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1 Einleitung

1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem (RAAS) stellt im menschlichen Koérper eines
der wichtigsten Langzeit-Regulationssysteme flur Blutdruck, Wasser- und Elektrolytho-
moostase dar. In der Leber synthetisiertes Angiotensinogen wird in der Niere durch das
Enzym Renin zu Angiotensin | gespalten, das durch das Angiotensin Converting Enzy-
me (ACE) vornehmlich in der Lunge zu dem Oktapeptid Angiotensin Il aktiviert wird *.
Angiotensin Il wiederum wirkt iber Membranrezeptoren auf glatten Gefal3muskelzellen
direkt vasokonstriktorisch und regt in der Nebennierenrinde die Synthese des Mineralo-
kortikoids Aldosteron an, das im Sammelrohr die Riickresorption von Na* und CI -lonen
sowie die Sekretion von K* verstarkt . Uber beide Mechanismen wird damit ein An-
stieg des arteriellen Blutdrucks bewirkt. Zudem werden inflammatorische und fibrosie-
rende Prozesse in Herz und Niere durch die Wirkung von Angiotensin Il und Aldosteron
beeinflusst *°. Seit 2002 ist als eine weitere Komponente des Systems ein Renin-
Rezeptor bekannt, der durch Bindung des Renins oder seiner Vorstufe Prorenin sowohl
dessen enzymatische Aktivitat beeinflussen als auch vollstandig Angiotensinogen-
unabhangige Renineffekte vermitteln kann #®’. Neben dem systemischen RAAS sind
zahlreiche organspezifische, lokale Renin-Angiotensinsysteme mit Expression der be-
teiligten Komponenten in den jeweiligen Zellen bekannt (u.a. in verschiedenen
Nephronabschnitten der Niere, im Myokard und im ZNS), die gewebespezifische Effekte

vermitteln &.

Da die Spaltung von Angiotensinogen durch Renin beim Menschen der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt in der Aktivierungskaskade des RAAS ist °, kommt gerade der
Untersuchung der Regulation von Reninfreisetzung und —synthese durch mechanische,
endokrine, neuronale und metabolische Faktoren eine entscheidende Rolle zu. Ein bes-
seres Verstandnis der Regulation des RAAS hat in diesem Netzwerk mit seinen vielfal-
tigen Verknipfungspunkten bereits zu wichtigen Erkenntnissen zur Pathogenese so
weit verbreiteter Erkrankungen wie der arteriellen Hypertonie, Atherosklerose, Herzin-
suffizienz und dem metabolischen Syndrom beigetragen *°.

Wahrend das RAAS bereits seit Entwicklung der ACE-Hemmer in den 1970er- und
1980er-Jahren sowie der AT1-Rezeptor-Antagonisten in den 1990er-Jahren Ziel phar-
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makologischer Interventionen ist und auf diesem Wege bereits grol3e Fortschritte in der
Therapie der arteriellen Hypertonie, der Herzinsuffizienz und der diabetischen Nephro-
pathie erzielt wurden, wird der Schlisselfunktion von Renin seit Entwicklung des direk-

ten Renin-Inhibitors Aliskiren erstmals auch von therapeutischer Seite Rechnung getra-

gen 2,11
Renin-Freisetzung |
Renin
l
[ - T .
Angiotensinogen
Blutdruck spattung i
l
- B
Angiotensin |
Spaltung
Angiotensinll
Natrium-Retention Vasokonstriktion

A

Freisetzung von Aldosteron T
(Nebennierenrinde)

Abbildung 1: Renin-Angiotensin-System. Sinkt der Blutdruck, wird die Freisetzung von Renin in der Niere
gesteigert. Nach proteolytischer Spaltung von Angiotensinogen zu Angiotensin | durch die Protease Renin
kann Angiotensin | durch das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) zur aktiven Form Angiotensin Il
aktiviert werden. Angiotensin Il wirkt dem Blutdruckabfall entgegen durch Stimulierung der Aldosteronfrei-

setzung in der Nebennierenrinde und durch einen direkten vasokonstriktorischen Effekt.



1.2 Renin

1.2.1 Struktur und Funktion

Renin gehort ebenso wie Pepsin, Cathepsin D oder Chymosin zur Gruppe der Aspar-
tylproteasen, wobei es sich gegentber den anderen genannten Enzymen durch seine
sehr hohe Spezifitat fir sein Substrat Angiotensinogen auszeichnet. Strukturell besteht
Renin aus zwei homologen Domanen. Das aktive Zentrum mit zwei gegenuberliegen-
den Aspartylresten ist in einer Tasche tief in der dazwischenliegenden Spalte verborgen,
was einen Teil der Substratspezifitit des Enzyms bewirkt *2. Renin wird als inaktives
Vorlaufermolekutl (Prorenin) synthetisiert, in dem ein 43 Aminosauren langes Propeptid
den Zugang fur Angiotensinogen zum aktiven Zentrum versperrt. Die Aktivierung des
Enzyms kann entweder proteolytisch durch Abspaltung des Propeptids oder nicht-
proteolytisch durch eine Konformationséanderung bei Kélteexposition oder niedrigem pH

in vitro oder, in vivo, nach Bindung an den (Pro)renin-Rezeptor erfolgen 2.

Die enzymatische Aktivitdt des Renins kdnnte neben der gezielten pharmakologischen
Inhibition auch natirlichen regulatorischen Einflissen unterliegen. So wurde etwa fir

polyungesattigte Fettsauren ein hemmender Effekt beschrieben **.

1.2.2 Requlation der Freisetzung von Renin

Blutdruck und Salzhaushalt

Das Renin des systemischen RAAS wird in den juxtaglomeruléaren Zellen (JG-Zellen)
der Niere synthetisiert und bei Bedarf sezerniert. Wichtigster Stimulus fur die Reninfrei-
setzung ist ein Abfall des Blutdrucks in der Arteria renalis bzw. den nachgeschalteten
Arteriolen der Nierenrinde *. Fiir die Messung des Perfusionsdrucks sind dabei mehre-
re Mechanismen verantwortlich. Diskutiert wird sowohl eine direkte mechanische Hem-
mung der Reninsekretion in den JG-Zellen durch die Wandspannung der betreffenden

Arteriole 1°

als auch eine Vermittlung durch den tubuloglomerularen Feedback-
Mechanismus (TGF). Dabei fiihrt eine Erhéhung der Natriumchloridkonzentration an der
Macula densa im dicken aufsteigenden Schenkel der Henle-Schleife bei starker renaler

Perfusion zu einer Hemmung der Reninsekretion. Da die Natriumchloridkonzentration



im Ultrafiltrat der Nieren auch von der NaCl-Aufnahme mit der Nahrung abhangt, be-
wirkt auch ein verstarkter Kochsalzkonsum eine Hemmung der Reninfreisetzung tber
den TGF-Mechanismus *"*2. Als Botenstoffe zur Ubertragung des Signals von den Ma-
cula-densa-Zellen zu den JG-Zellen werden u.a. Adenosin und Prostaglandine disku-

tiert 1°.

Vegetatives Nervensystem, endokrine und parakrine Mechanismen

Das vegetative Nervensystem beeinflusst die Reninsekretion tUber sympathische Effe-
renzen %. Durch die Bindung des lokal freigesetzten Noradrenalins oder zirkulierender
Katecholamine an B1-Rezeptoren auf den JG-Zellen kommt es intrazellular zum Anstieg
der Konzentration des second messengers cAMP, der Uber die Proteinkinase A die Sek-

retion des Renins stimuliert 2.

Daneben hat auch eine Reihe endokrin oder parakrin sezernierter Botenstoffe einen
Einfluss auf die Freisetzung von Renin aus den JG-Zellen 2. Angiotensin Il wirkt dabei

2324 \wahrend

Ca?*-vermittelt hemmend im Sinne eines Riickkopplungsmechanismus
NO (liber einen cGMP-vermittelten Mechanismus) > und Prostaglandin E2 und 12 (uiber

den cAMP-Weg) % einen aktivierenden Einfluss zeigen.

Intrazellular kann cGMP sowohl eine Aktivierung der Reninsekretion tUber eine Hem-
mung des Abbaus von cAMP durch die Phosphodiesterase 3A bewirken als auch eine
Hemmung der Renin-Freisetzung tiber die Proteinkinase Gll ?’. Ein Anstieg des intrazel-
lularen Kalziums hat im Gegensatz zu den meisten sekretorischen Zellen in den JG-

Zellen eine inhibitorische Wirkung auf die Exozytose 2.

Interzellulare Kommunikation

In den letzten Jahren wurde zudem die entscheidende Rolle der interzellularen Kom-
munikation der JG-Zellen untereinander sowie mit extraglomerularen Mesangiumzellen
durch Gap-junctions fur die Regulation der Renin-Freisetzung erkannt. In murinen
Knock-out-Modellen fur das gap junction - Protein Connexin 40 konnte eine erhdhte
Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) ?° sowie ein paradoxer Anstieg der Reninsekretion bei

steigendem Blutdruck in der Nierenarterie *° gemessen werden. Der Austausch des
9



Gens fur Connexin 43 durch das Gen fur Connexin 32 fihrte im Mausmodell dagegen

zu einer Verminderung der Freisetzung von Renin 3.

1.2.3 Regqulation der Renin-Synthese

Modelle zur Erforschung der Renin-Transkription

Fur in-vitro-Experimente zur Regulation der Renin-Transkription in der Zellkultur sind
bislang verschiedene murine und humane Modelle zum Einsatz gekommen. Die Prapa-
ration nativer JG-Zellen aus Mausenieren ?° oder menschlichem Nierengewebe von Pa-
tienten direkt nach Nephrektomie 2 ist mittels eines Trennverfahrens durchfiihrbar, das
durch mechanische Filterung und Dichtegradientenzentrifugation Grél3e und spezifi-
sches Gewicht der JG-Zellen bertcksichtigt. Dabei lasst sich jedoch nie eine Verunrei-
nigung mit anderen Zellarten der Niere ganz ausschliel3en, die artifizielle indirekte Ef-
fekte vermitteln koénnten. Neben den JG-Zellen sind auch Kulturen humaner
Chorionzellen als native, Renin exprimierende Zellpraparationen zum Einsatz gekom-

men .

Als stabile Zelllinien haben sich in der Erforschung der Renin-Transkription insbesonde-
re die murinen, von einem Nierentumor abgeleiteten AS4.1-Zellen ** und die humanen
Calu6-Zellen *, die einem Renin produzierenden Lungenkarzinom entstammen, be-
wahrt. Inzwischen sind auch humane HEK293-Zellen als ein geeignetes Modell fir Ex-

perimente zur Regulation der Renin-Transkription beschrieben worden *°.

