokation von PLZF in den Zellkern aktiviert PLZF den Promotor der regulativen

Untereinheit p85α der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die wiederum in einer

Zunahme des p85α-PI3K-Spiegels resultiert und mit der Promotion des Wachstums

von Kardiomyozyten assoziiert wird (Senbonmatsu et al. 2003).

• Protein-Protein-Interaktion des AT2R mit ATIP/ATBP

Wruck et al. (2005) konnten unter Verwendung eines Y2H-Systems ein weiteres

Interaktionsprotein, das sogenannte AT2R-binding-Protein (ATBP), identifizieren,

welches ebenfalls im Zytoplasma mit dem C-Terminus des AT2R wechselwirkt. Für

diese Untersuchungen wurde eine embryonale Maus-cDNA-Bibliothek verwendet.

Zeitgleich wurde das Protein ATBP von zwei weiteren Arbeitsgruppen kloniert, die

das Protein AT2R-interacting-Protein (ATIP) (Nouet et al. 2004) beziehungsweise

mitochondrial-tumorsuppressor -Protein-1 (MTUS1) (Seibold et al. 2003) nannten.

Neben den direkten Interaktionen mit Proteinen führt die Aktivierung des AT2R ebenfalls

zu der Regulation des zinc-finger-homodomain-enhancerbinding-Proteins Zfhep (Stoll et al.

2002).
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+H3N

COO-

Extrazellulär

Zellmembran

Intrazellulär

G i2 unda G i3a

SHP-1

PLZF

ATBP50/ ATIP1

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des AT2R und seiner Interaktionspartner. Das G-Protein α2 (Gαi2),
das G-Protein α3 (Gαi3) sowie die Protein-Tyrosinphosphatase (SHP-1) interagieren mit der dritten intra-
zellulären Schleife des AT2R. Das promyelocytic-zinc-finger -Protein (PLZF) und das murine AT2R-binding -
Protein 50 kDa (ATBP50) beziehungsweise das humane AT2R-interacting -Protein 1 (ATIP1) wechselwirken im
Zytoplasma mit dem C-Terminus des AT2R.

AT2R und die Signalkaskade des Renin-Rezeptors

Renin ist ein proteolytisches Enzym, das hauptsächlich in den juxtaglomerulären Zellen der

Niere synthetisiert und freigesetzt wird und die Konversion von Angiotensinogen in Ang I

katalysiert. Die Vorstufe des Renins ist das inaktive Prorenin, das durch die Abspaltung

von 43 Aminosäuren am N-Terminus in das reife Renin transformiert wird (Schefe et al.

2008). Unter normalen Bedingungen bestehen bis zu 90% des gesamten Reninspiegels im

Plasma aus Prorenin. Unter pathophysiologischen Umständen dagegen, wie zum Beispiel

bei Diabetes, kann die Reninkonzentration signifikant zunehmen (Deinum et al. 2001).

Diese führt wiederum zu einem Anstieg der Renin-Prorenin-Aktivität und resultiert in

einer Zunahme des Ang I- und/oder Ang II-Hormonspiegels.

Nguyen et al. (2002) identifizierten in humanen Mesangialzellen einen spezifischen

Renin-/Prorenin-Rezeptor (RER). Unter der Verwendung eines Y2H-Systems konnten

Schefe et al. (2006) den Transkriptionsfaktor PLZF als direkten Interaktionspartner des

RER identifizieren. Die Bindung von Renin an den RER führt zu der Translokation von

PLZF in den Zellkern, wo die Transkription des RER reprimiert und gleichzeitig die Trans-

kription der PI3K-p85α induziert wird.

Zwischen der Signalkaskade des AT2R und dem RER könnte eine direkte Wechselwir-

kung über das Interaktionsprotein PLZF bestehen, das im zytoplasmatischen Raum mit

beiden Rezeptoren interagieren kann. Die Stimulation von CHO-K1-Zellen mit Ang II führt

nach 3 Minuten zu einer Kolokalisation von PLZF und dem AT2R in der Plasmamembran

und nach etwa 3 Stunden zu einer perinukleären Lokalisation des AT2R sowie zu einer
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nukleären Lokalisation des Proteins PLZF. Im Nukleus aktiviert PLZF die Transkription

der PI3K-p85α (Senbonmatsu et al. 2003).

Konstitutive AT2R-Aktivität

Der AT2R verfügt über eine sogenannte konstitutive Aktivität, da er zelluläre Effekte oh-

ne die Bindung eines Liganden vermitteln kann (Widdop et al. 2008). Rezeptoren, die

eine hohe konstitutive Aktivität aufweisen, reagieren nur in geringem Maße auf Agonisten

oder Antagonisten (Urban et al. 2007). Miura et al. (2005) konnten mit Hilfe eines in vitro-

Experiments demonstrieren, dass der AT2R in Fibroblastenzellen und in VSMC bei der Ab-

wesenheit des Liganden Ang II apoptotische Prozesse über seine Signalkaskade vermitteln

kann. Diese Effekte wurden durch die Stimulation mit Ang II nicht verändert. Sie konnten

weiterhin zeigen, dass die Überexpression des AT2R-Gens in den untersuchten Zellen über

den p38 MAPK- und Caspase-3-Signalweg zur Apoptose führt und schlussfolgerten, dass

die Liganden-unabhängigen Effekte über die Enzyme p38 MAPK sowie Caspase-3 vermit-

telt werden, während die Ang II-abhängigen Effekte über den p42/p44 MAPK-Signalweg

ablaufen. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Transfektion von neonatalen

Kardiomyozytenzellen mit einem zunehmenden AT2R-Titer zur zellulären Hypertrophie

führt, die ebenfalls unabhängig von der Bindung der AT2R-Liganden Ang II oder des

AT2R-Antagonisten PD123319 war (D’Amore et al. 2005). Falcón et al. (2005) identifi-

zierten mit Hilfe einer Microarray-Expressionsanalyse 5224 Gene, deren Expression durch

die konstitutive AT2R-Aktivierung und nicht durch eine AT2R-Ligandenbindung reguliert

wird.

Funktionelle Wechselwirkung zwischen dem AT2R und dem AT1R

Der AT1R und der AT2R stehen sowohl auf der Genregulationsebene als auch über die

Wechselwirkung mit den gleichen Liganden miteinander in Beziehung (Volpe et al. 2003;

De Paolis et al. 1999). Die Aktivierung des AT1R verstärkt die Degradation der AT2R-

mRNA. Auf der anderen Seite führt die Stimulation des AT2R zu einem Anstieg der AT2R-

Transkription (Volpe et al. 2003). Beide Rezeptoren zeigen ähnliche Affinitäten gegenüber

dem Hormon Ang II, wobei Ang II jedoch eine langsamere Internalisierung des AT2R im

Vergleich zum AT1R induziert (Griendling et al. 1996).

Mit Hilfe eines Tiermodells zeigten Hiyoshi et al. (2005), dass eine Druckbelastung

aufgrund einer Aortenligatur in der Zunahme der vaskulären AT2R-Expression sowie in

einer Reduktion der Ang II-vermittelten Effekte durch den AT1R resultiert. Wird der

AT1R mit einem AT1R-Antagonisten inhibiert, kommt es zu einem Anstieg des Ang II-

Hormonspiegels und gleichzeitig zu einer verstärkten Ang II-Bindung am AT2R. You et al.

(2005) wiesen nach, dass die vaskuläre AT2R-Expression bei dauerhafter AT1R-Inhibierung

generell erhöht ist. Die Deletion des AT2R führte dagegen zu keiner Änderung der basa-

len kardialen Funktion und des Remodellingprozesses nach einem Myokardinfarkt (MI)
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(Xu et al. 2002). Die Anzahl klinischer Studien, in denen die vaskuläre Funktion des AT2R

untersucht wurde, ist stark limitiert. Brillante et al. (2005) zeigten, dass die Administra-

tion des AT2R-Antagonisten PD123319 in gesunden männlichen Voluntären keinen Ein-

fluss auf den systemischen vaskulären Widerstand hat. In zwei weiteren Studien führte

die Behandlung von gesunden erwachsenen Männern (Gilles et al. 2004) und von älteren

Frauen (Phoon and Howes 2002) mit einem AT1R-Antagonisten jedoch zu akuten hämo-

dynamischen Effekten, die auf Aktionen des AT2R zurückgeführt wurden, da sie aus einer

kurzzeitigen Behandlung mit PD123319 resultierten.

1.2.2.2 Polymorphismen des AT2R-Gens

In der Literatur werden vier single nucleotid polymorphisms (SNPs) für das humane AT2R-

Gen beschrieben, die ähnliche Allelfrequenzen besitzen: A1818T in Intron 2, G4303A in

Exon 3, A1675G in Intron 1 und C4599A in Exon 3 (Ji et al. 2003). Der intronische

Polymorphismus A1675G, der in einigen Publikationen auch -G1332A genannt wird, wurde

beispielsweise mit linksventrikulärer Hypertrophie (LVH) assoziiert (Alfakih et al. 2005;

Warnecke et al. 2005; Schmieder et al. 2001).

1.2.2.3 Rolle des AT2R innerhalb kardiovaskulärer Erkrankungen

Ein Schwerpunkt der kardiovaskulären Grundlagenforschung betrifft die Aufklärung der

Frage, wie Ang II seine unterschiedlichen Effekte in verschiedenen Geweben vermitteln

kann. Im adulten Gewebe ist der AT1R der dominante Rezeptor, im fetalen Gewebe über-

wiegt dagegen der AT2R. Unter pathologischen Bedingungen, wie zum Beispiel bei vas-

kulären Verletzungen, kommt es jedoch auch im adulten Gewebe zu einer signifikanten

Zunahme der AT2R-Expression. Der AT2R fungiert als Gegenspieler vieler AT1R-vermittel-

ter Effekte (Widdop et al. 2003). Aus diesem Grund wird ihm eine Funktion innerhalb der

Blutdruckregulation sowie innerhalb kardiovaskulärer Erkrankungen zugeschrieben. Diese

Rolle wird in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert.

Einerseits konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des AT2R in VSMC, Fibroblas-

ten- und Kardiomyozytenzellen antiproliferative Effekte (Stoll et al. 1995) sowie vasodilato-

rische Effekte (Moore et al. 2001) vermitteln kann und zu einer Verbesserung der kardialen

Hypertrophie führt (Falcón et al. 2004). Li et al. (2005) konnten neuroprotektive Effek-

te des AT2R unter einer AT1R-Inhibierung beobachten. Andererseits haben verschiedene

Gruppen die AT2R-Aktivierung als einen Faktor interpretiert, der zur Hypertrophie und

kardialen Fibrose beiträgt (Ichihara et al. 2001; Senbonmatsu et al. 2000).

Bei Aufklärung der Funktion des AT2R innerhalb kardiovaskulärer Erkrankungen spie-

len viele Faktoren eine wichtige Rolle. Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass die

AT2R-vermittelten Effekte beispielsweise von der Präsenz sowie vom Typ des jeweiligen

AT2R-Interaktionspartners, PLZF oder ATIP1, abhängig sind. Ein weiterer Aspekt betrifft
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die Tatsache, dass diese Effekte oft im Hintergrund von Aktionen des AT1R ablaufen. Die-

ses hat insbesondere experimentelle Bedeutung, da AT2R-Aktionen verborgen bleiben, so-

lange der AT1R nicht inhibiert wird (You et al. 2005). Seine geringe Expression im adulten

Gewebe erschwert zusätzlich die Untersuchung des AT2R innerhalb kardialer Erkankun-

gen. Der bisher verfügbare pharmakologische AT2R-Antagonist PD123319 verliert seine

Selektivität, wenn er in hohen Dosen verabreicht wird und führte daher zu widersprüch-

lichen in vivo-Ergebnissen (Macari et al. 1993). 2004 wurde mit Compound 21 (Comp21)

der erste selektive, nichtpeptidische AT2R-Agonist synthetisiert. Kaschina et al. (2008)

zeigten erstmals in einem Tiermodell, dass eine direkte AT2R-Stimulation mit Comp21

nach der Induktion eines Myokardinfarkts sowohl die systolische als auch die diastolische

ventrikuläre Funktion signifikant verbessert.

1.2.3 AT2R-binding -Protein

Wruck et al. (2005) identifizierten das AT2R-binding-Protein (ATBP) als zytoplasmatischen

C-terminalen Interaktionspartner des AT2R. Das murine ATBP-Gen ist auf Chromosom

8 lokalisiert und kodiert für die drei Isoformen: ATBP50 (50 kDa), ATBP60 (60 kDa)

und ATBP135 (135 kDa). Die Familie des äquivalenten humanen ATIP kann in folgende

drei Mitglieder untergliedert werden: ATIP1, ATIP3 und ATIP4 (Nouet et al. 2004). Das

ATIP3-Transkript umfasst wiederum drei alternative Spleißvarianten: ATIP2, ATIP3a und

ATIP3b (Di Benedetto et al. 2006). Es wird ubiquitär exprimiert und ist wie das muri-

ne Gen auf Chromosom 8 lokalisiert. Alle ATIP- beziehungsweise ATBP-Proteine verfügen

über ein großes coiled-coil -Motiv, über das sie mit dem C-terminalen Ende des AT2R-Gens

interagieren können. Sie sind außerdem in der Lage Dimere zu bilden. Das murine Protein

ATBP50 beziehungsweise das humane Protein ATIP1 spielen bei der Interaktion mit dem

AT2R eine Schlüsselrolle. In der Abbildung 1.5 ist die Struktur des murinen ATBP-Gens

schematisch dargestellt (nach Wruck et al. (2005)).

Exon1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

ATG

ATBP135

ATG

ATBP60

ATG

ATBP50

TGA

(stop)

5´ 3´

Exone 7-17 (in allen Isoformen)

Exone 4-5 spezifisch für das ATBP135- und ATBP60-Gen

Abbildung 1.5: Darstellung der ATBP-Genstruktur. Das ATBP-Gen besteht aus 15 Exonen und ist auf Chromo-
som 8 lokalisiert. Alle Isoformen enthalten die Exone 7 bis 15 (grün). Das Exon 6 ist isoformspezifisch für das
ATBP50-Gen (rot). Die Isoformen ATBP60 und ATBP135 verfügen über die Exone 4 und 5 (grau). Das Exon
3 ist spezifisch für das ATBP60-Gen (blau) und die Exone 1 und 2 sind isoformspezifisch für das ATBP135-Gen
(orange).
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Datenbankanlaysen der genomischen Sequenzen zeigen, dass sowohl die vier humanen

ATIP-mRNAs als auch die drei murinen ATBP-mRNAs jeweils von einem Gen transkri-

biert werden und über einen alternativen Promotor sowie durch alternatives Spleißen syn-

thetisiert werden. Alle drei ATBP-Isoformen enthalten die Exone 7 bis 15. Das ATBP50-

Transkript verfügt als einzige Isoform über das Exon 6. Die Exone 4 und 5 sind spezifisch

für die Isoformen ATBP60 und ATBP135. Das ATBP60-Gen besitzt zusätzlich das Exon

3 und das ATBP135-Gen die Exone 1 und 2.

Das ATIP/ATBP-Protein enthält eine coiled-coil -Domäne, die wiederum zwei leucin-

zipper -Motive umfasst. Die C-terminalen Sequenzen sind bei allen vier ATIP- und allen

drei ATBP-Mitgliedern identisch, einschließlich der coiled-coil -Domäne, der leucin-zipper -

Motive sowie eines Bereichs von 118 AS, der mit dem AT2R interagiert. Im N-Terminus

unterscheiden sich die ATIP-/ATBP-Proteine sowohl hinsichtlich ihrer Länge als auch in

ihrer Sequenz voneinander. Sie weisen hier isoformspezifische Motive auf, die auf eine

unterschiedliche intrazelluläre Lokalisation hindeuten und/oder auf die Assoziation mit

verschiedenen zytosolischen Partnern (Nouet et al. 2004). Die Abbildung 1.6 zeigt den

schematischen Aufbau der ATBP-Proteinfamilie (nach Wruck et al. (2005)).

Myosin-ähnliche helikale

coiled-coil-Domäne

Serin/Prolin reicher

C-terminusisoformspezifische Region

N-Terminus

1

1 440

520

1 1209

ATBP50

ATBP60

ATBP135

Sequenz, die in allen

Isoformen identisch ist

Sequenz, identisch in

ATBP60 und ATBP135

Abbildung 1.6: Bioinformatisch prognostizierte Sekundärstruktur der ATBP-Proteinfamilie. Die drei Isoformen
ATBP50, ATBP60 und ATBP135 verfügen jeweils über eine Myosin-ähnliche helikale coiled-coil-Domäne, un-
terscheiden sich jedoch im N-terminalen Bereich.

Die Interaktion des Proteins ATBP50 beziehungsweise ATIP1 mit dem C-Terminus

des AT2R resultiert in der Translokation des AT2R vom Golgi-Apparat in die Zellmem-

bran (Wruck et al. 2005). Diese Wechelwirkung vermittelt zusätzlich inhibierende Effek-

te auf die MAP-Kinasen ERK1/2 sowie antiproliferierende Effekte in murinen N1E-115-

Neuroblastomazellen.
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AT2R

N-

ATBP

N-

AT2R

ATBP

Antiproliferation

ERK1/2 Inhibierung

Zellulärer Transport

Extrazellulär

Zellmembran

Intrazellulär

- C

- C

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Interaktion des AT2R mit dem Protein ATBP50.

1.3 Östrogene

Östrogene gehören zu den weibliche Sexualhormonen, die in heranreifenden Follikeln in

den Ovarien produziert werden. Sie spielen bei der Entwicklung und der Aufrechterhal-

tung der sexuellen und reproduktiven Funktion eine wichtige Rolle, sind aber auch in die

Geweberegulation innerhalb und außerhalb des Geschlechtssystems involviert. Bei Frau-

en bewirkt das Hormon 17β-Östradiol (E2) zu Beginn des Menstruationszyklusses den

Aufbau der Gebärmutterschleimhaut, der mit der Bildung neuer Blutgefäße, der Verdi-

ckung des Endometriums und dem Aufbau der Schleimhautdrüsen einhergeht. Am 14. Tag

der Proliferationsphase erreicht der Östrogenspiegel im Blut eine Konzentration von etwa

1332-5290 pg/ml (Turner and Wass 2002), die zur Inhibierung des in der Hypophyse pro-

duzierten follikelstimulierenden Hormons (FSH) und zu einer Aktivierung des ebenfalls in

der Hypophyse synthetisierten luteinisierenden Hormons (LH) führen.

Östrogene lassen sich in steroidale und nicht-steroidale Formen klassifizieren und kön-

nen weiterhin in natürliche und synthetische Östrogene unterteilt werden (Stanczyk 1991).

Zu den nicht-steroidalen Östrogenen gehören beispielsweise Phytoöstrogene. Im mensch-

lichen Körper existieren drei natürliche Östrogenderivate: das 17β-Östradiol (E2), das

Östriol sowie das Östrogensulfat. Die Sekretion von E2 ist vom Vorhandensein der Fol-

likel abhängig. Der Verlust der Follikel während der Menopause resultiert in einer starken

Abnahme der Östrogenproduktion (Steiner 2009). Östrogene umfassen eine Gruppe von

strukturell verwandten, hormonell aktiven Molekülen, die Signalkaskaden regulieren und

unter anderem Einfluss auf die Zellproliferation, Differenzierung oder auf die metabolische

Homöostase ausüben können (Ropero et al. 2008). Die Östrogensignalkaskade ist daher im

Fokus vieler pharmakologisch therapeutischer Ansätze, da sie mit Hilfe von spezifischen

Medikamenten selektiv stimuliert oder inhibiert werden kann. Molekularbiologische und

strukturelle Studien haben die Entwicklung von selektiven und effektiven ER-Liganden er-

möglicht. So können zum Beispiel selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) gleich-
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zeitig als Östrogenagonisten beziehungsweise Östrogenantagonisten wirken (Kung et al.

2009). Beispielhaft sei hier das Raloxifen genannt, das bei der post-menopausalen Hor-

montherapie oder bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt wird.

1.3.1 Die Östrogenrezeptoren α und β

Östrogene vermitteln ihre Wirkung über zwei Rezeptoren: den Östrogenrezeptor α (ERα)

und den Östrogenrezeptor β (ERβ). Für den humanen ERα sind zwei und für den huma-

nen ERβ vier Spleißvarianten bekannt (Kuiper et al. 1997). Die beiden Rezeptoren sind

Produkte unterschiedlicher Gene, die wiederum auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert

sind. Der ERα dominiert im Hypothalamus und in den Ovarien. Der ERβ wird in den Ova-

rien, den Testis, der Prostata, dem Gastrointestinaltrakt, dem Gefäß- und Skelettsystem

sowie im Gehirn exprimiert. Beide Östrogenrezeptoren (ER) gehören zu der Familie der

nukleären Rezeptoren, die als Liganden-aktivierbare Transkriptionsfaktoren agieren und

auf diese Weise die Expression sowie die Synthese anderer Gene beziehungsweise Proteine

regulieren. Zu weiteren bekannten nukleären Rezeptoren gehören beispielsweise Rezepto-

ren der Glukokortikoide, Thyroidhormone, Retinoide, Vitamin D3 und Eikosinoide. Wie

auch die anderen Mitglieder dieser Rezeptorfamilie verfügen die Östrogenrezeptoren über

evolutionär konservierte Domänen (Ruff et al. 2000).

AF-1 DBD LBD/ AF-2N- -C

Humaner ER" (595 Aminosäuren)

Humaner ERb (530 Aminosäuren)

AF-1 DBD LBD/ AF-2N- -C

A B                C        D                        E                              F

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der
funktionellen Domänen der Östrogenrezepto-
ren α (ERα) und β (ERβ). Beide Rezeptoren
verfügen über eine DNA-bindende Domäne
(DBD, Domäne C), eine Ligandenbindungs-
domäne (LBD, Domäne E) sowie die beiden
transkriptionell aktivierenden Funktionsdomä-
nen 1 und 2 (AF-1, Domäne A/B und AF-2,
Domäne E). Die Domänen C/D verfügen über
ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS).

Die zentrale Domäne beider Rezeptoren ist die DNA-bindende Domäne (DBD, Domä-

ne C). Sie enthält ein P-Box-Motiv, das in die DNA-Erkennung, Bindung sowie in die

ER-Dimerisierung involviert ist. Die Domäne D ist im Gegensatz zu der P-Box weniger

konserviert. Sie verfügt über ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS), das in die Domä-

ne C hineinragt. Die Bindung des Liganden erfolgt an der konservierten C-terminalen,

multifunktionellen Ligandenbindungsdomäne (LBD) über eine Hormonbindungsstelle. Die

N-terminale Domäne ist dagegen weniger konserviert und kann sowohl in der Sequenz

als auch in der Länge variieren. Die transkriptionsregulierende Funktion wird durch zwei

verschiedene aktivierende Funktionsdomänen (AF) vermittelt. Die konstitutiv aktive AF-

1-Domäne befindet sich am N-Terminus des Rezeptors (Domäne A/B). Die Liganden-

abhängige AF-2-Domäne ist in der C-teminalen Domäne LBD lokalisiert. Beide AF-Domä-

nen rekrutieren regulative Proteinkomplexe an den DNA-gebundenen Rezeptor, wie zum

Beispiel die p160-Koaktivatorfamilie (Edwards 2000). Die beiden Östrogenrezeptoren ver-

fügen über eine große Sequenzhomologie, mit Ausnahme der N-terminalen Domäne, und

ähnliche Affinitäten für das Hormon E2. Zwischen beiden Rezeptoren besteht für die DBD

etwa 94% und für die LBD etwa 59% Sequenzhomologie. Sie binden außerdem ein gleiches

15



1 Einleitung

DNA-Element, das sogenannte östrogenresponsive Element (ERE), das die Konsensus-

sequenz 5’-AGGTCA(N)3TGACCT-3’ besitzt (Gustafsson 2003).

1.3.2 Signalkaskaden der Östrogenrezeptoren

Östrogene und Östrogenrezeptoren können biologische Prozesse über verschiedene Signal-

kaskaden regulieren (Hall et al. 2001). Die Bindung eines Liganden an die ER resultiert in

einer Konformationsänderung, welche die Rezeptoraktivität und somit die Interaktion mit

anderen Proteinen und der DNA reguliert. Die Wechselwirkung initiiert die Expression be-

ziehungsweise Repression von Genen über nukleäre und/oder extranukleäre Kaskaden. Die

Kombination der Wirkungsmechanismen von Östrogenen hängt hauptsächlich vom Zell-

beziehungsweise Gewebetyp ab (Song and Santen 2006).

Ligandenabhängige Regulation

Ligandenunabhängige Regulation

ER ER

ERE

ER ERdirekt

ER ER

ERE

ER ER

TF TF
indirekt

GF Aktive Kinasen
ER

P

ER

ERE

ER ER

PPP

Wachstumsfaktor-
Signalkaskaden

ER

ER
?

SM + +

+ +

Nukleus

NO

ER
?

ER

Nukleus

Physiologische
Effekte

nicht-genomisch

Ligand

Ionen-
kanal

Abbildung 1.9: Signalkaskaden des ERα und ERβ. Die direkte Signalkaskade beinhaltet die Bindung von Li-
ganden an die ER, woraufhin diese dimerisieren und direkt an östrogenresponsible Elemente (ERE) der DNA
binden. Bei der indirekten Signalkaskade gehen die ER nach der Ligandenbindung Protein-Protein-Interaktionen
mit Transkriptionfaktoren ein, die anschließend mit der DNA wechselwirken. Kurzzeitige Effekte werden durch
eine sogenannte ”nicht-genomische” Signalkaskade vermittelt. Dabei wird der Rezeptor durch Liganden aktiviert,
wahrscheinlich über Interaktionen mit der Zellmembran. Es kann sich dabei um einen klassischen ER (Deecher
et al. 2003), eine ER-Isoform (Li et al. 2003) oder einen anderen Rezeptor (Doolan and Harvey 2003) handeln.
Diese Kaskade wird über second-Messengers (SM) propagiert, die einen Effekt auf Ionenkanäle ausüben oder
die Stickstoffmonoxidkonzentration (NO) im Zytoplasma erhöhen. Die Regulation über die DNA von Genen ist
bei diesem Prozess nicht involviert. Die ligandenunabhängige Signalkaskade wird durch die Aktivierung anderer
Kaskaden induziert, beispielsweise durch die Signalkaskade der Wachstumsfaktoren (GF). Bei dieser Interaktion
phosphoryliert eine aktivierte Kinase die ER, woraufhin diese dimerisieren und an das ERE der DNA binden
können.
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Die Abbildung 1.9 zeigt die Mechansimen der unterschiedlichen ER-Kaskaden (Abbil-

dung nach Heldring et al. (2007)). Bei der ligandenabhängigen Regulation bewirkt die

Bindung eines Liganden am ER eine Konformationsänderung, woraufhin dieser dimeri-

siert und über zinc-finger -Motive der DBD an palindromische EREs der Promotoren von

Zielgenen binden kann und somit die Transkription induziert (Kuiper et al. 1997). Ein

alternativer Mechanismus der Genexpression ist die Wechselwirkung über Protein-Protein-

Interaktionen von ligandengebundenen ER mit Transkriptionsfaktoren, beispielsweise mit

Fos/Jun oder SP-1 (Saville et al. 2000). In diesem Fall binden die ER nicht direkt an die

Promotor-DNA. Neben den transkriptionellen Effekten von Östrogenen hat das Hormon

auch sehr kurzzeitige regulatorische Wirkungen, die innerhalb von Sekunden oder Minuten

ablaufen (Song and Santen 2006). Die kurzzeitige Wirkung beruht auf der Aktivierung von

Kinasen, Phosphatasen oder scaffold -Molekülen sowie auf einen erhöhten Ionenfluss durch

die Membranen. Neben der ligandeninduzierten transkriptionellen Aktivität der ER, sind

ligandenunabhängige Signalwege beschrieben, welche die ER aktivieren können. So führen

zum Beispiel Wachstumsfaktoren zu einer Aktivierung von Kinasen, welche wiederum die

ER phosphorylieren, die daraufhin an EREs von Promotoren der Zielgene binden können

(Kato et al. 1995).

1.3.3 Einfluss von Östrogenen auf den AT2R

Hypertonie gehört zu den Hauptrisikofaktoren bei der Entstehung koronarer Herzerkran-

kungen, Schlaganfall und renalen Erkrankungen. Bluthochdruck tritt bei Männern und

Frauen auf, wobei geschlechtsspezifische Unterschiede beobachtet werden können (Ramirez-

Exposito and Martinez-Martos 2008). Männer entwickeln Bluthochdruck im Vergleich zu

Frauen zu einem früheren Zeitpunkt (Regitz-Zagrosek 2006). Mit Hilfe einer ambulanten

24-Stunden-Blutdruckmessung konnte gezeigt werden, dass der Blutdruck bei Männern

verglichen mit prä-menopausalen Frauen des gleichen Alters signifikant erhöht ist (Wi-

inberg et al. 1995; Khoury et al. 1992). Die unterschiedliche Inzidenz kardiovaskulärer

Erkrankungen bei Männern und Frauen wird mit dem günstigen Einfluss von Östrogenen

auf das Herzkreislaufsystem in Zusammenhang gebracht (Choi and McLaughlin 2007).

Post-menopausale Frauen leiden im Vergleich zu gleichaltrigen Männern dagegen häufi-

ger an Hypertonie (Cheung et al. 2006), kardiovaskulären Erkrankungen, Myokardinfarkt

oder Herzversagen (Thom et al. 2006). Einige Studien zeigen jedoch, dass die zunehmende

Prävalenz von Bluthochdruck und kardiovaskulären Erkrankungen bei post-menopausalen

Frauen möglicherweise durch Alterungsprozesse und nicht durch einen Östrogenmangel

verursacht wird (Sjöberg et al. 2004). Die geschlechtsspezifische Regulation des Blutdrucks

wurde zusätzlich in verschiedenen hypertensiven Rattenmodellen untersucht (Reckelhoff

et al. 2000; Crofton et al. 1993). Innerhalb dieser Versuche zeigten die männlichen Tiere

im Vergleich zu den weiblichen Tieren jeweils einen höheren Blutdruck (De la Chica et al.

2007).
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Das lokale und das zirkulierende RAS sind in die Pathogenese des Bluthochdrucks invol-

viert. In einer klinischen Studie von Miller et al. (1999) konnte gezeigt werden, dass eine

Infusion mit Ang II bei gesunden normotensiven Männern und Frauen zu einer vergleich-

baren Zunahme des Blutdrucks führt. Untersuchungen im Tiermodell von Armando et al.

(2002) beziehungsweise von Suarez et al. (2004) haben zu dem Ergebnis geführt, dass Östro-

gene das Verhältnis des AT1R respektive AT2R zu Gunsten des AT2R verschieben. Baiar-

di et al. (2005) untersuchten die Expression des renalen AT1R und AT2R in männlichen,

weiblichen, ovarektomierten und ovarektomierten-östrogenbehandelten Ratten. Sie zeigten,

dass die Expression des AT2R in den Nieren von adulten männlichen Ratten verglichen mit

weiblichen Tieren signifikant reduziert ist und dass die Expression des AT1R und AT2R

östrogenabhängig erfolgt. Die Behandlung der ovarektomierten Tiere mit E2 resultierte

in einer signifikanten Zunahme der Expression des AT1R und des AT2R. Eine weitere

Arbeitsgruppe konnte demonstrieren, dass die Behandlung mit dem AT1R-Antagonisten

Losartan die AT2R-mRNA-Expression in mesentrischen Arterien von weiblichen sponta-

nen hypertensiven Ratten aktiviert, nicht aber die Expression in den Arterien männlicher

Tiere (De Rodrigues et al. 2006).

Ein genetischer Polymorphismus in der 3’-untranslatierten Region (UTR) des AT2R-

Gens moduliert den linksventrikulären Massenindex in Frauen mit hypertropher Kardio-

myopathie. Dieser Effekt wird in männlichen Patienten nicht beobachtet (Deinum et al.

2001). In einer weiteren Studie wurde der AT2R-Polymorphismus C4599A, der im Exon

3 lokalisiert ist, mit Hypertonie in Frauen, aber nicht in Männern assoziiert (Ji et al.

2003). In verschiedenen Studien wurde das A-Allel des sich im Intron 1 befindenden AT2R-

Polymorphismus -G1332A mit linksventrikulärer Hypertrophie in Männern und koronarer

Ischämie in Frauen assoziiert (Warnecke et al. 2005).

1.4 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 und
Poly(ADP-Ribosyl)ierung

Die Existenz von Poly(ADP-Ribose)-Molekülen im Zellkern von Säugern wurde zum ersten

Mal 1963 von Chambon und Kollegen beschrieben (Chambon et al. 1963). In den letzten

Jahren rückte die Proteinfamilie PARP erneut in den Fokus der Forschung. Der Grund

liegt in dem Zuwachs an Erkenntnissen über die biochemischen Aspekte der Poly(ADP-

Ribosyl)ierung. Diese spielt eine wichtige Rolle in vielen physiologischen und pathophy-

siologischen Prozessen, beispielsweise bei der inter- und intrazellulären Signalübertragung,

der Transkription, der Erkennung sowie Reparatur von DNA-Schäden, der Regulierung des

Zellzyklusses, der Nekrose und Apoptose (Virág and Szabó 2002). Seit den 90er Jahren ha-

ben pharmazeutische Unternehmen mit der Entwicklung von selektiven PARP-Inhibitoren

begonnen, deren Haupteinsatzgebiete unter anderen die Therapie des Schlaganfalls und

kardiovaskulärer Erkrankungen sind.
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PARPs sind Enzyme, die Poly(ADP-Ribose)-Ketten an Zielproteine polymerisieren.

Sie nutzen das Koenzym NAD+ als Substrat und synthetisieren daraus schrittweise ein

Homopolymer aus ADP-Ribose-Einheiten. Die humane PARP-Familie umfasst insgesamt

18 verschiedene Proteine (Ame et al. 2004). Alle Mitglieder enthalten eine konservierte

katalytische Domäne, das sogenannte PARP-Motiv (Rolli et al. 2000). Der weitere Aufbau

der PARP-Proteine beinhaltet zwei zinc-finger -Motive, das ”BRCA1 C-Terminus-ähnliche”

(BRCT)-Motiv, Ankyrinwiederholungen sowie Makro- und WWE-Domänen. Diese sind

in unterschiedlicher Anzahl und Kombination vertreten und tragen zu den spezifischen

Eigenschaften der jeweiligen PARP-Proteine bei.

Das am besten charakterisierte Protein dieser Familie ist PARP-1. Es ist ein evolutionär

hochkonserviertes Enzym mit einer charakteristischen Struktur (siehe Abbildung 1.10).

Es enthält am N-Terminus zwei zinc-finger -Motive (DBD). Daneben besitzt PARP-1 ein

nukleäres Lokalisationssignal (NLS), eine zentrale Automodifikations-Domäne (BRCT) und

am C-Terminus eine katalytische Domäne (Rolli et al. 2000).