In-vivo-Daten konnten durch Erzeugung muriner Knock-out-Modelle mit Deletionen po-

tentieller regulatorischer cis-Elemente 3"

39,40

und an transgenen Mausmodellen, die das

humane Renin-Gen enthalten , gewonnen werden.
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Cis-Elemente in der Regulation der Renin-Transkription

Die Renin-Gene der Maus und deren regulatorische cis-Elemente

Verschiedene Mausestamme besitzen ein bzw. zwei Renin-Gene (Ren-1 und Ren-2),
die beide auf dem Chromosom 1 lokalisiert sind **. Das in allen Stammen vorhandene
Ren-1-Gen wird dabei in Mausestdmmen mit einem Renin-Gen ublicherweise als Ren-
1c, in Mausestammen mit zwei Renin-Genen als Ren-1d bezeichnet **. Wahrend das
Renin der JG-Zellen ein Produkt des Ren-1-Gens darstellt, ist das Ren-2-Gen Uberwie-
gend fUr eine extrarenale Reninexpression, vor allem in den Speicheldriisen, verant-

wortlich.

Fir das Ren-lc-Gen wurden als stromaufwérts des Transkriptionsstartpunktes
gelegene regulatorische Sequenzen experimentell ein proximaler Promotor bei -197bp
bis -50bp, ein Enhancer bei -2866bp bis -2625bp und ein CNRE bei -600bp, an das der
Transkriptionsfaktor LXRa bindet, identifiziert **.

Das Renin-Gen des Menschen und seine requlatorischen cis-Elemente

Das humane Renin-Gen liegt ebenfalls auf Chromosom 1 **. Um die Promotoraktivitat
fur das Renin-Gen zu untersuchen, wurden in verschiedenen experimentellen Ansatzen
DNA-Fragmente zwischen ca. 100bp und 900bp stromaufwérts des Transkriptionsstart-
punktes verwendet, eine definitionsgemalRe Ubereinkunft tber die Grenze eines proxi-
malen Renin-Promotors beim Menschen existiert nicht *’. Die Lage eines proximalen
Enhancers (Chorion-Enhancer) wurde urspringlich zwischen -5797bp und -5552bp
oberhalb des Transkriptionsstartpunktes angegeben “°, neuere Daten sprechen jedoch
daflr, dass die funktionell relevante Sequenz sich auf den grol3eren Bereich zwischen
-5870bp und -5279bp erstreckt “°*’. Ein distaler Enhancer, der dem Renin-Enhancer
des Ren-1c-Gens der Maus entspricht, liegt bei ca. -1lkbp stromaufwérts des
Transkriptionsstartpunkts. Er ist Teil einer 3,9kbp langen, in mehreren Bereichen

evolutionar konservierten Region (hHRENc-Region) zwischen -14kbp und -11kbp “2.
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——-(;f’A CNRE
(ca.-600bp)
S - {1
=  Enhancer Promotor
(-2866bp -2625bp) (-197bp -50bp)
b)
hRENCc - Region Erweiterter Chorion-Enhancer
§ (ca.-14000bp -11000bp) (-5870bp -5279bp)
E —I _ Exon 1
=
Renaler Enhancer Chorion-Enhancer Promotor
(ca.-11250bp -11000bp) (-5777bp -5552bp) (ca.-900bp bis -1bp)

Abbildung 2: Karte der regulatorischen Elemente (griin) stromaufwarts von Exon 1 der Renin-Gene der
Maus (a) und des Menschen (b) im Bereich von Obp bis -3kbp (Maus) und Obp bis -15kbp (Mensch) im
genomischen Kontext. Regulatorische Elemente, fir die bereits deutliche experimentelle Evidenz besteht,

sind dunkelgriin abgebildet. Die Pfeilspitze weist in Transkriptionsrichtung.

Der Renin-Promotor

Im Gegensatz zu vielen anderen Genen bewirkt der Promotor des Renin-Gens in Re-
porterassays allenfalls eine geringe Steigerung der Aktivitdit des Reporterkon-
strukts **°°. Dennoch sind oberhalb der bei ca. -30bp gelegenen TATA-Box einige
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in dieser Region lokalisiert, die fur die konstitutive
und gewebsspezifische Expression des Renin-Gens unerlasslich sind. Besondere Be-
deutung kommt hierbei einer HOX/PBX-Bindungsstelle zu (-72bp bis -50bp im murinen
Ren-1c-Gen) >' sowie Bindungsstellen fir NF1 und Sp1/Sp3 (im Bereich zwischen
-197bp bis -103bp) *, die einen hohen Grad an Konserviertheit zwischen Maus,
Mensch und Ratte zeigen und fir die Renin-Expression unabdingbar sind. Weitere cis-
Elemente im proximalen Bereich des Renin-Promotors sind ein cAMP-responsive-
element (CRE) sowie Bindungsstellen fir COUP-TFII und CBF1 **. Beim Menschen
wird auch die Wirkung der nukleédren Rezeptoren LXRa (Uber ein CNRE-Element bei
-135 bp bis -107 bp) **°* und PPARY (iiber ein Pal3-Motiv bei -148 bp bis -134 bp) >**°

Uber proximale Promotorelemente vermittelt.
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Der proximale Renin-Enhancer (Chorion-Enhancer)

Der Chorion-Enhancer wurde als ein zweites wichtiges regulatorisches Element fir das
Renin-Gen durch Reporterassay-Experimente identifiziert, bei denen in humanen Cho-
rionzellen eine 57-fache Aktivierung des Reporterkonstruktes unabhéngig von der Ori-
entierung des Elements gemessen werden konnte *°. Als trans-Faktoren, die an den
Enhancer binden und seine Wirkung vermitteln, wurden auf der Grundlage von DNase-
I-Footprinting-Assays AP-1 und NF-E2 beschrieben. Zweifel an der in-vivo-Bedeutung
des Elements kamen u.a. auf, da der Chorion-Enhancer evolutionar nicht konserviert
ist. In einem transgenen Mausmodell, das ein kunstliches Chromosom mit dem huma-
nen Renin-Gen unter Kontrolle des Enhancers bzw. nach dessen Deletion enthalt,
konnte kein Effekt auf die Expression des humanen Renins nachgewiesen werden “. In
der n&heren Umgebung des Elements konnte jedoch bei -5312bp ein C/T-Single-
Nucleotide-Polymorphismus nachgewiesen werden, bei dem die -5312T-Variante beim
Menschen mit einem hoheren Blutdruckniveau einhergeht als die -5312C-Variante *'.
Welche Transkriptionsfaktoren an dieser Stelle binden, ist bislang unklar. Die Vermu-
tung, dass der Effekt durch LF-A1 (wahrscheinlich identisch mit HNF4 °°) vermittelt wer-

den koénnte, lieR sich bislang nicht bestatigen “°.

Der distale Renin-Enhancer (renaler Enhancer)

Im Gegensatz zum Chorion-Enhancer zeigt der renale Enhancer ein hohes Mal} an
evolutionarer Konserviertheit zwischen Maus, Mensch und Ratte. Nachdem einige
transgene Studien die Existenz eines distalen regulatorischen Elements nahe gelegt
hatten, wurde der grofdte Teil der bisherigen in-vitro-Befunde anhand des murinen Ren-
1c-Gens gewonnen, fir das die Lage des Enhancers zwischen -2866 bp und -2625 bp
auch erstmals beschrieben wurde *°. Im Gegensatz zum schwacheren humanen rena-
len Enhancer konnte in Reporterassays fur den Enhancer der Maus eine ca. 80 bis 100-
fache orientierungsunabhangige Aktivierung der Expression des Reportergens gezeigt
werden °’. Trotz dieser Merkmale eines klassischen Enhancers handelt es sich jedoch
eigentlich um ein komplexes regulatorisches Element, das auch fur die Vermittlung der
inhibitorischen Effekte von Endothelin-1 8, Vitamin D3 *° sowie Zytokinen wie Oncosta-

tin M, IL-6, IL-1B °° und TNFa %% auf die Renin-Transkription eine kritische Rolle spielt.
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Im Ren-1c-Enhancer konnten elf Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen identifiziert wer-
den, darunter ein E-box-Motiv, das die Bindung von USF1/USF2 vermittelt *°, zwei
TGACCT-Motive, die firr die Bindung des Retinolsaurerezeptors RAR/RXR 3, des Vita-

min-D-Rezeptors und des Waisenrezeptors EAR2

verantwortlich gemacht werden,
und — als Parallele zum proximalen Promotor — Bindungsstellen fiir Sp1/Sp3 und NF1
sowie ein cAMP-responsive-element (CRE) *°. Evidenz fiir die in-vivo-Bedeutung des
renalen Enhancers konnte durch ein murines Knock-out-Modell (REKO-M&ause) gewon-
nen werden, in dem die Knock-out-Tiere einen erniedrigten arteriellen Mitteldruck, einen
verringerten Reningehalt der JG-Zellen und eine Hyperplasie der Macula-densa-Zellen
zeigten ®. In einem transgenen Mausmodell verringerte ein Knockout des humanen
renalen Enhancers die Expression des humanen Renins in den JG-Zellen um einen
Faktor von 3 bis 10 *. Unverandert blieben jedoch die zellspezifische Lokalisation und

die Regulierbarkeit der Expression des humanen Renins.

Die hRENc-Region

Unter Verwendung eines Algorithmus, der neben der evolutionaren Konserviertheit die
Dichte potentieller Transkriptionsfaktorbindungsstellen zur Analyse nicht-codierender
DNA-Abschnitte einbezieht, konnte fur das humane Renin-Gen die hRENc-Region im
Bereich zwischen -11kbp und -14kbp stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes
identifiziert werden “®. Innerhalb dieser Region befindet sich auch der renale Enhancer,
der bei Anwendung des Algorithmus einen der Bereiche mit besonders hohem Punkt-
wert darstellt, wogegen tber die funktionelle Bedeutung anderer Abschnitte der hRENc-
Region bislang deutlich weniger bekannt ist. In einer Serie kombinatorischer Reporter-
assays konnte ein 4,3-facher inhibitorischer Einfluss eines ca. 200bp langen Elementes
(CNS4) bei ca. -14kbp gezeigt werden, der in Abwesenheit aul3erer Einflisse durch die
noch weiter stromaufwarts gelegenen 600bp moduliert wird ®’. Experimentelle Evidenz
besteht zudem fir die funktionelle Bedeutung eines Elements bei ca. -12kbp innerhalb
der hRENc-Region, das eine Bindungsstelle fur das Wilms-Tumor-Protein (WT1), einen

negativen Regulator der Renin-Transkription, enthalt *°.
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Requlatorische Elemente in Intronl

Mit Hilfe von Reporterassays in HEK293-Zellen und L8-Myoblastenzellen der Ratte
konnten auch im Intronl im Bereich zwischen +159bp und +171bp insgesamt sieben
regulatorische Elemente identifiziert werden, die einen tberwiegend inhibitorischen Ein-
fluss zeigten ®°°. Fur diese Elemente wird eine Silencer-Funktion diskutiert, die fiir die

zell- und gewebespezifische Stilllegung des Renin-Gens eine Rolle spielen soll.

Posttranskriptionelle Mechanismen

Neben der Regulation der Renin-Transkription spielen auch posttranskriptionelle Me-
chanismen bei der Steuerung der Renin-Synthese eine entscheidende Rolle 1"2#7071,
Dabei sind sowohl eine Stabilisierung der Renin-mRNA als auch eine Beeinflussung der
Translationseffizienz beteiligt. Als RNA-Bindungsproteine, die mit der 3"-UTR der Renin-
MRNA interagieren, konnten u.a. hnRNP K und E1, Dynamin, Nucleolin und Y-B1 identi-
fiziert werden "%, Die Steigerung der RNA-Bindungsaktivitat von hnRNP K durch cAMP-
abhangige Phosphorylierung durfte zur Stabilisierung der Renin-mRNA und damit zum

Anstieg der zellularen Renin-mRNA-Menge beitragen.
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1.3 Der nukledre Rezeptor HNF4 a

Unter den bisher bekannten Regulatoren der Renin-Transkription spielen nukleare Re-
zeptorproteine eine besondere Rolle bei der Steuerung der Transkriptionsaktivitat durch
metabolische und hormonelle Faktoren. Da der Einfluss eines weiteren Mitgliedes der
nukledren Rezeptor-Familie, HNF4a, auch Gegenstand dieser Arbeit ist, sollen einige
Eigenschaften und Funktionen dieses Transkriptionsfaktors an dieser Stelle vorgestellt

werden.

1.3.1 HNF4-Zielgene und Pathophysiologie

Als neues Mitglied der Steroidrezeptor-Superfamilie wurde der Transkriptionsfaktor
HNF4 erstmals im Jahr 1990 durch seine Bindung an regulatorische Elemente des
Transthyretin- und des Apolipoprotein CllI-Gens identifiziert °°. Inzwischen ist eine Viel-

zahl von Zielgenen fir HNF4 bekannt, die vor allem Gene des Glucose-, Lipid und Ami-

56,73-75 76,77

noséaurenmetabolismus sowie des Gerinnungssystems umfassen. Auch fur
virale Gene (Hepatitis B — Virus) "® und das Angiotensinogen-Gen " wurde ein regula-

torischer Einfluss von HNF4 beschrieben.

Wahrend HNF4 zunachst in Hepatocyten nachgewiesen und als essentiell fir deren
Differenzierung erkannt wurde ®, ist inzwischen zudem eine Expression des Transkrip-
tionsfaktors im Gastrointestinaltrakt, im Pankreas und der Niere, vorwiegend in den Zel-

len der proximalen Tubuli, gesichert 32

. Im Hinblick auf renale Zielgene von HNF4
konnte bisher ein Einfluss auf den Promotor des Erythropoetin (EPO) — Gens gezeigt
werden 3. Da fiir HNF4 bei der Maus bereits in der friihen Embryonalentwicklung eine
Expression in entodermalen Geweben, Pankreas und Nierenanlage gezeigt werden
konnte, wurde eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors bei der Organogenese ange-
nommen 2 — eine Vermutung, die durch den Befund unterstiitzt wird, dass sich Embry-
onen durch vollstandigen HNF4-Knockout im Mausmodell als nicht lebensfahig erwie-

sen haben %.

Eine pathophysiologische Bedeutung von HNF4 ist im Zusammenhang mit dem Maturi-
ty onset diabetes of the young Typ | (MODY 1) bekannt, einer seltenen genetisch be-
dingten Variante des Diabetes mellitus, die durch eine Mutation des Transkriptionsfak-

tors oder von HNF4-Bindungsstellen in der Umgebung von Zielgenen des
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Glucosestoffwechsels verursacht wird ®. Auch einige Formen der Hamophilie B sind auf
die Mutation von HNF4-Bindungsstellen in der Umgebung des Faktor IX-Gens zurtick-

gefiihrt worden ®’.

1.3.2 DNA-Bindung und Requlation der HNF4-Aktivitat

Der Transkriptionsfaktor HNF4 bt seinen Einfluss auf die mRNA-Synthese lber eine
Bindung als Homodimer an Bindungselemente mit der Konsensussequenz
AGGTCAN(N)AGGTCA aus %%, Dabei geht von HNF4 eine konstitutive Wirkung auf
die Genexpression aus, die Bindung von Liganden an den Faktor stellt also keine zwin-
gende Voraussetzung firr seine Basisaktivitat dar ®. Insofern wurde HNF4 lange Zeit als
ein Waisenrezeptor ohne Liganden angesehen, eine Regulation seiner DNA-
Bindungsaktivitat wurde nur durch Interaktion mit anderen Proteinen oder Kompetition
um identische Bindungsstellen angenommen (COUP-TF, SMRT, SHP, GRIP1, CBP,
PPARQ) 79,91-93

Seit die Modulation der regulatorischen Aktivitat von HNF4 durch verschiedene Fettséu-
re-CoenzymA-Thioester beobachtet wurde, ist die Diskussion um Liganden fur HNF4
wieder neu entflammt. Dabei konnte vorwiegend fur gesattigte Fettsduren wie die Pal-
mitinsédure eine Steigerung der HNF4-Aktivitat beobachtet werden, wahrend polyunge-
sattigte Fettsduren wie die Linolen-, Eicosapentaen- und Docosahexaenséure die DNA-
Bindung des Transkriptionsfaktors abschwéachten . Auch durch Réntgenkristallstruk-
turanalysen konnte die Prasenz von Fettsauren an der Ligandenbindungsdomane von
HNF4 nachgewiesen werden . Umstritten ist bislang die Frage, ob es sich bei den
Fettsaure-CoenzymA-Thioester tatsachlich um klassische austauschbare Liganden
handelt oder um Cofaktoren, die bereits bei der Proteinsynthese irreversibel in das

HNF4-Molekiil eingebaut werden %97,
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der Steuerung des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems ist die Regulation
der Renin-Transkription durch nicht-codierende cis-Elemente und die an sie bindenden

Transkriptionsfaktoren von grol3em Interesse.

Wahrend die Bedeutung regulatorischer cis-Elemente des Renin-Promotors, des Chori-
on-Enhancers und des renalen Enhancers bereits Gegenstand zahlreicher Untersu-
chungen war, ist noch wenig Uber die funktionelle Relevanz anderer potentieller regula-
torischer Elemente wie der dbrigen Abschnitte der hRENc-Region bekannt. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher mit Hilfe von Luciferase-Reporterassays die Funktion
von vier nicht-codierenden DNA-Fragmenten innerhalb eines bei -13337bp bis
-12618bp stromaufwarts des Renin-Gens gelegenen evolutionér konservierten Elemen-

tes (PCT3) im Bereich der hRENc — Region ndher charakterisiert werden.

Unter den zahlreichen trans-Faktoren, die bisher als Regulatoren der Renin-
Transkription identifiziert worden sind, spielen nukledre Rezeptorproteine wie LXR a/f3,
PPARa/y und RAR/RXR eine besondere Rolle bei der Beeinflussung der Transkription

32535483 Nach der bioinformatischen

durch metabolische und hormonelle Faktoren
Identifikation potentieller Bindungsstellen stromaufwérts des Renin-Gens sollte in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss von HNF4, eines weiteren Mitgliedes der nuklearen
Rezeptor - Familie, auf regulatorische cis-Elemente des Renin-Gens innerhalb und au-
Rerhalb der PCT3-Region ebenfalls mit Hilfe von Luciferase-Reporterassays untersucht

werden.

Da fur HNF4 beschrieben wurde, dass sich seine DNA-Bindungsaktivitat durch ver-
schiedene Fettsaure-CoenzymA-Thioester modulieren lasst %, ist auch der Effekt von
Fettsauren auf die Renin-Transkription am Beispiel der Omega3-Fettsdure Eicosapen-

taensaure (EPA) in der nativen JG-Zellkultur Gegenstand dieser Arbeit.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Plasmide
Plasmid Beschreibung Referenz
BAC — Fragment - hRENc- humanes BAC-Fragment als Template fir &7
500_bisEndBAC_mutter PCR-Reaktionen
Firefly-Luciferase-Reporterplasmid mit Hergestellt von Dr.
PGL3 minProm Adapter | (kurz vorgeschaltetem minimalem Renin- Andreas Steege (AG
minProm") Promotor (-200 bp bis +16 bp) Mrowka)
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3 - Hergestellt von Dr.
pGL3-PCT3 Region vorgeschaltet Andreas Steege (AG
Mrowka)
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3A Region vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3B -
pGL3-PCT3B Region vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusétzlich PCT3C -
pGL3-PCT3C Region vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3D -
pGL3-PCT3D Region vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3Ad1 Region mit Deletion d1 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
PGL3-PCT3Ad2 Region mit Deletion d2 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3Ad3 Region mit Deletion d3 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3Ad4 Region mit Deletion d4 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3AdS Region mit Deletion d5 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3Ad6 Region mit Deletion d6 vorgeschaltet diese Arbeit

19



wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -

PGL3-PCT3Ad7 Region mit Deletion d7 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3Ad8 Region mit Deletion d8 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3A -
pGL3-PCT3Ad9 Region mit Deletion d9 vorgeschaltet diese Arbeit
wie minProm, jedoch zusatzlich PCT3B -
pGL3-PCT3Bd1 diese Arbeit

Region mit Deletion d1 vorgeschaltet

pGL3 pinetProm Adapter | (kurz
"-5797bp")

Firefly-Luciferase-Reporterplasmid mit
vorgeschaltetem erweitertem Renin-

Promotor

Hergestellt aus
pGLy-5777 ©°

pGL3 pinetProm Adapter

wie -5797 bp, jedoch mit Mutation der

|_HNFMut2 (kurz "HNF4 A") HNF 4 A - Bindungsstelle diese Arbeit

pGL3 pinetProm Adapter wie -5797 bp, jedoch mit Mutation der

|_HNFMut3 (kurz "HNF4 B") HNF 4 B - Bindungsstelle diese Arbeit

pGL3 pinetProm Adapter wie -5797bp, jedoch mit Mutation der

I_HNFMut5 (kurz "HNF 4 C" + HNF4C- und der ,HRE-like“-

“HRE-like") Bindungsstelle diese Arbeit

pGL3 pinetProm Adapter wie -5797bp, jedoch mit Mutation der

|_HNFMut6 (kurz "HRE-like") ,HRE-like* - Bindungsstelle diese Arbeit
Expressionsplasmid fur HNF4 (Ratte) o

PCMV - HNF4S (kurz "HNF4") unter viralem Promotor

pcDNA3.1 leerer Kontrollvektor zu pCMV - HNF4S Invitrogen

ph-RL-TK Renilla-Luciferase-Expressionsplasmid Promega

2.1.2 Oligonukleotide (Primer)

Oligonukleotid | Beschreibung

Sequenz (5" [13)

FW-Primer zur Amplifikation von TGCAGACGCGTGATTTCCA-
PCT3A_FW
- PCT3A GAGGTTGTGGGATCTGA
REV-Primer zur Amplifikation von AGCTAGCCGCGGGCGTCA-
PCT3A REV
- PCT3A CCTCTCGCTCAGGGAAGT
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FW-Primer zur Amplifikation von TGCAGACGCGTCCCTGA-
PCT3B_FW
- PCT3B GCGAGAGGTGACGC
REV-Primer zur Amplifikation von AGCTAGCCGCGGGGT-
PCT3B_REV
PCT3B GAAGCTGCCAGGAGAGC
FW-Primer zur Amplifikation von TGCAGACGCGTGCTC-
PCT3C_FW
- PCT3C TCCTGGCAGCTTCACC
REV-Primer zur Amplifikation von AGCTAGCCGCGGTGA-
PCT3C_REV
PCT3C ACTCCCCTACCTGGGGA
FW-Primer zur Amplifikation von TGCAGACGCGTTCCCCAG-
PCT3D_FW
PCT3D GTAGGGGAGTTCACCGCC
REV-Primer zur Amplifikation von AGCTAGCCGCGGTAGCT-
PCT3D_REV
PCT3D GGAAGAGAGAAGCCACACAT
TGCAGACGCGTATCTG-
TBd1_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad1
AAGTAAGATGAGAGGG
TBd2-stepl FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad2 GCTGGGATCTGACTGGATTT
TGCAGACGCGTGA-