FI FII BRCT

DNA-

Bindende-

Domäne

Auto-

Modifikations-

Domäne

Katalytische-

Domäne

zinc-finger NLS                                                                                     aktives

Zentrum

Abbildung 1.10: Schematische Darstel-
lung der PARP-1-Proteinstruktur. Es ent-
hält am N-Terminus zwei zinc-finger -
Motive (DBD) und verfügt zusätzlich über
ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS),
eine Automodifikations-Domäne (BRCT)
sowie eine katalytische Domäne, die das
aktive Zentrum enthält.

PARP-1 ist ein ubiquitär exprimiertes nukleäres Enzym, dass die NAD+-abhängige Ad-

dition von ADP-Ribose-Polymeren auf Zielproteine überträgt. Die katalytisch aktive Form

von PARP-1 ist ein Homodimer (Virág and Szabó 2002). Es bindet sowohl einzel- als auch

doppelsträngige DNA-Strukturen. Die intrinsische enzymatische Aktivität von PARP-1 ist

sehr niedrig, wird aber durch die Präsenz allosterischer Aktivatoren, zum Beispiel durch

geschädigte DNA oder Nukleosomen, stimuliert (Kim et al. 2004). Die enzymatische Ak-

tivität von PARP-1 wird durch den physiologischen Zustand der Zelle bestimmt, der von

der NAD+-Konzentration und den genomischen Bedingungen abhängt (Kraus 2008). Das

linker -Histon H1 oder Transkriptionsfaktoren gehören zu den nukleären Zielobjekten der

enzymatischen Aktivität von PARP-1 (D’Amore et al. 2005). Das wichtigste Akzeptorpro-

tein für die ADP-Ribose-Polymere ist PARP-1 selbst (Kraus and Lis 2003).

Neben seiner enzymatischen Funktion ist PARP-1 zusätzlich in die transkriptionel-

le Regulation von Zielgenen involviert und kann als transkriptioneller Koaktivator oder

als Repressor fungieren (Meisterernst et al. 1997; Kraus and Lis 2003). PARP-1 modi-

fiziert Histone und erzeugt eine anionische poly(ADP-Ribose)-Matrix, die Histone bindet

und die Dekondensation von higher-order -Chromatinstrukturen begünstigt (Kraus and Lis

2003). Daneben kann PARP-1 die Transkription als Komponente von enhancer - und/oder

Promotorkomplexen beeinflussen (Schreiber et al. 2006). Die Aktivität von PARP-1 an

enhancern oder Promotoren wird durch die Interaktion von PARP-1 mit verschiedenen

DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren einschließlich NFκB, Oct-1 oder nukleären Rezep-

toren bedingt (Anderson et al. 2000).

19



1 Einleitung

Die Poly(ADP-Ribosyl)ierung

Bei der Poly(ADP-Ribosyl)ierung handelt es sich um eine posttranslationale Modifika-

tion von Proteinen, die durch PARPs vermittelt wird. Bei Vorhandensein von DNA-

Strangbrüchen katalysieren sie die kovalente Bindung von ADP-Ribose-Einheiten vom Sub-

strat NAD+ auf die γ-Carboxylgruppe von Glutaminsäureresten der Akzeptorproteine. Bei

der Poly(ADP-Ribosyl)ierung werden ein oder mehrere ADP-Ribosereste an Proteine ange-

fügt. Die Poly(ADP-Ribosyl)ierung spielt bei der Zellkommunikation und bei der Kontrolle

zellulärer Prozesse, einschließlich DNA-Reparatur und Apoptose eine wichtige Rolle. In der

Folge von DNA-Strangbrüchen kommt es zu einem 500-fachen Anstieg der katalytischen

Aktivität von PARP-1. In der Abbildung 1.11 ist der Prozess der Poly(ADP-Ribosyl)ierung

schematisch dargestellt.

NAD+ Nikotinamid H2O       Mono(ADP-RRibose) - Protein

Akzeptor-

Protein

Poly(ADP-Ribose )-

Protein

Mono(ADP-Ribose )

Oligo(ADP-Ribose )

PARP-1 PARG

Protein
ADP-DP

(ADP-Ribosyl)-Proteinlyase

Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung eines Akzeptorproteins. PARP-1 kata-
lysiert die Polymerisation der (ADP-Ribose)-Einheiten von dem Substrat NAD+ auf ein Zielprotein. Anschließend
katalysiert das Enzym Poly(ADP-Ribosyl)-Glykohydrolase (PARG) die Hydrolyse von Poly(ADP-Ribose) (PAR),
wodurch freie Mono- und Oligo(ADP-Ribose) entsteht. Die (ADP-Ribosyl)-Proteinlyase spaltet das finale (ADP-
Ribose)-Monomer vom Zielprotein. Dabei entsteht ADP-3’-deoxypentose-2’-ulose (ADP-DP).

Die Proteinmodifikation der Poly(ADP-Ribosyl)ierung wird von den Enzymen PARP

und der Poly(ADP-Ribose)-Glykohydrolase (PARG) katalysiert. PARPs übertragen (ADP-

Ribose)-Einheiten auf den Aminosäurerest der Aminosäuren Glutaminsäure, Asparagin-

säure oder Lysin eines Akzeptorproteins und können lange Poly(ADP-Ribose)-Ketten auf-

bauen. Die Reaktion läuft innerhalb von Minuten ab und bewirkt durch das Einführen

negativer Ionenladungen eine gravierende Veränderung der physikalischen und chemischen

Eigenschaften eines Proteins. Die Poly(ADP-Ribose) hat jedoch nur eine kurze Halbwerts-

zeit von etwa 1 min (Alvarez-Gonzalez and Althaus 1989). Sie wird durch das im Zellkern

lokalisierte Enzym PARG zu freier ADP-Ribose abgebaut.

1.4.1 Einfluss von PARP-1 auf den AT2R

Die Aktivierung von PARP-1 ist in die Pathogenese der akuten und chronischen myokar-

dialen Dysfunktion involviert. Die Aktivierung von PARP-1 trägt beispielsweise zu der

Entwicklung von Ang II-induzierter endothelialer Dysfunktion bei (Szabó et al. 2004).

Dieser Effekt konnte durch die Behandlung mit dem AT1R-Antagonisten Losartan inhi-
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biert werden. In Kardiomyozyten- und Endothelzellen kommt es während der myokardialen

Ischämie, des Herzversagens oder der Kardiomyopathie zu der Erzeugung von reaktiven

Sauerstoff- und Stickstoffmolekülen (Pacher and Szabó 2007). Diese reaktiven Moleküle

induzieren eine oxidative Schädigung der DNA, woraufhin PARP-1 aktiviert wird. Die

pharmakologische Inhibierung von PARP hat in Tierexperimenten zu einer signifikanten

Verbesserung von kardiovaskulären Erkrankungen beigetragen. Molnár et al. (2006) konn-

ten in einem Tiermodell zeigen, dass PARP-Inhibitoren die Aktivierung von PARP in

Ang II-behandelten Tieren blockieren. In PARP-1-Wildtyp-Mäusen führte die Behandlung

mit Ang II im Vergleich zu homozygoten PARP-1-knockout-Tieren zu einer signifikanten

Zunahme des Verhältnisses Herzgewicht zu Herzlänge sowie zur Entwicklung von Fibrose

(Pillai et al. 2006). Eine direkte Interaktion zwischen PARP-1 und dem AT2R ist bisher

jedoch nicht bekannt.
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2 Ziel der Arbeit

Die Rolle des AT2R innerhalb kardiovaskulärer Erkrankungen wird in der Literatur kon-

trovers diskutiert. Zwar wird vermutet, dass er als Antagonist der AT1R-vermittelten Ef-

fekte eine positive physiologische Funktion hat, gleichzeitig gibt es jedoch Hinweise, dass

der AT2R selbst zur Hypertrophie beiträgt. Die Klärung dieses Sachverhaltes ist heraus-

fordernd, da die AT2R-Signalkaskade und ihre Wirkung beispielsweise aufgrund der gerin-

gen endogenen AT2R-Expression nur schwer experimentell zu belegen ist. Bekannt ist, dass

der AT2R im fötalen Gewebe im Vergleich zum AT1R der dominierende Rezeptor ist. In

der postnatalen Phase nimmt seine Expression dramatisch ab und wird nur noch von weni-

gen Geweben exprimiert. Unter pathophysiologischen Bedingungen steigt seine Expression

jedoch auch im adulten Organismus erneut an.

Das übergeordnete Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation und Aufklärung transkrip-

tioneller, genregulatorischer Mechanismen des AT2R und seines zytoplasmatischen Interak-

tionspartners, dem humanen Protein ATIP1 beziehungsweise dem murinen ATBP50. Ein

Schwerpunkt dieser Arbeit befasst sich daher mit der Charakterisierung der Promotorstruk-

tur und -aktivität dieser Gene. Die Aufgabe beinhaltet die Ermittlung der transkriptionel-

len Startpunkte sowie die Charakterisierung der Promotoren beider Gene unter basalen

Bedingungen.

Östrogene scheinen das Verhältnis der AT1R/AT2R-Expression zu Gunsten des AT2R

zu verschieben. Untersuchungen von Polymorphismen des AT2R-Gens weisen darauf hin,

dass der AT2R einen protektiven Effekt bei der myokardialen Hypertrophie von Frauen

ausübt. Der mögliche Einfluss von Sexualhormonen auf die Regulation des AT2R- und

ATIP1-/ATBP50-Gens ist jedoch weitestgehend ungeklärt. Vor diesem Hintergrund wird

in dieser Arbeit der Einfluss des weiblichen Sexualhormons 17β-Östradiol auf die transkrip-

tionelle Regulation des AT2R- und des ATIP1-/ATBP50-Gens auf der Promotorebene un-

tersucht. Diese Studien werden durch Untersuchungen der mRNA-Expression der beiden

Zielgene im Herzen gesunder Ratten und in humanen Herzgewebeproben von gesunden

Spendern komplementiert.

Das Protein Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 ist in die Pathogenese kardiovaskulärer

Erkrankungen involviert. Tierexperimente haben gezeigt, dass homozygote PARP-1-knock-

out-Tiere nach der Induktion mit Ang II weder kardiale Hypertrophie noch endotheliale

Dysfunktionen entwickeln. Die regulativen Mechanismen dieser RAS-PARP-Interaktion

sind bisher unbekannt. Daher soll im zweiten Teil der Arbeit der Einfluss von PARP-1 auf

die Transkription des AT2R- und des ATIP1-/ATBP50-Gens auf der mRNA-, Promotor-

und Chromatinebene analysiert werden. Die Untersuchungen werden auf der mRNA-Ebene

mit Hilfe der real-time-PCR, auf Promotorebene mittels Reporterassays und auf der Chro-

matinebene durch die Chromatin-Immunopräzipitation durchgeführt. 23





3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antikörper

• Polyklonaler Kaninchen anti -MMP-2 (H-76) Antikörper sc-10736

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland)

• Monoklonaler Maus anti -PARP-1 (F-2) Antikörper sc-8007

(Santa Cruz Biotechnology)

• Polyklonaler Ziege anti -Pol II (C-18) Antikörper sc-5943

(Santa Cruz Biotechnology)

• Polyklonaler Kaninchen anti -TIMP-1 (H-150) Antikörper sc-5538

(Santa Cruz Biotechnology)

• Polyklonaler Kaninchen anti -TIMP-3 (H-55) Antikörper sc-30075

(Santa Cruz Biotechnology)

• Polyklonaler Kaninchen anti -TFIID (TBP) (N-12) Antikörper sc-204

(Santa Cruz Biotechnology)

3.1.2 Bakterienstämme

• XL1-blue chemisch kompetente Escherichia coli -Bakterienzellen

(Stratagene, La Jolla, CA, USA)

Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacI qZ∆M15

Tn10 (Tetr)]

• One shot TOP10F’ chemisch kompetente Escherichia coli -Bakterienzellen

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Genotyp: recA1 endA1 galU galK rpsL nupG mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15

∆lacX74 araD139 ∆(araleu)7697 [F’ lacI q Tn10 (Tetr)]

3.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind im Anhang in der Tabelle A.1 aufgelistet.
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3 Material und Methoden

3.1.4 Enzyme

• Restriktionsendonukleasen HindIII, KpnI, XhOI, EcoRI (Fermentas, St. Leon-Rot,

Deutschland)

• T4-DNA-Ligase (Promega, Mannheim, Deutschland)

• M-MLV-Reverse-Transkriptase (Promega)

• RQ1-RNase-Free DNase (Promega)

3.1.5 Größenstandards

• GeneRuler 50 bp DNA ladder (Fermentas)

• GeneRuler 100 bp DNA ladder (Fermentas)

• GeneRuler 1 kb DNA ladder (Fermentas)

3.1.6 Kits

• GeneRacer-Kit (Invitrogen)

• Dual-luciferase-reporter-assay-System (Promega)

• HotStarTaq-PCR-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

• NucleoSpin-Extract-II (Macherey-Nagel, Düren, Germany)

• NucleoSpin-RNA-II (Macherey-Nagel)

• NucleoSpin-Plasmid-QuickPure (Macherey-Nagel)

• pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA-Expressionsvektor (Invitrogen)

• Plasmid-DNA-Purification-NucleoBond-Xtra-Mini (Macherey-Nagel)

• Plasmid-DNA-Purification-NucleoBond-Xtra-Midi (Macherey-Nagel)

3.1.7 Medien für die Bakterienkultur

• LB-Medium:

1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NaCl, (pH 7,2); auto-

klaviert (121 °C, 20 Minuten)

• SOC-Medium:

2% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 8,5 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM

MgCl2 (pH 7,0); autoklaviert (121 °C, 20 Minuten), 2% (v/v) 1 M Glucoselösung
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3.1 Material

• LB-Agar:

LB-Flüssigmedium; 20 g/l Agar; autoklaviert (121 °C, 20 Minuten)

3.1.8 Wirkstoffe für die Stimulationsexperimente

• Angiotensin II (Ang II); 0,1 mM in Wasser (Sigma, Hamburg, Deutschland)

• 3-Aminobenzamid (3-AB); PARP-Inhibitor; 10 mM in DMSO/PBS bei der Stimula-

tion von EA.hy926-Zellen; 30 mM in DMSO/PBS bei der Stimulation in KELLY-

Zellen (Sigma)

• Compound 21; AT2R-Agonist; 1 mM in Wasser (Vicore Pharma, Göteborg,

Schweden)

• 17β-Östradiol (E2); 10 nM in Ethanol (Sigma)

• 17β-Östradiol (E2); 10 nM in Wasser (Sigma)

• Irbesartan (Irb); AT1R-Antagonist; 10 mM in DMSO/PBS (Sigma)

3.1.9 Primer

• Primer für die Subklonierung der Promotorkonstrukte des humanen AT2R-Gens:

siehe Anhang Tabelle A.3

• Primer für die Subklonierung der Promotorkonstrukte des humanen ATIP1-Gens:

siehe Anhang Tabelle A.4

• Primer der RLM-5’-RACE und Luziferase-RLM-5’-RACE:

siehe Anhang Tabelle A.5

• Primer für die Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP):

siehe Anhang Tabelle A.6

• Primer für die Expressionsanalyse:

siehe Anhang Tabellen A.7 sowie A.8

3.1.10 Puffer

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Puffer mit H2O-bidest angesetzt.

• 6× Probenpuffer (DNA-Agarosegelelektrophorese): 40% (w/v) Saccharose, 0,25%

(w/v) Bromphenolblau

• 50× TAE-Puffer (DNA-Agarosegelelektrophorese): 2 M Tris, 1 M Eisessig, 0,05 M

EDTA, pH 8,0
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3 Material und Methoden

• Lysepuffer (ChIP): 1% SDS, 4 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, 1× Complete Proteasein-

hibitor-Cocktail (Roche, Mannheim, Deutschland), pH 8,1

• Sepharose-Puffer (ChIP): 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA, 0,1% (w/v) BSA,

0,1% (w/v) NaN3

• TE-Puffer (ChIP): 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0

• 1 M Tris-HCl-Puffer (ChIP): 1 M Tris-HCl, pH 7,5

• TSE-150 Puffer (ChIP): 1% Triton-X-100, 0,1% SDS, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl,

150 mM NaCl, pH 8,1

• LiCl-Puffer (ChIP): 0,25 M LiCl, 1% NP40, 1% Natriumdeoxycholate, 1 mM EDTA,

10 mM Tris-HCl, pH 8,1

• Elutionspuffer (ChIP): 1% SDS, 0,1 M NaHCO3

• 5× KCM-Puffer (Transformation): 0,5 M KCl, 0,15 M CaCl2, 0,25 M MgCl2

• TSS-Lösung (Transformation): 10% Polyethylenglycol, 5% DMSO, 20 mM MgCl2,

add 4,5 ml mit sterilem LB-Medium

3.1.11 siRNA

• siRNA gegen die humane PARP-1-mRNA (Dharmacon/Thermo Fisher Scientific, Co-

lorado, USA): sense: 5’-gauuucaucuggugugauauu-3’, antisense: 5’-uaucacaccagaugaa-

aucuu-3’

• Kontroll-siRNA-A: sc-37007 (Santa Cruz Biotechnology)

3.1.12 Vektoren

• phRL-null-Vektor (Promega)

Der phRL-null-Vektor ist ein Renilla-Luziferase-Reportervektor, der eine synthetische

renilla-Gensequenz (hRluc) enthält und bei der Transfektion von Zellen als Kontroll-

vektor verwendet wird. Zu diesem Zweck wurden die Zellen jeweils mit dem Zielkon-

strukt und dem phRL-null-Vektor kotransfiziert. Die Vektorkarte des phRluc ist im

Anhang in der Abbildung B.1 dargestellt.

• pGL3-basic-Vektor (Promega)

Der pGL3-basic-Luziferase-Reportervektor enthält eine Gensequenz, die für die Fire-

fly-Luziferase kodiert. Da er keine eukaryontischen Promotorelemente enthält, kön-

nen putative regulative Elemente upstream des Luziferasegens kloniert werden. Die

Stärke des Luziferasesignals lässt Rückschlüsse auf die Aktivität der untersuchten

Promotorelemente zu. Die Abbildung B.2 im Anhang zeigt die Karte des pGL3-

basic-Luziferase-Reportervektors.
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3.1 Material

• pGEM-T-easy-Vektorsystem (Promega)

Der pGEM-T-easy-Vektor ist ein linearisierter Klonierungsvektor. Die 3’-terminalen

Thymidinüberhänge ermöglichen eine T/A-Klonierung von Taq-DNA-Polymerase

amplifizierten PCR-Produkten. Die multiple Klonierungsstelle wird von T7- und

SP6-RNA-Polymerase-Promotoren flankiert. Das Plasmid ermöglicht eine Selektion

anhand einer Ampicillinresistenz sowie ein Blau-Weiß-screening aufgrund einer α-

Komplementierung des β-Galactosidase-Gens (lacZ). Der Vektor ist im Anhang in

der Abbildung B.3 dargestellt.

• pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA-Expressionsvektor (Invitrogen)

Der pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA-Expressionsvektor ermöglicht die direkte Inser-

tion von Taq-DNA-Polymerase amplifizierten PCR-Produkten. Die Zellen können

anschließend mit diesem Vektor transfiziert werden, um das Zielgen zu exprimieren.

Die Abbildung B.4 im Anhang zeigt die Karte des pcDNA3.1/V5-His-TOPO-TA-

Expressionsvektors.

• HEG0/pSG5

Der eukaryontische Expressionsvektor des Östrogenrezeptorgens α wurde freundlicher

Weise von Pierre Chambon (Institut für Genetik und Molekularbiologie, Straßburg,

Frankreich) zur Verfügung gestellt. Die Vektorkarte des Expressionsvektors ist in der

Abbildung B.5 im Anhang dargestellt.

• TOPO-TA-cloning-Vektor (Invitrogen)

Der TOPO-TA-cloning-Vektor ermöglicht aufgrund seiner 3’-terminalen Thymidin-

überhänge die direkte Insertion eines Taq-DNA-Polymerase amplifizierten DNA-

Produkts in den Vektor (Vektorkarte siehe Abbildung B.6).

3.1.13 Zellen und Zellkulturmedien

• EA.hy926-Zellen

EA.hy926-Zellen sind humane Endothelzellen, die in 4,5 g/l D-glukosehaltigem

Medium mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 1 mM Na-

triumpyruvat, 1% nicht-essentiellen Aminosäuren sowie 2% HAT-Zusatz kultiviert

wurden. Die Zellen wurden freundlicher Weise von C.-J. Edgell (Chapel Hill, NC,

USA) zur Verfügung gestellt.

• KELLY-Zellen

Bei KELLY-Zellen handelt es sich um humane Neuroblastomazellen, die freundlicher

Weise vom Institut für Physiologie (Charité, Berlin, Deutschland) zur Verfügung ge-

stellt wurden. Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium kultiviert, das mit 10% FCS,

100 U/ml Penicillin sowie 100 µg/ml Streptomycin angereichert war.
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3 Material und Methoden

• MCF-7-Zellen

Humane epitheliale MCF-7-Zellen wurden von Prof. G. Schönfelder (Institut für To-

xikologie, Charité, Berlin, Deutschland) für die Untersuchungen bereitgestellt. Die

Zellen wurden in 4,5 g/l D-glukosehaltigem Medium mit 10% FCS, 100 U/ml Peni-

cillin und 100 µg/ml Streptomycin kultiviert.

• Maus-Embryonale-Fibroblastenzellen (MEFs) von homozygoten PARP-1-

knockout- und Wildtyp-Mäusen

Die Zellen wurden von Z.-Q. Wang (Leibniz Institut für Altersforschung, Jena,

Deutschland) zur Vefügung gestellt. Sie wurden in 4,5 g/l D-glukosehaltigem Me-

dium kultiviert, das mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin,

2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat sowie 0,02% β-Mercaptoethanol angerei-

chert war.

Die Materialien, die in der Zellkultur verwendet wurden, sind im Anhang in der Tabelle A.2

aufgelistet. Die Zelllinien wurden in einem CO2-Begasungsbrutschrank im offenen System

bei 37 °C mit 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert.

3.1.14 Humane Gewebeproben

Die aufgearbeitete RNA der humanen Herzgewebeproben von gesunden Spendern wur-

de freundlicher Weise von Dr. J. Isensee (Max-Planck Institut für Molekulare Genetik,

Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die Spender zeigten keine Anzeichen einer

Herzerkrankung, hatten ein unauffälliges EKG und Laborwerte ohne besondere Befunde.

Es wurden außerdem keine morphologischen oder histologischen Abnormalitäten gefunden.

Die Untersuchung erfolgte nach den ethischen Prinzipien der Erklärung von Helsinki.

Die Herzbiospien von pathologisch auffälligen Patienten wurden freundlicher Weise von

Prof. C. Tschöpe (Institut für Kardiologie und Pulmologie, Berlin, Deutschland) zur Ver-

fügung gestellt. Die Biopsien stammten aus dem linken Ventrikel von Patienten mit einer

Herzinsuffizienz.

3.1.15 Murine Gewebeproben

Die Herzen gesunder Wistar-Ratten wurden freundlicher Weise von Dr. C. Thöne-Reineke

(Institut für Pharmakologie, Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die RNA aus den

Herzen von Ratten, denen ein Herzinfarkt induziert wurde, wurde freundlicher Weise von

Melanie Timm zur weiteren Analyse bereitgestellt. Der entsprechende Tierversuch wurde

von Dr. E. Kaschina (Institut für Pharmakologie, Berlin, Deutschland) durchgeführt und

ist in der Publikation Kaschina et al. (2008) ausführlich beschrieben.
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3.2 Methoden

3.2.1 Arbeiten mit Bakterien

3.2.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterienzellen

Für die Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurde LB-Medium mit XL1-blue chemisch-

kompetenten Escherichia coli -Bakterien angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm

inkubiert. Von dieser Vorkultur wurde eine Probe im Verhältnis von 1:200 in frisches LB-

Medium überführt und bei 37 °C sowie 200 rpm kultiviert, bis die Bakteriensuspension eine

optische Dichte von 0,5 bis 0,6 bei 600 nm aufwies. Anschließend wurde die Bakterienkultur

für 30 min auf Eis inkubiert und danach für 10 min bei 4000 rpm sowie 4 °C zentrifu-

giert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml TSS-Lösung resuspendiert.

Die Bakterienlösung wurde sofort in Flüssigstickstoff schockgefroren und anschließend bei

-80 °C gelagert.

3.2.1.2 Klonierung

In dieser Arbeit wurden unterschiedlich große Reporterkonstrukte des humanen AT2R-,

ATIP1- und TFF1-Promotors kloniert. Die einzelnen Klonierungsstrategien sind im

Kapitel 3.2.3.4 ausführlich erläutert. In den nachfolgenden Abschnitten sind die allgemeinen

Arbeitsschritte der Klonierung dargestellt.

Polymerasekettenreaktion

Für die Klonierung der Reporterkonstrukte wurde genomische DNA humaner Probanden

als template für die PCR verwendet. Die PCR-Methode selbst wird im Kapitel 3.2.2.5

erläutert. Die verwendeten Primer sind im Anhang in den Tabellen A.3 und A.4 darge-

stellt. Sie besitzen Nukleotidsequenzen für Schnittstellen der Restriktionsenzyme KpnI so-

wie HindIII. Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese validiert. Bei korrekter

Fragmentgröße wurden die Amplifikate mit Hilfe des NucleoSpin-Plasmid-QuickPure-Kits

aufgereinigt.

Restriktion

500 ng des aufgereinigten PCR-Produkts wurden mit 1× Restriktionspuffer (Puffer C von

Promega), 1 U HindIII und 1 U KpnI in einem Gesamtvolumen von 10 µl über Nacht

bei 37 °C verdaut. In einem parallelen Ansatz wurden 100 ng des Vektors pGL3-basic mit

1× Restriktionspuffer (Puffer C von Promega), 1 U HindIII und 1 U KpnI in einem

Gesamtvolumen von 10 µl über Nacht bei 37 °C geschnitten. Die Produkte wurden an-

schließend erneut mit dem NucleoSpin-Plasmid-QuickPure-Kits aufgereinigt.
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Ligation

500 ng der insert-DNA wurden mit 100 ng Vektor-DNA, 1 U T4-DNA-Ligase und 1×

Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen von 10 µl über Nacht bei 4 °C ligiert. Anschließend

wurde die Ligase für 15 min bei 70 °C inaktiviert.

Nachdau

Nach der Ligation erfolgte eine weitere Restriktion mit dem Enzym Xho1. Je 8 µl des

Ligationsansatzes wurden mit 1× Restriktionspuffer (Puffer C von Promega) und 1 U Xho1

über Nacht bei 37 °C gedaut. Dieses Enzym schneidet in der multiplen Klonierungsstelle

des ursprünglichen pGL3-basic-Vektors, nicht aber innnerhalb der Fragmente.

Transformation

50 ng DNA wurden mit 20 µl 5× KCM-Puffer, 78 µl H2O und 100 µl XL1-blue chemisch-

kompetenten E.coli -Bakterien für 20 Minuten auf Eis und anschließend für weitere 10

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu dieser Bakteriensuspension wurde 1 ml LB-

Medium gegeben und die Suspension wurde anschließend für eine Stunde bei 37 °C sowie

180 rpm kultiviert. Von dem Transformationsansatz wurden 50-200 µl auf einer LB-Platte

ausplattiert, die 100 µg/ml Ampicillin enthielt. Die Platte wurde über Nacht bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

Plasmidisolation

LB-Medium wurde mit 100 µg/ml Ampicillin versetzt und über Nacht mit einer Platten-

kolonie bei 37 °C sowie 180 rpm kultiviert. Die Isolierung und Reinigung der Plasmid-DNA

wurde mit Hilfe des Plasmid-DNA-Purification-NucleoBond-Xtra-Mini-Kits beziehungs-

weise des entsprechenden Midikits durchgeführt und erfolgte entsprechend der Angaben

des Herstellers. Alle Plasmide wurden mit Wasser eluiert. Die generierten Plasmide wur-

den abschließend mit Hilfe der DNA-Sequenzierung validiert.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 RNA-Isolation

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin-RNA-II-Kits

nach Angaben des Herstellers. Die Gesamt-RNA aus humanen und murinen Geweben wur-

de dagegen mit Trizol isoliert. Das Gewebe wurde dafür zu Beginn in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und anschließend mit einem Mörser zerkleinert. Je 100 mg des Gewebes

wurden in 1 ml Trizol aufgenommen und mit dem Ultraturrax (Schuett-Biotec, Göttingen,
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Deutschland) homogenisiert. Die weitere Aufarbeitung der RNA erfolgte ebenfalls entspre-

chend der Angaben des Herstellers. Die RNA wurde am Ende der Aufarbeitung jeweils in

H2O aufgenommen und bei -80 °C gelagert.

3.2.2.2 Quantifizierung von Nukleinsäuren

Die Quantifizierung von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch durch die Messung der Ab-

sorption bei einer Wellenlänge von 260 nm (Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington,

USA). Die RNA-Qualität der Gewebeproben wurde mit Hilfe des Bioanalyzers (Agilent

Technologies, Waldbronn, Deutschland) ermittelt.

3.2.2.3 DNase-Verdau

Während der Isolierung der RNA mit Hilfe des RNA-Isolationskits NucleoSpin-RNA-II

fand der Verdau doppelsträngiger DNA bereits während der Aufarbeitung auf der Säule

statt. Nach der Aufarbeitung der RNA mit dem Reagenz Trizol wurde anschließend ein

zusätzlicher DNase-Verdau mit der RQ1-RNase-Free-DNase (Promega) nach Angaben des

Herstellers durchgeführt.

3.2.2.4 Reverse Transkription von RNA

Die reverse Transkription der RNA wurde mit dem Enzym M-MLV-Reverse-Transkriptase

und unter der Verwendung von Random-Hexamer-Primern (Promega) durchgeführt. Die

cDNA-Synthese aus der RNA von humanen und murinen Gewebeproben erfolgte mit dem

SuperScriptIII-System (Invitrogen). Für die Erststrangsynthese der cDNA wurde dabei ein

Oligo(dT)15-Primer (Promega) verwendet. Die Arbeitsschritte fanden jeweils nach Herstel-

lerangaben statt.

3.2.2.5 Polymerasekettenreaktion

Qualitative Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde jeweils in einem Gesamtvolumen von 25 µl mit 1× NH4-PCR-Puffer,

25 mM MgCl2, 10 mM dNTPs (je 2,5 mM pro dNTP), 10 µM je Primer, 2,5 U Taq-

Polymerase, 20-100 ng genomischer DNA beziehungsweise 50-100 ng cDNA, add 25 µl

H2O angesetzt. Für die PCR wurde sowohl das PCR-System der Firma Invitek als auch

das HotStarTaq-System von Qiagen verwendet. Die Tabellen 3.1 und 3.2 zeigen das jewei-

lige Temperaturprogramm für beide PCR-Systeme:
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Tabelle 3.1: Temperaturprogramm für die Standard-PCR

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 5 Minuten

Denaturierung 95 °C 30 Sekunden

Annealing 55 °C bis 65 °C 30 Sekunden

Elongation 72 °C 30 Sekunden

40 Zyklen

Abschließende Elongation 72 °C 10 Minuten

Tabelle 3.2: Temperaturprogramm für die HotStarTaq-PCR

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 15 Minuten

Denaturierung 94 °C 1 Minute

Annealing 64 °C bis 72 °C 1 Minute

Elongation 72 °C 30 Sekunden

40 Zyklen

Denaturierung 94 °C 1 Minute

Annealing 64 °C bis 72 °C 1 Minute

Abschließende Elongation 72 °C 10 Minuten

Quantitative Polymerasekettenreaktion (real-time-PCR)

Die real-time-PCR wurde mit dem Mx3000P-Gerät (Stratagene, La Jolla, USA) und der

Verwendung des ABI-Power -Mixes (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgeführt.

Zu einem Gesamtreaktionsansatz von 25 µl wurden 10 ng cDNA und 10 µM je Primer

zugegeben. Für die real-time-PCR wurde das folgende Programm verwendet:

Tabelle 3.3: Temperaturprogramm für die real-time-PCR

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 10 Minuten

Denaturierung 95 °C 30 Sekunden

Annealing 60 °C 1 Minute

40 Zyklen

Schmelzkurve 65-99 °C
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Die Produktspezifität wurde durch die Analyse der Schmelzkurve überprüft. Zusätz-

lich wurde bei jeder real-time-PCR eine sogenannte nicht-template-Kontrolle (NTC) mit-

geführt, bei der das template durch Wasser ersetzt wurde. Die Auswertung erfolgte nach

Normalisierung auf das entsprechende housekeeping-Gen nach der ∆CT -Methode und wur-

de mit der entsprechenden Kontrolle verglichen (∆∆CT -Methode). Der CT -Wert (cycle

threshold) gibt die Nummer des Zyklusses an, bei dem ein Fluoreszenzsignal über dem

Schwellenwert detektiert wird. Ein ∆CT -Wert entspricht einem PCR-Zyklus. Die Ratio

gibt den relativen Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der

Kontrolle an, der auf ein housekeeping-Gen normalisiert und auf eine Standardprobe be-

zogen wurde.

∆CT = CT (Zielgen) − CT (housekeeping−Gen) (3.1)

∆∆CT = ∆CT (Probe) −∆CT (Kontrolle) (3.2)

Ratio = 2(−∆∆CT ) (3.3)

3.2.2.6 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Produkte der PCR wurden ensprechend ihrer Größe in einem Agarosegel zusammen

mit einem entsprechenden Größenstandard (100 bp beziehungsweise 1 kb DNA ladder)

mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt. Für die Analyse der DNA-Fragmente wurden

1-2%ige Agarosegele und als Laufpuffer 1× TAE-Puffer verwendet. Die Gelelektrophorese

wurde bei 120 V für 20 Minuten durchgeführt. Abschließend wurden die Gele fotografiert

(Chemidoc, Biorad) und dokumentiert.

3.2.2.7 RLM-5’-RACE

Für die Identfizierung der transkriptionellen Startpunkte des humanen AT2R- und ATIP1-

Gens wurde die RNA-Ligase-vermittelte (RLM)-5’-RACE mit Hilfe des GeneRacer-Kits

durchgeführt. Das Prinzip beruht auf der Ligation eines RNA-Oligonukleotidlinkers an die

5’-Enden von vollständigen mRNA-Transkripten vor der cDNA-Synthese. Anschließend

erfolgte eine PCR mit einem genspezifischen und einem linkerspezifischen Primer, in der

die 5’-Enden des entsprechenden Zielgens amplifiziert wurden. Die einzelnen Arbeitsschritte

erfolgten entsprechend der Herstellerangaben und werden nachfolgend kurz erläutert.

Für die Untersuchung des humanen AT2R-Gens wurde RNA des linken Herzventrikels

eines gesunden Spenders verwendet. Die RNA wurde freundlicher Weise von H. Witt

(Max-Planck Institut für Molekulare Genetik, Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt.