TBd2-step2_FW

Oligo zur Erzeugung von PCT3Ad2

TTTCCAGAGGTTGTGGGGCTG-

GGATCTGACTGGATT

GGGGAAGCATCCTC-
TBd3P1_REV Primer zur Erzeugung von PCT3Ad3

TCATCTTACTTCAGAT

AGATGAGAGGATGCT-
TBd3P2_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad3

TCCCCTGCCTGGTTC

TGGGACGTGAAAATC-
TBd4P1_REV Primer zur Erzeugung von PCT3Ad4

CAGTCAGATCCCAGC

GACTGGATTTTCACG-
TBd4P2_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad4

TCCCAGCCCTGCCCC

CTTTCCCAGCGAACC-
TBd5P1_REV Primer zur Erzeugung von PCT3Ad5

AGGCAGGGGAAGCAT

TGCCTGGTTCGCTGG-
TBd5P2_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad5

GAAAGGGCTGGGGCA

AGGGTCATATGGGGCA-
TBd6P1_REV Primer zur Erzeugung von PCT3Ad6

GGGCTGGGACGTGA

GCCCTGCCCCATATGA-
TBd6P2_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad6

CCCTTCCCTCTGCCCC

. AGTGGGTGGGTGCC-

TBd7P1_REV Primer zur Erzeugung von PCT3Ad7

CCAGCCCTTTCCCAGC
TBd7P2_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Ad7 GGCTGGGGCACCCAC-

CCACTCCACTTCCCT
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TBd8-stepl REV

Primer zur Erzeugung von PCT3Ad8

GGCAGAGGGA-

AGGGTCATATTG
AGCTAGCCGCG-
GGCGTCACCTCTCGCTCGGC-
TBd8-step2_REV | Oligo zur Erzeugung von PCT3Ad8
AGAGGGAAGGGTCATATTG
AGCTAGCCGCGGAGGG-
TBd9 REV Primer zur Erzeugung von PCT3Ad9 AAGTGGAGTGGGTGGG
AGGACCCTTATTCTGC-
PCT3Bd1P1_REV | Primer zur Erzeugung von PCT3Bd1
CCGGGGTCCAGTTC
CCGGGCAGAATAAG-
PCT3Bd1P2_FW Primer zur Erzeugung von PCT3Bd1
GGTCCTCATACTCTCT
Primer zur Erzeugung der HNF4_1- GACTATGGAATGAAAGCG-
HNF4_1Primer » .
- (,HNF4D")-Mutation CTTGACCTGGCTAAGG
Primer zur Erzeugung der HNF4_2- AGGAATCCAGGAGAACGC-
HNF4_2Primer W .
- (,HNF4A®)-Mutation GTCTTTAAAGCAGTCTC
Primer zur Erzeugung der HNF4_3- TAGGCCCTGTACATCTGCA-
HNF4_3Primer . :
(.,HNF4B*)-Mutation GGTCTTTTCAGAACAC
. Primer zur Erzeugung der HNF4_4- CTCTGTCATCCAGGCCGC-
HNF4_4Primer . _
(,HNF4E")-Mutation GGTGCAGTGGCACAATC
Primer zur Erzeugung der HNF4_5- AGTCAGGGACAAAGCCC-
HNF4_5Primer (,HNF4C*)-Mutation GGGTTAATATAGAGAATG
Primer zur Erzeugung der HNF4_6- GTAATAAATCAGGGCCGG-
HNF4_6Primer (,HRE-like*)-Mutation CCAGAATTGCAATCACE

mMREN_Reg FW

Real-Time-PCR-Primer fur murines

Renin

ATGAAGGGGGTGTCTGTGGGGTC

(Sequenz von Dr. Vladimir Todorov,
Institut fiir Physiologie, Universitat Re-
gensburg)

mMREN_Reg REV

Real-Time-PCR-Primer fur murines
Renin

ATGTCGGGGAGGGTGGGCACCTG

(Sequenz von Dr. Viladimir Todorov,
Institut fir Physiologie, Universitat Re-
gensburg)

mACT_Reg_FW

Real-Time-PCR-Primer fir murines f3-
Actin

CCGCCCTAGGCACCAGGGTG

(Sequenz von Dr. Vladimir Todorov,
Institut fiir Physiologie, Universitat Re-
gensburg)

mACT_Reg_REV

Real-Time-PCR-Primer flr murines 3-
Actin

GGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

(Sequenz von Dr. Vladimir Todorov,
Institut fiir Physiologie, Universitat Re-
gensburg)
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2.1.3 Losungen und Puffer

1

Lésungen und Puffer wurden gemalf3 nachstehenden Protokollen angefertigt:

10x TBE-Puffer

108g Tris-Base, 55g Borsaure, 40ml EDTA 0,5M gel6st in 11 Wasser; pH auf
8,0 mit HCI oder NaOH eingestellt

Firefly-Luciferase-
Substrat

132mg D-Luciferin, 210mg Coenzym A, 5140mg DTT, 292mg ATP, 322mg
MgSO04, 3584mg Tricine, 37,2mg EDTA geldst in 11 Wasser; pH auf 7,8 ein-
gestellt

Ladepuffer (Gel-

elektrophorese)

30% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau

LB-Agarplatten

10g Trypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl gel6st in 11 Wasser; pH auf 7,0 mit
HCI eingestellt; 15g Agar, 100mg Ampicillin

LB-Flussigmedium

10g Trypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl, 100mg Ampicillin gelést in 11 Wasser;
pH auf 7,0 mit HCI eingestellt

Lésung 1 (Regensburg)

50mM KCI, 20mM CacCl2, 1300mM NacCl, 100mM Glucose, 200mM Saccha-
rose, 100mM Tris; pH auf 7,4 eingestellt, steril filtriert

Lésung D (Regens-
burg)

250g 4M Guanidinium-Thiocyanat, 293ml H20, 125ml 0,1M Na-Citrat, 26,4ml
10% Sarcosyl

Percoll/NaCl - Lésung
(Regensburg)

9/10 Percoll, 1/10 1,5M NacCl; autoklaviert

Renilla-Luciferase-
Substrat

64,289 NaCl, 0,8g Na2EDTA, 29,92g KxPO4, 0,44g BSA, 84mg NaN3, 624pl
Coelenterazinldsung (1mg in 1ml Ethanol) in 11 Wasser geldst; pH auf 5,0

eingestellt

2.1.4 Chemikalien, Kits, Enzyme und Verbrauchsmater ial?®

Chemikalien und Verbrauchsmaterial wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Amersham

Percoll (Regensburg)

Biochrom

Penicillin/ Streptomycin
1M HEPES-Puffer
200mM 1-Glutamin
FCS

Na-Pyruvat

1 99
Alle Lésungen und Puffer (auRer Luciferase-Substraten und mit Zusatz ,Regensburg“) nach .

2 o N . 2
Alle Materialien und Gerate mit Zusatz ,Regensburg” nach .

2
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Bioline

PBS
Immo-Mix
ROX
SybrGreen

Biozym
Difco

dNTPs
Tag-Polymerase
Agar
Hefeextrakt
Trypton

Eppendorf

Reaktionsgefale (0,5ml, 1,5ml, 2ml)

Falcon
Fluka
Greiner

Reaktionsgefale (10ml, 50ml)
BSA
Bione 96-Well-Platten

Invitrogen

Kompetente E. coli
SOC-Medium
Super Script Il cDNA-Synthese-Kit

Merck

Borsaure

CaCl,
Chloroform
EDTA

Glucose
Guanidinium-Thiocyanat
HCI

KCI

KxPO4
Mercaptoethanol
MgSO4
Na-Citrat

NaCl

NaN3
Saccharose

New England Biolabs ( NEB)

Restriktionsenzyme und -puffer
T4 - Ligase

PAA

fettsaurefreies Albumin

PJIK

ATP
Coelenterazin
Coenzym A
D-Luciferin
DTT

Promega

Passive Lysis Buffer
Restriktionsenzyme und -puffer

QIAGEN

QIAEX Il Gelextraktions - Kit
QIAGEN Miniprep Kit

Roth

Agarose
Ethanol
Glycerol
Isopropanol
Na,EDTA
NaOH
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Pipettenspitzen

Roti-Fect Transfektionsagens
SDS

Tris

Tris-Base

Sarstedt

Pipettenspitzen (Regensburg)

Schott

Reaktionsgefalle (Regensburg)
Glaswaren

Sigma -Aldrich

Ampicillin
Angiotensin Il

DEPC
Eicosapentaensaure
Forskolin
Phorbolester

TNFa

Tricine

Stratagene

Quik Change Multi Site-Directed Mutagenesis Kit

TPP

2.1.5 Gerate

Gerate von folgenden Herstellern

Applied Biosy stems

Zellkulturschalen

wurden fur die Experimente verwendet:

Real-Time-PCR-Gerat "GeneAmp 5700"

Biometra

Spannungsquelle
Thermocycler (T1)
Thermocycler (T3)

BioRad Gelelektrophoresekammern
Spannungsquelle
Eppendorf Heizblock
Pipetten
Zentrifugen
Heraeus Brutschranke
Sterilwerkbank
Zentrifugen
Invitrogen Blaulichttisch "Safe Imager"
Janke & Kunkel Vortexer
Jouan Sterilwerkbank (Regensburg)
Labsystems Luminometer
Perkin Elmer PCR - Gerét (Regensburg)
Pharmacia Photometer
Sartorius Waagen
Scientific Indus _tries Vortexer (Regensburg)
Sigma Zentrifugen
Variomag Magnetrihrer

Eigenanfertigung

batteriebetriebene Spannungsquelle fur Magnetrihrer



2.1.6 Spezialsoftware und Webdienste

Vector NTI (Invitrogen) wurde als Software zur Entwicklung der Klonierungsstrategien

und fur das Primerdesign verwendet.

R (http://www.r-project.org) wurde als Software fur alle statistischen Berechnungen ver-

wendet.

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.qgov). Datenbanken des Webdienstes lieferten humane

und murine DNA-Sequenzen.

Matinspector (http://www.genomatix.de) diente zur bioinformatischen Identifizierung

potentieller Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen.

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu), ECR Genome Browser

(http://www.dcode.org) wurden fur Analysen zur evolutionaren Konserviertheit potentiel-

ler regulatorischer Elemente im Inter-Spezies-Vergleich herangezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Klonierung von Reporterplasmiden

Generierung der PCT3A-D — Konstrukte

Klonierungsstrategie (Ubersicht)

Die Fragmente PCT3A, B, C und D wurden unter Verwendung der entsprechend be-
nannten Primer und des hRENc — BAC —Fragmentes als Template durch PCR amplifi-
ziert und die Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion aufgerei-
nigt. Die Primer enthielten dabei Uberhange zur Generierung je einer Mlul- und einer

Sacll-Schnittstelle an den Enden jedes Fragmentes.

Das Vektorplasmid pGL3-minProm-Adapterl wurde durch einen Restriktionsverdau mit
Mlul und Sacll stromaufwarts des Renin—Promotors aufgetrennt und ebenfalls durch
Elektrophorese aufgereinigt. Nach Abtrennen der Enden der PCR-Produkte durch einen
weiteren Verdau mit Mlul und Sacll wurden diese mit dem Vektorplasmid ligiert, die Li-
gationsprodukte in E.coli transformiert und diese auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausge-
strichen. Nach 24 Stunden wurden fur jedes Konstrukt fiinf Klone ausgewahlt und auf
das Vorhandensein des jeweiligen Inserts Uberpruft. Die Kontrolle auf das Insert erfolgte
durch PCR mit den Primern pGL3sense und pGL3antisense, durch Restriktionsverdau
mit den Enzymen Banl (PCT3A), Xcml (PCT3B), Ncol (PCT3C) und Bglll (PCT3 D) so-
wie durch DNA-Sequenzierung. Die Plasmide wurden in E.coli in einem LB-Ampicillin-
Flissigmedium vermehrt und aus dem E.coli-Lysat extrahiert.
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Ampicillin - Resistenzgen

PCT3A-D -Fragment
SacIT Mul

F1-Replikationsstartpunkt

Adapter mit Restriktions-Schnittstellen
fiir multiple Klonierungen

) Ml - Schnittstelle

Luciferase - Gen | Sac IT - Schnittstelle

Minimaler Renin -Promoter (minProm)

Abbildung 3: Der pGL3-minProm-Adapter | — Reportervektor. Insertion der mittels PCR amplifizierten
PCT3A-D-Fragmente nach Restriktionsverdau mit Mlul und Sacll.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde in Anséatzen zu je 20ul unter Verwendung von 2,5ul dNTPs, 2ul 10x
Tag-Polymerase-Puffer, 0,2ul Tag—Polymerase, 5ul Template-Losung, 2ul Primerldsung
(hergestellt aus je 10% Fw- und Rev- Primerstockldsung und 80% H,0) und 8,3 pl H,O
durchgeftihrt. Das Protokoll umfasste einen Zyklus von 1min bei 95°C zum Aufschmel-
zen der DNA zu Beginn, je 30 Zyklen mit den Schritten Denaturierung (95°C, 30s), Pri-
mer-Annealing (55°C, 30s) und Elongation (72°C, 30s) sowie eine abschlieRende Elon-
gationsphase von 10min bei 72°C. Alle Primer fir die PCR wurden von der Firma MWG

Biotech synthetisiert.

Gelelektrophorese und Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Gelelektrophorese erfolgte in 1%-Agarosegelen (0,59 Agarose in 50ml TBE-Puffer
mit Zusatz von SybrSafe-DNA-Farbstoff nach Herstellerangaben). Die Extraktion der
DNA aus dem Agarosegel wurde mit Hilfe des QIAEX Il Gel Extraction Kit nach dem

dort angegebenen Standardprotokoll durchgefihrt.
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Verdau mit Restriktionsenzymen und Ligation

Der Restriktionsverdau wurde in Ansatzen von x=20ul, 40ul oder 50ul durchgefihrt, dar-
in enthalten waren 0,5-3ug DNA-Template, je 1ul aller beteiligten Restriktionsenzyme,
x/10ul Puffer (wie vom Hersteller des Enzyms angegeben) und H,O zum Auffullen auf
das Gesamtreaktionsvolumen. Die Ansatze wurden fiir mindestens 2 Stunden oder Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Ligation erfolgte in Ansatzen von 10ul mit je 3ul (ca. 100ng) aufgeschnittenem Vek-
torplasmid, 1ul (ca. 30ng) Insert, 1ul T4-Ligase, 1ul 10x Ligase-Puffer, und 4ul H,O. Die

Anséatze wurden Gber Nacht inkubiert bei einer Temperatur von 4°C.

Transformation von Plasmiden in E. coli, Anzucht von E. coli, Plasmidextraktion aus

dem E.coli — Lysat

Fur die Transformation wurden die Ligationsprodukte zu je 1 Aliguot chemokompetenter
E.coli hinzugeflgt. Nach einer Inkubation auf Eis fur 30min erfolgten ein Hitzeschock
bei 42°C fur 30s und eine erneute Inkubation auf Eis fir 2min. Die Ansatze wurden mit
je 250ul SOC-Medium aufgefullt und fir 45min bei 37°C im Thermoblock geschittelt
(300rpm). Die transformierten E. coli wurden auf Ampicillin-Agarplatten ausgestrichen
und diese nach Trocknen bei 37°C bebritet. Die Anzucht von E. coli in der Flussigkultur

erfolgte in einem LB-Flissigmedium bei 37°C unter Schitteln im Brutschrank.

Die Isolation der Plasmide aus der E.coli — Flussigkultur wurde mit Hilfe des QIAprep

Miniprep Kit nach dem dort angegebenen Standardprotokoll durchgefihrt.

DNA-Seqguenzierung

Alle DNA-Sequenzanalysen wurden von der Firma Eurofins-MWG durchgefihrt.

Generierung der Deletionskonstrukte PCT3Ad1-d9 und PCT3Bd1

Zur Erzeugung von Deletionen innerhalb des PCT3A — Fragmentes wurde eine Strate-

gie mit Anwendung von zwei kombinierten PCR-Reaktionen entwickelt. Im ersten Schritt
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kamen Primer zum Einsatz, die in Polymerase-Syntheserichtung aus je ca. 20 Basen-
paaren vor der und 10 Basenpaaren hinter der zu deletierenden Sequenz bestanden, in

denen die zu deletierende Sequenz selbst jedoch ausgespart war.

So wurden etwa zur Erzeugung der Deletion D3 ein D3-P2-Fw-Primer und ein D3-P1-
Rev-Primer erstellt, die jeweils die gewiinschte Deletion enthielten. In einer PCR-
Reaktion mit dem D3-P2-Fw-Primer und dem PCT3A-Rev-Primer sowie einer Reaktion
mit dem D3-P1-Rev-Primer und dem PCT3A-Fw-Primer wurden vom PCT3A — Templa-
te zwei verschiedene PCR-Produkte (D3-P1 und D3-P2) erzeugt, die den Sequenzbe-
reich zwischen je einem Ende des PCT3A — Fragmentes und der Umgebung der ge-

wulnschten Deletion umfassten.

In einer zweiten PCR wurden die Produkte P1 und P2 an ihrer tberlappenden Sequenz
von ca. 20bp zusammengefihrt und mit den Primern PCT3A — Fw und PCT3A —Rev

amplifiziert.

Eine analoge Strategie kam zur Erzeugung der HNF4-Bindungsstellendeletion
PCT3Bd1 zum Einsatz.

Template (Doppelstrang)

SN

PCR1, 1. Ansatz mit P1-Deletionsprimer PCR1, 2. Ansatz mit P2-Deletionsprimer
- — Anlagern der Deletions-
} primer in PCR1, 1. Zyklus l -
Produkt P1 Produkt P2

(Doppelstrang) \ / — (Doppelstrang)

PCR2, Aneinanderlagern der P1- und P2 - Produkte im 1.Zyklus

|

PCT3A-Deletionsprodukt (Doppelstrang)

Legende - -
Zu deletierende Sequenz Mit dem P1-Primer komplementédre  Mjt dem P2-Primer komplementire
Umgebung der Deletionssequenzin  ymgebung der Deletionssequenz
Strang 1 in Strang 2

Abbildung 4: Strategie zur Erzeugung der PCT3A- und PCT3B-Deletionen mittels PCR
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Im Einzelnen wurden fiir die PCT3A-Deletionen fir den ersten Schritt 14 PCRs mit dem
PCT3A — Fragment als Template durchgefihrt.

pcr |Primer1 Primer 2

1 TBdl FW PCT3A REV
2 TBd2-stepl FW PCT3A REV
3 TBd3P1 REV PCT3A FW
4 TBd3P2 FW PCT3A REV
5 TBd4P1 REV PCT3A FW
6 TBd4P2 FW PCT3A REV
7 TBd5P1 REV PCT3A FW
8 TBd5P2 FW PCT3A REV
9 TBd6P1 REV PCT3A FW
10 TBd6P2 FW PCT3A REV
11 TBd7P1 REV PCT3A FW
12 TBd7P2 FW PCT3A REV
13 TBd8-stepl REV PCT3A FW
14 TBd9 REV PCT3A FW

Tabelle 1: Primerpaarungen in Schritt 1 zur Erzeugung der Deletionen PCT3Ad1-d9

Reaktion 1 und 14 lieferten bereits die PCT3Ad1 und PCT3Ad9 — Produkte (endstandi-
ge Deletionen).

Fur die PCT3Bd1 — Deletion wurden im ersten Schritt zwei PCRs mit den Primerpaa-
rungen PCT3Bd1P1_REV und PCT3B_FW sowie PCT3Bd1P2_FW und PCT3B_REV
durchgefuhrt.

In Schritt 2 wurden zur Erzeugung der tbrigen PCT3A — Deletionen (d2-d8) 7 PCRs und
zur Erzeugung der PCT3B — Deletion eine PCR unter gleichzeitiger Verwendung der P1
— Produkte und der P2 - Produkte als Template und der PCT3A — Primer bzw. PCT3B —
Primer durchgefihrt. Zur Erzeugung der Deletionen PCT3Ad2 und d8 wurden die Pro-
dukte aus Reaktion 2 bzw. Reaktion 13 zusammen mit den synthetisch hergestellten
Oligos d2-step2 und d8-step2 (MWG Biotech) als Template verwendet. PCR-Ansétze
und Reaktionsbedingungen erfolgten entsprechend dem oben beschriebenen Protokoll,

jedoch mit einer Annealing-Temperatur von 50°C.

Die in Schritt 2 gewonnenen PCR-Produkte wurden entsprechend der oben beschrie-
benen Strategie in den pGL3-minProm-Adapter | - Vektor eingefligt und in E.coli ver-

mehrt.
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Generierung der Mutationskonstrukte HNF4A-C und HRE-like

Die Mutationskonstrukte HNF4A-C und ,HRE-like* wurden mit Hilfe des QuikChange
Multi Site-Directed Mutagenesis Kit nach dem dort angegebenen Protokoll erzeugt. Im
Einzelnen wurde die Mutagenese-PCR in drei verschiedenen Ansatzen mit den Muta-
genese-Primern HNF4_1/HNF4_2 (Ansatz 1), HNF4_3/HNF4_4 (Ansatz 2) und
HNF4_5/HNF4_6 (Ansatz 3) und dem pGL3-pinetProm-Adapterl-Vektor als Template
(Ansatz 1-3) unter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen durchgefihrt. Dabei
waren die Sequenzen der Mutationsprimer so gewahlt, dass durch die Mutationen ne-
ben der Veranderung der Core-Sequenz der potentiellen HNF4-Bindungsstellen auch
die Erzeugung einer neuen Restriktions-Schnittstelle bewirkt wurde. Das weitere Vorge-
hen erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Eine Uberpriifung der gewonnenen
Plasmide auf das Vorhandensein der Mutationen wurde durch Restriktionsverdau mit
den Enzymen Afel (HNF4_1 = ,HNF4D“), Mlul (HNF4_2= HNF4A“), Pstl (HNF4 3 =
,HNF4B"), Sacll (HNF4_4 = HNF4E"), Smal (HNF4_5 = ,HNF4C") oder Fsel (HNF4_6
= ,HRE-like*) vorgenommen und durch eine Sequenzanalyse bestatigt. Im einzelnen
gingen von allen theoretisch moglichen Mutationskonstrukten aus Ansatz 1 ein Plasmid
mit der HNF4C-Mutation, aus Ansatz 2 ein Plasmid mit der HNF4B-Mutation und aus
Ansatz 3 ein Plasmid mit der ,HRE-like“-Mutation sowie ein Plasmid mit beiden maogli-
chen Mutationen (,HRE-like“- und HNF4C-Mutation) hervor, die fur die Luciferase-

Assays eingesetzt wurden.