Die Bestimmung der transkriptionellen Startpunkte des ATIP1-Gens wurde mit RNA aus

der humanen Neuroblastomazelllinie SHSY-5Y durchgeführt. Als Ausgangskonzentration

dienten jeweils 4 µg RNA.
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Zu Beginn des Versuches wurden die 5’-Phosphate der RNA mit dem Enzym calf-intestinal-

phosphatase (CIP) dephosphoryliert. Intakte mRNA, die aufgrund ihrer cap-Struktur am

5’-Terminus geschützt ist, bleibt davon ausgeschlossen. Anschließend wurde die mRNA

mit dem Enzym tobacco-acid-pyrophosphatase (TAP) behandelt und so die 5’-cap-Struktur

der intakten und vollständigen mRNA entfernt. Dieser Prozess resultierte in einem frei-

en 5’-Phosphatende, das für die folgende Ligation des GeneRacer-RNA-Oligos mit Hil-

fe der T4-RNA-Ligase notwendig ist. Dieses Oligo lieferte eine bekannte Sequenz für die

GeneRacer-PCR-Primer. Die RT-PCR erfolgte mittels SuperScript-III-RT-Primern, die im

kit mitgeliefert wurden. Die Sequenzen der verwendeten genspezifischen PCR- und nested -

PCR-Primer sind im Anhang in der Tabelle A.5 dargestellt. Die PCR erfolgte mit dem

HotStarTaq-System bei einer annealing-Temperatur von 64 °C. Die annealing-Temperatur

der nested -PCR betrug sowohl für das AT2R-Gen als auch für das ATIP1-Gen 60 °C.

Mit Hilfe der Gelelektrophorese wurde anschließend überprüft, ob während der PCR ein

oder mehrere Amplifikate entstanden sind. Die PCR-Produkte wurden in den TOPO-TA-

cloning-Vektor subkloniert und abschließend sequenziert. Durch eine genomische BLAST-

Homologiesuche (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) der einzelnen Sequenzen wurden

die transkriptionellen Startpunkte der beiden Gene ermittelt. Aufgrund dieses Verfahrens

enspricht die erste Base der ermittelten Gensequenz dem transkriptionellen Startpunkt.
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Abbildung 3.1: Lokalisation der Primer in der RLM-5’-RACE. Der jeweils kodierende Sequenzbereich der beiden
Gene ist mit der Farbe rosa gekennzeichnet und die untranslatierten Bereiche (5’-UTR beziehungsweise 3’-UTR)
sind schraffiert. (A) 5’-Struktur des humanen AT2R-Gens. Die genspezifischen antisense-Primer der PCR und
der nested-PCR sind komplementär zu Sequenzen im Exon drei, downstream des Translationsstartpunkts. (B)
5’-Struktur des ATIP1-Gens mit den Exonen sechs, sieben und acht bis fünfzehn. Der genspezifische antisense-
Primer der ersten PCR-Runde bindet an eine Sequenz im Exon sieben. Der antisense-Primer der nested-PCR ist
komplementär zu einer Sequenz im isoformspezifischen Exon sechs, downstream des Translationsstartpunkts.
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Die Abbildung 3.1 zeigt die 5’-Struktur des humanen AT2R- und ATIP1-Gens sowie

die Lokalisation der verwendeten Primer während der RLM-5’-RACE. Die genspezifischen

antisense-Primer des humanen AT2R-Gens der PCR und nested -PCR sind komplementär

zu Sequenzen im Exon 3, downstream des Translationsstartpunkts. Der ATIP1 antisen-

se-Primer der ersten PCR-Runde bindet an eine Sequenz im Exon sieben. Der ATIP1

antisense-Primer der nested -PCR ist komplementär zu einer Sequenz im Exon sechs, das

isoformspezifisch für das ATIP1-Gen ist.

3.2.2.8 Luziferase-RLM-5’-RACE

Für die Identifizierung weiterer transkriptioneller Startpunkte des humanen AT2R-Gens

wurde eine modifizierte Variante der RLM-5’-RACE durchgeführt, die sogenannte

Luziferase-RLM-5’-RACE. Humane endotheliale EA.hy926-Zellen wurden mit den beiden

AT2R-Promotorkonstrukten [-216 bp] und [-1316 bp] für 48 Stunden transient transfi-

ziert (siehe Kapitel 3.2.3.4). Die RNA der transfizierten Zellen wurde isoliert und diente

als Ausgangsmaterial für die RLM-5’-RACE, die wie in Kapitel 3.2.2.7 bereits beschrie-

ben, erfolgte. Die Lokalisation der antisense-Primer der PCR sowie der nested -PCR sind

in der Abbildung 3.2 dargestellt. Die Primersequenzen sind im Anhang in der Tabelle

A.5 aufgelistet. Sowohl die PCR als auch die nested -PCR wurden mit dem HotStarTaq-

System bei einer annealing-Temperatur von 64 °C durchgeführt. Die Reaktionsprodukte

der PCR wurden mit Hilfe des TOPO-TA-cloning-Vektors subkloniert, sequenziert und

mittels BLAST-Analyse ausgewertet.

Zusätzlich wurde ein Kontrollexperiment durchgeführt, bei dem das phRL-null-Plasmid

mit dem [-1316 bp]- beziehungsweise mit dem [-216 bp]-Konstrukt kotransfiziert und die

Aktivität der beiden Promotorkonstukte über ein luziferasebasiertes Reportersystem über-

prüft wurde (siehe Kapitel 3.2.3.4).
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Abbildung 3.2: Lokalisation der Primer in der Luziferase-RLM-5’-RACE. 5’-Struktur des Luziferasegens des
pGL3-basic-Vektors mit den beiden AT2R-Promotorkonstrukten [-1316 bp] beziehungsweise [-216 bp]. Die bei-
den genspezifischen antisense-Primer sind komplementär zu Sequenzen im Luziferasegen.
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3.2.2.9 Chromatin-Immunopräzipitation

Mit Hilfe der Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) wurde die Bindung von Proteinen

an die Promotor-DNA der beiden Zielgene ermittelt. Im Einzelnen wurde der Einfluss

des weiblichen Hormons 17β-Östradiol (E2) auf die Rekrutierung der RNA-Polymerase II

an den Promotor des TFF1-Gens sowie der Einfluss von PARP-1 auf die Rekrutierung

der RNA-Polymerase II sowie des TATA-binding-Proteins (TBP) an die Promotoren des

AT2R- und ATIP1-Gens ermittelt. Für die Analyse der PARP-vermittelten Effekte auf die

beiden Zielgene wurde zu Beginn des Versuches die enzymatische Aktivität von PARP mit-

tels 3-Aminobenzamid (3-AB) inhibiert. Die Durchführung des ChIP-Experiments erfolgte

entsprechend der Protokollangaben von Bryant and Ptashne (2003). Die verwendeten Pri-

mer der PCR sind im Anhang in der Tabelle A.6 aufgelistet. Im Folgenden ist die jeweilige

Versuchsdurchführung der einzelnen Experimente kurz erläutert.

Einfluss von E2 auf die Rekrutierung der RNA-Polymerase II an den TFF1-Promotor

2 · 107 humane epitheliale MCF-7-Zellen wurden für 72 Stunden in steroid- und phenolrot-

freiem Medium kultiviert und anschließend für 24 Stunden mit 10 nM E2 beziehungsweise

Vehikel stimuliert. Bei einer Zellkonfluenz von 90% wurden DNA-gebundene Proteine mit

einer 1%igen Formaldehydlösung für 7 Minuten bei 37 °C an die DNA kovalent fixiert.

Nach dem Entfernen dieser Lösung wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS-Puffer

gewaschen, anschließend mit einem Zellschaber von der Oberfläche gelöst, in PBS-Puffer

aufgenommen und in ein Falkonröhrchen überführt. Nach der Zentrifugation für 5 Minuten

bei 4 °C sowie 2500 rpm in einer Eppendorfzentrifuge 5810/5810R wurde das Zellpellet in

2,5 ml ChIP-Lysepuffer resuspendiert und anschließend für 20 Minuten auf Eis inkubiert.

Das Lysat wurde mit einem Ultraschallhomogenisator (Sonoplus HD 2070/UW 2070, Ban-

delin Electronics, Berlin, Deutschland) für 20 Sekunden bei 100% behandelt, wodurch ca.

500 bp große DNA-Fragmente generiert wurden. Die sonifizierte Suspension wurde für 5

Minuten bei 14000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Je 300 µl dieser Suspension

wurden mit 3 µg polyklonalem Ziege anti -Pol II-Antikörper inkubiert. 22,5 µl des sonifizier-

ten Lysats dienten als sogenanntes input und wurden nicht immunopräzipitiert. Es handel-

te sich dabei um DNA, die als Kontrolle fungierte. Die weiteren Versuchsschritte erfolgten

entsprechend der Angaben von Bryant and Ptashne (2003). Die immunopräzipitierte DNA

wurde mit der anschließenden real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen β-Aktin quan-

tifiziert. Sowohl die input-DNA als auch ein weiterer PCR-Ansatz mit genomischer DNA

dienten dabei als Positivkontrollen. Als Negativkontrolle wurde die Immunopräzipitation

gegen das Protein MMP-2 durchgeführt, da dieses Protein nicht an den Promotorbereich

des TFF1-Gens bindet. Die relative Rekrutierung der RNA-Polymerase II an den TFF1-

Promotor wurde mit Hilfe der real-time-PCR nach den Gleichungen 3.4 sowie 3.5 berechnet.
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Einfluss von PARP-1 auf die Rekrutierung der RNA-Polymerase II und TBP an die

Promotoren des AT2R- und ATIP1-Gens

Für die Analyse bezüglich des AT2R-Gens wurden 2 · 107 humane neuronale KELLY-

Zellen für 8 Stunden mit 30 mM 3-AB beziehungsweise mit dem Vehikel inkubiert. Die

entsprechende Untersuchung des ATIP1-Gens wurde in endothelialen EA.hy926-Zellen

durchgeführt, die für 24 Stunden mit 10 mM 3-AB beziehungsweise Vehikel stimuliert

wurden. Anschließend wurden in beiden Fällen die DNA-gebundenen Proteine mit einer

1% Formaldehydlösung für 7 Minuten bei 37 °C an die DNA fixiert. Die weiteren Versuchs-

schritte fanden nach den Angaben von Bryant and Ptashne (2003) statt. Die Immuno-

präzipitation wurde mit den folgenden Antikörpern durchgeführt: polyklonaler Kaninchen

anti -TFIID (TBP) und monoklonaler Maus anti -PARP-1 für beide Gene, polyklonaler Ka-

ninchen anti -TIMP-1 für die AT2R-Untersuchung sowie polyklonaler Ziege anti -Pol II und

polyklonaler Kaninchen anti -TIMP-3 für die ATIP1-Analyse. Bei der Immunopräzipitation

gegen TIMP-1 und TIMP-3 handelte es sich um Kontrollen, da die beiden Proteine nicht

an die DNA-Bereiche der beiden Zielgene binden. Bei einem weiteren Kontrollansatz wurde

nur Sepharose zu der sonifizierten DNA gegeben. Die relative Rekrutierung der Proteine

an die Promotoren des AT2R- beziehungsweise ATIP1-Gens wurde mit Hilfe der real-time-

PCR ermittelt und nach den Gleichung 3.4 sowie 3.5 berechnet.

Berechnung der relativen Rekrutierung von Proteinen an die Promotor-DNA

Die Berechnung der relativen Rekrutierung der Proteine an den jeweils untersuchten DNA-

Bereich erfolgte über die Gleichungen 3.4 sowie 3.5. Die Rekrutierung der Zielproteine wird

gegen die Rekrutierung einer Komponente des Transkriptionsapparates wie beispielsweise

der RNA-Polymerase II oder des TATA-binding-Proteins an den transkriptionellen Start-

punkt des humanen β-Aktin-Promotors standardisiert.

X =
2− [CT [IP (Zielfragment), PCR(Zielgen)]− CT [input, PCR(Zielgen)]]

2− [CT (RNA−PolII), PCR(β−Aktin)]− CT [input, PCR(β−Aktin)]]
(3.4)

In dieser Gleichung ist CT [IP(Zielfragment), PCR(Zielgen)] der CT -Wert des immuno-

präzipitierten Zielfragments, CT [input, PCR(Zielgen)] und CT [input, PCR(β-Aktin)]

der CT -Wert der input-Kontrollen des jeweiligen Zielgens sowie des β-Aktin-Gens und

CT (RNA-Pol II, PCR(β-Aktin) der CT -Wert der immunopräzipitierten RNA-Polymerase

II am β-Aktin-Promotor. Der Quotient X wird separat für die Inkubation mit einem Ligan-

den [X(L)], beispielsweise E2 oder 3-AB und der entsprechenden Vehikelkontrolle [X(K)]

berechnet. Aus dem Verhältnis dieser beiden Werte ergibt sich die relative Rekrutierung

Y eines Proteins an den untersuchten DNA-Bereich:

Y =
X(L)

X(K)
(3.5)
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Für die Validität der Berechnungen müssen folgende Kriterien erfüllt sein, wobei ”>” für

einen Unterschied von mindestens drei CT -Werten steht:

1. CT [IP(Kontrollprotein), PCR(Zielgen)] > CT [IP(Zielprotein), PCR(Zielgen)]

2. CT [IP(Kontrollprotein), PCR(β-Aktin)]> CT [IP(RNA-Polymerase II), PCR(β-Aktin)]

3. CT [IP(Zielprotein), PCR(intergenisch)] - CT [input, PCR(intergenisch)] >

CT [IP(Zielprotein), PCR(Zielgen) - CT [input, PCR(Zielgen)]

4. CT [IP(RNA-Polymerase II, PCR(intergenisch)] - CT [input, PCR(interegnisch)] >

CT [IP(RNA Polymerase II, PCR(β-Aktin)] - CT [input, PCR(β-Aktin)]

5. nicht-template-Kontrolle (NTC) ergibt kein Amplifikat nach 40 Zyklen.

3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.2.3.1 Subkultivierung und Zellernte

Die Zellen wurden jeweils mit vorgewärmten PBS-Puffer gewaschen und für 2 Minuten

mit 2 ml 1× Trypsin/EDTA pro 75 cm2 Fläche bei 37 °C inkubiert. Die trypsinierten

Zellen wurden in Medium mit 10% FCS aufgenommen, in ein 15 ml Falkon Reaktionsge-

fäß überführt und 1 Minute bei Raumtemperatur und 1000 rpm einer Eppendorfzentrifuge

5810/5810R zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und das Zellpellet in frischem Me-

dium resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen in einem Verhältnis von jeweils 1:6 in

neues Kulturmedium überführt. Für die Zellernte wurden die Zellen wie zuvor beschrieben

behandelt. Nach der Zentrifugation wurde das Medium entfernt und das Zellpellet sofort

bei -80 °C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

3.2.3.2 Kryokonservierung und Rekonstitution

Die Zellen wurden mit vorgewärmten PBS-Puffer gewaschen und 2 Minuten bei 37 °C

mit 1× Trypsin/EDTA behandelt (siehe oben), in neues Medium aufgenommen und 1

Minute bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in FSC, das 10% (v/v) DMSO

enthielt, aufgenommen und anschließend in Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff gelagert.

Zur Rekonstitution wurden die Zellen einer Kryokultur bei 37 °C aufgetaut. Anschließend

wurden die Zellen in 10 ml frisches Medium überführt und bei Raumtemperatur eine Minute

bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 10 ml

Medium resuspendiert und vollständig in eine neue Kulturschale überführt.

3.2.3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Für die Transfektionsversuche wurde vor dem Aussäen der Zellen die Zellzahl ermittelt. Die

Zellen wurden mit vorgewärmten PBS-Puffer gewaschen und trypsiniert (siehe oben). Nach
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der Zentrifugation wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. 10 µl der Zell-

suspension wurden mit 10 µl Trypanblau vermischt und in eine Neubauer-Kammer (Sigma)

pipettiert. Die lebenden, ungefärbten Zellen wurden in den 4 Großquadraten (GQ) unter

dem Mikroskop ausgezählt. Die Gesamtzellzahl pro Milliliter wurde über die Gleichung 3.6

berechnet:

Zellzahl = 2 · (Mittelwert · V F ·Kammerkonstante (104)) (3.6)

Der Mittelwert wurde aus den ausgezählten Zellen pro Großquadrat ermittelt. Der Faktor

2 entspricht der Verdünnung, die durch die Zugabe des Trypanblau entstanden ist, VF

enspricht dem Verdünnungsfaktor der Zellkultur.

3.2.3.4 Transfektion

Klonierungsstrategien

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Klonierung der folgenden Konstrukte:

• Elf Promotorkonstrukte des humanen AT2R-Gens: [-148 bp], [-216 bp] (dieses

Konstrukt ist identisch zu dem [-216-A bp]-Konstrukt), [-316 bp], [-516 bp],

[-716 bp], [-916 bp], [-1116 bp], [-1316 bp], [-1100 bp], [-216 bp invers] (enthält jeweils

das A-Allel) und [-216-G bp]

• Sechs Promotorkonstrukte des ATIP1-Gens: [-100 bp], [-300 bp], [-500 bp], [-700 bp],

[-900 bp] und [-1100 bp]

• Ein Promotorkonstrukt des humanen TFF1-Gens: [-568 bp]

• PARP-1-Expressionsvektor: PARP-1-pcDNA3.1-V5-His-TOPO

• Klonierung der RLM-5’-RACE-Produkte des AT2R- und ATIP1-Gens

Im Folgenden werden die Klonierungsstrategien der Konstrukte im Detail erläutert. Die

generierten Plasmidkonstrukte wurden jeweils durch das Restriktionsenzymmapping und

DNA-Sequenzierung überprüft.

Klonierungsstrategie der humanen AT2R-Promotorkonstrukte

Es wurden elf Deletionsmutanten des humanen AT2R-Promotors generiert und in den

Luziferase-Reportervektor pGL3-basic kloniert. Die Sequenzen der verwendeten Primer

sind im Anhang in der Tabelle A.3 aufgelistet.

In der Abbildung 3.3 ist die 5’-Struktur des humanen AT2R-Gens sowie die Größe

und Position der generierten AT2R-Konstrukte schematisch dargestellt. Das [-148 bp]-

Konstrukt besteht nur aus dem Intron 1. Das [-216 bp]-Konstrukt enthält neben dem Intron
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Abbildung 3.3: Promotor- und 5’-Struktur des humanen AT2R-Gens sowie die Darstellung der Größen und
Positionen der generierten AT2R-Promotorkonstrukte. Das humane AT2R-Gen ist auf Chromosom X lokalisiert
und besteht aus drei Exonen, wobei sich im Exon 3 der Translationsstartpunkt befindet. Für die Untersuchung
des AT2R-Promotors wurden die folgenden acht Promotorkonstrukte generiert: [-148 bp], [-216 bp], [-316 bp],
[-516 bp], [-716 bp], [-916 bp], [-1116 bp], [-1316 bp] und [-1100 bp]. Bis auf das [-1100 bp]-Konstrukt enthielten
alle Deletionsmutanten den gleichen antisense-Primer, variieren jedoch in ihrer Größe im upstream-Bereich. Das
[-1100 bp]-Konstrukt besitzt den gleichen sense-Primer wie das [-1316 bp]-Konstrukt, unterscheidet sich jedoch
im antisense-Primer, der komplementär zu einer Sequenz vor Exon 1 ist.

1 zusätzlich das Exon 1. Die Größe der anderen sechs Konstrukte nimmt im upstream-

Bereich vom [-316 bp] zum [-1316 bp]-Konstrukt um jeweils 200 bp zu. Das [-1100 bp]-

Konstrukt besitzt den gleichen sense-Primer wie das [-1316 bp]-Konstrukt, unterscheidet

sich jedoch im antisense-Primer, der komplementär zu der Sequenz vor dem Exon 1 ist.

Für die spezifische Untersuchung des Exon-1-/Intron-1-Bereichs wurde das [-216 bp]-

Konstrukt zusätzlich in inverser Orientierung in den Luziferase-Reportervektor pGL3-basic

kloniert. Die Abbildung 3.4 zeigt die 5’-Struktur des humanen AT2R-Gens sowie die beiden

generierten [-216 bp]-Konstrukte in sense- und in inverser Orientierung. Der sense-Primer

des [-216 bp]-Konstrukts der sense-Orientierung besitzt Sequenzen für das Restriktions-

enzym KpnI. Der antisense-Primer enthält Sequenzen für das Enzym HindIII. Für die

Klonierung des inversen [-216 bp]-Konstrukts wurde ein sense-Primer verwendet, der Se-

quenzen für das Enzym HindIII enthält und ein antisense-Primer, der Sequenzen für das

Enzym KpnI aufweist.
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Abbildung 3.4: Promotor- und 5’-Struktur des humanen AT2R-Gens mit dem [-216 bp]-Konstrukt in sense- und
inverser Orientierung.
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In dieser Arbeit wurde zusätzlich der humane AT2R-Polymorphismus -G1332A mit der

rs-Nummer 1403543 analysiert, der sich 1332 bp uptream vom Translationsstartpunkt im

Intron 1 befindet. Dazu wurde ein 216 bp großes PCR-Produkt generiert, das sogenannte

[-216-G bp]-Konstrukt, das 1332 bp upstream vom Startpunkt der Translation das Nukleo-

tid Guanin enthält. Das Amplifikat wurde in den pGL3-basic-Luziferase-Reportervektor

kloniert. Wenn in dieser Arbeit nicht explizit auf das [-216-G bp]-Konstrukt hingewiesen

wird, beinhaltet das [-216 bp]-Promotorkonstrukt an dieser Position jeweils das A-Allel.

In der Abbildung 3.5 ist die 5’-Struktur und die Position des [-216-A bp]- beziehungsweise

[-216-G bp]-Konstrukt des humanen AT2R-Gens schematisch dargestellt.

5’ ATG

216-A bp

Exo
n 1

Exo
n 2

Exo
n 3

1207 bp207 bp

-G1332A

x

216-G bp

-

Abbildung 3.5: Position des AT2R-Polymorphismus -G1332A sowie Darstellung des [-216-A bp]-
und [-216-G bp]-Promotorkonstrukts.

Klonierungsstrategie der ATIP1-Promotorkonstrukte

Die generierten ATIP1-Promotorkonstrukte wurden in den pGL3-basic-Luziferase-Reporter-

vektor kloniert. In der Abbildung 3.6 ist die 5’-Struktur des ATIP1-Gens mit den entspre-

chenden Promotorkonstrukten schematisch dargestellt. Das Exon 6 ist isoformspezifisch

und enthält den Translationsstartpunkt des ATIP1-Gens. Die Promotorkonstrukte besit-

zen jeweils den gleichen antisense-Primer, der komplementär zu einer Sequenz upstream

vom Translationsstartpunkt im Exon 6 ist. Die Länge der Konstrukte im 5’-Bereich nimmt

jeweils um 200 bp zu. Die Primersequenzen sind im Anhang in der Tabelle A.4 aufgelistet.

5’

Exo
n 6

Exo
n 7

Exo
n 1

5

38 kb12 kb

1100 bp

900 bp

700 bp

500 bp

300 bp

100 bp

ATG

3’ UTR

Abbildung 3.6: Promotor- und 5’-Struktur des ATIP1-Gens sowie der generierten ATIP1-Deletionsmutanten. Das
ATIP1-Gen ist auf Chromosom 8 lokalisiert. Das Exon 6 ist isoformspezifisch für das ATIP1-Gen und enthält
den Translationsstartpunkt. Die dargestellten sechs Deletionsmutanten besitzen den gleichen antisense-Primer,
der komplementär zu einer Sequenz im Exon 6 ist. Die sense-Primer der Konstrukte sind im upstream-Bereich
jeweils um 200 bp versetzt.
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3 Material und Methoden

Klonierungsstrategie des humanen TFF1-Promotorkonstrukts

Zur Klonierung eines 568 bp großen TFF1-Promotorkonstrukts wurden die folgenden Pri-

mer verwendet: 5’-gaggagggtaccgattacaggcgtgagccactg-3’ (sense), 5’- gaggaggaagcttgcctcct

ctctgctccaaag-3’ (antisense). Der sense-Primer enthält Nukleotidsequenzen für das Re-

striktionsenzym KpnI und der antisense-Primer für das Enzym HindIII. Das Promotor-

konstrukt des TFF1-Gens wurde in den Luziferase-Reportervektor pGL3-basic kloniert. Die

Abbildung 3.7 zeigt die 5’-Struktur des TFF1-Gens sowie die Lokalisation

des [-568 bp]-Konstrukts. Der Startpunkt der Translation des TFF1-Gens befindet sich

im Exon 1. Zusätzlich wurde ein weiteres Promotorkonstrukt des TFF1-Gens verwendet,

das eine Größe von 1300 bp besitzt und ebenfalls den Vektor pGL3-basic als backbone hat.

Dieses Konstrukt wurde freundlicher Weise von Prof. G. Schönfelder (Institut für Toxiko-

logie, Charité, Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt.

5’

Exo
n 1

Exo
n 2

Exo
n 3

759 bp3 kb

568 bp

3’ UTR

ATG

Abbildung 3.7: Promotor- und 5’-Struktur des humanen TFF1-Gens. Das TFF1-Gen ist auf dem Chromosom
21 lokalisiert. Der Translationsstartpunkt befindet sich im Exon 1.

Klonierung des humanen PARP-1-Expressionsvektors

Der vollständige Leserahmen des humanen PARP-1-Gens wurde in den pcDNA3.1/V5-His-

TOPO-TA-Expressionsvektor kloniert. Für die PCR wurden die folgenden Primer verwen-

det: 5’-gggaggatggcggagtcttcggata-3’ (sense) und 5’-ttaccacaggggaggtcttaaaattg-3’ (anti-

sense).

Transfektionsbedingungen

Für die Transfektionsversuche in neuronalen KELLY-Zellen wurden die Zellkulturplatten

vor dem Aussäen der Zellen für 1 Stunde mit 0.005 mg/ml Poly-L-Lysin (Biochrom) be-

schichtet. Die Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz GeneJuice nach Angaben des

Herstellers transient transfiziert. Die Messung der Promotoraktivität erfolgte mit Hilfe

des dual-luciferase-reporter-assay-Systems. Für die Standardisierung wurden die Zellen je-

weils mit dem phRL-null-Plasmid kotransfiziert. Die Promotoraktivität wurde als relative

Luziferaseaktivität (RLA) nach der Gleichung 3.7 berechnet.
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3.2 Methoden

RLA =
MWKonstrukt(FireflyLuziferase/RenillaLuziferase)

MWpGL3−Basic−Leervektor(FireflyLuziferase/RenillaLuziferase)
(3.7)

In dieser Gleichung ist MW der jeweilige Mittelwert aus vier separaten Transfektions-

experimenten.

Basale Transfektionsbedingungen

Die Untersuchung der Promotoraktivitäten unter basalen Transfektionsbedingungen be-

trifft die folgenden Promotorkonstrukte:

• Für das humane AT2R-Gen: [-148 bp], [-216 bp], [-216 bp invers], [-1316 bp], [-1100

bp], [-316 bp], [-516 bp], [-716 bp], [916 bp] und [-1116 bp]. Diese Konstrukte wurden

in epithelialen MCF-7-Zellen analysiert.

Die Analyse bezüglich des Polymorphismus wurde in neuronalen KELLY-Zellen durch-

geführt, die mit dem [-216 bp]- und dem [-216-G]-Konstrukt transfiziert wurden. Bei

dem [-216 bp]-Konstrukt handelt es sich jeweils um das [-216-A bp]-Konstrukt.

• Für das ATIP1-Gen: [-100 bp], [-300 bp], [-500 bp], [-700 bp], [-900 bp] und [-1100 bp].

Die Deletionsmutanten wurden in endothelialen EA.hy926-Zellen und epithelialen

MCF-7-Zellen untersucht.

Der generelle Ablauf der Untersuchung ist in der Tabelle 3.4 zusammengefasst. Die Kon-

zentrationsangaben beziehen sich jeweils auf 4 Löcher einer 12-Lochplatte.

Tabelle 3.4: Basale Transfektionsbedingungen

Zeit Bedingung

Tag 0 Aussäen von 5·105 Zellen pro Loch einer 12-Lochplatte
Tag 1 Mediumswechsel

Transfektion mit 1 µg des jeweilig untersuchten Konstrukts
Kotransfektion mit 0,5 µg phRL-null-Plasmid

Tag 2 Mediumswechsel
Tag 3 Zellernte mit 1× Lysepuffer (Promega)

Untersuchung des E2-Einflusses auf das Promotorverhalten der AT2R-, ATIP1- und

TFF1-Gene

Zu Beginn der gesamten Östrogenversuche wurden die Zellen für 72 Stunden in steroid-

und phenolrotfreiem Medium kultiviert. In der Tabelle 3.5 sind die entsprechenden Trans-

fektionsbedingungen dargestellt. Die Konzentrationsangaben beziehen sich jeweils auf 4

Löcher einer 12-Lochplatte.
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3 Material und Methoden

Tabelle 3.5: Transfektionsbedingungen unter der Stimulation mit E2

Zeit Bedingung

Tag 0 Aussäen von 5·105 Zellen pro Loch einer 12-Lochplatte in steroid- und phenolrotfreiem
Medium, das 10 nM E2 beziehungsweise Vehikel (EtOH oder H2O) enthielt

Tag 1 Mediumswechsel und erneute Zugabe von 10 nM E2 beziehungsweise Vehikel
Transfektion mit 1 µg des jeweilig untersuchten Konstrukts
Kotransfektion mit 0,5 µg phRL-null-Plasmid

Tag 2 Mediumswechsel und erneute Zugabe von 10 nM E2 beziehungsweise Vehikel
Tag 3 Zellernte mit 1× Lysepuffer

Untersuchung des E2-Einflusses auf den humanen TFF1-Promotor

Humane MCF-7-Zellen wurden mit unterschiedlichen Plasmidkombinationen kotransfiziert.

Als Vehikelkontrolle wurde Ethanol beziehungsweise Wasser verwendet. Die Transfektions-

und Stimulationsbedingungen sind in der Tabelle 3.5 erläutert. Im Folgenden sind die

einzelnen Transfektionsansätze dargestellt:

1. [-568 bp]-TFF1-Promotorkonstrukt/pGL3-basic

2. [-568 bp]-TFF1-Promotorkonstrukt/pGL3-basic + ERα/pSG5-Expressionsvektor

3. [-568 bp]-TFF1-Promotorkonstrukt/pGL3-basic + pSG5-Leervektor

4. pGL3-basic-Leervektor + ERα/pSG5-Expressionsvektor

5. pGL3-basic-Leervektor + pSG5-Leervektor

Untersuchung des E2-Einflusses auf den humanen AT2R-Promotor

Epitheliale MCF-7-Zellen wurden für 24 Stunden mit den AT2R-Konstrukten [-1316 bp], [-

1100 bp], [-148 bp], [-216 bp] und [-216 bp invers] transient transfiziert und unter Östrogen-

bedingungen analog Tabelle 3.5 untersucht.

Untersuchung des E2-Einflusses auf den ATIP1-Promotor

Endotheliale EA.hy916-Zellen wurden mit den ATIP1-Promotorkonstrukten [-100 bp], [-

300 bp], [-500 bp], [-700 bp], [-900 bp] und [-1100 bp] für 24 Stunden transient transfiziert

und gleichzeitig mit 10 nM E2 beziehungsweise der Vehikelkontrolle Ethanol stimuliert

(Tabelle 3.5).
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Untersuchung des PARP-1-Einflusses auf die Promotoren des humanen AT2R-Gens

und des ATIP1-Gens

Transfektion unter PARP-Inhibition

5·105 neuronale KELLY-Zellen wurden am Tag 0 pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesät.

Die Zellen wurden am Tag 1 mit den AT2R-Konstrukten [-1316 bp], [-1100 bp], [-148 bp]

und [-216 bp] transient transfiziert. Am folgenden Tag erfolgte ein Mediumswechsel. Die

Zellen wurden dabei gleichzeitig mit 30 mM 3-AB beziehungsweise Vehikel stimuliert und

nach 8 Stunden mit 1× Lysepuffer geerntet.

Der Einfluss von PARP-1 auf den ATIP1-Promotor wurde in endothelialen EA.hy926-

Zellen untersucht. Am Tag 0 wurden 5·105 Zellen pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesät

und am folgenden Tag mit den [-100 bp], [-300 bp], [-500 bp], [-700 bp], [-900 bp] und [-1100

bp]-Konstrukten transient transfiziert. Die Zellen wurden am Tag 2 für weitere 24 Stunden

mit 10 mM 3-AB beziehungsweise Vehikel stimuliert und anschließend mit 1× Lysepuffer

geerntet.

Kotransfektion des PARP-1-Expressionsvektors

Am Tag 0 wurden 5·105 neuronale KELLY-Zellen pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesät.

Am Tag 1 wurden die Zellen mit folgenden AT2R-Konstrukten [-1316 bp], [-1100 bp], [-148

bp] und [-216 bp] und dem PARP-1-Expressionsvektor für 24 Stunden kotransfiziert. Die

Zellen wurden anschließend mit 1× Lysepuffer geerntet.

5·105 endotheliale EA.hy926-Zellen wurden pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesät. Die

Zellen wurden nach 24 Stunden mit den [-100 bp], [-300 bp], [-500 bp], [-700 bp], [-900

bp] und [-1100 bp]-ATIP1-Konstrukten und dem PARP-1-Expressionsvektor kotransfiziert

und nach weiteren 24 Stunden mit 1× Lysepuffer geerntet.

Transfektion von embryonalen Mausfibroblastenzellen von PARP-1-knockout-

beziehungsweise Wildtyp-Mäusen

Am Tag 0 wurde 5·105 embryonale Mausfibroblastenzellen (MEFs) von homozygoten

PARP-1-knockout-Mäusen (KO) und Wildtyp-Mäusen (WT) pro Loch einer 12-Lochplatte

ausgesät. Am Tag 1 wurden die Zellen mit den [-1316 bp], [-1100 bp], [-148 bp] und [-216

bp]-AT2R-Promotorkonstrukten sowie den ATIP1-Konstrukten [-100 bp], [-300 bp], [-500

bp], [-700 bp], [-900 bp] und [-1100 bp] unter Verwendung des Transfektionsreagenzes Li-

pofektamin transient transfiziert und nach 24 Stunden mit 1× Lysepuffer geerntet.
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Transfektion der EA.hy926-Zellen mit siRNA gegen die PARP-1-mRNA

Am Tag 0 wurden 2.5·105 endotheliale EA.hy926-Zellen pro Loch einer 24-Lochplatte aus-

gesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 20 µM siRNA gegen die PARP-1-mRNA

beziehungsweise 20 µM Kontroll-siRNA pro 4 Loch einer 24-Lochplatte mit dem Transfek-

tionsreagenz HiPerFect transient transfiziert. Die Zellen wurden nach weiteren 24 Stun-

den geerntet. Dafür wurden die Zellen einmal mit kaltem PBS-Puffer gewaschen und an-

schließend mit einem Zellschaber von der Plattenoberfläche gelöst. Die Zellen wurden in

PBS-Puffer aufgenommen und 1 min bei 4 °C sowie 1000 rpm einer Eppendorfzentrifuge

5810/5810R zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die RNA aus den Zellen

isoliert (Kapitel 3.2.2.1). Anschließend wurde die mRNA-Expression des ATIP1-Gens sowie

des PARP-1-Gens mit Hilfe der real-time-PCR ermittelt.