2.2.2 Luciferase — Reporterassays

Kultur der HEK 293 — Zellen

Alle Luciferase-Reporterassays wurden mit HEK293 — Zellen durchgefihrt. Die Zellen
wurden in DMEM — High glucose — Medium mit Zusatz von 10% fotalem Kéalberserum
(FCS), 1Immol/l HEPES - Puffer, 2mmol/l Glutamin, 50U/ml Penicillin und 50ug/mi
Streptomycin bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Passage der Zellen erfolgte bei mik-
roskopisch konfluierendem Plattenbesatz nach ca. 3-4 Tagen mit einer Verdiinnung von
1:6. Nach 2-3 Passagen nach dem Auftauen wurden die Zellen fur Transfektionen ge-

nutzt.
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Transfektion und Stimulation der HEK293 — Zellen

Fur die Transfektion wurden die HEK293-Zellen auf eine 96Well — Platte passagiert und
Uber Nacht im Zellkulturschrank inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte ein Austausch des
Zellkulturmediums durch ein sonst identisches Medium ohne FCS-Zusatz mit 75ul/Well.
Die DNA wurde mit dem Transfektionsagens (Roti-Fect) in einem Verhéltnis von 1:4
(1ng DNA/1ul Transfektionsagens) komplexiert. Dazu erfolgte die Zugabe von DNA und
Transfektionsagens zu einem Komplexbildungsmedium (HEK293 — Kulturmedium ohne
Penicillin, Streptomycin und FCS) sowie anschlieRendes Vortexen und eine Inkubation
bei Raumtemperatur fir 30min. Anschlielend wurden je Well 75ul dieses DNA-
Komplexes mit einem DNA — Gehalt von 100ng pro eingesetztem Vektorplasmid zuge-

fugt und die Zellen bis zur Messung fur 24 Stunden im Zellkulturschrank inkubiert.

Fiar die Stimulationen wurde 24 Stunden nach der Transfektion das Medium durch
75ul/Well eines HEK293 — Kulturmediums mit der gewiunschten Konzentration der je-
weiligen Stimulantien ersetzt. Die Messung erfolgte nach weiteren 24 Stunden Inkubati-
on im Zellkulturschrank.

Lyse der Zellen und Messung im Luminometer

24 Stunden nach Transfektion oder Stimulation der Zellen wurden das Zellkulturmedium
entfernt und die Zellen durch Zugabe von 30ul/Well Passive Lysis Buffer (Promega) ly-
siert. Direkt im Anschluss erfolgte die Messung zunachst der Firefly- und daraufhin der

Renilla-Luciferaseaktivitat im Luminometer.

2.2.3 Untersuchungen zum Renin-mRNA-Gehalt in derJ  G-Zellkultur

Herstellung von Eicosapentaensaure-Albuminlésung

Die Behandlung der Zellen mit Eicosapentaensaure erfolgte durch Zugabe einer 5mM
Eicosapentaensaure-Albuminlésung in der fur die jeweilige Endkonzentration ge-
wiunschten Menge zu JG-Zellkulturmedium. Zur Herstellung der Eicosapentaensaure-
Albuminlésung wurde Eicosapentaenséaure in Ethanol (100%) geldst und in dieser Form
mit einer 12,5%-L6sung von fettsdurefreiem Albumin in PBS durch langsames Rihren
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fur 15-20 Stunden unter hypoxischen Bedingungen (Hypoxieschrank mit No-
Atmosphare) komplexiert.

Die fettsaurefreie Kontrolllésung wurde nach einem identischen Protokoll unter Verwen-

dung von Ethanol ohne Fettsdurezusatz hergestellt.

JG-Zellpraparation, Zellkultur und Stimulation der Zellen

Alle JG-Zellpraparationen und die dafir erforderlichen Tétungen der Mause wurden am
Institut fir Physiologie der Universitat Regensburg durchgefuhrt. Fir die Préparation
nativer JG-Zellen wurde jeweils eine Maus durch Narkose mit Sevofluran und Genick-
bruch getotet, die Nieren entnommen, von der Kapsel befreit und zerkleinert. Das Nie-
rengewebe wurde in einer Verdaulosung (35ml Losung 1, 54 mg Kollagenase, 75 mg
Trypsin) in einem Wasserbad bei 37°C unter Rihren fir 60-90min inkubiert und an-
schlieBend durch einen Nylonfilter (22,4 um Porengréf3e) gegeben. Der Durchfluss
wurde durch zweimaliges Zentrifugieren (7min bei 2200rpm) und Resuspendieren in
Losung 1 gewaschen, die pellettierten Zellen in 2ml Lésung 1 aufgenommen und mit
Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation weiter aufgetrennt. Dazu wurden 19ml LoO-
sung 1 und 9ml Percoll/NaCl — Lésung in einen Sorvallbecher gefillt, anschlieRend die
Zellsuspension zugegeben und fir 30min bei 11000rpm und 4°C zentrifugiert. Von den
dabei entstehenden Zellschichten wurde die zweite Phase isoliert abgenommen, die
Zellen in Lésung 1 gewaschen und in 24ml JG-Zellkulturmedium (DMEM mit 2,5 ml L-
Glutamin (200 mmol/l), 2,5 ml Na-Pyruvat (100 mmol/l), 100 U/ml Penicillin, 200ug/mi
Streptomycin sowie 5% FCS) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine 96 Well
— Platte (100ul/Well) verbracht und tber Nacht im Zellkulturschrank bei 37°C und 5%
COgyinkubiert.

Die Behandlung der Zellen mit Eicosapentaensaure-Losung erfolgte nach 24 Stunden
durch Auswechseln des Mediums durch ein JG-Zellkulturmedium mit Zusatz von EPA-
Albuminlésung in der fur die gewtnschte Endkonzentration erforderlichen Menge. Nach
der Stimulation wurden die Zellen bis zur Isolierung der RNA erneut fur 24h im Zellkul-

turschrank inkubiert.
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Isolation der mMRNA und Reverse Transkription

Die RNA-Isolierung erfolgte nach der Phenol-Chloroform-Methode. Dazu wurden nach
Entfernen des Zellkulturmediums die Zellen pro Well in 400ul Lésung D mit Mercap-
toethanol (50ml Losung D/360ul Mercaptoethanol) aufgenommen, mit 2ul tRNA, 40ul
2M Na-Acetat (pH4), 400ul wassergesattigtem saurem Phenol (pH4) und 80ul Chloro-
form versetzt, fur 15min auf Eis inkubiert und fir 20min bei 12000rpm und 4°C zentrifu-
giert. 400ul der entstandenen oberen Phase wurden mit 400ul 100% Isopropanol ver-
mischt und die Losung fir 60-90min bei -20°C inkubiert. Nach Zentrifugieren fir 20min
bei 12000 rpm und 4°C wurde das entstandene RNA-Pellet in 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 9ul DEPC-Wasser gelost.

Fur die cDNA — Synthese mit Hilfe des Super Script 1l - Kit wurde die RNA mit 1 pl Oli-
go-dT12.18 Versetzt, fir 5min bei 65°C inkubiert und anschlieRend auf Eis verbracht.
Nach Zugabe von 1pl reverser Transkriptase, 4pul RT-Puffer und 4ul dNTPs erfolgte die
Reverse Transkription bei 37°C fur 1 Stunde mit anschliel3ender Inaktivierung des En-
zyms bei 95°C fur 2 min.

Quantifizierung der Renin-mRNA mittels Real-Time-PCR

Die Quantifizierung der Renin-mRNA erfolgte durch Real-Time-PCR in Anséatzen von
insgesamt 25ul (2ul cDNA, 12,5 pl Immo-Mix, 0,5ul SybrGreen, 2,5ul ROX, 2ul Primer-
Mix (bestehend aus je 10% FW- und REV-Primerstocklésung und 80% H,O) sowie
55ul HxO). Fir die Renin-Reaktion wurden die Primer mREN_Reg FW und
MREN_Reg REV eingesetzt, zur Quantifizierung des Housekeeping-Gens B-Actin die
Primer mACT_Reg_FW und mACT_Reg_REV. Das Protokoll umfasste einen Inkubati-
onsschritt von 2min bei 50°C zum Aktivieren der Polymerase, eine weitere Inkubation
von 10min bei 95°C zum Aufschmelzen der DNA sowie 40 Zyklen von je 15s bei 95°C
(Denaturierung), 30s bei 62°C (Annealing) und 60s bei 72°C (Elongation). Die Auswer-
tung erfolgte mittels relativer Standardkurven auf der Grundlage einer Verdinnungsrei-
he je einer Probe. Alle Messungen wurden mit Dreifachansatzen durchgefuhrt, die lden-

titat der Produkte wurde durch Erstellen einer Schmelzkurve tGberpruft.
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2.2.4 |In-silico-Analysen

Transkriptionsfaktorbindungsstellen

Alle Transkriptionsfaktor — Bindungsstellenanalysen wurden mit Matinspector (Genoma-
tix) unter Verwendung von Standardeinstellungen durchgefuhrt.

Evolutiondre Konserviertheit

Die Analysen zur evolutionaren Konserviertheit von nicht-codierenden-DNA-Abschnitten
wurden mit Hilfe des ECR Genome Browser unter Verwendung von Standardeinstellun-
gen (Mindestlange fur evolutionar konservierte Regionen > 100bp, minimale Sequenz-

Ubereinstimmung ca. 70%) durchgefihrt.