3.2.3.5 Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurde jeweils der Zweistichproben t-Test verwendet. Statistische Signi-

fikanz wurde bei einem p–Wert von p < 0,05 angenommen. In den Histogrammen kenn-

zeichnen die vertikalen Linien jeweils die Standardabweichung.
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4.1 Expressionsanalyse des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens

Zur Etablierung eines geeigneten Zellsystems für die folgenden Versuche wurde die endo-

gene Expression des AT2R-Gens und des ATIP1- beziehungsweise ATBP50-Gens mit Hilfe

der qualitativen Polymerasekettenreaktion in verschiedenen humanen und murinen Zell-

systemen ermittelt. In den humanen Zelllinien wurde zusätzlich die endogene Expression

des AT1R-Gens und in murinen Zellen diejenige des AT1aR- beziehungsweise AT1bR-Gens

untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit sollte der Einfluss des weiblichen Sexualhormons 17β-Östra-

diol (E2) auf die transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens be-

stimmt werden. Für diese Analysen wurden die Zellen zusätzlich auf die Expression des

trefoil-faktor-1 -Gens (TFF1) sowie der beiden Östrogenrezeptorgene α (ERα) und β (ERβ)

überprüft. Die endogene Expression dieser Gene wurde außerdem in primären kardialen

Fibroblastenzellen untersucht, die zuvor aus dem Gesamtherz von weiblichen und männ-

lichen, zehn Tage alten gesunden Wistar-Ratten isoliert wurden. Die isolierte RNA aus

diesen Zellen wurde freundlicher Weise von E. Dworatzek (Center for Cardiovascular Re-

search, Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt.

Im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit wurden die regulativen Effekte des Proteins

Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) auf die Transkription des AT2R-Gens und

ATIP1-/ATBP50-Gens ermittelt. Für diese Analysen wurden neuronale KELLY- und endo-

theliale EA.hy926-Zellen zusätzlich auf die endogene Expression des PARP-1-Gens unter-

sucht.

Tabelle 4.1: Expressionsanalyse des AT2R-, ATIP1-, ERα-, ERβ-, TFF1- und PARP-1-Gens mit Hilfe der qua-
litativen PCR in humanen Hela-S3-, MCF-7-, EA.hy926-, SH-Sy5Y- und KELLY-Zellen (”+”: Expression ist
nachgewiesen, ”–”: keine Expression, ”n.a.”: nicht analysiert).

Zellart Herkunft AT2R ATIP1 ERα ERβ AT1R TFF1 PARP-1

Hela-S3 epithelial – – – – – + n.a.
MCF-7 epithelial – – + + – + n.a.
EA.hy926 endothelial – + + + – – +
SH-Sy5Y neuronal – + – + – – n.a.
KELLY neuronal + + n.a. n.a. n.a. n.a. +
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Zur Ermittlung der endogenen AT2R-Expression wurden putativ positive AT2R-Ampli-

fikate der PCR in den pGEM-T-easy-Vektor subkloniert und anschließend sequenziert. Die

Auswertung dieser Sequenzen erfolgte mit Hilfe der BLAST-Analyse gegen die humane

AT2R-Sequenz (GenBank accession-Nr. NM_000686.4). Diese zeigte, dass das humane

AT2R-Gen nur von neuronalen KELLY-Zellen endogen exprimiert wird (Tabelle 4.1). Bei

den PCR-Amplifikaten der richtigen Fragmentgröße von 263 bp aus Hela-S3-, MCF-7-

und EA.hy926-Zellen konnte dagegen nur eine partielle Übereinstimmung mit der AT2R-

Sequenz ermittelt werden. Die BLAST-Analyse dieser Amplifikatsequenz gegen das humane

Genom zeigte jedoch, dass dieses Insert mit Sequenzen der Chromosomen 5 und 7 vollstän-

dig homolog ist. Für das PCR-Amplifikat wurde mit Hilfe des Programms ClustalX ein

paarweises Sequenzalignment gegen die humane AT2R-Sequenz durchgeführt (Abbildung

4.1).

humanes AT2R-Gen

insert

75

75

211

214

humanes AT2R-Gen

insert

humanes AT2R-Gen

insert

humanes AT2R-Gen

insert

Abbildung 4.1: Paarweises Sequenzalignment der humanen AT2R-Sequenz (GenBank accession-Nr.
NM_000686.4) und der Sequenz des AT2R-PCR-Amplifikats aus MCF-7-Zellen (sogenanntes ” insert”). Das
Zeichen ’∗’ zeigt jeweils an, dass eine vollständige Homologie der Sequenzen vorliegt. Die Säulenhöhe ist reprä-
sentativ für das Maß der Homologie. Je kleiner die Säulenhöhe, desto geringer ist die Homologie.

In den Bereichen des sense-Primers (1-22 bp) und des antisense-Primers (240-263 bp)

zeigte das Alignment eine vollständige Homologie. Die eigentliche Insertsequenz wies da-

gegen nur eine 85%ige Homologie zu der genomischen DNA-Sequenz des AT2R-Gens auf.

Das ATIP1-Gen wird von endothelialen EA.hy926-Zellen sowie von den neuronalen

Zelllinien SH-Sy5y und KELLY exprimiert. Das humane ERα-Gen wird von MCF-7- sowie

EA.hy926-Zellen und das humane ERβ-Gen von MCF-7-, EA.hy926- sowie SH-Sy5y-Zellen

transkribiert. Das PARP-1-Gen wird endogen von EA.hy926- und KELLY-Zellen expri-

miert.
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Tabelle 4.2: Expressionsanalyse des AT2R-, ATBP50-, ERα-, ERβ-, AT1aR- und AT1bR-Gens mit Hilfe der
qualitativen PCR in murinen H9c2-, PC12W-, kardialen Fibroblasten- und Adipozytenzellen (”+”: Expression
nachgewiesen, ”–”: keine Expression).

Zellart Herkunft AT2R ATBP50 ERα ERβ AT1aR AT1bR

H9c2 Kardiomyoblasten – + + + – –
PC12W Pheochromocytoma + + + + – –
Fibroblasten kardial, weiblich – + – + + –
Fibroblasten kardial, männlich – + – – + –

Die entsprechende Expressionsanalyse in murinen Zellen ist in der Tabelle 4.2 dar-

gestellt. Diese zeigt, dass das AT2R-Gen nur von pheochromocytomalen PC12W-Zellen

exprimiert wird. Alle untersuchten murinen Zellen exprimieren das ATBP50-Gen. Das

ERα-Gen wird von kardialen Firboblastenzellen exprimiert, die aus den Herzen weiblicher

Tiere isoliert wurden. Von den Fibroblastenzellen der männlichen Tiere wird dagegen weder

das ERα- noch das ERβ-Gen transkribiert. Keine der analysierten murinen Zellen expri-

miert das AT1bR-Gen. Dagegen wird das AT1aR-Gen von kardialen Fibroblastenzellen aus

männlichen und weiblichen kardialen Fibroblastenzellen transkribiert.

Für die weiteren Untersuchungen wurde das humane Zellsystem ausgewählt. Die Un-

tersuchung des E2-Einflusses auf die Transkription des AT2R- und ATIP1-Gens wurde in

MCF-7- beziehungsweise EA.hy926-Zellen durchgeführt. Für die Analysen der PARP-1-

Regulation wurden EA.hy926- und KELLY-Zellen verwendet.

4.2 Transkriptionsstartpunkte des humanen AT2R- und
ATIP1-Gens

Die Transkriptionsstartpunkte des humanen AT2R- und ATIP1-Gens wurden mit Hilfe

der RNA-Ligase-vermittelten (RLM)-5’-RACE und anschließender bioinformatischer Aus-

wertung identifiziert (siehe Kapitel 3.2.2.7). Für die RLM-5’-RACE des AT2R-Gens wurde

RNA aus gesundem humanem Gesamtherz verwendet. Die RLM-5’-RACE des ATIP1-Gens

wurde mit RNA durchgeführt, die zuvor aus neuronalen SH-Sy5Y-Zellen isoliert wurde.

Für die Identifizierung des Startpunktes der ATIP1-Isoform wurde für die nested -PCR ein

antisense-Primer verwendet, der komplementär zu der Exon 6-Sequenz designt wurde.

Die Abbildung 4.2 zeigt das Ergebnis der RLM-5’-RACE für das humane AT2R-Gen.

Die nested -PCR der RLM-5’-RACE resultiert in einem Amplifikat, das eine Größe von

etwa 250 bp aufweist (A). Die Sequenzierung dieses PCR-Produkts und die anschließende

Auswertung mittels BLAST-Analyse ergibt einen transkriptionellen Startpunkt, der 1533

bp upstream vom Translationsstartpunkt sowie 29 bp downstream von der TATA-box loka-

lisiert ist (B). Das TATA-box -Element wurde mit Hilfe des online verfügbaren Programms

MatInspector (http://www.genomatix.de) in der AT2R-Promotorsequenz identifiziert. Die-

ses Element befindet sich 1566 bp upstream vom Translationsstart.

51



4 Ergebnisse

5’-TAAGCCACTG ACTTCAAAAT TCTCTAGCAC ATTTGTGGAA

ACTTCATTTT TTTTGTTTGA GATTTATTTG AATGAGCTGT

TATGATTGGA GACAGTGAGA ATTTCAGATT AATGTTTTGC

AGACAAAAAA AAACCTCTCT GGAAAGCTGG CAAGGGTTCA

TAAGTCAGCC CTAGAATTAT GTAGGTTGAA GGCTCCCAGT

GGACAGACCA AACA              CCA GAGATCTGGT

GCT TT

TAAGTA

TGAACAATTT ATATATAATT TACTTGGAAA GTAGAACATA

CATTAAATGA AAATATTTTT TATGGATGAA CTTCTGTTTT

TCCTGTGTTT TAACACTGTA TTTTGCAAAA CTCCTGAATT

ATTTAGCTGC TGTTTCTCTT AC

GTAAGT CTTCAAGTGG AATTTATTAT TGATTCTTTT

...

AT AAGGG -3’

-1737

-1697

-1657

-1617

-1577

-1537

-1457

-1417

-1377

-1337

-1257

-1217

tataag aaggaaa

a

ATG

ACGT CCCAGCGTCT GAGAGAACGA GTAAGCACAG

AATTCAAAGC ATTCTGCAGC CTGAATTTTG AAGG

AGGAGTGT GTTTAGGCAC

TAAGCAAGCT GATTTATGAT AACTGCTTTA AACTTCAACA

ACCA

-1497

-1297

ca. 250 bp

A B

1      2       3          4

Abbildung 4.2: Darstellung des transkriptionellen Startpunktes des humanen AT2R-Gens, der mit Hilfe der
RLM-5’-RACE im humanem Herzen identifiziert wurde. A: Agarosegel des resultierenden PCR-Produkts; 1: 100
bp DNA ladder, 2: RLM-5’-RACE-Produkt aus humanem Herzen, 3: Wasserkontrolle, 4: 1 kb DNA ladder.
B: Proximale Promotorregion des humanem AT2R-Gens (GenBank accession-Nr. GI:51477555) mit dem neu
identifizierten transkriptionellen Startpunkt ’a’ (fett und rot sowie Pfeil), der TATA-box (fett und unterstrichen),
den Exonen 1 und 2 (fett und blau) sowie dem Translationsstartpunkt ’ATG’ (fett und rot).

In der Abbildung 4.3 ist das entsprechende Ergebnis der RLM-5’-RACE für das ATIP1-

Gen dargestellt. Das Produkt der nested -PCR der RLM-5’-RACE besitzt eine Größe von

etwa 100 bp (A). Für das ATIP1-Gen wurden zwei transkriptionelle Startpunkte iden-

tifiziert, die 293 bp und 304 bp upstream vom Translationsstartpunkt liegen (B). Die

MatInspector-Analyse hat ergeben, dass das ATIP1-Gen in seiner Promotorsequenz keine

Konsensussequenz einer TATA-box enthält.

100 bp
Marker

SH-Sy5y H O2 1 kb
Marker

5’-GAGACCACCC ACTTTCTCCT CCCCTTTACC ATCTCGGATG -321

AAAACCATAA CAACTC ACA AGCATGC CA GTGTGATGTG -281

GTTCAGAG -241

-201

-161

-121

-81

-41

-1

-3’

c a

ATG

GC AGCTTCTAGA CCTGCAGGAG GGAGATTGTA

TTCAGAGGAA GAGCATCATT TTGGCAACAT CTGAAAGTGA

AAACGGAAGC CAGAAACACT TGGCCAGCCC TGGGGGATTT

TTTTCTTCTA TGCCTCTCTG GTGGAATGAC ATTTGCTGTG

TAGGCATCTT TCCTCTGACT GTATTTCTTG GCCTTGAAGA

GTACTGAGTT TAAAAAGACA GTATGTGACA GTCCATGGAA

ATTGCCTCTT CTGTGAAATC TCGCCACCTG CTCCGAAGAC

TTGTTGT

100 bp

A B

1       2         3          4

Abbildung 4.3: Darstellung der beiden transkriptionellen Startpunkte des ATIP1-Gens, die mit Hilfe der RLM-
5’-RACE in humanen neuronalen SH-Sy5y-Zellen identifiziert wurden. A: Agarosegel des resultierenden PCR-
Produkts; 1: 100 bp DNA ladder, 2: RLM-5’-RACE-Produkt aus humanen neuronalen SH-Sy5y-Zellen, 3:
Wasserkontrolle, 4: 1 kb DNA ladder. B: Proximale Promotorregion des ATIP1-Gens (GenBank accession-
Nr. GI:17224595) mit den beiden identifizierten transkriptionellen Startpunkten ’c’ und ’a’ (fett und rot sowie
Pfeil), dem ersten ATIP1-spezifischen Exon (fett und blau) und dem Translationsstartpunkt ’ATG’ (fett und
rot).
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4.3 Identifizierung regulativer Elemente im humanen AT2R-
und ATIP1-Promotor

Zur Identifizierung regulativer Elemente innerhalb des humanen AT2R- und ATIP1-Promo-

tors wurden unterschiedlich große Deletionsmutanten der Promotoren beider Gene gene-

riert und in den Reportervektor pGL3-basic kloniert (siehe Abbildungen 3.3 und 3.6 in

Kapitel 3.2.3.4). Humane MCF-7-Zellen wurden für 48 Stunden mit den folgenden AT2R-

Konstrukten transient transfiziert: [-148 bp], [-216 bp], [-316 bp], [-516 bp], [-716 bp], [-916

bp], [-1116 bp], [-1316 bp] und [-1100 bp]. Für die Analyse des ATIP1-Promotors wurden

sowohl MCF-7-Zellen als auch EA.hy926-Zellen mit den Promotorkonstrukten [-100 bp],

[-300 bp], [-500 bp], [-700 bp], [-900 bp] und [-1100 bp] für 48 Stunden transient transfi-

ziert. Die Promotoren beider Gene wurden innerhalb dieser Versuchsreihe unter basalen

Bedingungen charakterisiert. Die Promotoraktivität wurde nach der Zellernte über ein lu-

ziferasebasiertes Reportersystem als relative Luziferaseaktivität (RLA) ermittelt.

Abbildung 4.4: Promotorverhalten des
humanen AT2R-Gens unter basalen
Bedingungen. Epitheliale MCF-7-Zellen
wurden mit unterschiedlich großen
AT2R-Promotorkonstrukten für 48
Stunden transient transfiziert (x-Achse).
Die relative Promotoraktivität des
jeweiligen Konstrukts ist als Mittelwert
aus vier unabhängigen Versuchen
wiedergegeben (y-Achse).

In der Abbildung 4.4 ist die jeweilige Promotoraktivität der generierten AT2R-Promotor-

konstrukte dargestellt. Die Aktivität der Konstrukte [-316 bp] bis [-916 bp] liegt in einem

RLA-Bereich von 10 bis 15. Die Erweiterung der Promotorlänge im 5’-upstream-Bereich

auf -1116 bp und schließlich auf -1316 bp führt zu einer Abnahme der Promotoraktivität

auf einen RLA-Wert von 6 beziehungsweise 8. Das [-148 bp]-Konstrukt besteht nur aus

dem Intron 1 und weist eine relative Promotoraktivität von 5 auf. Das [-216 bp]-Konstrukt

enthält neben dem Intron 1 zusätzlich das Exon 1. Diese spezifische Verlängerung der

Promotorregion resultiert in einer Zunahme der RLA auf einen Wert von 8 und ist damit

vergleichbar mit der Aktivität des [-1316 bp]-Konstrukts. Das [-1100 bp]-Konstrukt verfügt

in seiner Sequenz weder über das Intron 1 noch über das Exon 1 und besitzt mit einer RLA

von 0,8 die geringste Promotoraktivität innnerhalb dieser Versuchreihe.
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Abbildung 4.5: Promotorverhalten des ATIP1-Gens unter basalen Bedingungen. Epitheliale MCF-7-Zellen (A)
und endotheliale EA.hy926-Zellen (B) wurden mit unterschiedlich großen ATIP1-Promotorkonstrukten für 48
Stunden transient transfiziert (x-Achse). Die Promotoraktivität der jeweiligen Konstrukte ist als Mittelwert der
RLA aus vier unabhängigen Versuchen wiedergegeben (y-Achse).

In der Abbildung 4.5 ist das Verhalten des ATIP1-Promotors unter basalen Bedingun-

gen in zwei unterschiedlichen Zellsystemen dargestellt. Die Transfektion der Zellen mit den

sechs Konstrukten resultiert tendenziell in einem ähnlichen qualitativen Verlauf in MCF-7-

Zellen (A) und in EA.hy926-Zellen (B). Die Promotoraktivität der ATIP1-Konstrukte ist

in EA.hy926-Zellen jedoch im direkten Vergleich stärker als in MCF-7-Zellen. Die Größe

des ATIP1-Promotors wurde jeweils um 200 bp im upstream-Bereich erweitert. Die Zu-

nahme des Promotorbereichs von [-100 bp] auf [-700 bp] führt in beiden Zellsystemen zu

einer Zunahme der Promotoraktivität. Die Erweiterung der Promotorlänge auf [-900 bp]

beziehungsweise [-1100 bp] resultiert dagegen in einer Abnahme der Promotoraktivität.

4.3.1 Charakterisierung des regulativen cis-Elements in der
Exon-1-/Intron-1-Region des humanen AT2R-Gens

Die Ergebnisse der basalen Transfektionsversuche weisen auf die Präsenz eines regulativen

Elements in der Exon-1-/Intron-1-Region des humanen AT2R-Promotors hin. Für die de-

taillierte Analyse dieser Region wurde das [-216 bp]-Fragment zusätzlich in inverser Orien-

tierung in den Reportervektor pGL3-basic kloniert und damit ein [-216 bp invers]-Konstrukt

generiert (siehe Abbildung 3.4 in Kapitel 3.2.3.4). Anschließend wurden MCF-7-Zellen in

parallelen Ansätzen für 48 Stunden mit dem [-216 bp]-Konstrukt der sense Orientierung

und dem [-216 bp invers]-Konstrukt transient transfiziert. Innerhalb dieser Versuchsreihe

wurden die Zellen ebenfalls mit den [-1316 bp]-, [-1100 bp]- und [-148 bp]-Konstrukten

transfiziert.
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Abbildung 4.6: Untersuchung der Exon-
1-/Intron-1-Region des humanen AT2R-
Promotors. Epitheliale MCF-7-Zellen wurden
mit den dargestellten Promotorkonstrukten
des humanen AT2R-Gens für 48 Stunden
transient transfiziert (x-Achse). Die Pro-
motoraktivität der einzelnen Konstrukte ist
als mittlere RLA aus vier unabhängigen
Versuchen dargestellt (y-Achse).

Die Abbildung 4.6 zeigt das Promotorverhalten der [-216 bp]-AT2R-Konstrukte in sense

und inverser Orientierung. Die RLA des [-216 bp]-Konstrukts in der sense Orientierung

beträgt 6,4, die des [-216 bp invers]-Konstrukts dagegen 1,2. Die inverse Orientierung der

Exon-1-/Intron-1-Region resultiert in einer signifikanten Abnahme der Promotoraktivität

um 80%. Das [-1100 bp]-Konstrukt weist mit einer RLA kleiner 1 auch innerhalb dieser

Versuchsreihe die geringste Promotoraktivität auf.

4.3.2 Verifizierung des alternativen Transkriptionsstartpunkts in der
Exon-1-/Intron-1-Region des humanen AT2R-Gens

Zur Ermittlung weiterer transkriptioneller Startpunkte des humanen AT2R-Gens wurde

die Methode der RLM-5’-RACE modifiziert und eine sogenannte Luziferase-RLM-5’-RACE

durchgeführt (Kapitel 3.2.2.8). Dafür wurden humane endotheliale EA.hy926-Zellen in se-

paraten Ansätzen mit dem [-216 bp]-Konstrukt der sense Orientierung und mit

dem [-1316 bp]-Konstrukt transient transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wur-

den die Zellen geerntet und die RNA isoliert. Diese fungierte als Ausgangsmaterial für die

folgende RLM-5’-RACE. Die PCR-Produkte der nested -PCR wurden in den TOPO-TA-

cloning-Vektor subkloniert, sequenziert und mittels BLAST-Analyse ausgewertet. In einem

weiteren Versuchsansatz wurde das phRL-null-Plasmid kotransfiziert und die Promotorak-

tivität der beiden Konstrukte bestimmt.

In der Abbildung 4.7 ist der neu identifizierte transkriptionelle Startpunkt des humanen

AT2R-Gens dargestellt. Die Abbildung A zeigt die jeweilige Promotoraktivität für das

[-1316 bp]- und das [-216 bp]-Konstrukt. Die relative Promotoraktivität für das [-1316

bp]-Konstrukt beträgt 7 und für das [-216 bp]-Konstrukt 8,3. Die Promotorstärke beider

Konstrukte ist vergleichbar mit früheren Ergebnissen. Beide Promotoren waren aktiv, so

dass die Luziferase-RLM-5’-RACE durchgeführt werden konnte.
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5’-

TAAGTA TGAACAATTT ATATATAATT

TACTTGGAAA GTAGAACATA CATTAAATGA AAATATTTTT

TATGGATGAA CTTCTGTTTT TCCTGTGTTT TAACACTGTA

TTTTGCAAAA CTCCTGAATT ATTTAGCTGC TGTTTCTCTT

AC- - 3’

Ankerprimer   ....................   ...............

-1437

-1397

-1357

-1317

CGT CCCAGCGTCT

GAGAGAACGA GTAAGCACAG AATTCAAAGC ATTCTGCAGC

CTGAATTTTG AAGG

-1517

-1477

A B                                                                      C
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Abbildung 4.7: Darstellung des alternativen Transkriptionsstartpunktes des humanen AT2R-Gens, der mit Hilfe
der Luziferase-RLM-5’-RACE identifiziert wurde. Endotheliale EA.hy926-Zellen wurden mit dem [-1316 bp]-
beziehungsweise [-216 bp]-Konstrukt für 48 Stunden transient transfiziert. Die RNA der transfizierten Zel-
len wurde isoliert und als Ausgangsmaterial für die folgende RLM-5’-RACE verwendet. Die PCR-Produkte
der RACE wurden subkloniert, sequenziert und anschließend bioinformatisch ausgewertet. A: Transfektion der
beiden AT2R-Konstrukte [-1316 bp] und [-216 bp] (x-Achse). Die Promotoraktivität der beiden Konstrukte
ist als mittlere RLA aus vier unabhängigen Versuchen dargestellt (y-Achse). B: Agarosegel der resultierenden
PCR-Produkte der Luziferase-RLM-5’-RACE; 1: 100 bp DNA ladder, 2: Wasserkontrolle, 3: RLM-5’-RACE-
Produkt aus EA.hy926-Zellen, die mit dem [-216 bp]-Konstrukt transfiziert wurden, 4: RLM-5’-RACE-Produkt
aus EA.hy926-Zellen, die mit dem [-1316 bp]-Konstrukt transfiziert wurden, 5: 1 kb DNA ladder. C: Promotor-
region des humanen AT2R-Gens mit dem Exon 1 (fett und blau), dem Intron 1 (schwarz) sowie mit dem neu
identifizierten Transkriptionsstartpunkt (schwarzer Pfeil), der 62 bp upstream vom Exon 1 in der Basisstruktur
des Luziferase-Reportervektors pGL3-basic lokalisiert ist.

Die Abbildung B zeigt das PCR-Produkt der nested -PCR für das [-216 bp]- und das [-

1316 bp]-Konstrukt der RLM-5’-RACE. Für das [-216 bp]-Konstrukt konnte ein deutliches

Amplifikat bei 300 bp und ein weiteres, schwächeres PCR-Produkt bei 700 bp detektiert

werden. Die RLM-5’-RACE für das [-1316 bp]-Konstrukt führt ebenfalls zu einem PCR-

Produkt bei etwa 300 bp und zu einem weiteren Amplifikat, das eine Größe von etwa 550

bp aufweist. Die Sequenzierung des subklonierten 300 bp großen PCR-Fragments des [-216

bp]-Konstrukts und die anschließende BLAST-Analyse führte zu der Identifikation eines

weiteren Transkriptionsstartpunkts für das humane AT2R-Gen, der 62 bp upstream vom

Exon 1 in der Basisstruktur des pGL3-basic Vektors lokalisiert ist (C). Projeziert auf die

natürliche genomische AT2R-Sequenz befindet sich dieser Startpunkt 30 bp upstream der

TATA-box des Gens. Durch die Subklonierung des 300 bp PCR-Amplifikats des [-1316 bp]-

Konstrukts und die anschließende BLAST-Analyse konnte derselbe Startpunkt ermittelt

und somit verifiziert werden. Zusätzlich wurde innerhalb dieser Analyse der Startpunkt

bestimmt, der 1533 bp upstream vom Translationsstartpunkt lokalisiert ist (siehe Kapitel

4.2). Die Subklonierung und Sequenzierung der größeren PCR-Fragmente, des 700 bp-

Produkt für das [-216 bp]-Konstrukt und des 550 bp-Produkt für das [-1316 bp]-Konstrukt,

ergaben keinen weiteren Startpunkt.

In der folgenden Abbildung sind die in dieser Arbeit identifizierten neben den bereits be-

kannten transkriptionellen Startpunkten des humanen AT2R-Gens zusammenfassend dar-

gestellt. Die beiden publizierten Startpunkte wurden mit Hilfe der Primerextensionsanalyse

ermittelt (Warnecke et al. 1999).
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5’-TAAGCCACTG ACTTCAAAAT TCTCTAGCAC ATTTGTGGAA

TATGATTGGA GACAGTGAGA ATTTCAGATT AATGTTTTGC

TAAGTCAGCC CTAGAATTAT  TAG TTGAA GGCTCCCAGT

GCT TT

TGAACAATTT ATATATAATT TACTTGGAAA

TCCTGTGTTT TAACACTGTA

ACTTCATTTT TTTTGTTTGA GATTTATTTG

AGACAAAAAA AAACCTCTCT

GGAC GACCA

-1707

-1637

-1567

-1497

-1427

-1287

AATGAGCTGT

GGAAAGCTGG CAAGGGTTCA

AACA              CCA GAGATCTGGT

TAAGTA

GTAGAACATA CATTAAATGA AAATATTTTT TATGGATGAA CTTCTGTTTT

TTTTGCAAAA CTCCTGAATT ATTTAGCTGC TGTTTCTCTT AC

GTAAGT CTTCAAGTGG AATTTATTAT TGATTCTTTT

...        AT AAGGG -3’

tataag aaggaaa

-1217

g ag

a ACGT CCCAGCGTCT GAGAGAACGA GTAAGCACAG

TAAGCAAGCT

AATTCAAAGC ATTCTGCAGC CTGAATTTTG AAGG

AGGAGTGT GTTTAGGCAC

GATTTATGAT AACTGCTTTA AACTTCAACA ACCA

-1357

ATG

Abbildung 4.8: Darstellung der proximalen Promotorregion (GenBank Accession Nr. GI:51477555) sowie der
transkriptionellen Startpunkte des humanen AT2R-Gens. Die in dieser Arbeit gefundenen Transkriptionsstart-
punkte wurden mit Hilfe der RLM-5’-RACE (’a’; fett, rot sowie Pfeil) und der Luziferase-RLM-5’-RACE (’g’;
fett, rot sowie Pfeil) identifiziert. Die Abbildung zeigt zusätzlich die Startpunkte von Warnecke et al. (1999)
(fett und grün), die mittels Primerextensionsanalyse ermittelt wurden. Außerdem sind die TATA-box (fett und
unterstrichen), die Exone 1 und 2 (fett und blau) sowie der Translationsstartpunkt ’ATG’ (fett und rot) darge-
stellt.

4.3.3 Einfluss des intronischen Polymorphismus -G1332A auf den humanen
AT2R-Promotor

Für das humane AT2R-Gen ist im Intron 1 der single nucleotide polymorphism (SNP)

-G1332A (rs1403543) beschrieben (Ji et al. 2003), der sich 1332 bp upstream vom Transla-

tionsstartpunkt befindet. In diesem Versuch wurde der Einfluss dieses SNPs auf die Trans-

kription des humanen AT2R-Gens untersucht. Dafür wurde ein weiteres Konstrukt gene-

riert, das sogenannte [-216-G bp]-Konstrukt, das an dieser Position das G-Allel enthält

(siehe Abbildung 3.5 in Kapitel 3.2.3.4). Anschließend wurden neuronale KELLY-Zellen

mit dem [-216-G bp]- und dem [-216-A bp]-Konstrukt in separaten Ansätzen unter basalen

Stimulationsbedingungen für 48 Stunden transient transfiziert. Die Promotoraktivität der

beiden Konstrukte wurde als RLA gemessen.

Abbildung 4.9: Einfluss des intronischen Polymorphismus -G1332A
auf die Promotoraktivität des humanen AT2R-Gens. Neuronale
KELLY-Zellen wurden entweder mit dem [-216-G bp]- oder dem [-
216-A bp]-Konstrukt in separaten Ansätzen für 48 Stunden transient
transfiziert (x-Achse). Die Promotoraktivität der beiden Konstruk-
te ist als mittlere RLA aus vier unabhängigen Versuchen dargestellt
(y-Achse).

Die Promotoraktivität des [-216-G bp]-Konstrukts beträgt 2,4 und die des [-216-A bp]-

Konstrukts 1,9 (Abbildung 4.9). Die Aktivität des [-216-G bp]-Konstrukts ist im Vergleich

zu der Promotoraktivität des [-216-A bp]-Konstrukts signifikant um 33% stärker.
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4.4 Transkriptionelle Regulation des AT2R- und
ATIP1-/ATBP50-Gens durch Östrogene

4.4.1 Bioinformatische Analyse des humanen AT2R- und ATIP1-Promotors

Die Promotorbereiche des humanen AT2R-Gens und des ATIP1-Gens wurden mit dem

Programm MatInspector bioinformatisch auf die Präsenz östrogenresponsiver Elemente

(EREs) untersucht. Zusätzlich wurde der Promotor des humanen trefoil-faktor-1 -Gens

(TFF1) analysiert, das innerhalb der Östrogenversuche als Positivkontrolle verwendet wur-

de.

5’- TAAGCCACTG ACTTCAAAAT TCTCTAGCAC ATTTGTGGAA ACTTCATTTT TTTTGTTTGA GATTTATTTG

TATGATTGGA GACAGTGAGA ATTTCAGATT AATGTTTTGC AGACAAAAAA AAACCTCTCT

TAAGTCAGCC CTAGAATTAT GTAGGTTGAA GGCTCCCAGT GGACAGACCA

GCT TT

TGAACAATTT ATATATAATT TACTTGGAAA

TCCTGTGTTT TAACACTGTA

-1707

-1637

-1567

-1497

-1427

-1287

AATGAGCTGT

GGAAAGCTGG CAAGGGTTCA

AACA              CCA GAGATCTGGT

TAAGTA

GTAGAACATA CATTAAATGA AAATATTTTT TATGGA       TCTGTTTT

TTTTGCAAAA CTCCTGAATT ATTTAGCTGC TGTTTCTCTT AC

GTAAGT CTTCAAGTGG AATTTATTAT TGATTCTTTT

...        AT   AAGGG -3’

tataag aaggaaa

-1217

a

ATG

ACGT CCCAGCGTCT GAGAGAACGA GTAAGCACAG

TAAGCAAGCT

AATTCAAAGC ATTCTGCAGC CTGAATTTTG AAGG

AGGAGTGT GTTTAGGCAC

GATTTATGAT AACTGCTTTA AACTTCAACA ACCA

TGAA CT -1357

A

5’- - 291

- 221

- 151

-  81

-  11

-3’

GAGACCACCC ACTTTCTCCT CCCCTTTACC ATCTCGGATG AAAACCATAA CAACTC ACA AGCATGC CA

GTGTGATGTG GTTCAGAG

c           a

ATG

GC AGCTTCTAGA CCTGCAGGAG GGAGATTGTA

AAACGGAAGC CAGAAACACT TGGCCAGCCC TGGGGGATTT TTTTCTTCTA

TGCCTCTCTG GTGGAATGAC ATTTGCTGTG TAGGCATCTT TCCTCTGACT GTATTTCTTG GCCTTGAAGA

GTACTGAGTT TAAAAAGACA GTATGTGACA GTCCATGGAA ATTGCCTCTT CTGTGAAATC TCGCCACCTG

CTCCGAAGAC    TTGTTGT

TTCAGAGGAA GAGCATCATT

TTGGCAACAT CTGAAAGTGA

B

5’- - 321

- 151

- 181

- 111

-  41

-  29

TGCAA              AC CCCGTGAGCC ACTGTTGTCA GGCCAAGCCT TTTTCCGGCC ATCTCTCACT

ATGAATCACT TCTGCAGTGA GTACAGTATT TACCCTGGCG GGAGGGCCTC TCAGATATGA GTAGGACCTG

GATTAAGGTC AGGTTGGAGG AGACTCCCAT GGGAAAGAGG GACTTTCTGA ATCTCAGATC CCTCAGCCAA

GATGACCTCA CCACATGTCG TCTCTGTCTA TCAGCAAATC CTTCCATGTA GCTTGACCAT GTCTAGGAAC

ACCTTTGATA AAAATCAGTG GAGATTATTG TCTCAGAGGA TCCCCGGGCC TCCTTAGGCA AATGTTATCT

AACGCTCTTT AAGCAAACAG AGCCTGCCC         CCG GGGCTCGGGC GGCCTCTC T CCCTGACTCG

GGGTCGCCTT TGGAGCAGAG AGGAGGCA    GCC

t ataaaat

-3’

GGTCA  ggTGgCCC

a

AT G

C

Abbildung 4.10: Bioinformatische Promotoranalyse des humanen AT2R-, ATIP1- und TFF1-Gens. Untersuchung
der Promotoren auf die Existenz östrogenresponsiver Elemente (EREs) mit dem Programm MatInspector. A:
5’-Struktur des humanen AT2R-Promotors mit der TATA-box (schwarz und fett sowie unterstrichen), dem
transkriptionellen Startpunkt ’a’ (rot, fett und Pfeil), den Exonen 1 und 2 (blau und fett), einem halbseitigen
steoridresponsiven Element (grün, fett und unterstrichen) und dem Translationsstartpunkt (rot und fett). B:
5’-Struktur des ATIP1-Promotors mit den beiden Transkriptionsstartpunkten ’c’ und ’a’ (rot, fett und Pfeil),
dem Exon 1 (blau und fett) und dem Translationsstartpunkt (rot und fett). C: 5’-Struktur des TFF1-Promotors
mit einem ERE (grün, fett und unterstrichen), der TATA-box (schwarz, fett und unterstrichen), dem Transkrip-
tionsstartpunkt ’a’ (rot, fett und Pfeil) und dem Translationsstartpunkt (rot und fett).
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Die Abbildung 4.10 zeigt die Ergebnisse der bioinformatischen Voruntersuchung. Für

den humanen AT2R-Promotor konnte ein halbseitiges steroidresponsives Element

5’-TGAACT-3’ im Intron 1 ermittelt werden, das 1385 bp upstream vom Translationsstart-

punkt lokalisiert ist (A). Der Promotor des ATIP1-Gens verfügt dagegen weder über östro-

genresponsive noch über andere steroidresponsive Elemente (B). Die Referenzuntersuchung

des TFF1-Promotors ergibt ein klassisches ERE mit der Sequenz 5’-GGTCACggTGgCC-3’

(Prest et al. 2002), das sich 430 bp upstream vom Translationsstart befindet (C).