2.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten wurde nach statistischer Beratung durch Dr. Kon-
rad Neumann (Institut fir Biometrie, CCM) mittels Varianzanalyse (ANOVA) vorgenom-
men. Bei Nichtvorliegen der Voraussetzungen fir eine ANOVA kamen nichtparametri-
sche Testverfahren zum Einsatz (Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgenden Post-Hoc-
Paarvergleichen durch den Wilcoxon-Test fur unabhéngige Stichproben). Alle statisti-

schen Berechnungen wurden mit dem Programm ,R* durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss einer bei ca. -13kbp stromaufwarts des Renin-Gens

gelegenen nicht-codierenden Region (PCT3) auf die R enin-Promotor-

aktivitat

3.1.1 Bioinformatische Analysen zur PCT3-Region

Die PCT3-Region erstreckt sich Uber einen Bereich zwischen -13337bp und -12618bp
stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des Renin-Gens. Gegenstand der Unter-
suchungen waren neben der vollstandigen Region die vier Gberlappenden Teilsequen-
zen PCT3A (-13341bp bis -13167bp), PCT3B (-13186bp bis -12987bp),
PCT3C (-13006bp bis -12807bp) und PCT3D (-12826bp bis -12617bp).

hRENCc - Region
(ca.-14000bp bis -11000bp)

PCT3 (-13337bp bis -12618bp) Minimaler Promoter
(minProm, -201bp bis +16bp)

I - [

-14kbp -11kbp Exon 1

-13,3kbp -12,6kbp

1
PCT 3A (-13341bp bis -13167bp) PCT 3C (-13006bp bis -12807bp)

PCT 3B (-13186bp bis -12987bp) PCT 3D(-12826bp bis -12617bp)

Abbildung 5: Lage der PCT3-Region im genomischen Kontext. Alle Positionsangaben beziehen sich auf
Entfernungen stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des Renin-Gens. Die Pfeilspitze weist in

Transkriptionsrichtung.
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Evolutiondre Konserviertheit

Mit Hilfe des ECR Genome Browser wurde eine Analyse des evolutiondren Konserviert-
heitsgrades der PCT3—Region durchgefuhrt. Vor allem fir den Teilabschnitt PCT3A
lasst sich dabei ein hohes MaR an evolutionarer Konserviertheit mit einer mittleren U-
bereinstimmung von 68,4% zwischen humaner und muriner Sequenz erkennen (Abbil-

dung 6).

PCT 3A (-13341bp bis-13167bp)

Prozentuale Ubereinstimmung

ECR Maus (-13343bb bis -13173bp) mit humaner Sequenz
100%

Maus (Mus musculus)

I T L --....l_ I e i 50%

100%

-‘l ] |
. : I

50%

ECR Hund (-13493bp bis -13045bp) N
Prozentuale Ubereinstimmung
mit humaner Sequenz

100%

SAI | AR TR SRR T N e

100%

—i B
PCT3 (-13337bp bis -12618bp) Exon 1
(hREN)

Abbildung 6: Evolutiondre Konserviertheit der PCT3-Region (adaptierte Darstellung nach dem ECR Ge-
nome Browser). Alle Positionsangaben (x-Achse) beziehen sich auf Entfernungen stromaufwérts des
humanen Renin-Gens. Die evolutiondre Konserviertheit ist fir Maus (oben) und Hund (unten) jeweils als
prozentuale Ubereinstimmung mit der humanen Sequenz angegeben. Bei Verwendung der Standardein-
stellungen ergibt sich fur den Sequenzvergleich Maus-Mensch ein konserviertes Element (ECR Maus;
68,4% mittlere Sequenzidentitéat), das nahezu deckungsgleich mit dem PCT3A-Fragment ist. Fir den
Sequenzvergleich Hund-Mensch ergibt sich ein evolutiondr konserviertes Element (ECR Hund; 72,2%

mittlere Sequenzidentitat), das das PCT3A —Fragment ebenfalls vollstéandig einschlief3t.

Potentiell relevante Transkriptionsfaktor — Bindungsstellen im PCT3A-Fragment

Innerhalb des evolutionér besonders stark konservierten PCT3A-Elementes wurde eine
Analyse potentieller Transkriptionsfaktor—Bindungsstellen mit Matinspector unter Stan-
dardeinstellungen durchgefihrt.
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Bezuglich bereits in der Regulation des Renin-Gens bekannter Transkriptionsfaktoren
ergaben sich zwei potentielle cAMP-responsive-element (CRE)-Bindungsstellen, drei
RXR-Motive, zwei SP1-Motive, ein WT1 (Wilms-Tumor-Suppressor)-Bindungsmotiv
und ein Pal3 (PPARYy) — Bindungsmotiv (Abbildung 7).

WT1 (-13206 bis -13190)

PPARg (-13232 bis -13210)
RXR (-13211 bis -13187)

RXR (-13217 bis -13193)

SP1(-13255 bis-13241) SP1(-13207 bis -13193)
CREB (-13325 bis-13305)  CREB (-13269 bis -13249) RXR (-13197 bis -13173)

di | d2 | d3 | d4 | d5 | d6 | d7z | d8 | d9

-13341bp . -13167bp
PCT3A - Deletionssegmente

Abbildung 7: Potentielle Transkriptionsfaktor—-Bindungsstellen innerhalb der PCT3A—Region. Dargestellt
sind nur Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, die bereits als Regulatoren der Renin-Transkription
bekannt sind. Alle Positionsangaben beziehen sich auf Entfernungen stromaufwarts des Transkripti-
onsstartpunktes des Renin—Gens. Die Abschnitte d1 bis d9 beziehen sich auf die Lage der Deleti-

onsfragmente entsprechend Abschnitt 3.1.2.

3.1.2 Luciferase-Reporterassays

Einfluss der Teilregionen PCT3A-D auf den Renin-Promotor unter Stimulation mit Me-

diatoren der Renin — Transkription (Forskolin, Angiotensin |l, TNFa, Phorbolester)

Zur experimentellen Uberprifung eines Einflusses der PCT3—Region auf den Renin-
Promotor wurden Reporterplasmide generiert, die neben dem minimalen Renin-
Promotor (minProm, -201 bp bis +16 bp stromaufwarts des Renin-Gens) die 720 Ba-
senpaare der PCT3-Region bzw. deren Teilstiicke PCT3A bis PCT3D enthielten. Der
minimale Renin-Promotor wurde dabei dem Firefly-Luciferase-Gen, die jeweilige PCT3
—Teilsequenz dem minProm direkt vorgeschaltet (Abbildung 8).
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Minimaler Renin-Promotor (minProm)

l : | Luciferase - Gen

PCT3A-D - Fragment

Abbildung 8: Aufbau der Reporterkonstrukte PCT3A bis PCT3D. In den pGL3-minProm-Adapter | — Re-
portervektor (Abbildung 3) wurden der humane minimale Renin-Promotor und, diesem direkt vorgeschal-
tet, eines der Fragmente PCT3A bis PCT3D integriert. Die Pfeile weisen in Transkriptionsrichtung des

Luciferase-Gens.

Die Reporterkonstrukte wurden in HEK293-Zellen transfiziert, die Zellen nach 24 Stun-
den unter sechs verschiedenen Bedingungen stimuliert (Behandlung mit Forskolin, An-
giotensin I, TNFa, Phorbolester, Ethanol und Zellkulturmedium ohne weitere Zusatze
als Kontrolle) und die Firefly-Luciferaseaktivitat nach weiteren 24 Stunden im Lumino-
meter gemessen. Um einen maoglichen Einfluss unterschiedlicher Transfektionseffizien-
zen zu eliminieren, wurden die Zellen mit einem konstitutiv exprimierten Expressi-
onsplasmid fur die Renilla-Luciferase co-transfiziert und die Messwerte als Quotient

Firefly / Renilla-Luciferase-Aktivitat angegeben.

In den Kontrollen ohne Stimulantienzusatz zeigte sich ein aktivierender Effekt der
PCT3A (3,3-fach) -, PCT3 (2,3-fach) -, PCT3B (1,4-fach) - und PCT3D (1,3-fach) - Re-
gionen auf den minProm. Der minProm wurde unter Zusatz von TNFa 3,4-fach und un-
ter Zusatz von Angiotensin Il 1,4-fach aktiviert. Unter Zusatz von Phorbolester war die

Promotoraktivitat 0,6-fach abgeschwacht.

Einen Uberblick tber die Ergebnisse gibt Abbildung 9; in Abbildung 10 sind Interaktio-
nen zwischen den vorgeschalteten PCT3-Teilfragmenten und den Versuchsbedingun-

gen dargestellt.
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Abbildung 9: Relative Luciferaseaktivitat (Firefly- /Renilla-Luciferase) 48 Stunden nach Transfektion von
HEK293-Zellen mit den PCT3 — Reporterkonstrukten und einem konstitutiv exprimierten Renilla-
Luciferaseplasmid. Die Behandlung mit den Mediatoren Forskolin (10umol/l), Phorbolester (100nmol/l),
TNFa (10ug/l) und Angiotensin Il (100nmol/l) sowie mit Ethanol (0,1%) als Lésungsmittelkontrolle wurde
24 Stunden nach Transfektion durchgefiihrt. Darstellung als Mittelwerte +/- Standardabweichung, signifi-
kante Unterschiede der Stimulationen zur Kontrolle und der PCT3-Konstrukte zum minProm—Konstrukt
(nur im Diagramm "Kontrolle") sind mit * gekennzeichnet. Die angegebenen signifikanten Effekte von
Angiotensin Il, TNFa und Phorbolester beziehen sich auf das minProm-Konstrukt. (Irrtumswahrschein-
lichkeit p: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; n=5).
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Abbildung 10: Einfluss der Behandlung mit Angiotensin I, TNFa, Ethanol, Forskolin und Phorbolester auf
den Effekt der PCT3A-D-Fragmente auf den minimalen Renin-Promotor. Die Verstarkung eines positiv
stimulierenden Effektes der Konstrukte ist mit ,+“, die Abschwéchung eines positiv stimulierenden Effek-
tes oder Erzeugung eines hemmenden Einflusses ist mit ,-* gekennzeichnet. Statistische Signifikanz der
Effekte: Irrtumswahrscheinlichkeit p *<0,05; **<0,01; ***<0,001.

Deletion von ca. 20bp umfassenden Teilfragmenten des PCT3A-Elementes

Um eine genauere Eingrenzung der Bereiche innerhalb des PCT3A-Elementes zu er-
lauben, die fur den Effekt der Region auf den Renin—Promotor verantwortlich sind, wur-
den neun Reporterplasmide generiert, die dem PCT3A-Plasmid entsprachen, die je-
doch Deletionen von jeweils ca. 20bp innerhalb der PCT3A-Region aufwiesen
(Abbildung 11). Auch diese Plasmide wurden in HEK293—Zellen transfiziert und die Lu-

ciferase—Aktivitat nach 24 Stunden gemessen.