4.4.2 Einfluss von E2 auf die transkriptionelle Regulation des TFF1-Gens

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss des weiblichen Hormons 17β-Östradiol (E2)

auf die transkriptionelle Regulation des Referenzgens TFF1 auf mRNA-, Promotor- und

Chromatinebene untersucht.

4.4.2.1 Einfluss von E2 auf die mRNA-Expression des TFF1-Gens

Für die Erstellung einer Zeitkinetik der Östrogenwirkung wurden MCF-7-Zellen vor der

Stimulation für 72 Stunden in steroid- und phenolrotfreiem Medium kultiviert, anschließend

mit 10 nM E2 beziehungsweise mit dem Vehikel Ethanol (EtOH) inkubiert und nach 2,

4, 6, 8, 10, 24 und 48 Stunden geerntet. Nach der RNA-Isolation wurde die Expression

der TFF1-mRNA mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA

quantifiziert und auf das Vehikel normalisiert.

Abbildung 4.11: Zeitauflösende Darstellung
des Östrogeneinflusses auf die TFF1-mRNA-
Expression. Epitheliale MCF-7-Zellen wurden
mit 10 nM E2 (graue Säulen) beziehungs-
weise Vehikel (weiße Säulen) stimuliert und
zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet
(x-Achse). Die TFF1-mRNA-Expression wur-
de gegen das housekeeping -Gen 18S rRNA
quantifiziert und auf das Vehikel normalisiert
(y-Achse).

Die Abbildung 4.11 zeigt den Einfluss von E2 auf die mRNA-Expression des TFF1-Gens

zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Abbildung verdeutlicht einen oszillierenden Verlauf der

mRNA-Expression nach der einmaligen Stimulation mit E2. Die mRNA-Expression steigt

im Vergleich zum Vehikel nach 2, 8 und 24 Stunden an und nimmt zwischenzeitlich zu den

Zeitpunkten 6 und 10 Stunden ab. Die stärkste Expression wird nach 2 und 24 Stunden

gemessen, wo das TFF1-Transkriptionsniveau durch den E2-Einfluss im Vergleich zu der

Kontrolle verdoppelt ist.
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4.4.2.2 Einfluss von E2 auf den TFF1-Promotor

Das Hormon 17β-Östradiol ist kommerziell als wasserlösliches und als ethanollösliches

Produkt erhältlich. Um einen Lösungsmitteleinfluss auf die transkriptionelle Regulation des

TFF1-Gens und somit auch auf die beiden Zielgene auszuschließen, wurde die Promotor-

aktivität eines 568 bp großen TFF1-Promotorkonstrukts unter dem Einfluss von 10 nM

wasser- beziehungsweise ethanollöslichem E2 und des entsprechenden Vehikels ermittelt.

Zusätzlich wurde der Einfluss von E2 unter der Kotransfektion eines ERα-Expressions-

vektors auf den TFF1-Promotor untersucht. Zu diesem Zweck wurden MCF-7-Zellen mit

dem jeweiligen E2 sowie mit dem entsprechenden Vehikel inkubiert und für 48 Stunden

mit den folgenden Konstrukten transient transfiziert beziehungsweise kotransfiziert (siehe

auch Abbildung 3.7 in Kapitel 3.2.3.4):

1) [-568 bp]-TFF1-Promotorkonstrukt/pGL3-basic

2) [-568 bp]-TFF1-Promotorkonstrukt/pGL3-basic + ERα/pSG5–Expressionsvektor

3) [-568 bp]-TFF1-Promotorkonstrukt/pGL3-basic + pSG5–Leervektor

4) pGL3-basic–Leervektor + ERα/pSG5–Expressionsvektor

5) pGL3-basic–Leervektor + pSG5–Leervektor

In einem weiteren Versuchsansatz wurde die Wirkung des wasser- beziehungsweise

ethanollöslichen E2 und des entsprechenden Solvents auf die endogene mRNA-Expression

des TFF1-Gens untersucht, die mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen

18S rRNA quantifiziert und auf die jeweilige Kontrolle normalisiert wurde. Die Ergebnisse

dieser Versuchsreihe sind in den Abbildungen 4.12 A bis D zusammengefasst.

Die Abbildung 4.12 A zeigt den Einfluss von ethanolgelöstem E2 auf das Promotor-

verhalten des TFF1-Gens sowie die Wirkung des kotransfizierten ERα-Expressionsvektors.

Die Stimulation der Zellen mit diesem E2 resultiert im Vergleich zum Vehikel in einer si-

gnifikanten Reduktion der TFF1-Promotoraktivität des [-568 bp]-Konstrukts (Faktor 7).

Die Kotransfektion des ERα-Expressionsvektors führt sowohl unter der E2- als auch unter

Vehikelinkubation zu einer Aktivierung der TFF1-Promotoraktivität. Der direkte Vergleich

zwischen der E2- und der Vehikelstimulation zeigt jedoch auch nach der Kotransfektion des

ERα-Expressionsvektors eine signifikante Reprimierung der TFF1-Promotoraktivität unter

E2-Stimulation. Die Kotransfektion des pSG5-Leervektors führt unter der E2-Stimulation

gegenüber der Kontrolle erneut zu einer signifikanten Reduktion der TFF1-Promotorak-

tivität (Faktor 2,25). Die Inkubation mit E2 resultiert dagegen in einer Aktivierung der

Promotoraktivität des Leervektors pGL3-basic nach der Kotransfektion des ERα-Expres-

sionsvektors (Faktor 5). Die Kotransfektion der beiden Leervektoren pSG5 und pGL3-basic

zeigt unter der E2-Stimulation ebenfalls eine Zunahme der Promotoraktivität des Leervek-

tors pGL3-basic (Faktor 1,5).
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Abbildung 4.12: Einfluss von ethanol- beziehungsweise wasserlöslichem E2 und dem entsprechenden Vehikel auf
die Transkription des TFF1-Gens. MCF-7-Zellen wurden für 48 Stunden mit den dargestellten Konstrukten tran-
sient transfiziert beziehungsweise kotransfiziert (A und B, x-Achse). Anschließend wurde die Promotoraktivität
als mittlere RLA aus vier unabhängigen Versuchen ermittelt (A und B, y-Achse). Die Zellen wurden vor der
Transfektion mit ethanollöslichen E2 (A und C, graue Säulen) beziehungsweise wasserlöslichem E2 (B und D,
graue Säulen) und dem entsprechenden Solvent (weiße Säulen) stimuliert. Die Abbildungen C und D zeigen die
mRNA-Expression des TFF1-Gens unter dem Einfluss von E2 (graue Säulen) normalisiert auf die entsprechende
Ethanol- (C) beziehungsweise Wasserkontrolle (D).

Die Abbildung 4.12 B zeigt das Ergebnis der gleichen Transfektionsbedingungen, jedoch

unter der Stimulation mit dem wasserlöslichen E2. Die Inkubation der Zellen mit dem

wasserlöslichen E2 resultiert im Vergleich zum Vehikel ebenfalls in einer signifikanten Ab-

nahme der Promotoraktivität des [-568 bp]-TFF1-Konstrukts. Durch die Stimulation der

Zellen mit dem wasserlöslichen E2 wird die TFF1-Promotoraktivität um das Fünfzehn-

fache reprimiert. Die Kotransfektion des ERα-Expressionsvektors führt unter der Stimu-

lation mit E2 zu einem Anstieg der TFF1-Promotoraktivität. Der direkte Vergleich zwi-
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4 Ergebnisse

schen E2 und dem Vehikel zeigt auch innerhalb dieser Versuchsgruppe keinen signifikanten

Einfluss des Hormons auf die Promotorstärke des TFF1-Gens. Die Kotransfektion des

pSG5-Leervektors führt unter der E2-Inkubation erneut zu einer signifikanten Reprimie-

rung der TFF1-Promotoraktivität (Faktor 4,7). Die Stimulation der Zellen mit E2 zeigt

dagegen nach der Kotransfektion des ERα-Expressionsvektor eine signifikanten Zunahme

der Promotoraktivität des Leervektors pGL3-basic (Faktor 3,3). Die Kotransfektion beider

Leervektoren resultiert unter der Inkubation mit E2 in einer schwachen jedoch signifikanten

Zunahme der Promotoraktivität des Leervektors pGL3-basic (Faktor 1,3).

Die Messung der endogenen TFF1-mRNA-Expression zeigt im Vergleich zu den Er-

gebnissen der Reporterassays gegensätzliche Effekte (Abbildungen 4.12 C und D). Die

Inkubation der Zellen mit dem ethanol- und wasserlöslichen E2 resultiert gegenüber der

jeweiligen Kontrolle in einem signifikanen Anstieg der mRNA-Expression.

Zur weiteren Validierung dieser Ergebnisse wurde der Einfluss von ethanolgelöstem E2

auf ein weiteres TFF1-Promotorkonstrukt ermittelt, das eine Promotorgröße von 1300 bp

und somit im Vergleich zu dem [-586 bp]-Konstrukt einen größeren Promotorbereich auf-

weist (Kapitel 3.2.3.4). MCF-7-Zellen wurden unter der Inkubation mit ethanollöslichem

E2 beziehungsweise Vehikel in separaten Ansätzen mit dem [-568 bp]- und dem [-1300

bp]-Konstrukt für 48 Stunden transient transfiziert. Anschließend wurde die Promotorak-

tivität der beiden Konstrukte ermittelt. Zusätzlich wurde für beide Ansätze die endogene

mRNA-Expression des TFF1-Gens als Kontrollansatz gemessen.
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Abbildung 4.13: Darstellung des E2-Einflusses auf das TFF1-Gen. MCF-7-Zellen wurden unter der Stimu-
lation mit ethanollöslichem E2 (graue Säulen) respektive Vehikel (weiße Säulen) mit den beiden TFF1-
Promotorkonstrukten [-1300 bp] und [-568 bp] für 48 Stunden transient transfiziert. A: Die Promotoraktivität
der beiden Konstrukte (x-Achse) wurde unter dem E2-Einfluss als RLA gemessen (y-Achse). B: Die endogene
mRNA-Expression des TFF1-Gens aus beiden Versuchsansätzen wurde mit Hilfe der real-time-PCR gegen das
housekeeping -Gen 18S rRNA quantifiziert und auf das Vehikel normalisiert.
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Die Transfektion der Zellen mit beiden TFF1-Promotorkonstrukten führt unter der E2-

Stimulation im Vergleich zu der Vehikelkontrolle zu einer 78%igen Reduktion der TFF1-

Promotoraktivität (Abbildung 4.13 A). Die Untersuchung des endogenen TFF1-Transkrip-

tionsspiegels beider Versuchsansätze zeigt, dass die Zellinkubation mit E2 gegenüber der

Kontrolle jeweils in einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression resultiert (Faktor

4) (B).

4.4.2.3 Einfluss von E2 auf die Regulation des TFF1-Gens innerhalb des

Chromatinkontextes

Der Einfluss von E2 auf die Regulation der TFF1-Transkription innerhalb des Chromatin-

kontextes wurde mit Hilfe der Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) untersucht. Huma-

ne MCF-7-Zellen wurden für 72 Stunden in steroid- und phenolrotfreiem Medium kultiviert

und anschließend für 24 Stunden mit 10 nM E2 beziehungsweise Vehikel stimuliert. Der

Versuch wurde entsprechend Kapitel 3.2.2.9 durchgeführt. Die immunopräzipitierte DNA

wurde mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen β-Aktin quantifiziert. Die

Berechnung der relativen Rekrutierung der RNA-Polymerase II an den TFF1-Promotor er-

folgte entsprechend den Gleichungen 3.4 und 3.5. Die Kontrollversuche des ChIPs wurden

nach den Angaben in Kapitel 3.2.2.9 durchgeführt. In einem parallelen Versuchsansatz wur-

de die endogene mRNA-Expression des TFF1-Gens unter identischen Versuchsbedingungen

ermittelt und mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA quanti-

fiziert.
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Abbildung 4.14: Der Einfluss
von E2 auf die TFF1-mRNA-
Expression (A) und auf die
Rekrutierung der RNA-Polymerase
II an den Promotor des TFF1-
Gens (B). MCF-7-Zellen wurden
24 Stunden mit 10 nM E2
(graue Säulen) beziehungs-
weise Vehikel (weiße Säulen)
stimuliert. Anschließend wurde
die mRNA-Expression mittels
real-time-PCR ermittelt (A). Im
zweiten Versuchsansatz wurde die
Chromatin-Immunopräzipitation
durchgeführt und die immuno-
präzipitierte DNA mit Hilfe der
real-time-PCR gegen das house-

keeping -Gen β-Aktin quantifiziert
(B).

Die Stimulation der Zellen mit E2 resultiert im Vergleich zu der Kontrolle in einem si-

gnifikanten Anstieg des TFF1-Transkriptionsniveaus auf 340% (Abbildung 4.14 A). Gleich-

zeitig führt die E2-Inkubation gegenüber der Kontrolle zu einer dreißigfach stärkeren Re-

krutierung der RNA-Polymerase II an den TFF1-Promotor (B).
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4.4.3 Einfluss von E2 auf den AT2R- und ATIP1-Promotor

Für die folgende Versuchsreihe wurden die Zellen vor der Stimulation entsprechend der

Angaben in Kapitel 3.5 vorbehandelt und anschließend mit 10 nM ethanolgelöstem E2 be-

ziehungsweise Vehikel inkubiert. Der E2-Einfluss auf den humanen AT2R-Promotor wurde

in MCF-7-Zellen untersucht, die für 48 Stunden mit den folgenden Deletionsmutanten tran-

sient transfiziert wurden: [-1316 bp], [-1100 bp], [-148 bp], [-216 bp] sowie [-216 bp invers].

Die entsprechende Analyse des ATIP1-Promotors wurde in EA.hy926-Zellen durchgeführt,

die für 48 Stunden mit dem [-100 bp]-, [-300 bp]-, [-500 bp]-, [-700 bp]-, [900 bp]- beziehungs-

weise [-1100 bp]-Konstrukt transient transfiziert wurden.
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Abbildung 4.15: E2-Einfluss auf den humanen AT2R- und ATIP1-Promotor. A: Humane MCF-7-Zellen wurden
mit den dargestellten Promotordeletionsmutanten (x-Achse) für 48 Stunden transient transfiziert. Die Zellen
wurden mit 10 nM E2 (graue Säulen) beziehungsweise Vehikel (weiße Säulen) stimuliert. B: Der Einfluss von
10 nM E2 (graue Säulen) respektive Vehikel (weiße Säulen) auf den ATIP1-Promotor wurde in humanen
EA.hy926-Zellen untersucht, die für 48 Stunden mit den gezeigten Konstrukten (x-Achse) transient transfiziert
wurden. Die Promotoraktivität der jeweiligen Konstrukte wurde als RLA gemessen (y-Achse). Die Ergebnisse
zeigen jeweils die Mittelwerte aus vier unabhängigen Versuchen.

Das Ergebnis in der Abbildung 4.15 A zeigt, dass die E2-Stimulation gegenüber der Kon-

trolle in einer signifikanten Zunahme der Promotoraktivität der beiden AT2R-Promotor-

konstrukte [-148 bp] und [-216 bp] resultiert. E2 hat jedoch keinen Einfluss auf die Promo-

toraktivität der AT2R-Konstrukte [-1316 bp], [-1100 bp] und [-216 bp invers].

Die Transfektion der EA.hy926-Zellen mit den oben dargestellten ATIP1-Promotor-

konstrukten resultiert unter der Stimulation mit E2 in einer signifikanten Reprimierung der

Promotoraktivität des [-500 bp]-Konstrukts verglichen mit dem Vehikel (Abbildung 4.15

B). Die Promotoraktivität der anderen ATIP1-Konstrukte bleibt durch die E2-Inkubation

dagegen unbeeinflusst.
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4.4.4 Geschlechtsspezifische Transkription des AT2R- und
ATIP1-/ATBP50-Gens in vivo

Mit Hilfe der folgenden Versuchen wurde die geschlechtsspezifische endogenene mRNA-

Expression des AT2R- und des ATIP1-/ATP50-Gens in vivo ermittelt. Die Expression

wurde im gesunden und im kranken Tiermodell sowie in humanen Gewebeproben unter-

sucht.

4.4.4.1 Endogene Expression des AT2R- und des ATBP50-Gens in gesunden

murinen Herzen

Die geschlechtsspezifische mRNA-Expression des AT2R- und ATBP50-Gens wurde in männ-

lichen und weiblichen Herzgeweben von unbehandelten, normotensiven Wistar-Ratten un-

tersucht (siehe Kapitel 3.1.15). Das Gewebe wurde nach Vorhof und Herzkammer getrennt

analysiert. Die RNA aus beiden Kompartimenten wurde isoliert und die endogene mRNA-

Expression mittels real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA quantifiziert.
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Abbildung 4.16: Geschlechtsspezische mRNA-Expression des AT2R- (A) und ATBP50-Gens (B) im Vorhof
(weiße Säulen) und in der Herzkammer (graue Säulen) von weiblichen und männlichen normotensiven Wistar-
Ratten.

Das Ergebnis in der Abbildung 4.16 A zeigt, dass die mRNA-Expression des murinen

AT2R-Gens weder im Vorhof noch in der Herzkammer der Tiere geschlechtsspezifisch re-

guliert wird. Außerdem konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression bezüglich

Vorhof und Herzkammer detektiert werden.
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Das Geschlecht hat ebenfalls weder im Vorhof noch in der Herzkammer einen Einfluss

auf die Transkription des ATBP50-Gens (Abbildung 4.16 B). Die Untersuchung bezüg-

lich der Expression im Vorhof und in der Herzkammer zeigt jedoch, dass das ATBP50-Gen

sowohl in männlichen als auch in weiblichen Tieren in diesen Kompartimenten unterschied-

lich stark exprimiert wird. In den Vorhöfen der weiblichen und der männlichen Tiere ist

die ATBP50-mRNA-Expression im Vergleich zu der Herzkammer deutlich geringer.

4.4.4.2 Endogene Expression des AT2R- und des ATIP1-Gens in gesunden humanen

Herzen

In der folgenden Versuchsreihe wurde die endogene mRNA-Expression des humanen AT2R-

und ATIP1-Gen in Herzbiopsien des linken Ventrikels gesunder explantierter Spenderher-

zen ermittelt (siehe Kapitel 3.1.14). Zu den Spendern zählten drei Frauen und sechs Männer

der Altersgruppe unter 40 Jahren sowie sieben Frauen und sieben Männer der Altersgruppe

50 bis 65 Jahre. Die endogenen Transkriptionsspiegel der beiden Zielgene wurden mit Hilfe

der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen HPRT quantifiziert.
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Abbildung 4.17: Endogene mRNA-Expression des humanen AT2R-Gens im Herzgewebe des linken Ventrikels
gesunder Männer und Frauen. A: Frauen (weiße Säule) versus Männer (graue Säule) der Altersgruppe unter 40
Jahren. B: Frauen (weiße Säule) versus Männer (graue Säule) der Altersgruppe 50 bis 65 Jahre. C: Frauen jünger
als 40 Jahre (weiße Säule) versus Frauen der Altersgruppe 50 bis 65 Jahre (graue Säule). D: Männer jünger als
40 Jahre (weiße Säule) versus Männer der Altersgruppe 50 bis 65 Jahre (graue Säule). Die mRNA-Expression
wurde mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping -Gen HPRT quantifiziert.

In der Abbildung 4.17 ist die endogene mRNA-Expression des humanen AT2R-Gens im

Herzgewebe des linken Ventrikels der Untersuchungsgruppen dargestellt. Die Transkription

des AT2R-Gens erfolgt bei Frauen und bei Männern sowohl in der Altersgruppe unter 40

Jahren (A) als auch in der Altersgruppe von 50 bis 65 Jahren (B) nicht unterschiedlich

und ist damit vom Geschlecht unabhängig. Die Versuchsreihe zeigt außerdem, dass das

Alter bei Frauen (C) und Männern (D) keine regulative Rolle auf die mRNA-Expression

des humanen AT2R-Gens spielt.

66



4.4 Transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens durch Östrogene

A B                                      C                                      D

weiblich männlich
0

50

100

150

200

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
IP

1
/
H

P
R

T
[%

]

(n = 6)(n = 3)

<40 Jahre

weiblich männlich
0

50

100

150

200

250

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
IP

1
/
H

P
R

T
[%

]

(n = 7)(n = 7)

50 - 65 Jahre

weiblich weiblich
0

50

100

150

200

<40 Jahre

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
IP

1
/
H

P
R

T
[%

]

(n = 7)(n = 3)

50 - 65 Jahre

männlich männlich
0

50

100

150

200

250

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
IP

1
/
H

P
R

T
[%

]

<40 Jahre

(n = 7)(n = 6)

50 - 65 Jahre

Abbildung 4.18: Endogene mRNA-Expression des ATIP1-Gens im Herzgewebe des linken Ventrikels gesunder
Männer und Frauen. A: Frauen (weiße Säule) versus Männer (graue Säule) der Altersgruppe unter 40 Jahren.
B: Frauen (weiße Säule) versus Männer (graue Säule) der Altersgruppe 50 bis 65 Jahren. C: Frauen jünger 40
Jahre (weiße Säule) versus Frauen der Altersgruppe 50 bis 65 Jahre (graue Säule). D: Männer jünger 40 Jahre
(weiße Säule) versus Männer der Altersgruppe 50 bis 65 Jahre (graue Säule).

Die Abbildung 4.18 zeigt das endogene Transkriptionsniveau des ATIP1-Gens in Herz-

gewebeproben von derselben Spendergruppe. Die mRNA-Expression des ATIP1-Gens ist

bei Frauen und Männern der Altergruppe unter 40 Jahren (A) und der Altergruppe 50

bis 65 Jahren (B) nicht geschlechtsspezifisch. Die Untersuchung bezüglich des Alters zeigt

ebenfalls weder bei Frauen (C) noch bei Männern (D) einen Einfluss auf die ATIP1-mRNA-

Expression.

4.4.4.3 Endogene Expression des murinen AT2R- und des ATBP50-Gens in

pathologischen Herzen

In diesem Versuch wurde die endogene mRNA-Expression des murinen AT2R- und ATBP50-

Gens im Herzgewebe von männlichen Wistar-Ratten ermittelt, denen ein Herzinfarkt (HI)

mittels koronarer Ligatur induziert wurde. Der Tierversuch wurde freundlicher Weise von

Dr. E. Kaschina durchgeführt (siehe Kapitel 3.1.14). Innerhalb der Versuchsreihe wur-

den zusätzlich sham-operierte Tiere als Kontrollen mitgeführt. Eine Tiergruppe wurde 24

Stunden nach der Induktion des Herzinfarktes für sieben Tage einmal täglich mit dem

AT2R-Agonisten Compound 21 (Comp21) behandelt. Die Dosierung betrug jeweils 0,03

mg/kg. Nach der Isolierung der Gesamtherz-RNA wurde die mRNA-Expression der beiden

Zielgene gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA mit Hilfe der real-time-PCR quantifiziert.

Es wurden jeweils zwei Tiere pro Untersuchungsgruppe analysiert.
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Abbildung 4.19: Endogene mRNA-Expression des murinen AT2R-Gens (A) und des ATBP50-Gens (B) in Herz-
gewebeproben von sham-operierten Tieren (weiße Säulen), nach Induktion eines Herzinfarktes (dunkelgraue
Säulen) sowie nach Induktion eines Herzinfarktes und der anschließenden Behandlung mit Compound 21 (hell-
graue Säulen). Die mRNA-Expression wurde jeweils mittels real-time-PCR bestimmt.

Die Induktion eines Herzinfarktes in den Tieren führt im Vergleich zu den sham-

operierten Tieren zu einer sechsfachen Zunahme der AT2R-mRNA-Transkription (Abbil-

dung 4.19 A). Die anschließende Behandlung der Tiere mit dem AT2R-Agonisten Comp21

resultiert gegenüber der Expression der HI-induzierten Tieren in einer signifikanten Repri-

mierung des AT2R-Transkriptionsspiegels um den Faktor 4,6 und ist vergleichbar mit der

Expression der gesunden Kontrolltiere.

Der Herzinfarkt führt zu einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Abnahme der

mRNA-Expression des ATBP50-Gens gegenüber den Kontrolltieren (Abbildung 4.19 B).

Die Behandlung der infarktinduzierten Tiere mit Comp21 führt im Vergleich zu den Infarkt-

tieren zu einer Zunahme der ATBP50-mRNA-Expression, die jedoch ebenfalls nicht signi-

fikant ist.

4.4.4.4 Endogene Expression des humanen AT2R- und des ATIP1-Gens in

pathologischen Herzen

Die endogene mRNA-Expression des AT2R- und ATIP1-Gens wurde in humanen Herz-

gewebeproben von zwei männlichen und zwei weiblichen Patienten ermittelt, die Sympto-

me einer Herzinsuffizienz aufwiesen. Bei den Gewebeproben handelte es sich um Biopsien

aus dem Septum (siehe Kapitel 3.1.14). Nach der Isolierung der RNA wurde die mRNA-

Expression der beiden Zielgene mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen

18S rRNA quantifiziert und auf die gesunde Kontrolle normalisiert.
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Abbildung 4.20: Endogene mRNA-Expression des humanen AT2R-Gens (A) und des ATIP1-Gens (B) in Herz-
gewebeproben von Patienten unterschiedlichen Alters mit einer Herzinsuffizienz. Die mRNA-Expression wurde
in einer gesunden männlichen Kontrolle (weiße Säule), in männlichen (hellgraue Säulen) und weiblichen (dunkel-
graue Säulen) Herzbiopsien mit Hilfe der real-time-PCR ermittelt und auf die gesunde Kontrolle standardisiert.
Zusätzlich ist in der Abbildung das Alter der Patienten dargestellt.

Der Transkriptionsspiegel des AT2R-Gens ist in den Herzgewebeproben der männlichen

und weiblichen Patienten im Vergleich zu der gesunden männlichen Kontrolle signifikant

erhöht (Abbildung 4.20 A). Das Geschlecht selbst hat dabei jedoch keinen Einfluss auf die

AT2R-mRNA-Expression. Die ATIP1-mRNA wird dagegen in den kranken Gewebeproben

gegenüber der gesunden Kontrolle signifikant reprimiert (Abbildung 4.20 B). Im Vergleich

zu der Expression in den männlichen Proben ist die ATIP1-mRNA-Expression in den

weiblichen Gewebeproben signifikant erhöht.

4.5 Transkriptionelle Regulation des AT2R- und
ATIP1-/ATBP50-Gens durch PARP-1

Das folgende Kapitel zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen bezüglich des PARP-1-

Einflusses auf die transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens. Die-

ser wurde auf mRNA-, Promotor- und Chromatinebene analysiert. Die Ergebnisse wurden

zusätzlich in vivo in homozygoten PARP-1-knockout-Mäusen (KO) und in Wildtypmäusen

(WT) untersucht.
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4.5.1 Einfluss der PARP-Inhibierung auf die mRNA-Expression des AT2R-
und ATIP1-Gens

Für die Analyse des PARP-1-Einflusses auf die endogene AT2R-mRNA-Expression wurden

neuronale KELLY-Zellen für acht Stunden mit dem PARP-Inhibitor

3-Aminobenzamid (3-AB) stimuliert. Die entsprechende Untersuchung des ATIP1-Gens

wurde in endothelialen EA.hy926-Zellen durchgeführt, die für zwölf Stunden mit 10 mM

3-AB inkubiert wurden. Anschließend wurden die EA.hy926-Zellen ein zweites Mal mit 10

mM 3-AB stimuliert und nach weiteren 12 Stunden geerntet. Die mRNA-Expression der

beiden Zielgene wurde mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA

quantifiziert und auf das Vehikel normalisiert.

A B

Kontrolle 3-AB
0

50

100

150

200

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
2
R

/
1
8
S

rR
N

A
[%

]

p<0.05

Kontrolle 3-AB
0

50

100

150

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
IP

1
/
1
8
S

rR
N

A
[%

]

p<0.01

Abbildung 4.21: Einfluss der PARP-
Inhibierung auf die endogene mRNA-
Expression des humanen AT2R- (A)
und ATIP1-Gens (B). A: Neuronale
KELLY-Zellen wurden für 8 Stunden
mit 30 mM 3-AB (graue Säule) be-
ziehungsweise Vehikel (weiße Säule)
stimuliert. B: Endotheliale EA.hy926-
Zellen wurden zweimal für jeweils 12
Stunden mit 10 mM 3-AB (graue
Säule) beziehungsweise Vehikel (wei-
ße Säule) inkubiert. Die mRNA-
Expression der beiden Gene wurde mit-
tels real-time-PCR bestimmt und auf
die Kontrolle normalisiert.

Die pharmakologische Inhibierung der enzymatischen PARP-Aktivität resultiert in den

KELLY-Zellen gegenüber der Vehikelkontrolle in einer 1,6-fachen Zunahme der AT2R-

mRNA-Expression (Abbildung 4.21 A). Die ensprechende Ermittlung des ATIP1-Transkrip-

tionsspiegels zeigt dagegen einen gegenteiligen Effekt: die mRNA-Expression des ATIP1-

Gens wird durch die 3-AB-Stimulation signifikant um 80% reduziert (B).

4.5.2 Einfluss des PARP-1-knockouts auf die mRNA-Expression des AT2R-
und ATBP50-Gens

Zur Validierung der pharmakologischen Ergebnisse wurde das endogene Expressionsniveau

der beiden Zielgene in embryonalen Mausfibroblastenzellen (MEFs) von homozygoten

PARP-1-KO- und WT-Mäusen ermittelt.
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Abbildung 4.22: Endogene mRNA-
Expression des AT2R-Gens (A) und
des ATBP50-Gens (B) in MEF-Zellen
von PARP-1-KO- (graue Säulen) und
WT-Tieren (weiße Säulen). Die Ex-
pression wurde mit Hilfe der real-time-
PCR gegen das housekeeping -Gen 18S
rRNA quantifiziert und auf den WT
normalisiert.

Der homozygote knockout des PARP-1-Gens resultiert mit einem Faktor von 3 in

einer signifikanten Zunahme der AT2R-mRNA-Expression (Abbildung 4.22 A). Der Trans-

kriptionsspiegel des ATBP50-Gens wird durch den knockout dagegen signifikant um 40%

reduziert (B).

4.5.3 Einfluss der PARP-1-mRNA-Repression auf die mRNA-Expression des
ATIP1-Gens

EA.hy926-Zellen wurden für 24 Stunden mit 2 µM siRNA gegen die humane PARP-1-

mRNA beziehungsweise mit einer Kontroll-siRNA transient transfiziert. Anschließend wur-

de die RNA aus den transfizierten Zellen isoliert und die mRNA-Expression des ATIP1-

Gens mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA quantifiziert.

Zusätzlich wurde die mRNA-Expression des PARP-1-Gens nach der Inhibierung gemes-

sen.

A B

Kontrolle PARP-1-siRNA
0

50

100

150

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

A
T
IP

1
/
1
8
S

rR
N

A
[%

]

p<0.01

Kontrolle PARP-1-siRNA
0

50

100

150

re
l.

E
xp

re
ss

io
n

P
A

R
P

-1
/
1
8
S

rR
N

A
[%

]

p<0.01

Abbildung 4.23: mRNA-Expression
des ATIP1-Gens (A) und des PARP-
1-Gens (B) nach der Inhibierung der
PARP-1-mRNA mittels siRNA (graue
Säulen) beziehungsweise nach der Sti-
mulation mit der Kontroll-siRNA (wei-
ße Säulen). Die Expression der mRNA
wurde mit Hilfe der real-time-PCR ge-
gen das housekeeping -Gen 18S rRNA
quantifiziert und auf die Kontrolle nor-
malisiert.
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Die Repression der PARP-1-mRNA durch die siRNA führt im Vergleich zu der Kontrolle

zu einer signifikanten Reduktion der ATIP1-mRNA-Expression um 80% (Abbildung 4.23

A). Die PARP-1-Expression selbst ist durch die Stimulation der Zellen mit der siRNA zum

Zeitpunkt der Ernte um 98% inhibiert.

4.5.4 Einfluss von PARP-1 auf das Promotorverhalten des AT2R- und
ATIP1-/ATBP50-Gens

Die transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens durch PARP-1

wurde in einer weiteren Versuchsreihe zusätzlich auf der Promotorebene untersucht. Da-

für wurden neuronale KELLY-Zellen mit den AT2R-Promotorkonstrukten [-1316 bp], [-

1100 bp], [-216 bp] und [-148 bp] transient transfiziert und nach 24 Stunden für weite-

re 8 Stunden mit 30 mM 3-AB beziehungsweise Vehikel stimuliert. MEFs von PARP-1-

KO- und WT-Mäusen wurden in einem weiteren Versuchsansatz mit den gleichen AT2R-

Deletionsmutanten transient transfiziert und nach 24 Stunden geerntet. In einem dritten

Experiment wurden die Zellen für 24 Stunden mit den oben beschriebenen Konstruk-

ten transient transfiziert und mit einem PARP-1-Expressionsvektor kotransfiziert. Die

Promotoraktivität wurde jeweils über ein luziferasebasiertes Vektorsystem gemessen.

Die Transfektion der KELLY-Zellen mit den AT2R-Konstrukten führt unter der Sti-

mulation mit 3-AB im Vergleich zum Vehikel zu einer signifikanten Promotoraktivierung

des [-1316 bp]-, [-148 bp]- und [-216 bp]-Konstrukts. Den stärksten Einfluss hat die PARP-

Inhibierung auf das [-148 bp]-Konstrukt, bei dem eine Verdopplung der Promotoraktivi-

tät registriert wurde. Wie bereits in den Versuchen zuvor, spielt die Exon-1-/Intron-1-

Region für die Promotorstärke des AT2R-Gens eine entscheidende Rolle. Ist diese Regi-

on nicht in der Promotorstruktur enthalten, wie bei dem [-1100 bp]-Konstrukt, hat die

PARP-Inhibierung keinen weiteren Effekt auf den AT2R-Promotor (Abbildung 4.24 A).

Die Promotoruntersuchung in den PARP-1-KO- und den WT-Zellen verifiziert die Er-

gebnisse der pharmakologischen PARP-Inhibierung. Der PARP-1-knockout führt zu einer

signifikanten Zunahme der Promotoraktivität des [-1316 bp]-, [-148 bp]- und [-216 bp]-

Konstrukts. Das [-1100 bp]-Konstrukt bleibt durch den knockout von PARP-1 dagegen

auch innerhalb dieses Versuches unbeeinflusst (Abbildung 4.24 B). Die Kotransfektion der

KELLY-Zellen mit einem PARP-1-Expressionsvektor resultiert in einem gegenteiligen Ef-

fekt. Die Promotoraktivität des [-1316 bp]-, [-148 bp]- und [-216 bp]-Konstrukts wird unter

der Kotransfektion des PARP-1-Expressionsvektors signifikant reprimiert (Abbildung 4.24

C). Auf das [-1100 bp]-Konstrukt hat die Kotransfektion des PARP-1-Expressionsvektors

keine weitere Auswirkung.
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Abbildung 4.24: Einfluss von PARP-1 auf die Promotoraktivität des AT2R-Gens. A: Neuronale KELLY-
Zellen wurden für 24 Stunden mit den angegebenen AT2R-Konstrukten (x-Achse) transient transfiziert und
anschließend für 8 Stunden mit 30 mM 3-AB (graue Säulen) beziehungsweise Vehikel (weiße Säulen) inkubiert.
B: MEF-Zellen von PARP-1-KO- (graue Säulen) und WT-Mäusen (weiße Säulen) wurden für 24 Stunden mit
den gleichen AT2R-Konstrukten transient transfiziert. C: KELLY-Zellen wurden für 24 Stunden mit den angege-
benen AT2R-Deletionsmutanten transient transfiziert und mit einem PARP-1-Expressionsvektor (graue Säulen)
beziehungsweise einem Kontrollvektor (weiße Säulen) kotransfiziert. Anschließend wurde die Promotoraktivität
der einzelnen AT2R-Konstrukte ermittelt (y-Achse).

Der Einfluss von PARP-1 auf den Promotor des ATIP1-Gens wurde in endothelialen

EA.hy926-Zellen sowie in MEF-Zellen von PARP-1-KO- und WT-Mäusen untersucht.
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Abbildung 4.25: Der Einfluss von PARP-1 auf die Promotoraktivität des ATIP1-/ATBP50-Gens. A: Endotheliale
EA.hy926-Zellen wurden für 24 Stunden mit den angegebenen ATIP1-Deletionsmutanten (x-Achse) transient
transfiziert und anschließend für weitere 24 Stunden mit 10 mM 3-AB (graue Säulen) beziehungsweise Vehi-
kel (weiße Säulen) stimuliert. B: MEF-Zellen von PARP-1-KO- (graue Säulen) beziehungsweise WT-Mäusen
(weiße Säulen) wurden für 24 Stunden mit den dargestelleten ATIP1-Deletionsmutanten transient transfiziert.
C: EA.hy926-Zellen wurden für 24 Stunden mit den ATIP1-Promotorkonstrukten transient transfiziert und mit
einem PARP-1-Expressionsvektor (graue Säulen) beziehungsweise Kontrollvektor (weiße Säulen) kotransfiziert.
Anschließend wurde die Promotoraktivität der einzelnen ATIP1-Konstrukte ermittelt (y-Achse).

Humane EA.hy926-Zellen wurden für 24 Stunden mit den folgenden ATIP1-Promotor-

konstrukten transient transfiziert: [-100 bp], [-300 bp], [-500 bp], [-700 bp], [-900 bp] und

[-1100 bp] und anschließend für weitere 24 Stunden mit 10 mM 3-AB beziehungsweise

Vehikel stimuliert. Die knockout- beziehungsweise WT-Zellen wurden mit den gleichen
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Deletionsmutanten transient transfiziert und nach 24 Stunden geerntet. In einem weiteren

Versuchsansatz wurde das Promotorverhalten des ATIP1-Gens unter der Kotransfektion

eines PARP-1-Expressionsvektors in EA.hy926-Zellen ermittelt. Dafür wurden die Zellen

mit den oben beschriebenen ATIP1-Promotorkonstrukten transient transfiziert und nach

24 Stunden geerntet. Die Promotoraktivität wurde jeweils als relative Luziferaseaktivität

aus vier unabhängigen Versuchen bestimmt.

In der Abbildung 4.25 ist das Ergebnis dieses Versuches dargestellt. Unter der In-

hibierung der enzymatischen PARP-Aktivität mittels 3-AB wird die Promotoraktivität

der sechs untersuchten ATIP1-Konstrukte signifikant reprimiert (A). Der knockout des

PARP-1-Gens führt ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der Promotorstärke der

Mutanten [-300 bp] bis [-1100 bp] (B). Die Aktivität des [-100 bp]-Konstrukts wird durch

den knockout des PARP-1-Gens jedoch nicht weiter beeinflusst. Die Kotransfektion der

EA.hy926-Zellen mit einem PARP-1-Expressionsvektor resultiert dagegen in einer signifi-

kanten Zunahme der ATIP1-Promotorstärke der Konstrukte [-100 bp] bis [-900 bp]. Die

Überexpression des PARP-1-Gens hat jedoch keinen Einfluss auf die Promotoraktivität des

[-1100 bp]-Konstrukts.

4.5.5 Einfluss von PARP-1 auf die Regulation des AT2R- und ATIP1-Gens
innerhalb des Chromatinkontexts

In diesem Versuch wurde der Einfluss der PARP-Inhibierung mittels 3-AB auf die Rekru-

tierung von TBP an den AT2R-Promotor sowie auf die Rekrutierung der RNA-Polymerase

II und TBPs an den Promotor des ATIP1-Gens ermittelt. Für die Untersuchung bezüglich

des AT2R-Gens wurden neuronale KELLY-Zellen für 8 Stunden mit 30 mM 3-AB bezie-

hungsweise Vehikel stimuliert und anschließend für das ChIP-Experiment formaldehyd-

fixiert. Für die Analyse des ATIP1-Promotors wurden EA.hy926-Zellen verwendet, die für

24 Stunden mit 10 mM 3-AB beziehungsweise Vehikel inkubiert und danach formaldehyd-

fixiert wurden. Der weitere Versuch erfolgte entsprechend der Angaben in Kapitel 3.2.2.9.

Nach Durchführung der Chromatin-Immunopräzipitation wurde die relative Rekrutierung

der RNA-Polymerase II beziehungsweise TBPs an die Promotoren der entsprechenden

Zielgene mit Hilfe der real-time-PCR gegen die Rekrutierung von TBP für das AT2R-Gen

beziehungsweise der RNA-Polymerase II für das ATIP1-Gen an den Promotor des house-

keeping-Gens β-Aktin quantifiziert und nach den Gleichungen 3.4 sowie 3.5 ausgewertet.

Die Inhibierung der enzymatischen PARP-Aktivität mit dem Wirkstoff 3-AB führt zu

einer signifikanten Zunahme der Rekrutierung von TBP an den AT2R-Promotor (Abbil-

dung 4.26 A). Die Immunopräzipitation gegen PARP-1 zeigt außerdem, dass

PARP-1 aufgrund der pharmakologischen Hemmung weniger Protein-DNA-Interaktionen

mit dem AT2R-Promotor eingeht (B).
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Abbildung 4.26: Einfluss der PARP-Inhibierung auf die Rekrutierung der RNA-Polymerase II, TBPs und PARP-1
an die Promotoren des AT2R- und ATIP1-Gens. A und B: Neuronale KELLY-Zellen wurden für 8 Stunden mit
30 mM 3-AB (graue Säulen) beziehungsweise Vehikel (weiße Säulen) stimuliert. Anschließend wurde die relative
Rekrutierung von TBP (A) beziehungsweise PARP-1 (B) am AT2R-Promotor mittels ChIP ermittelt. C und D:
Endotheliale EA.hy926-Zellen wurden für 24 Stunden mit 10 mM 3-AB (graue Säulen) beziehungsweise Vehikel
(weiße Säulen) inkubiert. Die relative Rekrutierung der RNA-Polymerase II und TBPs (C) beziehungsweise von
PARP-1 (D) an den ATIP1-Promotor wurde nach Durchführung eines ChIP-Experimentes bestimmt.

In endothelialen EA.hy926-Zellen führt die Inkubation der Zellen mittels 3-AB mit

einem Faktor von 10 zu einer signifikanten Reduktion der RNA-Polymerase II-Rekrutierung

an den ATIP1-Promotor. Auf die Rekrutierung des Proteins TBP hat die PARP-Inhibierung

zu dem Zeitpunkt der Protein-DNA-Fixierung einen tendenziellen, jedoch keinen signifi-

kanten Einfluss (Abbildung 4.26 C). Der Kontrollansatz zeigt, dass die PARP-Inhibierung

zu einer signifikanten Abnahme der PARP-1-ATIP1-Wechselwirkung führt (D).

Die IP wurde zusätzlich gegen die Kontrollen IgG, Sepharose, Timp 1 für die AT2R-

Analyse sowie Timp 3 für die ATIP1-Untersuchung durchgeführt. Die Kontrollergebnisse

erfüllten die Kriterien, die in Kapitel 3.2.2.9 aufgeführt sind.

4.5.6 Einfluss von PARP-1 auf das AT2R-Gen unter AT2R-Aktivierung

MEF-Zellen von PARP-1-KO- und WT-Mäusen wurden 8 Stunden selektiv mit den fol-

genden Wirkstoffen behandelt: 0,1 µM Angiotensin II (Ang II), 10 µM Irbesartan (Irb),

0,1 µM Ang II + 10 µM Irb sowie 1 µM Compound 21 (Comp21). Für die Ermittlung des

Ang II-vermittelten Effekts unter der Inhibierung des AT1R wurden die Zellen 30 Minuten

vor der Ang II-Stimulation mit Irb inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und

die RNA isoliert. Die mRNA-Expression des murinen AT2R-Gens wurde gegen das house-

keeping-Gen 18S rRNA mit Hilfe der real-time-PCR quantifiziert und auf das jeweilige

Vehikel normalisiert.
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Abbildung 4.27: mRNA-Expression des AT2R-Gens in MEF-Zellen von PARP-1-KO- und WT-Mäusen. A:
MEFs von PARP-1-KO-Mäusen wurden für 8 Stunden mit Ang II, Irb, Ang II + Irb, Comp21 (graue Säu-
len) beziehungsweise Vehikel (weiße Säulen) stimuliert. B: MEFs von PARP-1-WT-Mäusen wurden für 8 Stun-
den mit Ang II, Irb, Ang II + Irb, Comp21 (graue Säulen) respektive Vehikel (weiße Säulen) inkubiert. C:
Endogene mRNA-Expression des murinen AT2R-Gens in den WT-Zellen (PARP-1 +/+) und den KO-Zellen
(PARP-1 -/-).

Die Inkubation der PARP-1-KO-Zellen mit Ang II resultiert mit einem Faktor von 1,4

in einer tendenziellen, jedoch in keiner signifikanten Zunahme des AT2R-Transkriptions-

spiegels (Abbildung 4.27 A). Die Stimulation der Zellen mit Irb beziehungsweise Comp21

hat keinen signifikanten Einfluss auf die AT2R-mRNA-Expression. Die AT2R-Aktivierung

mit

Ang II + Irb bewirkt einen Anstieg der mRNA-Expression um 30%. Die Abbildung 4.27 B

zeigt die entsprechenden Ergebnisse in PARP-1-WT-Zellen unter identischen Stimulations-

bedingungen. Die Inkubation mit Irb resultiert in einer Reduktion der AT2R-mRNA-

Expression um 75%. Die Stimulation der Zellen mit den Wirkstoffen Ang II, Ang II +

Irb sowie Comp21 führt zu keiner signifikanten Änderung der Expression gegenüber den

jeweiligen Vehikelkontrollen. In der Abbildung 4.27 C ist die endogene mRNA-Expression

des AT2R-Gens in den KO-Zellen respektive WT-Zellen dargestellt. Der knockout des

PARP-1-Gens resultiert in einer drastischen Zunahme der AT2R-mRNA-Expression.

4.5.7 Einfluss des PARP-1-knockouts auf den AT2R-Promotor unter
AT2R-Aktivierung

MEF-Zellen von PARP-1-KO-Mäusen wurden mit den AT2R-Promotorkonstrukten [- 1316

bp], [- 1100 bp], [- 216 bp] und [- 148 bp] für 24 Stunden transient transfiziert. Die Zellen

wurden danach für 8 Stunden mit den Wirkstoffen 0,1 µM Ang II, 10 µM Irb, 0,1 µM Ang

II + 10 µM Irb sowie 1 µM Comp21 stimuliert. Anschließend wurden die Zellen geerntet
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Abbildung 4.28: Promotorverhalten des AT2R-Gens in PARP-1-KO-Zellen unter AT2R-Aktivierung. Die Zellen
wurden mit den AT2R-Konstrukten [-1316 bp] (A), [-1100 bp] (B), [-148 bp] (C) und [-216 bp] (D) für 24
Stunden transient transfiziert und danach für 8 Stunden mit Ang II, Irb, Ang II + Irb sowie Comp21 (graue
Säulen) respektive Vehikelkontrollen (weiße Säulen) stimuliert. Anschließend wurde die Promotoraktivität über
ein luziferasebasiertes Vektorsystem der einzelnen Konstrukte ermittelt (y-Achse).

und die Promotoraktivität ermittelt.

Die Abbildung 4.28 zeigt das Ergebnis dieses Versuches. Die AT2R-Aktivierung mit

den dargestellten Wirkstoffen hat keinen signifikanten Einfluss auf die Promotoraktivität
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des [-1316 bp]-, [-1100 bp]- und [-148 bp]-Konstrukts (A-C). Bei dem [-216 bp]-Konstrukt

zeigt sich dagegen, dass durch die Stimulation mit Ang II beziehungsweise mit Comp21

die Promotoraktivität gegenüber den jeweiligen Vehikelkontrollen verdoppelt wird (D).

4.5.8 Einfluss der AT2R-Aktivierung auf mRNA-Expression des
PARP-1-Gens

In dem folgenden Versuch wurde der Einfluss einer AT2R-Aktivierung auf die PARP-1-

mRNA-Expression in MEF-Zellen von PARP-1-WT-Tieren untersucht. Dafür wurden die

folgenden Stimulationsbedingungen getestet: 0,1 µM Ang II, 0,1 µM Ang II + 10 µM Irb

sowie 1 µM Comp21. Die mRNA-Expression des PARP-1-Gens wurde mit Hilfe der real-

time-PCR gegen das housekeeping-Gen 18S rRNA quantifiziert und auf das entsprechende

Vehikel standardisiert.

Abbildung 4.29: Endogene mRNA-Expression von
PARP-1 in PARP-1-WT-Zellen unter AT2R-
Aktivierung. MEFs wurden mit Ang II, Ang II +
Irb sowie Comp21 (graue Säulen) beziehungsweise
den enstprechenden Vehikelkontrollen (weiße Säu-
len) für 8 Stunden stimuliert. Anschließend wurde
die mRNA-Expression von PARP-1 mit Hilfe der
real-time-PCR gegen das housekeeping -Gen 18S
rRNA quantifiziert und auf das jeweilige Vehikel
normalisiert.

In der Abbildung 4.29 ist das Transkriptionsniveau des PARP-1-Gens in MEF-Zellen

von PARP-1-WT-Tieren nach der Aktivierung des AT2R über Agonisten dargestellt. Die

PARP-1-mRNA-Expression zeigt unter dem Einfluss der drei getesteten Wirkstoffen keine

signifikante Änderung gegenüber den Vehikelkontrollen.

4.5.9 Endogene mRNA-Expression des AT2R- und des ATBP50- Gens in
PARP-1-knockout- und Wildtyp-Mäusen

Die endogene mRNA-Expression des murinen AT2R- und ATBP50-Gens wurde im Herz, in

der Niere und im Gehirn von sechs homozygoten PARP-1-knockout-Mäusen sowie in sechs
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Wildtyp-Mäusen ermittelt. Die RNA wurde jeweils aus den gesamten Organen isoliert.

Die mRNA-Expression wurde mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping-Gen

β-Aktin quantifiziert und jeweils auf den WT normalisiert.

Der knockout des PARP-1-Gens führt im Herzen der Tiere zu einer signifikanten Repres-

sion des Transkriptionsspiegels des AT2R-Gens. Er hat in diesem Organ jedoch

keinen Einfluss auf die mRNA-Expression des ATBP50-Gens (Abbildung 4.30 A und D).

In den Nieren der PARP-1-knockout-Tiere ist die AT2R-mRNA-Expression im Vergleich

zu den WT-Tieren ebenfalls deutlich geringer (B). Die mRNA-Expression des ATBP50-

Gens in den Nieren der knockout-Tiere unterscheidet sich nicht von der Expression in den

WT-Tieren (E). Im Gehirn resultiert der PARP-1-knockout dagegen in einer signifikanten

Zunahme der murinen AT2R- und der ATBP50-mRNA-Expression (C und F).

4.5.10 Einfluss des intronischen Polymorphismus -G1332A auf die
PARP-1-Effekte

Neuronale KELLY-Zellen wurden mit den beiden AT2R-Konstrukten [-216-A bp] bezie-

hungsweise [-216-G bp] für 24 Stunden transient transfiziert. Anschließend wurden die

Zellen für acht Stunden mit 30 mM 3-AB beziehungsweise Vehikel inkubiert und die Pro-

motoraktivität ermittelt.

Die Stimulation der KELLY-Zellen mit 3-AB führt zu einer signifikanten Aktivierung

der Promotoraktivität des [-216-G bp]- und des [-216-A bp]-Konstrukts und bestätigt damit

die Ergebnisse, dass PARP-1 eine repressive Funktion auf den AT2R-Promotor ausübt (Ab-

bildung 4.31). Die Regulation des AT2R-Promotors durch PARP-1 wird jedoch nicht durch

den Polymorphismus beeinflusst, da kein signifikanter Unterschied in der Promotoraktivität

des [-216-A bp]- und [-216-G bp]-Konstrukts unter der pharmakologischen Inhibierung von

PARP registriert werden konnte.
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Abbildung 4.30: Endogene mRNA-Expression des AT2R- (A-C) und des ATBP50-Gens (D-F) in Herz, Niere
und im Gehirn von PARP-1-KO- (graue Säulen) und WT-Mäusen (weiße Säulen). Die mRNA-Expression wurde
mit Hilfe der real-time-PCR gegen das housekeeping -Gen β-Aktin quantifiziert und auf die Expression des WT
normalisiert.
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Abbildung 4.31: Einfluss des intronischen Polymorphismus
-G1332A auf die PARP-1-vermittelten Effekte. Neuronale
KELLY-Zellen wurden mit dem [-216-G bp]- und dem [-216-A
bp]-Konstrukt für 24 Stunden transient transfiziert und anschlie-
ßend für 8 Stunden mit 30 mM 3-AB (graue Säulen) respektive
Kontrolle (weiße Säulen) behandelt. Die Promotoraktivität der
beiden Konstrukte wurde über ein luzifersebasiertes Vektorsys-
tem gemessen.
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5 Diskussion

5.1 Expressionsanalyse des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens

Murine und humane Zelllinien wurden auf die endogene Expression des AT2R-Gens und

des ATIP1- beziehungsweise ATBP50-Gens untersucht. Ziel war es ein Zellsystem zu eta-

blieren, mit dem Regulationsmechanismen der Transkription beider Zielgene analysiert

werden können. Die Expression des AT2R-Gens wurde zunächst mit Hilfe der qualita-

tiven PCR und anschließender Gelelektrophorese ermittelt. Die Gelelektrophorese zeig-

te Produktbanden im zu erwartenden Molekülgewichtsbereich von 263 bp in Hela-S3-,

MCF-7-, EA.hy926- und KELLY-Zellen. Gleichzeitig bestätigten die (RT-)-Kontrollen die

Spezifität der Amplifikationsreaktionen. Für die Validierung dieser Ergebnisse wurden die

putativ positiven AT2R-PCR-Produkte in den pGEM-T-easy-Vektor subkloniert und an-

schließend sequenziert. Die Auswertung der Sequenzierung mittels BLAST-Analyse führte

zu dem Ergebnis, dass von den untersuchten humanen Zellen nur neuronale KELLY-Zellen

unter den durchgeführten Zellkulturbedingungen das AT2R-Gen exprimieren. Die Genpro-

dukte der identischen Fragmentgröße von 263 bp in Hela-S3-, MCF-7- und EA.hy926-Zellen

waren nur zu 85% homolog zu der humanen AT2R-Gensequenz. Die BLAST-Analyse er-

gab zusätzlich, dass dieses Insert zu genomischen Sequenzen der Chromosomen 5 und 7

homolog ist. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass es sich bei diesen teilkomplementären

Abschnitten um Pseudogene des humanen AT2R handelt. Pseudogene sind Sequenzen,

die im Genom einer Population präsent sind sowie große Ähnlichkeiten zu einem paralogen

Gen aufweisen, jedoch in der Regel funktionell inaktiv sind. Die Pseudogensequenz entsteht

zum Beispiel durch Retrotransposition oder durch das Duplizieren von DNA-Segmenten

(Mighell et al. 2000; Römpler et al. 2007). Das Ergebnis der Versuchsreihe zeigte gleich-

zeitig die Wichtigkeit der Sequenzierung von PCR-Amplifikaten des schwach exprimierten

AT2R-Gens. Die seltene AT2R-Genexpression in humanem Gewebe wurde ebenfalls von

Warnecke et al. (2005) beschrieben, welche in keiner ihrer untersuchten Zelllinien funk-

tionelle AT2R-Transkripte nachweisen konnten.

Die Analyse der endogenen AT2R-Expression in murinen Zellen hat gezeigt, dass von

den untersuchten Zellen nur PC12W-Zellen das AT2R-Gen exprimieren. Die PC12W-Zellen

wurden innerhalb der Passagen 9 bis 18 untersucht, da in dieser Phase das AT2R-Gen, aber

nicht das AT1aR- beziehungsweise AT1bR-Gen exprimiert werden. Dieses Verhältnis kann

sich bei höheren Passagen wieder ändern (Meffert et al. 1996).
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5 Diskussion

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden für die nachfolgenden Analysen endogener

AT2R-Regulationen humane KELLY-Zellen ausgewählt. Humane MCF-7-Zellen wurden

dagegen in Transfektionsexperimenten zur Untersuchung des AT2R-Promotors unter ba-

salen Bedingungen eingesetzt, da dieser Zelltyp das AT2R-Gen nicht selbst endogen expri-

miert und somit ein besser kontrollierbares Modellsystem darstellt.

Die Untersuchung der ATIP1-Expression zeigte, dass das humane ATIP1-Gen von endo-

thelialen EA.hy926-Zellen sowie von den neuronalen Zelllinien SH-Sy5y und KELLY expri-

miert wird. Das äquivalente murine ATBP50-Gen wird von allen untersuchten Zellen expri-

miert. Dieses ubiquitäre Expressionsmuster könnte auf eine Funktion als housekeeping-Gen

hindeuten. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden die weiteren Untersuchungen des

ATIP1-Gens in endothelialen EA.hy926-Zellen durchgeführt.

Für die Studien des Einflusses von E2 auf die Transkription des humanen AT2R- und

ATIP1-Gens sollten die verwendeten Zellsysteme zusätzlich mindestens einen der beiden

Rezeptoren ERα oder ERβ endogen exprimieren, welche als Liganden-aktivierbare Trans-

kriptionsfaktoren viele der biologischen Effekte von E2 vermitteln (Hall et al. 2001). Für

diese Untersuchung wurde ein Primerdesign verwendet, das die universelle Detektion al-

ler Isoformen des ERα- beziehungsweise des ERβ-Gens gewährleistet. Das humane ERα-

Gen wird demzufolge von EA.hy926- und MCF-7-Zellen exprimiert, während das huma-

ne ERβ-Gen von EA.hy926-, MCF-7- sowie SH-Sy5y-Zellen transkribiert wird. Die Zell-

linien wurden weiterhin auf die Expression des humanen TFF1-Gens überprüft. Es ist

bekannt, dass die Transkription dieses Gens in MCF-7-Zellen durch die Stimulation mit

E2 signifikant induziert wird (Metivier et al. 2003). Es kann somit als Positivkontrolle für

die Östrogenstimulation fungieren. Von den untersuchten Zellen konnte in Hela-S3- und

MCF-7-Zellen die TFF1-Transkription nachgewiesen werden. Die entsprechende Analyse

der ER-Expression in den murinen Zelllinien ergab, dass H9c2- und PC12W-Zellen das

ERα- und ERβ-Gen exprimieren. Die Untersuchung primärer kardialer Fibroblastenzellen

aus weiblichen und männlichen Wistar-Ratten zeigte, dass die weiblichen Zellen nur das

ERα-Gen exprimieren, die männlichen Zellen dagegen weder das ERα- noch das ERβ-Gen.

Vergleichbare Untersuchungen von Watanabe et al. (2003) führten zu dem Ergebnis, dass

in kardialen Fibroblastenzellen von neonatalen Wistar-Ratten das ERα-Gen sehr schwach

und das ERβ-Gen stark exprimiert wird. Andere Arbeitsgruppen konnten zudem beide

Rezeptoren auf Proteinebene detektieren (Mercier et al. 2003; Grohé et al. 1997; Xu et al.

2002).

Im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit sollte der Einfluss des Proteins PARP-1 auf die

transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens analysiert werden. Zu

diesem Zweck wurde die Expression des PARP-1-Gens in neuronalen KELLY- und epi-

thelialen EA.hy926-Zellen untersucht. In beiden Zelllinien konnte die PARP-1-Expression

detektiert werden.

Aus diesen Voruntersuchungen ergaben sich folgende Zellsysteme für die transkrip-

tionellen Untersuchungen des humanen AT2R- und ATIP1-Gens: Die Analyse des Östro-
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geneinflusses auf das AT2R-Gen wurde in MCF-7-Zellen und auf das ATIP1-Gen in EA.hy-

926-Zellen durchgeführt. Der PARP-1-Einfluss auf das AT2R-Gen wurde in neuronalen

KELLY-Zellen untersucht. Für die entsprechende Analyse des ATIP1-Gen wurden endo-

theliale EA.hy926-Zellen verwendet.

5.2 Transkriptionsstartpunkte des humanen AT2R- und
ATIP1-Gens

Die Ermittlung der transkriptionellen Startpunkte des humanen AT2R- und des ATIP1-

Gens wurde mit Hilfe der RLM-5’-RACE durchgeführt. Diese Methode gewährleistet, dass

nur vollständige 5’-Enden der cDNA in die Untersuchung eingehen und somit eine beson-

ders präzise Bestimmung des Transkriptionsstartes möglich ist, da keine falsch-positiven

Startpunkte aus beispielsweise degradierter mRNA generiert werden.

Die Expression des humanen AT2R-Gens ist im Vergleich zum ATIP1-Gen wesent-

lich geringer. Für die RLM-5’-RACE des AT2R-Gens wurde RNA aus gesundem huma-

nem Gesamtherz verwendet, da dieses Gen im Herzen im Vergleich zu anderen Geweben

stärker exprimiert wird (Schefe et al. (2006)). Das Ergebnis der RLM-5’-RACE zeigte

für das humane AT2R-Gen einen transkriptionellen Startpunkt, der 1533 bp upstream

vom Translationsstartpunkt lokalisiert ist. In der anschließenden bioinformatischen Ana-

lyse der AT2R-Promotorstruktur konnte eine TATA-box -Region identifiziert werden, die

sich 29 bp upstream von diesem Startpunkt befindet. Promotoren, die nur einen Transkrip-

tionsstartpunkt aufweisen, besitzen häufig eine TATA-box, um die Bindung des Transkrip-

tionsapparates zu erhöhen. Solche Promotoren sind hauptsächlich in die strenge Regulation

gewebespezifischer Gene involviert (Müller et al. 2007).

Es sind bereits zwei transkriptionelle Startpunkte für das humane AT2R-Gen bekannt,

die mit Hilfe der Primerextensionsanalyse identifiziert wurden (Warnecke et al. 1999).

Sie befinden sich 34 bp und 10 bp upstream der TATA-box. Die Methode der Primer-

extensionsanalyse hat den Nachteil, dass auch cDNA mit unvollständigen 5’-Enden, zum

Beispiel aus degradierten RNA-Transkripten, in die Analysen eingehen. Die RLM-RACE-

Methode stellt eine Verbesserung gegenüber dieser Technik dar, da nur RNA-Transkripte

mit einer vollständigen 5’-Cap Struktur bei der Startpunktbestimmung analysiert werden

(Schaefer 1995). Die von Warnecke et al. (1999) ermittelten Transkriptionsstartpunkte

befinden sich upstream der TATA-box. Im Allgemeinen ist die TATA-box jedoch 25 bp bis

30 bp upstream des Trankriptionsstartpunkts lokalisiert (Thomas and Chiang 2006; Smale

and Kadonaga 2003). Das Protein TBP erkennt die TATA-box und leitet somit den initialen

Schritt bei der Rekrutierung des PICs ein (Smale and Kadonaga 2003). Demzufolge ist es

unwahrscheinlich, dass es sich bei den von Warnecke et al. identifizierten Startpunkten um

die tatsächlichen Transkriptionsstartpunkte des AT2R-Gens handelt.

Für die Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte des humanen ATIP1-Gens wurde

RNA aus neuronalen SH-Sy5Y-Zellen verwendet. Die Untersuchung führte zu der Iden-
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tifizierung von zwei transkriptionellen Startpunkten, die sich 293 bp und 304 bp upstream

vom Translationsstart befinden. Die anschließende bioinformatische Promotoranalyse hat

gezeigt, dass das ATIP1-Gen keine TATA-box besitzt.

Die RLM-5’-RACE ist gleichzeitig ein sensitiver Indikator für die Expressionsstärke

eines Gens. Bei der Identifizierung der transkriptionellen Startpunkte des humanen ATIP1-

Gens besaßen alle sequenzierten Klone das korrekte RACE-PCR-Produkt und weisen auf

ein hohes Transkriptionsniveau hin. Im Vergleich hierzu wurde bei der Ermittlung des

AT2R-Transkriptionsstartpunkts nur in etwa einem von 70 Klonen die korrekte AT2R-

Sequenz detektiert. Dieses Resultat bestätigt die geringe endogene Expression des AT2R-

Gens.

5.3 Identifizierung regulativer Elemente im humanen AT2R-
und ATIP1-Promotor

Für die Analysen des humanen AT2R-Promotors unter basalen Bedingungen wurden epi-

theliale MCF-7-Zellen mit unterschiedlich großen AT2R-Konstrukten transient transfiziert.

Diese Zellen exprimieren das AT2R-Gen nicht endogen und gewährleisten daher kontrol-

lierte Untersuchungsbedingungen. Die Promotoranalyse unter basalen Bedingungen zeigte,

dass das AT2R-Gen einen schwachen Promotor besitzt. Die relative Aktivität des AT2R-

Promotors ist etwa zwanzigfach schwächer als diejenige eines housekeeping-Promotors wie

beispielsweise des Ece-1c-Gens (Funke-Kaiser et al. 2000).

Aus der Versuchsreihe geht hervor, dass die Erweiterung des AT2R-Promotorbereichs

von [-916 bp] auf [-1116 bp] in einer Abnahme der Aktivität um 50% resultierte. Dieses

Verhalten weist auf eine silencer -Region im [-1116 bp]-Konstrukt hin. Silencer fungieren

als Kontrollelemente der Transkription, in dem sie im Zusammenspiel mit Transkriptions-

faktoren die Promotoraktivität eines Gens herabsetzen (Kornberg 2007). Die verwendeten

Konstrukte [-316 bp], [-516 bp], [-716 bp], [-916 bp], [-1116 bp] und [-1316 bp] besitzen

in ihren Promotorbereichen das Intron 1 und das Exon 1 sowie unterschiedlich große up-

stream-Bereiche. Konstrukte, die das Intron 1 und das Exon 1 in ihrer Promotorsequenz

nicht enthalten, wie zum Beispiel das [-1100 bp]-Konstrukt, weisen nur eine sehr schwache

Promotoraktivität auf, obwohl sie den Transkriptionsstartpunkt im 5’-upstream-Bereich

enthalten. Warnecke et al. (1999) haben bereits auf die Wichtigkeit des Intron 1 im AT2R-

Promotor hingewiesen. Sie führten die Zunahme der Promotoraktivität auf ein 12 bp großes

enhancer -Element in diesem Bereich zurück, da Mutationen dieser Region in einer signi-

fikanten Abnahme der Aktivität resultierten. Die Ergebnisse der Zelltransfektion mit den

[-216 bp]- und [-148 bp]-Konstrukten bestätigen die entscheidene regulative Funktion dieses

Promotorbereichs: Die Promotoraktivität des [-216 bp]-Konstrukts ist identisch zu der Ak-

tivität des [-1316 bp]-Konstrukts, obwohl letzteres zusätzlich über den größten 5’-upstream-

Bereich inklusive des Transkriptionsstartpunkts verfügt. Auch die Promotoraktivität des

[-148 bp]-Konstrukts liegt noch deutlich über derjenigen des [-1100 bp]-Konstrukts. Die

Wiederholung des Versuches in neuronalen KELLY-Zellen, welche das AT2R-Gen endogen

exprimieren, verifizierte dieses Ergebnis.
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Das Promotorverhalten des ATIP1-Gens ist bisher unbekannt. Aufgrund der Funk-

tion von ATIP1 als zytoplasmatischer Interaktionspartner des AT2R wurde der ATIP1-

Promotor ebenfalls unter basalen Bedingungen untersucht. Dafür wurden humane EA.hy-

926- und MCF-7-Zellen mit ATIP1-Promotorkonstrukten unterschiedlicher Größe transient

transfiziert. Der monotone Anstieg der Promotoraktivität der Konstrukte bis [-700 bp] lässt

darauf schließen, dass die Promotoraktivität von der Bindung des Transkriptionsapparats

an die transkriptionellen Startpunkte im [-300 bp]- und [-500 bp]-Bereich dominiert wird.

Die Abnahme der Aktivität bei Erweiterung des Promotorbereichs auf [-900 bp] bezie-

hungsweise [-1100 bp] ist ein Indiz für ein silencer -Element in dieser Region. Das Pro-

motorverhalten ist in beiden untersuchten Zelltypen qualitativ konsistent und zeigt somit

keine Abhängigkeit von der endogenen Expression des Gens.

5.3.1 Charakterisierung des regulativen cis-Elements in der
Exon-1-/Intron-1-Region des humanen AT2R-Gens

Die Promotoranalyse des humanen AT2R-Gens unter basalen Bedingungen weist auf die

wichtige Rolle der Exon-1-/Intron-1-Region für die Aktivität des AT2R-Promotors hin.

Grundsätzlich kann es sich hierbei um das von Warnecke et al. (1999) vermutete enhan-

cer -Element oder um einen weiteren transkriptionellen Startpunkt handeln. Da enhancer -

Elemente unabhängig von ihrer Orientierung innerhalb des Promotors wirken, Transkrip-

tionsstartpunkte jedoch orientierungsabhängig sind (Smale and Kadonaga 2003), wurde

ein inverses [-216 bp]-Konstrukt generiert. Das Ergebnis der Zelltransfektion mit dem sen-

se und dem inversen [-216 bp]-Konstrukt zeigte, dass die Orientierung dieser Region einen

signifikanten Einfluss auf die Aktivität des AT2R-Promotors hat. Die Promotoraktivität

nimmt bei inverser Orientierung im Vergleich zu der sense-Orientierung um 80% ab.

Dieses Resultat weist darauf hin, dass es sich bei dem regulativen Element nicht um

den vermuteten enhancer, sondern um einen weiteren transkriptionellen Startpunkt han-

delt. Die Sequenzanalyse zeigte, dass sich im Intron 1 ein Motiv befindet, das mit der

Inr-Konsensussequenz verwandt ist (Warnecke et al. 1999). Im Vergleich zu der exakten

Inr-Sequenz 5’-PyPyAN(T/A)PyPy-3’ (Thomas and Chiang 2006) fehlt dem Motiv im

Intron 1 5’-TCTGTTTT-3’ jedoch das Nukleotid Adenin an der Position 3, bei dem es

sich bei den meisten Genen um den eigentlichen Startpunkt handelt, welcher die RNA-

Polymerase II am transkriptionellen Startpunkt positioniert. Eine aktive Funktion dieser

Sequenz als transkriptioneller Startpunkt ist demnach unwahrscheinlich.

5.3.2 Verifizierung des alternativen Transkriptionsstartpunkts in der
Exon-1-/Intron-1-Region des humanen AT2R-Gens

Aufgrund der Hinweise auf einen weiteren transkriptionellen Startpunkt innerhalb des [-

216 bp]-Konstrukts wurde erneut eine RLM-5’-RACE durchgeführt. In diesem Fall wurden

die EA.hy926-Zellen mit dem [-216 bp]-Konstrukt transfiziert, so dass die Transkriptions-
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wirkung des Exon-1-/Intron-1-Bereichs hinsichtlich eines transkriptionellen Startpunkts

isoliert betrachtet werden konnte.

Diese Untersuchungen zeigten, dass Regionen innerhalb des Exon-1-/Intron-1-Bereichs

einen transkriptionellen Startpunkt generieren, der sich 62 bp upstream vom Exon 1 be-

findet. Da sich die Exon-1-/Intron-1-Region als notwendig für die Aktivität des AT2R-

Promotors erwiesen hat, ohne demzufolge selbst einen Startpunkt zu enthalten, lässt sich

folgern, dass dieser Bereich für die Rekrutierung des Transkriptionsapparates essentiell

ist. Wahrscheinlich liegt ein Mechanismus zugrunde, bei dem die Rekrutierung der TFs

einen räumlichen Überhang des Transkriptionsapparates generiert und hierdurch die RNA-

Polymerase II am Transkriptionsstart 62 bp upstream vom Exon 1 positioniert.

Ein weiterer Hinweis zur Stützung dieser Hypothese ist, dass mit Hilfe der bioinfor-

matischen Analyse des Exon 1 ein DCE-SIII -Element in dieser Region identifiziert wer-

den konnte. Das DCE-SIII -Element gehört zu den Kernpromotorelementen von RNA-

Polymerase II transkribierten Promotoren (Thomas and Chiang 2006). Dieses Element

interagiert spezifisch mit dem Protein TAF1, welches dem Multiproteinkomplex TFIID

angehört. Die DCE-SIII -Konsensussequenz AGC befindet sich im Exon 1 an der Posi-

tion +31 bp downstream vom Transkriptionsstartpunkt und liegt damit im definierten

Bereich von +30 bp bis +34 bp (Thomas and Chiang 2006). Da die Untereinheit SIII
des DCE-Elements unabhängig von den anderen beiden Untereinheiten SI und SII die

TAF1-Bindung vermitteln kann (Lee et al. 2005), ist denkbar, dass die transkriptionelle

Regulation des humanen AT2R-Gens auch über dieses Element erfolgt.

Die Transfektion der Zellen mit dem vollständigen [-1316 bp]-Promotorkonstrukt wurde

als Kontrolle mitgeführt. Mit Hilfe dieser Kontrolle konnte sowohl der in humanem Herzen

identifizierte Startpunkt als auch der alternative Startpunkt verifiziert werden.

5.3.3 Einfluss des intronischen Polymorphismus -G1332A auf den humanen
AT2R-Promotor

Der Polymorphismus -G1332A ist im Intron 1 lokalisiert und weist eine Allelfrequenz von

G=0,51/A=0,49 auf (Erdmann et al. 2000). Das A-Allel ist bei Männern mit linksven-

trikulärer Hypertrophie und bei Frauen mit koronarer Ischämie assoziiert (Warnecke et al.

2005). Aus diesem Grund wurde der Einfluss dieses SNPs auf die Promotoraktivität des

AT2R-Gens unter basalen Bedingungen untersucht. Die Analysen zeigten, dass das Pro-

motorkonstrukt mit dem G-Allel eine signifikant stärkere Aktivität im Vergleich zum Kon-

strukt mit dem A-Allel aufweist. Dieser Aktivitätsunterschied könnte daher die Ursache

für die mit dem A-Allel assoziierten Krankheitsbilder aufgrund eines Ungleichgewichts in

der AT2R-Expression sein.
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5.4 Transkriptionelle Regulation des AT2R- und
ATIP1-/ATBP50-Gens durch Östrogene

Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass Östrogene auf die Pathogenese kardiovas-

kulärer Erkrankungen einen Einfluss ausüben (Regitz-Zagrosek 2006). Der kardioprotektive

Effekt von Östrogenen in prä-menopausalen Frauen wird unter anderem mit der Inhibie-

rung der AT1R-Expression und einer Aktivierung der AT2R-Expression im Myokardium

in Zusammenhang gebracht (Regitz-Zagrosek et al. 2004). Vor diesem Hintergrund sollte

innerhalb der folgenden Studien der Mechanismus der transkriptionellen Regulation des

AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens genauer charakterisiert werden.

5.4.1 Bioinformatische Analyse des humanen AT2R- und ATIP1-Promotors

Östrogenresponsive Elemente (EREs) spielen in der ligandenabhängigen Signalübertragung

durch das Hormon E2 eine zentrale Rolle. Die Bindung dieses Hormons an die Rezepto-

ren ERα und ERβ löst eine Konformationsänderung der Rezeptoren aus, wodurch sie von

einem inaktiven in einen transkriptionell aktiven Zustand wechseln (Kong et al. 2003).

In diesem Zustand können die Rezeptoren über EREs mit der DNA interagieren. Aus

diesem Grund wurden zu Beginn dieser Untersuchungsreihe die Promotoren des huma-

nen AT2R- und ATIP1-Gens auf die Präsenz von EREs untersucht. Für das AT2R-Gen

konnte dabei ein halbseitiges steroidresponsives Element im Intron 1 ermittelt werden. Ein

solches Motiv ist für die Interaktion der Östrogenrezeptoren mit der DNA sowie die Signal-

übertragung von E2 ausreichend (Welboren et al. 2007). Eine molekularbiologische Basis

für den transkriptionellen Einfluss des Hormons auf das AT2R-Gen ist demnach gegeben.

Dagegen lieferte die bioinformatische Analyse keinen Anhaltspunkt für einen ligandenab-

hängigen Effekt von E2 auf die ATIP1-Transkription, da diesem Gen ein entsprechendes

DNA-responsives Element im Promotor fehlt. Die Referenzanalyse des östrogenresponsiven

TFF1-Gens bestätigte ein palindromisches ERE im Promotorbereich.

5.4.2 Einfluss von E2 auf die transkriptionelle Regulation des TFF1-Gens

Das humane TFF1-Gen ist ein bekanntes downstream-Zielgen der ligandenabhängigen Sig-

nalkaskade von Östrogenen und wird daher in der Molekularbiologie häufig als genetisches

Modell für Studien der E2-Wirkung auf die transkriptionelle Regulation implementiert

(Métivier et al. 2004; Ju and Rosenfeld 2006). Innerhalb dieser Arbeit wurde TFF1 als

Positivkontrolle für Östrogenstimulationsversuche verwendet. Zu diesem Zweck wurde zu-

nächst die E2-Wirkung auf die transkriptionelle Regulation des TFF1-Gens auf mRNA-,

Promotor- und Chromatinebene genauer charakterisiert. Für die Untersuchung wurden

MCF-7-Zellen vor der Stimulation für 72 Stunden in steroid- und phenolrotfreiem Medium

kultiviert, da das Phenolrot des Vorkulturmediums sonst mit E2 um die Bindungstel-

len der Östrogenrezeptoren konkurrieren kann (Tsang et al. 2001). In der anschließenden
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Stimulation wurde eine E2-Konzentration von 10 nM gewählt. Diese entspricht einer Mas-

senkonzentration von 2,72 ng/ml und liegt damit in dem Bereich der humanen endogenen

Östrogenkonzentration im Plasma (Turner and Wass 2002).

5.4.2.1 Einfluss von E2 auf die mRNA-Expression des TFF1-Gens

Die Untersuchungsergebnisse zeigten einen oszillierenden Verlauf der TFF1-mRNA-Expres-

sion nach der einmaligen Zellstimulation mit E2 (Abbildung 4.11). Über einen Zeitraum

von 48 Stunden wurde eine alternierende Folge von transkriptionell produktiven Zyklen

und unproduktiven Phasen beobachtet. Ein ähnlicher Transkriptionsverlauf wurde von

Metivier et al. (2003) beschrieben. Diese Gruppe interpretierte dieses zyklische Verhalten

als eine transkriptionelle Uhr, die der Synchronisation der Transkriptionsaktivität über

einen längeren Zeitraum dient. Der physiologische Nutzen solcher schwingenden Promoto-

ren liegt dabei wahrscheinlich in einer engen Regulation der Genexpression, indem über

diesen längeren Zeitraum aktive Phasen von clearance-Phasen unterbrochen werden, aus

denen die Zelle schnell wieder in den inaktiven Zustand überführt werden kann (Perissi

and Rosenfeld 2005). Die charakteristische Frequenz oszillierender Transkriptionsprozesse

kann darüber hinaus einen spezifischen Informationsschlüssel zur Übertragung von Signa-

len darstellen, um crosstalks zwischen Signaltransduktionswegen zu vermeiden (Perissi and

Rosenfeld 2005).

5.4.2.2 Einfluss von E2 auf den TFF1-Promotor

Die Untersuchung des E2-Einflusses auf das Promotorverhalten des TFF1-Gens führte zu

dem Ergebnis, dass das Hormon E2 einen reprimierenden Effekt auf die TFF1-Promotor-

aktivität ausübt. Gleichzeitig zeigte die E2-Stimulation jedoch auf der mRNA-Ebene eine

induzierende Wirkung auf die endogene TFF1-mRNA-Expression. Dieses Ergebnis stellt

einen Widerspruch zum publizierten Stand der Forschung dar, in dem von einer Aktivierung

der TFF1-Promotoraktivität unter dem Einfluss von E2 ausgegangen wird.

Vor diesem Hintergrund wurden weitere Versuche durchgeführt, um zu verifizieren, dass

es sich bei den Beobachtungen um Artefakte oder einen systematischen Zusammenhang

handelt. Zunächst wurde untersucht, ob das Lösungsmittel Ethanol bereits einen Effekt auf

die Transkription des TFF1-Gens ausübt. Die Endkonzentration von Ethanol beträgt bei

der Zellstimulation 10 nM und entpricht weniger als 0,003‰. Um einen Lösungsmittelef-

fekt auf das Promotorverhalten des TFF1-Gens auszuschließen, wurden identische Versuche

unter der Verwendung von ethanol- und wasserlöslichem E2 durchgeführt sowie Vehikel-

kontrollen parallel mitgeführt. Die Zellstimulation mit ethanol- und wassergelöstem E2

resultierte in der gleichen signifikanten Reduktion der TFF1-Promotoraktivität gegenüber

den Vehikelkontrollen. Gleichzeitig führte das wasserlösliche E2 ebenso wie zuvor das etha-

nollösliche E2 zu einer signifikanten Zunahme der endogenen TFF1-mRNA-Expression.

Ein Einfluss von Ethanol auf das TFF1-Promotorverhalten konnte somit ausgeschlossen

werden.
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Die Stimulation des ERα durch E2 induziert die Rekrutierung von Koaktivatorkom-

plexen, die bei der Histonacetylierung, Methylierung, bei Chromatin-Remodellingprozessen

sowie der Initiation der PIC-Rekrutierung eine wichtige Rolle spielen (Metivier et al. 2003).

Für eine Verstärkung von E2-Effekten wird bei in vitro-Untersuchungen daher häufig das

ERα-Gen kontransfiziert (Zhao et al. 2002). Unter Verwendung einer stabil transfizier-

ten MCF-7-Zelllinie mit dem ERα-Gen konnten Sun et al. (2005) eine Aktivierung der

TFF1-Promotoraktivität unter der Stimulation mit E2 beobachten. Um einen vergleich-

baren Zusammenhang zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss eines kotrans-

fizierten ERα–Expressionsvektors unter der Behandlung der Zellen mit E2 auf die TFF1-

Promotoraktivität ermittelt. Dabei zeigte sich, dass die Kotransfektion des ERα-Gens im

Vergleich zur Kontransfektion des entsprechenden Leervektors unter E2-Stimulation zu ei-

ner Aktivierung der TFF1-Promotoraktivität führt. Diese Änderung der Promtorstärke

war jedoch gegenüber der Vehikelkontrolle nicht signifikant, woraus sich schließen lässt,

dass der Anstieg der TFF1-Promotoraktivität durch die Kotransfektion allein und nicht

durch die E2-Stimulation vermittelt wird.

Mit Hife der Kontrollversuche konnte zusätzlich gezeigt werden, dass die Kotransfektion

des ERα-Expressionsvektors unter der Stimulation mit E2 bereits einen deutlich aktivieren-

den Effekt auf den Promotor des pGL3-basic-Vektors ausübt. Die Aktivierung der TFF1-

Promotoraktivität bei Kotransfektion des ERα-Gens und gleichzeitiger E2-Stimulation

lässt sich daher zusätzlich auf einen Einfluss auf die pGL3-basic-backbone-Struktur zurück-

führen. Die Durchführung dieser Kontrollversuche verifiziert demzufolge die reprimierende

Wirkung von E2 auf die TFF1-Promotoraktivität.

Die oben diskutierten Transfektionsversuche wurden mit einem 568 bp großen TFF1-

Promotorkonstrukt durchgeführt. Die kontroverse E2-Wirkung auf die TFF1-mRNA-Ex-

pression und die TFF1-Promotoraktivität ließe sich mit der unterschiedlichen Promotor-

größe in beiden Systemen erklären, da auf die endogene mRNA-Expression der vollstän-

dige Promotor mit seinen regulativen Elementen wirkt. Für einen weiteren Kontrollver-

such wurde daher der Einfluss von E2 auf ein 1300 bp großes TFF1-Promotorkonstrukt

untersucht, das im Vergleich zum [-568 bp]-Konstrukt zusätzliche Promotorelemente auf-

weist. Die Transfektion von MCF-7-Zellen mit den beiden Promotorkonstrukten [-568 bp]

und [-1300 bp] zeigte unter E2-Stimulation jedoch die gleiche signifikante Reduktion der

TFF1-Promotoraktivität im Vergleich zum Vehikel und bestätigte gleichzeitig die deutliche

Zunahme der endogenen TFF1-mRNA-Expression in parallel mitgeführten Expressions-

analysen.

5.4.2.3 Einfluss von E2 auf die Regulation des TFF1-Gens innerhalb des

Chromatinkontexts

Ein wichtiger Modulator des Genexpressionslevels ist der Chromatinkontext (Yan and Boyd

2006). Die enzymatische Modifikation von Histonen steuert die Kondensationsdichte eines

Gens und übt darüber einen großen Einfluss auf dessen transkriptionelle Aktivierung oder
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Reprimierung aus. Es ist unter anderem dieses Zusammenspiel von Chromatinstruktur und

Transkriptionsfaktoren, welches das Transkriptionsniveau der Gene reguliert. Vor diesem

Hintergrund wurde untersucht, ob und in welchem Ausmaß die Zellstimulation mit E2

zu einer verstärkten Rekrutierung der RNA-Polymerase II am Promotor des TFF1-Gens

im Chromatinkontext führt. Dabei wurde deutlich, dass die Stimulation mit E2 in einer

dreißigfach stärkeren Rekrutierung der RNA-Polymerase II an den Promotor dieses Gens

resultiert.

Es ist bekannt, dass die transkriptionelle Induktion verschiedener Steroidrezeptoren

mittelbar über die verstärkte Rekrutierung von chromatinmodifizierenden Enzymen zur

Steigerung der Transkriptionsrate führt (Oduro et al. 2008). Mit Hilfe des ChIP-Experi-

ments konnte hier ebenfalls für das TFF1-Gen eine Zunahme der Rekrutierung von der

RNA-Polymerase II im Chromatinkontext bestätigt werden. Die Schlussfolgerung aus den

Versuchen zur E2-Regulation des TFF1-Gens ist, dass die reprimierende Wirkung von E2

auf den TFF1-Promotor im Transfektionssystem als indirekte Positivkontrolle für die E2-

Aktivität implementiert werden kann. Dieses Verhalten spiegelt jedoch nicht die Regulation

auf der mRNA-Ebene wider.

5.4.3 Einfluss von E2 auf den AT2R- und ATIP1-Promotor

Trotz verschiedener Hinweise auf eine positive Regulation des AT2R durch E2 sind die

genauen regulativen Mechanismen bisher unbekannt. Zur Klärung dieser Zusammenhänge

wurde in dieser Versuchsreihe der Einfluss von E2 auf das Promotorverhalten des humanen

AT2R-Gens und seines Interaktionspartners, das ATIP1, untersucht. Die bioinformatische

Voruntersuchung hatte gezeigt, dass im Intron 1 des humanen AT2R-Gens ein halbseitiges

steroidresponsives Element lokalisiert ist. Über dieses Element kann E2 prinzipiell seine

Wirkung auf den AT2R-Promotor vermitteln. Tatsächlich zeigten die Transfektionsversu-

che, dass die Stimulation mit E2 mit einer geringen, aber signifikanten Zunahme der Pro-

motoraktivität des [-148 bp]- und [-216 bp]-Konstrukts korreliert. Bei der Deletionsmutante

[-1316 bp], die den größten Promotorbereich der untersuchten AT2R-Genkonstrukte auf-

weist, ist dieser Effekt jedoch wieder nivelliert. Eine endogene Wirkung von E2 auf den

humanen AT2R-Promotor ist daher unwahrscheinlich.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass E2 keine bedeutenden Effekte auf den ATIP1-

Promotor ausübt. Die Promotoraktivität des [-500 bp]-Konstrukts nimmt zwar unter der

Stimulation mit E2 leicht ab, auf das [-1100 bp]-Konstrukt hat E2 jedoch keinen Ein-

fluss. Dies ist in Übereinstimmung mit der bioinformatischen Voruntersuchung des ATIP1-

Promotors. Diese hatte gezeigt, dass der ATIP1-Promotor in seiner Sequenz weder über

ein ERE, noch über ein steroidresponsives Element verfügt und folglich nicht direkt durch

E2 induzierbar ist.
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5.4.4 Transkription des AT2R- und des ATIP1-/ATBP50-Gens in gesunden
Herzen

Eine geringere Inzidenz von kardiovaskulären Erkrankungen bei prä-menopausalen Frauen

wird mit einer verstärkten AT2R-Expression im Myokardium und in der Niere in Zu-

sammenhang gebracht (Regitz-Zagrosek 2006). In der folgenden Versuchsreihe wurde erst-

mals die mRNA-Expression des AT2R- und ATBP50-/ATIP1-Gens in gesunden Herzen

geschlechtsspezifisch in Wistar-Ratten und im Menschen ermittelt.

Das AT2R- und ATBP50-Gen wird von Zellen des Vorhofs und der Herzkammer weib-

licher und männlicher Tiere exprimiert (siehe Kapitel 4.4.4.1). Der Versuch zeigte, dass

diese Expression in keinem der beiden Gewebe geschlechtsspezifisch reguliert stattfindet.

Vergleichbare Literaturdaten für die Niere weisen darauf hin, dass die AT2R-Expression

in den Nieren von erwachsenen männlichen Ratten überhaupt nicht, nur in sehr geringen

Expressionsraten oder lediglich in Blutgefäßen, in tubulären Strukturen sowie in den Glo-

meruli exprimiert wird (Saavedra et al. 2001; Ozono et al. 1997; Armando et al. 2002).

Dagegen wird in den Nieren weiblicher Tiere eine stärkere AT2R-Expression gefunden, die

auf einen höheren endogenen E2-Spiegel zurückgeführt wird.

Der Unterschied in der AT2R-Expression zwischen der Niere und dem Herzen deutet auf

eine gewebespezifische Regulation des AT2R-Gens hin. Die Untersuchungen zeigten außer-

dem eine stärkere mRNA-Expression des ATBP50-Gens in der Herzkammer im Vergleich

zum Vorhof. Die ATBP50-mRNA-Expression wird nicht geschlechtsspezifisch reguliert.

Die entsprechenden Untersuchungen in humanem Herzgewebe haben ebenfalls keine

geschlechtsspezifische Regulation der AT2R- und ATIP1-Gene in der Probandengruppe

gesunder Männer und Frauen ergeben, weder in der Altersgruppe unter 40 Jahren noch in

der Altersgruppe 50 bis 65 Jahre. Die Herzgewebeproben stammten von Spendern, die keine

Anzeichen einer Herzerkrankung zeigten. Die Abnahme des Östrogenspiegels bei gesunden

post-menopausalen Frauen hat folglich keinen Einfluss auf die endogene AT2R-Expression.

Dieses Ergebnis widerlegt die Hypothese, dass E2 im Herzen zu einer verstärkten AT2R-

Expression führt und dadurch eine kardiovaskuläre Protektion in prä-menopausalen Frauen

vermittelt (Regitz-Zagrosek 2006). Die Analysen haben jedoch große individuelle Unter-

schiede in der Expression der beiden Gene im Herzen gezeigt. Dieses Ergebnis könnte

darauf zurückzuführen sein, dass die Biopsien aus unterschiedlichen Kompartimenten der

Herzen stammten. Gleichzeitig konnte kein Zusammenhang zwischen dem Alter und der

Expression beider Gene ermittelt werden.

5.4.5 Transkription des AT2R- und des ATIP1-/ATBP50-Gens in
pathologischen Herzen

Die endogene Expression des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens im pathologisch auffäl-

ligen Herzen wurde in Wistar-Ratten nach der Induktion eines Herzinfarktes untersucht.
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Ein Teil der Tiere wurde anschließend mit dem AT2R-Agonisten Comp21 behandelt (Ka-

schina et al. 2008). Für die Untersuchungen im humanen System wurde die Expression der

beiden Gene in Herzgewebeproben von Patienten mit einer Herzinsuffizienz analysiert.

Die murine mRNA-Expression des AT2R-Gens steigt demnach nach der Induktion eines

Herzinfarktes im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant an. Dieses Verhalten ist bereits

in der Literatur beschrieben (Volpe et al. 2003; Gallinat et al. 1998). Die Ergebnisse der Ver-

suchsreihe zeigten, dass die Behandlung der Tiere mit dem AT2R-Agonisten Comp21 nach

der Induktion eines Herzinfarktes in einer signifikanten Reprimierung der AT2R-mRNA

Expression resultiert. Diese ist wieder auf dem Niveau von den Kontrolltieren. Kaschina

et al. (2008) haben erstmals die Wirkung des AT2R-Agonisten Comp21 untersucht und

konnten zeigen, dass die Behandlung mit Comp21 die systolische sowie die diastolische ven-

trikuläre Funktion von Wistar-Ratten mit einem Myokardinfarkt verbessert. Dabei wird

durch die Behandlung der Tiere mit einem AT2R-Agonisten die AT2R-Aktivität mutmaß-

lich erhöht, während die hier durchgeführten Versuche gleichzeitg eine Verringerung der

AT2R-mRNA-Expression durch Comp21 zeigten (Abbildung 4.19). Dieses Resultat be-

deutet, dass der Effekt von Comp21 nicht der einfachen AT2R-Transkriptionssteuerung

zugeschrieben werden kann. Vielmehr deutet das Ergebnis auf eine feedback -Hemmung aus

der AT2R-Kaskade nach dessen Stimulation hin. Eine gute oder schädliche Rolle des AT2R

kann somit nicht auf Transkriptionsebene allein entschlüsselt werden, sondern erfordert ei-

ne weitere Analyse der downstream-Targets.

Das AT2R-Gen interagiert im C-Terminus mit zwei unterschiedlichen Interaktions-

partnern, dem ATIP1-/ATBP50-Protein beziehungsweise dem Protein PLZF. Die Bin-

dung des ATIP1-/ATBP50-Proteins resultiert in einer Translokation des AT2R vom Golgi-

Apparat an die Zelloberfläche. Durch diese Interaktion werden die antiproliferativen sowie

die ERK1/2-inhibierenden Effekte des AT2R vemittelt (Wruck et al. 2005; Nouet et al.

2004). Der hier durchgeführte Versuch zeigte, dass die Induktion eines Myokardinfarktes

in den Tieren zu einer Reduktion der ATBP50 mRNA-Expression führt (Abbildung 4.19).

Die Behandlung der Tiere mit Comp21 resultierte in einer tendenziell verstärkten, jedoch

nicht signifikanten Induktion der ATBP50-mRNA-Expression.

Die Untersuchung der beiden Zielgene in humanen pathologischen Herzen zeigte einen

signifikanten Anstieg der AT2R-mRNA im Vergleich zur gesunden Kontrolle. Dieses Er-

gebnis bestätigt die Erkenntnisse aus den vorherigen Tierversuchen und ist in Übereinstim-

mung mit der Literatur (Volpe et al. 2003; Gallinat et al. 1998). Eine geschlechtsspezifische

Regulation konnte nicht beobachtet werden. Die mRNA-Expression des ATIP1-Gens ist in

den männlichen und weiblichen pathologischen Biopsien im Vergleich zur Kontrolle signifi-

kant reprimiert. Im Gegensatz zum AT2R-Gen wurde für das ATIP1-Gen ein geschlechts-

spezifischer Unterschied des Transkriptionsniveaus im pathologischen System gemessen,

wobei das Gen in den Proben kranker Männer signifikant stärker reprimiert ist als in den

Proben kranker Frauen.
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Diese Ergebnisse widerlegen die Arbeitshypothese, dass die Expression des humanen AT2R-

Gens geschlechtsspezifisch reguliert ist. Eine geschlechtsspezifische Tendenz wurde jedoch

für die ATIP1-Expression beobachtet. Sowohl die humanen Daten als auch die Tierdaten

lassen vielmehr auf eine gegensätzliche Regulation der beiden Gene schließen. Aufgrund

ihrer Interaktion auf Proteinebene wäre eine Abhängigkeit dieser Regulation plausibel,

da ATIP1-/ATBP50 die Translokation des AT2R aus dem Golgi an die Zelloberfläche

bewirkt. Die Abnahme des ATIP1/ATBP50-Transkriptionsspiegels könnte zu einer ver-

minderten Translokation des AT2R an die Zelloberfläche führen, was durch eine erhöhte

AT2R-Transkriptionsrate kompensiert werden könnte. Diese Zusammenhänge müssten je-

doch auf Proteinebene verifiziert werden.

5.5 Transkriptionelle Regulation des AT2R- und
ATIP-1/ATBP50-Gens durch PARP-1

Aktuelle Forschungsergebnisse identifizierten PARP-1 als transkriptionellen Regulator ver-

schiedener Gene (Kraus 2008). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass PARP-1 in die

Pathogenese des arteriellen Bluthochdrucks sowie seiner Folgeerkrankungen involviert ist

(Pillai et al. 2006). Die verantwortlichen regulativen Mechanismen zwischen dem RAS

und PARP-1 sind bisher jedoch unbekannt. Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss

der Polymerase PARP-1 auf die Transkription des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens als

Komponenten der RAS-Kaskade analysiert.

Die hier durchgeführten Untersuchungen der PARP-1 vermittelten Effekte auf die trans-

kriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens führten zu dem Ergeb-

nis, dass PARP-1 ein transkriptioneller Modulator der beiden Zielgene ist und somit ein

neues verbindendes Element innerhalb der RAS-Kaskade darstellt. Innerhalb der AT2R-

Transkription fungiert das Enzym PARP-1 als Repressor während es bei der Transkription

des ATIP1-/ATBP50-Gens als Aktivator wirkt.

In der Literatur sind zwei Mechanismen der transkriptionellen Regulation durch

PARP-1 beschrieben: es kann entweder die Chromatinstruktur modulieren oder als Kom-

ponente eines enhancer - oder promotorbindenden Komplexes in Verbindung mit anderen

DNA-bindenden Faktoren und Koaktivatoren agieren (D’Amore et al. 2005; Kraus and Lis

2003). Innerhalb eines solchen Komplexes kann PARP-1 die Transkription als Aktivator

oder Repressor beeinflussen, abhängig vom Zelltyp und Promotorkontext (D’Amore et al.

2005).

Die pharmakologisch relevante Inhibierung von PARP mit 3-AB resultierte in einer

signifikanten Zunahme des Transkriptionsniveaus des AT2R-Gens in neuronalen KELLY-

Zellen sowie in der Repression der mRNA-Expression des humanen ATIP1-Gens in EA.hy-

926-Zellen. PARP-1 kann duale Effekte auf Promotoren ausüben. Durch die Inhibierung

der PARP-1-Enzymaktivität kann beispielsweise die Expression eines Gens reprimiert wer-

den, während ein knockdown beziehungsweise knockout des PARP-1-Gens bei demselben
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Zielgen die gegenteilige Wirkung vermittelt (Amiri et al. 2006; Soldatenkov et al. 2002).

Um diesen Mechanismus für die AT2R- und ATIP1-Modulation zu untersuchen, wurde

die mRNA-Expression beider Zielgene in MEFs von homozygoten PARP-1-KO- und WT-

Mäusen analysiert. Es zeigte sich, dass der knockout des PARP-1-Gens in einer signifi-

kanten Zunahme des murinen AT2R-Transkriptionsspiegels sowie in der Reprimierung der

mRNA-Expression des murinen ATBP50-Gens resultiert. Folglich haben sowohl die enzy-

matische als auch die genetische Inhibierung von PARP-1 einen Einfluss auf das Trans-

kriptionsverhalten der beiden Zielgene. Dieser Effekt steht deutlich mit der enzymatischen

Aktivität von PARP-1 in Zusammenhang. Gleichzeitig kann nicht ausgeschlossen werden,

dass PARP-1 ebenfalls als physikalischer Interaktionspartner die Transkription der bei-

den Zielgene moduliert. Für das ATIP-1-Gen wurde dieses Resultat zusätzlich durch den

knockdown der PARP-1-mRNA mit Hilfe spezifischer siRNA verifiziert.

Der Einfluss der Polymerase PARP-1 auf die Transkription der beiden Ziegene wurde

zusätzlich auf der Promotorebene untersucht. Diese Reporterassays haben gezeigt, dass

PARP-1 die Aktivität des AT2R-Promotors reprimiert, während die ATIP1-Promotor-

aktivität durch PARP-1 aktiviert wird. Diese Effekte können auch hier durch die PARP-

Inhibierung mittels 3-AB und durch den knockout des PARP-1-Gens bestätigt werden.

Mit Hilfe der spezifischen Analyse der einzelnen AT2R-Promotorfragmente unter PARP-1-

Inhibition konnte erneut die Exon-1-/Intron-1-Region als Regulatorsequenz der PARP-1-

vermittelten Effekte identifiziert werden. Fehlt diese Region in dem Promotorfragment, wie

bei dem [-1100 bp]-Konstrukt, ist der AT2R-Promotor nicht modulierbar. Der transkrip-

tionelle Einfluss von PARP-1 auf ein cis-Element in einer Exon-Intron-Region wurde be-

reits für das Bcl-6-Gen beschrieben, dessen Transkription durch die Bindung von PARP-1

an die DNA reprimiert wird (Ambrose et al. 2007). PARP-1 kann die DNA über das

Erkennen spezifischer Sequenzen direkt kontaktieren (Zhang et al. 2002; Huang et al.

1995; Amiri et al. 2006). Zahlreiche Bindungsmotive sind beschrieben, eine eindeutige

Konsensussequenz ist bisher jedoch nicht identifiziert (Ambrose et al. 2007). Die bioin-

formatische Analyse der AT2R-Promotorsequenz hat gezeigt, dass es keine vollständige

Übereinstimmung zu den publizierten PARP-1-Motiven gibt. Zu diesen PARP-1-Motiven

zählen beispielsweise 5’-TGTTG-3’ (Huang et al. 1995) oder 5’-TTGANNACAA (Zhang

et al. 2002). Für den ATIP-1-Promotor konnte dagegen das Sequenzmotiv 5’-TGTTG-3’

dreimal in der Promotorsequenz identifiziert werden, jeweils -753 bp, -1059 bp und -1062

bp upstream vom Translationsstartpunkt. In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss

einer PARP-1-Überexpression auf die transkriptionelle Regulation der beiden Zielgene un-

tersucht. Diese resultierte in einer Reprimierung der Promotoraktivität des AT2R-Gens

sowie in einer Zunahme der ATIP-1-Promotorstärke und führte somit zu gegenteiligen Ef-

fekten der inhibitorischen Versuche (Abbildungen 4.24 und 4.25).

Die Interaktion von PARP-1 mit der Ziel-DNA komplementiert beispielsweise die Pro-

motoren von etwa 90% der RNA-Polymerase II transkribierten Genen in MCF-7-Zellen

(Krishnakumar et al. 2008). PARP-1 kann beispielsweise durch Wechselwirkungen mit
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anderen TFs spezifisch an den Zielpromotor rekrutiert werden. Alternativ kann PARP-1

jedoch auch direkt mit enhancer - oder Promotor-DNA interagieren und seinerseits die

Anlagerung von TFs an die DNA vermitteln (Kraus 2008; Akiyama et al. 2001). Mit

Hilfe der Chromatin-Immunopräzipitation wurde hier der Einfluss von PARP-1 auf die

Rekrutierung der RNA-Polymerase II und des Proteins TBP, als typische Komponenten

des Transkriptionsapparates, an die Promotoren der beiden Zielgene untersucht. Für diese

Analyse wurde die enzymatische PARP-Aktivität mit 3-AB inhibiert. Es zeigte sich eine

signifikante Zunahme der TBP-Rekrutierung am AT2R-Promotor und eine gleichzeitige

Abnahme der PARP-1-Bindung am AT2R-Gen. Die ATIP1-Promotoranalyse hat ergeben,

dass durch die Inhibierung von PARP die Rekrutierung der RNA-Polymerase II und des

Proteins TBP an den ATIP1-Promotor reduziert wird. Der Unterschied in der transkrip-

tionellen Regulation beider Gene durch PARP-1 betrifft demnach die Rekrutierung von

TBP, die am AT2R-Promotor verstärkt und am ATIP1-Promotor vermindert erfolgt. Die

Ergebnisse dieser Versuchsreihe beweisen außerdem eine direkte physikalische Interaktion

von PARP-1 mit dem AT2R- und ATIP1-Promotor, die von der enzymatischen Aktivität

des Proteins abhängig ist.

5.5.1 Einfluss des PARP-1-knockouts auf das AT2R-Gen nach
AT2R-Aktivierung

Der AT2R wird im fötalen Gewebe relativ stark exprimiert (Lavoie and Sigmund 2003).

Seine Expression nimmt jedoch in der postnatalen Phase signifikant ab und ist nur noch

in wenigen Geweben, wie zum Beispiel in adrenalen, renalen oder kardialen Geweben de-

tektierbar (de Gasparo et al. 2000). Basierend auf den Ergebnissen in dieser Arbeit könnte

eine mögliche Ursache dafür eine zunehmende Repressorwirkung von PARP-1 nach der Ge-

burt sein. Für die Analyse des PARP-1-Einflusses auf die AT2R-mRNA-Expression unter

AT2R-Aktivierung wurden MEFs von PARP-1-KO- und WT-Mäusen mit den Agonisten

Ang II und Comp21 stimuliert. Anschließend wurde der Transkriptionsspiegel des AT2R-

Gens ermittelt. Die AT2R-Aktivierung mit Ang II bei gleichzeitiger AT1R-Inhibierung mit

Irbesartan führte in den KO-Zellen zu einer Steigerung der AT2R-mRNA-Expression. Die

Analyse der Promotoraktivität des AT2R-Gens unter der Stimulation mit Ang II und

Comp21 zeigte, dass diese Promotoraktivierung dabei maßgeblich über das [-216 bp]-

Konstrukt vermittelt wird. Es wurde jedoch keine Änderung der Promotoraktivität des

[-1316 bp]-Konstrukts beobachtet. Die mRNA des AT2R-Gens ist in den WT-Zellen kaum

detektierbar, woraus sich auch die großen Standardabweichungen ergeben. Der Vergleich

der endogenen AT2R-Transkription hat zu dem Ergebnis geführt, dass der knockout des

PARP-1-Gens im Vergleich zum WT in einer signifikanten Zunahme der AT2R-mRNA-

Expression resultiert (vergleiche Kapitel 4.5.2). Da dieser Anstieg vielfach stärker als der-

jenige der pharmakologischen AT2R-Aktivierung ist (Abbildung 4.27), zeigte dieser Ver-

such, dass es sich bei der Repression des AT2R-Gens durch PARP-1 um den gegenüber der

Rezeptoraktivierung dominierenden Einfluss handelt. Die Repressorfunktion von PARP-1

ist folglich von besonderer physiologischer und möglicherweise von therapeutischer Bedeu-

tung.
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Im Weiteren wurde die Fragestellung untersucht, ob die AT2R-Aktivierung die

PARP-1-Expression beeinflusst, das heißt, ob eine reziproke Interaktion zwischen dem

AT2R-Gen und dem PARP-1-Gen besteht. Dafür wurde die PARP-1-mRNA-Expression

in MEF-Zellen von PARP-1-WT-Mäusen ermittelt, die mit den AT2R-Agonisten Ang II

und Comp21 stimuliert wurden. Der Versuch hat zu dem Ergebnis geführt, dass die AT2R-

Aktivierung selbst keine Effekte auf die PARP-1-mRNA-Expression ausübt. Dieses Ergeb-

nis stimmt mit den Beobachtungen von Szabó et al. (2004) überein. Diese Gruppe konnte

zeigen, dass in murinen Endothelzellen Ang II zu der Zunahme der enzymatischen PARP-

Aktivität führt, die durch die Inkubation der Zellen mit dem AT1R-Antagonisten Losartan

inhibiert werden konnte. Folglich scheint die Ang II vermittelte PARP-Aktivierung über

den AT1R zu verlaufen, die dann wiederum regulativ auf den Promotor des AT2R-Gens

wirkt.

5.5.2 Endogene mRNA-Expression des AT2R- und des ATBP50-Gens in
PARP-1-knockout- und Wildtyp-Mäusen

Die endogene mRNA-Expression der beiden Zielgene wurde im Herzen, der Niere und

im Gehirn von homozygoten PARP-1-KO- und in WT-Mäusen ermittelt. Im Herzen und

in der Niere führte der knockout zu einer signifikanten Repression der AT2R-mRNA. Im

Gehirn wird das AT2R-Gen jedoch in den KO-Tieren gegenüber den WT-Tieren stärker

exprimiert. Dieses unterschiedliche Expressionsmuster ist ein Indiz für eine zell- und ge-

webespezifische AT2R-Regulation durch PARP-1. Da die in vitro-Versuche in neuronalen

Zellen durchgeführt wurden, ist die Übereinstimmung der Ergebnisse mit den in vivo-Daten

für das Gehirn eine Bestätigung der beobachteten Regulationsmechanismen. Dieser Zusam-

menhang müsste jedoch in weiteren Experimenten für die anderen Gewebetypen verifiziert

werden.

Eine ähnliche gewebespezifische Regulation durch PARP-1 kann für das ATBP50-Gen

angenommen werden. Die mRNA-Expression des ATBP50-Gens nimmt nur im Gehirn der

KO-Tiere signifikant zu, während in den anderen Geweben kein eindeutiger Einfluss fest-

gestellt wurde. Die Diskrepanz zwischen den in vivo- und in vitro-Ergebnissen für das

ATBP50-Gen ist dadurch erklärbar, dass für die in vitro-Untersuchungen ausschließlich

Endothelzellen verwendet wurden, während es sich bei den in vivo-Versuchen um komple-

xere Zellkonglomerate handelte.

5.5.3 Einfluss des intronischen Polymorphismus -G1332A auf die
PARP-1-vermittelten Effekte

Der AT2R-Polymorphismus -G1332A wird mit verschiedenen kardialen Erkrankungen as-

soziiert, wobei die publizierten Ergebnisse diesbezüglich widersprüchlich sind (Schmieder

et al. 2001; Alfakih et al. 2004; Warnecke et al. 2005). Vor diesem Hintergrund wurde in
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dieser Arbeit der Einfluss von PARP-1 auf die Promotoraktivität des [-216-A bp]- und

[-216-G bp]-Konstrukts des AT2R-Gens untersucht. Es hat sich auch innerhalb dieser Ver-

suchsreihe gezeigt, dass die Inhibierung von PARP in einer signifikanten Zunahme der

Promotoraktivität beider Konstrukte resultiert. Eine unterschiedliche Wirkung von PARP

in Bezug auf das jeweilige Nukleotid wurde jedoch nicht detektiert. Die beobachteten Un-

terschiede für diesen Polymorphismus stehen folglich nicht im Zusammenhang mit PARP.
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Das RAS mit seinem Effektorpeptid Ang II ist in die Pathogenese kardiovaskulärer Krank-

heiten involviert. Ang II induziert seine Wirkung hauptsächlich über die beiden mem-

branständigen Rezeptoren AT1R und AT2R, die gegensätzliche zelluläre Effekte vermit-

teln. Die Rolle des AT2R innerhalb kardiovaskulärer Erkrankungen wird in der Literatur

kontrovers diskutiert. Ein neu identifiziertes AT2R-binding-Protein (ATBP/ATIP) inter-

agiert im Zytoplasma mit dem C-Terminus des AT2R. Diese Wechselwirkung scheint für

die AT2R-vermittelte Wachstumsinhibierung essentiell zu sein. Ziel dieser Arbeit war die

Identifizierung transkriptioneller Regulationsmechanismen des AT2R- und des ATIP1-

/ATBP50-Gens, da die Kenntnis der Promotorarchitektur und die Charakterisierung des

genauen Transkriptionsverlaufs eines Gens zur Aufklärung von Krankheiten beitragen und

pharmakologisch-therapeutische Ansatzpunkte liefern kann.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden humane und murine Zellen auf die endogene Expres-

sion der beiden Zielgene analysiert. Funktionelle AT2R-Transkripte wurden nur in huma-

nen KELLY-Zellen gefunden. Für die Untersuchungen der regulativen Mechanismen des

AT2R-Gens wurden die humanen Zelllinien MCF-7 und KELLY als Modellsysteme ausge-

wählt. Die Analyse des ATIP1-Gens wurde in MCF-7- und EA.hy926-Zellen durchgeführt.

MCF-7-Zellen exprimieren weder das AT2R-Gen noch das ATIP1-Gen und eignen sich

daher als Modellorganismus für die Untersuchung der Promotorarchitekturen beider Ge-

ne unter basalen Versuchsbedingungen. Das ATIP1-Gen wird von EA.hy926-, SH-Sy5Y

sowie KELLY-Zellen transkribiert. Die Expressionsanalyse deutete zusätzlich auf die Exis-

tenz eines Pseudogens des AT2R auf den Chromosomen 5 und 7 hin, welches eine 85%ige

Homologie zu der AT2R-Sequenz aufweist. Mit Hilfe der RLM-5’-RACE konnte für das

humane AT2R-Gen ein transkriptioneller Startpunkt identifiziert werden, der sich 1533 bp

upstream vom Translationsstartpunkt und 29 bp downstream von der TATA-box befindet.

Die detaillierte Funktionsanalyse des humanen AT2R-Promotors mittels Deletionsmutan-

ten und Reporterassays hat zu dem Ergebnis geführt, dass die Exon-1-/Intron-1-Region

für die Transkription des AT2R-Gens sowohl notwendig als auch hinreichend ist. Fehlt

diese Region in der Promotorsequenz, ist der Promotor des AT2R-Gens nahezu inaktiv,

obwohl sich der Transkriptionsstartpunkt 2 bp upstream vom Exon 1 und damit außer-

halb der Exon-1-/Intron-1-Region befindet. Über inverse Klonierungsexperimente konnte

gezeigt werden, dass es sich bei dieser Region nicht um ein enhancer -Element handelt, son-

dern dass dieser Bereich einen zusätzlichen transkriptionellen Startpunkt generiert. Mit der

Luziferase-RLM-5’-RACE konnte dieser transkriptionelle Startpunkt 62 bp upstream vom

Exon 1 lokalisiert werden. Das bedeutet, dass Sequenzen in der Exon-1-/Intron-1-Region
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den Transkriptionsapparat rekrutieren und vermutlich durch einen Überhang den Start-

punkt generieren. Die entsprechende Untersuchung des ATIP1-Gens resultierte in der Iden-

tifikation von zwei transkriptionellen Startpunkten, die 293 bp und 304 bp upstream vom

Translationsstartpunkt entfernt sind. Im Gegensatz zum AT2R-Gen enthält das ATIP1-

Gen jedoch keine TATA-box. Die ubiquitäre Expression des ATIP1-Gens, seine multiplen

Startpunkte sowie das Fehlen der TATA-box weisen auf eine Funktion als housekeeping-

Gen für das ATIP1-Gen hin. Die Analyse des intronischen AT2R-Polymorphismus -G1332A

zeigte, dass unter basalen Stimulationsbedingungen die Aktivität von Promotoren mit dem

G-Allel stärker ist als von Promotoren mit dem A-Allel.

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen von AT2R-Polymorphismen weisen darauf

hin, dass der AT2R einen protektiven Effekt bei der myokardialen Hypertrophie von Frauen

ausübt. In dieser Dissertation wurde der Einfluss des weiblichen Hormons 17-β-Östradiol

(E2) auf die transkriptionelle Regulation des humanen AT2R- und ATIP1-Gens auf der

Promotorebene untersucht. Die bioinformatische Voruntersuchung führte zu der Identi-

fizierung eines halbseitigen steroidresponsiven Elements im Intron 1, das 1385 bp ups-

tream vom Translationsstartpunkt lokalisiert ist. Die bioinformatische Promotoranalyse

des ATIP1-Gens zeigte, dass der ATIP1-Promotor weder über EREs noch über steroid-

responsive Elemente verfügt. Die experimentellen Untersuchungen des AT2R-Promotors

führten zu dem Ergebnis, dass E2 die Promotoraktivität der AT2R-Reporterkonstrukte

[-148 bp] und [-216 bp] signifikant verstärkt, auf den gesamten Promotorbereich jedoch

keinen signifikanten Einfluss ausübt. Der Promotor des ATIP1-Gens ist dagegen durch E2

nicht modulierbar.

Die endogene Expressionsanalyse der beiden Zielgene in Herzen von gesunden Ratten

und gesunden Menschen und die in vitro-Untersuchung zeigten übereinstimmend, dass

die mRNA-Expression des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens nicht geschlechtsspezifisch

reguliert ist (Abbildung 6.1). Die Analyse der Expression im humanen Herzen hat zusätz-

lich ergeben, dass das Transkriptionsniveau unabhängig vom Alter ist. Die Expression der

beiden Zielgene zeigte dagegen vielmehr individuelle Unterschiede.

Im Zusammenhang mit den E2-Untersuchungen wurde auch der Einfluss von E2 auf

die Transkription des TFF1-Gens ermittelt, da dieses Gen innerhalb der Untersuchun-

gen als Positivkontrolle der E2-Aktivität dienen sollte. Die Expression der TFF1-mRNA-

Expression ist durch einen oszillierenden Verlauf charakterisiert, was bedeutet, dass sich

transkriptionell aktive und inaktive Phasen alternierend abwechseln. Die mRNA-Expression

war nach der E2-Stimulation im Vergleich zum Vehikel nach 2, 8 und 24 Stunden signifikant

erhöht. Die Promotoranalyse des TFF1-Gens zeigte dagegen eine signifikante Reprimierung

der TFF1-Promtoraktivität durch E2. Die Kotransfektion eines ERα-Expressionsvektors

führte zu einer Aktivierung der TFF1-Promotoraktivität sowohl unter E2- als auch un-

ter der Vehikelstimulation. Der direkte Vergleich zwischen der E2- und Vehikelstimulation

zeigte jedoch, dass die Inkubation mit E2 in Bezug auf das jeweilige Vehikel die Promotor-

aktivität nicht verändert. Auf mRNA-Ebene wurde dagegen eine signifikante Zunahme des

102



TFF1-Transkriptionsspiegels unter einer E2-Inkubation gemessen. Die Stimulation mit E2

zeigte außerdem einen signifikanten Anstieg der RNA-Polymerase II-Rekrutierung an den

TFF1-Promotor, die somit zu einer Transkriptionssteigerung führte. Diese Versuchsreihe

machte deutlich, dass die Abnahme der Promotoraktivität des TFF1-Gens und die Zunah-

me der mRNA-Expression unter E2-Stimulation als Positivkontrolle für die E2-Aktivität

verwendet werden kann.

Im fötalen Gewebe ist der AT2R laut Literatur im Vergleich zum AT1R der domi-

nierende Rezeptor. Seine Expression nimmt postnatal dramatisch ab und wird nur noch

von wenigen Geweben wie beispielsweise kardialen oder renalen Strukturen exprimiert.

Bei kardialen Verletzungen steigt seine Expression jedoch auch im adulten Organismus

wieder an. Die in dieser Arbeit durchgeführten Expressionsanalysen in Herzen von adul-

ten herzinfarktinduzierten Ratten sowie von Patienten mit einer Herzinsuffizienz haben

die bekannten Befunde bestätigt. Gleichzeitig haben die Analysen im Tiermodell gezeigt,

dass die Behandlung der Tiere mit dem AT2R-Agonsiten Comp21 nach einem Herzinfarkt

zu einer Verringerung der AT2R-mRNA-Expression führt, die vergleichbar zu der Expres-

sion der Kontrolltiere ist. Die ATIP1-Expression ist im kranken Herzgewebe gegenüber der

gesunden Kontrolle signifikant geringer.

Das Protein Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) ist in die Pathogenese kar-

diovaskulärer Erkrankungen involviert. Tierexperimente haben gezeigt, dass homozygote

PARP-1-knockout-Mäuse nach einer Induktion mit Ang II weder kardiale Hypertrophie

noch endotheliale Dysfunktionen entwickeln. Im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit wurde

der Einfluss von PARP-1 auf die transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-

/ATBP50-Gens untersucht. Auf mRNA- und Promotorebene konnte gezeigt werden, dass

die pharmakologische Inhibierung von PARP und der knockout des PARP-1-Gens zu einer

Aktivierung der AT2R-Transkription und zu einer Reprimierung der ATIP1-/ATBP50-

Transkription führt. Für das ATIP1-Gen wurde dieses Ergebnis weiterhin durch die Ver-

wendung spezifischer siRNA gegen die PARP-1-mRNA bestätigt. Die Überexpression von

PARP-1 zeigte sowohl für die Promotoraktivität des AT2R-Gens als auch für die des

ATIP1-Gens einen gegensätzlichen Effekt. Sie resultierte in einer Reprimierung der AT2R-

Promotoraktivität sowie in einer Aktivierung der Promotoraktivität des ATIP1-Gens. Auf

Chromatinebene resultierte die pharmakologische Inhibierung der PARP-Aktivität in ei-

ner verstärkten Rekrutierung des Proteins TBP an den Promotor des AT2R-Gens sowie

in einer Abnahme der Rekrutierung der RNA-Polymerase II am ATIP1-Promotor. Die in

vivo-Untersuchung zeigte, dass im Gehirn von PARP-1-knockout-Mäusen im Vergleich zu

Wildtyp-Mäusen die endogene mRNA-Expression des AT2R-Gens signifikant höher ist. Im

Herzen und in der Niere führte der PARP-1-knockout verglichen mit dem Wildtyp dage-

gen zu einer Verringerung der AT2R-Expression. Der PARP-1-knockout änderte nur im

Gehirn der Tiere die endogene ATBP50-mRNA-Expression, die durch den knockout signi-

fikant zunahm. Die durchgeführten Analysen haben gezeigt, dass PARP-1 ein Repressor

des AT2R-Gens und ein Aktivator des ATIP1-/ATBP50-Gen ist (Abbildung 6.1).
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6 Zusammenfassung

PARP-1 E2

AT2R-Promotor ATIP1-Promotor

PARP-
unabhängig

AT2R

II

IIII

+

Zellkern

+

Abbildung 6.1: Transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-Gens. PARP-1 fungiert innerhalb der AT2R-
Transkription als Repressor und innerhalb der Transkription des ATIP1-Gens als Aktivator (rot). E2 hat weder
einen Einfluss auf die Transkription des AT2R- noch auf die des ATIP1-Gens (blau). PARP-1 selbst wird durch
eine AT2R-Aktivierung nicht moduliert. Die Aktivierung des AT2R induziert die Aktivität des AT2R-Promotors
über einen PARP-unabhängigen Mechanismus. Die gestrichenen Linien zeigen an, dass sich die betreffende
Promotoraktivität direkt auf den Proteinspiegel auswirkt und dass ATIP1 ein direkter Interaktionspartner des
AT2R ist.
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7 Ausblick

Die Promotoranalyse des humanen AT2R-Gens hat zu der Identifizierung eines klassischen

und eines alternativen Transkriptionsstartpunktes geführt. Der hier postulierte molekulare

Mechanismus der Transkription über einen alternativen Startpunkt, der sich upstream eines

TATA-box -Elements befindet, ist hypothetisch. Zur detaillierten Aufklärung dieser poten-

ziell neuen Transkriptionsregulation sollten weitere Untersuchungen angeschlossen werden.

In weiteren Experimenten könnte beispielsweise die Luziferase-RLM-5’-RACE mit dem in-

versen AT2R-Konstrukt [-216 bp invers] durchgeführt werden. Der alternative Startpunkt

sollte unter diesen Bedingungen nicht generiert werden. Mit Hilfe zeitlich hochauflösender

ChIP-Experimente, bei denen spezifische Antikörper gegen Proteine des Transkriptions-

apparates verwendet werden, könnte die sequenzielle Rekrutierung von TFs und somit

Transkriptionsabfolge des AT2R-Gens über diesen Startpunkt charakterisiert werden.

Das weibliche Sexualhormon E2 hat im gesunden Organismus keinen Einfluss auf die

transkriptionelle Regulation des AT2R- und ATIP1-/ATBP50-Gens. Die in dieser Arbeit

untersuchten Populationen sind für eine eindeutige Aussage jedoch noch zu klein. Daher

müsste die Größe der Patientenkohorten beziehungsweise die Anzahl der untersuchten Tiere

gesteigert werden, um die Ergebnisse statistisch weiter abzusichern. Publikationen weisen

darauf hin, dass E2 unter pathophysiologischen Bedingungen die Expression des AT2R

verstärkt. Die Versuchsreihen könnten daher zusätzlich unter pathologischen Bedingungen

durchgeführt werden. Zum Beispiel könnte der Einfluss von E2 auf die Transkription des

AT2R-Gens unter einer Ang II-Stimulation untersucht werden oder in Tieren, denen zuvor

ein Myokardinfarkt induziert wurde.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen haben erstmalig gezeigt, dass

die Polymerase PARP-1 einen regulativen Einfluss auf die Transkription des AT2R- und

ATIP1-/ATBP50-Gens ausübt. Diese Erkenntnis ist von physiologischer und therapeuti-

scher Relevanz und kann beispielsweise bei der Therapie kardiovaskulärer und neuronaler

Erkrankungen von Nutzen sein. In diesem Zusammenhang ist die Verfügbarkeit von phar-

makologischen PARP-Inhibitoren von besonderer Bedeutung. Verschiedene dieser Wirk-

stoffe haben bereits die präklinische Entwicklung erfolgreich passiert und sollen bei Schlag-

anfall, neuronalen Verletzungen, Myokardinfarkt und Herzversagen ihren Einsatz finden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Kombination von PARP-Inhibitoren mit

AT1R-Antagonisten oder AT2R-Agonisten bei der Therapie kardiovakulärer Erkrankungen

eine zukünftige Option sein könnte.

105



7 Ausblick

Eine wichtige Erkenntnis der hier durchgeführten Untersuchungen ist weiterhin, dass ne-

ben der pharmakologischen PARP-Blockierung die genetische PARP-1-Inhibierung einen

therapeutischen Nutzen haben könnte. Die genetische Inhibierung könnte neben dem Ein-

satz von siRNA beispielsweise durch die Verwendung von decoy-Oligonukleotiden erreicht

werden. Hierfür wäre die Konsensussequenz der PARP-1-Bindedomäne, über welche die

PARP-1-AT2R-Interaktion erfolgt, zunächst zu identifizieren, da diese in der Literatur

nicht einheitlich dokumentiert ist. Dieses könnte mit Hilfe eines ChIP-Experiments und

anschließender Sequenzierung der immunopräzipitierten und fragmentierten DNA erfol-

gen.
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A Tabellen

Tabelle A.1: Chemikalienliste

Bezeichung Lieferant

ABI-Power -Mix Applied Biosystems, Foster City, USA

Acrylamid Merck, Darmstadt, Deutschland

Agar Merck

Agarose Merck

Ammoniumpersulfat Merck

Ammoniumacetat Merck

Ampicillin Sigma, Hamburg, Deutschland

Borsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau Sigma

Calciumchlorid Merck

Complete Proteinaseinhibitor Roche, Mannheim, Deutschland

Deoxycholic acid (Sodium Salt) Sigma

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Dithiotreitol (DTT) Roth

DMEM Invitrogen

dNTPs Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Ethanol Merck

Ethidiumbromid Merck

Ethylenediamin Tetraacetic Acid (EDTA) Roth

Formaldehyd Roth

Glycerol Sigma

Isopropanol Roth

Kaliumchlorid Merck

Kaliumhydrogensulfat Merck

Lipofektamin 2000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid Merck

β-Mercaptoethanol Sigma

Methanol Roth

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin (TEMED) Roth
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Tabelle A.1: Chemikalienliste

Bezeichung Lieferant

N’, N’-Bis-Methylenacrylamid Roth

Natriumacetat Merck

Natriumazid Merck

Natriumcarbonat Merck

Natriumchlorid Merck

Natriumahydrogencarbonat Merck

Natriumhydrogenphosphat Merck

Natriumlaurylsulfat (SDS) Roth

Natriumhydroxid Merck

Nonidet P40 (NP40) Sigma

Penicillin/Streptomycin Invitrogen

Phenol Merck

Tris-HCL Roth

Trizol Invitrogen

Tween 20 Roth

Tabelle A.2: Reagenzien in der Zellkultur

Bezeichung Lieferant

β-Mercaptoethanol Invitrogen

17β-Östradiol Sigma-Aldrich (E2257)

Charcoaldextran behandeltes FCS Invitrogen

Cyclodextrin-encapsulated 17β-Östradiol Sigma-Aldrich (E4389)

Cyclodextrin Sigma (C0926)

Fetales Kälberserum (FCS) Invitrogen

GeneJuice Transfektionsreagenz Novagen

HAT Invitrogen

HiPerFect Transfektionsreagenz Qiagen, Hilden, Deutschland

4,5 g/l glukosehaltiges DMEM Invitrogen

Lipofektamin Invitrogen

pGL3-basic-Vektor Promega

Natriumpyruvat Invitrogen

Nicht-essentielle Aminosäuren Invitrogen

Optimem Invitrogen

Penicillin/Streptomycin Invitrogen

Phenolrofreies Medium DMEM Invitrogen

Poly-L-Lysin Biochrom, Berlin, Deutschland
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Tabelle A.2: Reagenzien in der Zellkultur

Bezeichung Lieferant

PBS-Puffer Invitrogen

RPMI 1640-Medium Invitrogen

Trypsin/EDTA Invitrogen

Trypanblau PBS-Mischung Invitrogen

Tabelle A.3: Primer für die Subklonierung der Promotorkonstrukte des humanen AT2R-Gens

sense-Primer antisense-Primer Produktgröße

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 316 bp

ctggcaagggttcataagtcagccc-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 516 bp

gaaaaaaggaagagaaaattctgta-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 716 bp

agccaacaaaaactgcgcaaagcaa-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 916 bp

tggttgtgtagtttattgcccccac-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 1116 bp

gagctgggtttgtaaagccaggtag-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 1316 bp

atagcttgtaatagcacctaccata-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 216 bp

acgtcccagcgtctgagagaacgag-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggaggaagctt 5´-gaggagggtacc 216 bp (invers)

acgtcccagcgtctgagagaacgag-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 148 bp

taagtatgaacaatttatatataat-3’ gtaagagaaacagcagctaaataat-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 1100 bp

atagcaagtaatagcacctaccata-3’ aatagcaccagatctctggtttcct-3’

Tabelle A.4: Primer für die Subklonierung der Promotorkonstrukte des ATIP1-Gens

sense-Primer antisense-Primer Produktgröße

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 100 bp

gtatttcttggccttgaagagtac-3’ gtcttcggagcaggtggcgagattt-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 300 bp

123



A Tabellen

Tabelle A.4: Primer für die Subklonierung der Promotorkonstrukte des humanen ATIP1-Gens Fortsetzung.

sense-Primer antisense-Primer Produktgröße

agcatgcacagtgtgatgtggt-3’ gtcttcggagcaggtggcgagattt-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 500 bp

acacagtttactttcaggaaatcc-3’ gtcttcggagcaggtggcgagattt-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 700 bp

cttttgacaatctgtcattaatatatt-3’ gtcttcggagcaggtggcgagattt-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 900 bp

gaaagaccactataagagaccac-3’ gtcttcggagcaggtggcgagattt-3’

5’-gaggagggtacc 5’-gaggaggaagctt 1100 bp

tattcgtggtttaatggaattagct-3’ gtcttcggagcaggtggcgagattt-3’

Tabelle A.5: Primer der RLM-5’-RACE

sense-Primer antisense-Primer

”GeneRacer 5’ Primer” 5’-cacagcgaggttgaagatgt-3’ erste Runde der PCR

(im Kit mitgeliefert) AT2R

”GeneRacer 5’ Primer” 5’-gagctgcaggataaatccac-3’ erste Runde der PCR

(im Kit mitgeliefert) ATIP1

”GeneRacer 5’ Primer” 5’-ctcgatatgtgcatctgtaaaagca-3’ erste Runde der PCR

(im Kit mitgeliefert) pGL3-basic-Reportervektor

”GeneRacer 5’ nested -
Primer”

5’-gtgaagaccgctggtaatgt-3’
AT2R

zweite Runde der PCR

”GeneRacer 5’ nested -
Primer”

5’-acagtgcttctcctaaaccc-3’
ATIP1

zweite Runde der PCR

”GeneRacer 5’ nested -
Primer”

5’-cttcatagccttatgcagttgctc-3’
pGL3-basic-Reportervektor

zweite Runde der PCR

Tabelle A.6: Primer im Rahmen der Chromatin-Immunopräzipitation

Name sense-Primer antisense-Primer

ATP1-Promotor 5’-aggatctgtgacattattggtt-3’ 5’-aaaatgatgctcttcctctgaa-3’

Transkriptionsstart

ATP1-Promotor 5’-aagtgggcatattgttgttgtt-3’ 5’-gtctcttatagtggtctttcaa-3’

upstream-Bereich

humaner AT2R-
Promotor

5’-agctggcaagggttcataag-3’ 5’-caggctgcagaatgctttga-3’
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Tabelle A.6: Primer im Rahmen der Chromatin-Immunopräzipitation Fortsetzung.

Name sense-Primer antisense-Primer

Transkriptionsstart

humaner AT2R-
Promotor

5’-ctaggcatgattttaggcact-3’ 5’-caaacccagctctaccactt-3’

upstream-Bereich

humaner β-Aktin-
Promotor

5’-aatgctgcactgtgcggcga-3’ 5’-ggcggatcggcaaaggcga-3’

Transkriptionsstart

humaner TFF1-
Promotor

5’-tctgtctatcagcaaat-3’ 5’-ttgcctcctctctgctccaaa-3’

Transkriptionsstart

Tabelle A.7: Primer der Expressionsanalyse der real-time-PCR

Name sense-Primer antisense-Primer

AT2R (human, 107 bp) 5’-aacattaccagcggtcttcac-3’ 5’-ggaattgcatctaaatgcttatctgatggt-3’

AT2R (Ratte, 80 bp) 5’-aatccctggcaagcatcttatgt-3’ 5’-cggaaataaaatgttggcaatg-3’

AT2R (Maus, 100 bp) 5’-agggagctcggaactgaaag-3’ 5’-ttgccagtgtttaaagcagttatc-3’

PARP-1 (Maus, 151 bp) 5’-gcagcgagagtattcccaag-3’ 5’-aagccatccacctcaacatc-3’

ATIP1 (human, 86 bp) 5’-tgcttcgaaaccttcgactt-3’ 5’-gaggattcttttgcctgctc-3’

ATBP50 (Ratte, 115 bp) 5’-tgggctcaggaaaaacactg-3’ 5’-cctttcggtggacagcacat-3’

ATBP50 (Maus, 107 bp) 5’-ggctcaggaaaaacactgtca-3’ 5’-ggaggacagcacatctggag-3’

18S rRNA (human, 5’-ccgcagctaggaataatggaata-3’ 5’-tctagcggcgcaatacgaat-3’

Ratte, Maus, 108 bp)

β-Aktin (Maus, 107 bp) 5’-gacaggatgcagaaggagattactg-3’ 5’-gctgatccacatctgctggaa-3’

Tabelle A.8: Primer der Expressionsanalyse der qualitativen PCR

Name sense-Primer antisense-Primer

AT2R (human, 263 bp) 5’-ctgctgttgttctggccttcat-3’ 5’-actctctcttttcccttggagcc-3’

AT2R (Ratte, 280 bp) 5’-gataatctcaacgcaactgg-3’ 5’-gcttgcaaacatgttcaggg-3’

AT1R (human, 465 bp) 5’-catatttgtcatgattcctactt-3’ 5’-gcacaaactgtaatattggtgt-3’

AT1aR (Ratte, 405 bp) 5’-accaggtcaagtggatttcg-3’ 5’-cacactggcgtagaggttga-3’

AT1bR (Ratte, 398 bp) 5’-ggttccccaccaaatattca-3’ 5’-agtgagctgcttagcccaaa-3’

ATIP1 (human, 488 bp) 5’-tgcttcgaaaccttcgactt-3’ 5’-gcttttcatactccctggtg-3’

ATBP50 (Ratte, 472 bp) 5’-caccatccacgtccgcctaa-3’ 5’-ctgatgctgctggtttagtttc-3’
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A Tabellen

Tabelle A.7: Primer der Expressionsanalyse der qualitativen PCR Fortsetzung.

Name sense-Primer antisense-Primer

ATBP50 (Maus, 107 bp) 5’-ggctcaggaaaaacactgtca-3’ 5’-ggaggacagcacatctggag-3’

ERα (human, 540 bp) 5’-atgaccatgaccctcaacaccaa-3’ 5’-cttggcagattccatagccatac-3’

ERα (Ratte, 453 bp) 5’-acatgagagctgccaacctt-3’ 5’-ggaatcgaccttgacgtagcc-3’

ERβ (human, 279 bp) 5’-tacagcattcccagaaatgtcac-3’ 5’-gaagtgagcatccctctttgaac-3’

ERβ (Ratte, 304 bp) 5´-gagcaaagccaagagaaacg-3´ 5’-cagtcccaccattagcacct-3’

TFF1 (human, 323 bp) 5’-caccatggagaacaaggtga-3’ 5’-ccgagctctgggactaatca-3’
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B Vektorkarten

B.1 phRL-null-Vektor

Der Renilla-Luziferase-Reportervektor:

Abbildung B.1: Vektorkarte des phRL-null-Vektors von Promega
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B Vektorkarten

B.2 pGL3-basic-Vektor

Der Vektor pGL3-basic:

Abbildung B.2: Vektorkarte des Vektors pGL3-basic von Promega
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B.3 pGEM-T-easy-Vektor-System

B.3 pGEM-T-easy-Vektor-System

Der pGEM-T-easy-Vektor:

Abbildung B.3: Vektorkarte des Vektors pGEM-T-easy von Promega
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B Vektorkarten

B.4 pcDNA3.1-V5-His-TOPO

Der pcDNA3.1-V5-His-TOPO-Vektor:

Abbildung B.4: Vektorkarte des Vektors pcDNA3.1-V5-His-TOPO von Invitrogen
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B.5 HEG0/pSG5

B.5 HEG0/pSG5

Der Vektor HEG0/pSG5:

Abbildung B.5: Vektorkarte des Vektors HEG0/pSG5
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B Vektorkarten

B.6 TOPO-TA-cloning-Vektor

Abbildung B.6: Vektorkarte des TOPO-TA-cloning -Vektors
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