In diesem Ansatz konnte fir die PCT3—Region ein 2,1-facher aktivierender Effekt auf
den Renin—Promotor, fur den isolierten PCT3A—Abschnitt ein 8-facher aktivierender Ef-
fekt auf den Renin—Promotor gemessen werden. Die Deletionskonstrukte zeigten eine
4-fache (PCT3Ad5) bis maximal 6,5-fache (PCT3Adl) aktivierende Wirkung auf den
Renin—Promotor. Dabei war der Effekt aller Deletionskonstrukte signifikant geringer
ausgepragt als der Effekt des vollstandigen PCT3A — Elementes (Abbildung 12).
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PCT3Ad2 (-13322bp bis -13303bp)
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PCT3Ad3 (-13302bp bis -13283bp)
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PCT3Ad6 (-13242bp bis -13223bp)
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PCT3Ad7 (-13222bp bis -13203bp)

L
PCT3AdS (-13202bp bis -13183bp)

PCT3AdS ((13182bp bis -13167bp)

I deletierte Sequenz

Abbildung 11: PCT3A-Deletionskonstrukte. Alle Positionsangaben beziehen sich auf Entfernungen

stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des Renin — Gens.
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Abbildung 12: Relative Luciferaseaktivitat (Firefly- /Renilla-Luciferase) 24 Stunden nach Transfektion von
HEK293-Zellen mit den PCT3Adx - Deletionskonstrukten und einem konstitutiv exprimierten Renilla-
Luciferaseplasmid. Als Kontrollen dienten die unveranderten PCT3A— und PCT3-Konstrukte sowie der
Renin—Promotor. Mittelwerte +/- Standardabweichung. Statistisch signifikante Unterschiede zum
minProm—Konstrukt sind mit ,* “, statistisch signifikante Unterschiede zum PCT3A-Konstrukt mit ,# “ und
statistisch signifikante Unterschiede zur Gesamtmenge aller Messwerte mit ,+* gekennzeichnet (p jeweils
< 0,05; n=8).
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Stimulation der PCT3A-Deletionskonstrukte mit TNFa

Im PCT3A-Fragment sollten Teilbereiche identifiziert werden, die den Effekt von TNFa
auf das Element vermitteln. Dazu wurden die Deletionskonstrukte PCT3Ad1l bis
PCT3Ad9 erneut in HEK293 Zellen transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die Halfte der
Wells mit einem TNFa-haltigen Medium behandelt, die tGbrigen Wells erhielten eine
TNFa-freie Kontrolllésung. Nach weiteren 24 Stunden wurde die Luciferaseaktivitat im

Luminometer gemessen.

Dabei zeigte sich fur die Konstrukte mit Deletion der ndher am Promotor gelegenen Ab-
schnitte d7, d8 und d9 ein 0,75-facher (PCT3Ad8) bis 0,62-facher (PCT3Ad9) hemmen-
der Einfluss einer Behandlung mit TNFa, der fur die Konstrukte mit Deletion der Ab-
schnitte d1 bis d6 aufgehoben oder in einen stimulierenden Effekt umgekehrt war. Ein
hemmender Einfluss einer Behandlung mit TNFa war auch in Zellen nachweisbar, die
mit dem vollstdndigen PCT3-Reporterkonstrukt transfiziert worden waren. Die Ergeb-

nisse sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Beeinflussung der transkriptionellen Aktivitat der Konstrukte PCT3Ad1-d9 und PCT3 unter
einer Behandlung mit TNFa (10ug/l), 48 Stunden nach Transfektion und 24 Stunden nach Behandlung
der Zellen mit TNFa-haltiger L6sung oder Kontrollmedium. Dargestellt ist fir jedes Reporterkonstrukt der
Zehnerlogarithmus der Quotienten (Mittelwert relative Luciferaseaktivitat unter TNFa-Behandlung) / (Mit-
telwert relative Luciferaseaktivitdit ohne TNFa-Stimulation). Signifikante Abschwachungen der relativen
Luciferaseaktivitat unter TNFa sind mit ** (p<0,01), signifikante Steigerungen der relativen Luciferaseakti-
vitdt sind mit + (p<0,05) oder ++ (p<0,01) gekennzeichnet; n=7 (jeweils fir Versuche mit TNFa-

Behandlung und Kontrollen ohne TNFa-Behandlung).
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3.2 Einfluss des nukledren Rezeptors HNF4 auf nicht  -codierende

DNA-Elemente stromaufwarts des Renin-Gens

3.2.1 Identifikation potentieller HNF4-Bindungsstel len stromaufwérts des Renin —

Gens

Es wurde eine Transkriptionsfaktor — Bindungsstellenanalyse mit Matinspector unter

Standardeinstellungen durchgefthrt.

Dabei ergaben sich zwei potentielle HNF4-Bindungsstellen innerhalb der PCT3—-Region
(-13102bp bis -13082bp und -13035bp bis -13015bp), die beide im Teilstiick PCT3B
lokalisiert waren, sowie funf HNF4—Bindungsstellen innerhalb von -5797bp stromauf-

warts des Transkriptionsstartpunktes (einschliel3lich Promotor und Chorion-Enhancer).

Der minimale Renin-Promotor (minProm) enthielt keine HNF4-Bindungsstelle, jedoch

ein einer HNF4 —Bindungsstelle ahnliches potentielles PPAR-Bindungsmotiv (im Fol-

genden bezeichnet als "HRE-like*, entsprechend >%).

HNF4D HNF4E

(-5581 bis -5569) (-1760 bis -1749)
Chorion-Enhancer erweiterter Chorion-Enhancer Promotor
(-5777bp -5552bp) (-5870bp -5279bp) (ca.-900bp bis -1bp)

(minProm, -201bp bis +16bp)

| i —
-6kb _— -
i I |

/N /N

HNF4A HNF4B HNF4C HRE-like
(-5353 bis-5342)  (-3527 bis-3516) (-402 bis-389)  (-66 bis-53)

\ Minimaler Promotor

Abbildung 14: Potentielle HNF4 — Bindungsstellen innerhalb ca. 6000bp stromaufwarts des ReninGens

im genomischen Kontext. Alle Positionsangaben beziehen sich auf Entfernungen stromaufwérts des

Transkriptionsstartpunktes des Renin-Gens. Die Pfeilspitze weist in Transkriptionsrichtung.
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3.2.2 Luciferase — Reporterassays

Einfluss einer HNF4-Uberexpression auf nicht-codierende DNA-Elemente stromauf-

waérts des Renin-Gens

Um einen potentiellen Einfluss des Transkriptionsfaktors HNF4 auf nicht-codierende
DNA-Elemente stromaufwarts des Renin-Gens experimentell zu Uberprifen, wurden
HEK293-Zellen gleichzeitig mit einem HNF4—Expressionsvektor (0)CMV-HNF4S) und
einem Reporterkonstrukt, das die jeweilige stromaufwérts des Renin-Gens gelegene
Sequenz und ein Firefly—Luciferase—Gen enthielt, cotransfiziert. Im Einzelnen wurden
der minimale Renin—Promotor, der Renin—Promotor mit vorgeschalteter PCT3B-
Sequenz und ein Konstrukt, das die -5797bp stromaufwarts des Renin-Gens enthielt
(einschlieB3lich Promotor und Chorion—Enhancer), auf eine Aktivierbarkeit durch eine
HNF4-Uberexpression getestet (Abbildung 15). Als Kontrolle dienten HEK293—Zellen,
die anstelle des HNF4—Expressionsvektors mit einem pcDNA3-Plasmid, das das
Grundgerust fur den HNF4—-Expressionsvektor bildet, transfiziert wurden (Leervektor-
kontrolle). Die Luciferase-Aktivitat wurde nach 24 Stunden gemessen und als Quotient

Firefly—Luciferase / Renilla—Luciferase angegeben.

Es zeigten sich ein 1,7-facher aktivierender Einfluss einer HNF4-Uberexpression auf
den Renin—Promotor, der bei vorgeschaltetem PCT3B-Element auf einen 3,7-fachen
aktivierenden Einfluss gesteigert war. Fur das -5797bp—Element ergab sich eine ca. 6-
fache Aktivierung bei HNF4—Uberexpression (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Lage der DNA-Elemente im genomischen Kontext stromaufwérts des Renin-Gens (a) und
schematische Darstellung der Reporterkonstrukte (b). Alle Positionsangaben beziehen sich auf Entfer-
nungen stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des Renin-Gens, die Pfeilspitzen weisen in

Transkriptionsrichtung.

* M HNF4
[ 1 pcDNA3

Relative Luciferaseaktivitdit
(Firefly- /Renilla-Luciferase)
TN W AN @ W

()

PCT3B ' -5797bp ' minProm

Abbildung 16: Relative Luciferaseaktivitat (Firefly- /Renilla-Luciferase) 24 Stunden nach Transfektion von
HEK293-Zellen mit den PCT3B-, -5797bp- und minProm-Konstrukten und einem konstitutiv exprimierten
Renilla-Luciferaseplasmid. Die schwarzen Balken zeigen die Luciferaseaktivitat bei Co—Transfektion mit
einem HNF4—Expressionsvektor (pCMV — HNF4S), die wei3en Balken bei Co-Transfektion mit einem
leeren pcDNA3-Plasmid ohne HNF4-Gen als Kontrollen (Mittelwerte +/- Standardabweichung). Statistisch
signifikante Unterschiede der Aktivitaten bei Transfektion mit pCMV-HNF4S zu den jeweiligen Kontrollen
sind mit * gekennzeichnet, Unterschiede zwischen den Konstrukten bezuglich ihrer Aktivierbarkeit durch

die HNF4-Uberexpression sind mit # gekennzeichnet (Irrtumswahrscheinlichkeit p jeweils < 0,01; n=8).
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Deletion einer potentiellen HNF4 — Bindungsstelle im PCT3B - Konstrukt

Um zu testen, ob der aktivierende Effekt von HNF4 auf das PCT3B—-Element Uber eine
der vorhergesagten Bindungsstellen vermittelt wird, wurde ein Plasmid generiert, das
mit dem PCT3B-Plasmid identisch war, jedoch eine Deletion von 21bp (-13102bp bis
-13082bp stromaufwérts des Renin-Gens) im Umfeld der HNF4-Bindungsstelle enthielt
(PCT3Bd1, Abbildung 17). Die Aktivierbarkeit des Plasmides bei HNF4-Uberexpression
wurde im Luciferase—Assay gegen das PCT3B-Plasmid ohne HNF4-
Bindungsstellendeletion getestet.

Es ergab sich eine 2,3-fache Aktivierung des PCT3Bd1-Konstruktes gegeniber einer
3,3-fachen Aktivierung des wunveranderten PCT3B-Konstruktes bei HNF4-
Uberexpression (Abbildung 18).

MinProm

Luciferase - Gen

PCT3B (-13186bp bis -12987bp) - Deletionsfragment

[ I ]
PCT3Bd1 (-13102bp bis -13082bp)

I deletierte Sequenz

Abbildung 17: Deletion einer potentiellen HNF4-Bindungsstelle im PCT3B-Fragment (PCT3Bd1-
Konstrukt). Alle Positionsangaben beziehen sich auf Entfernungen stromaufwarts des Transkriptionsstart-

punktes des Renin-Gens im genomischen Kontext.
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Abbildung 18: Relative Luciferaseaktivitat (Firefly- /Renilla-Luciferase) 24 Stunden nach Transfektion von
HEK293-Zellen mit den PCT3B- und PCT3Bd1-Konstrukten sowie einem konstitutiv exprimierten Renilla-
Luciferaseplasmid. Die schwarzen Balken zeigen die Luciferaseaktivitat bei Co—Transfektion mit einem
HNF4—-Expressionsvektor (pCMV-HNF4S), die weil3en Balken bei Co-Transfektion mit einem leeren
pcDNA3-Plasmid ohne HNF4-Gen als Kontrollen (Mittelwerte +/- Standardabweichung). Statistisch signi-
fikante Unterschiede der Aktivitaten bei Transfektion mit pCMV-HNF4S zu der jeweiligen pcDNA3-
Kontrolle sind mit * gekennzeichnet, ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Konstrukten
beziiglich ihrer Aktivierbarkeit durch die HNF4-Uberexpression ist mit # gekennzeichnet (Irrtumswahr-

scheinlichkeit p jeweils < 0,05; n=10).

Mutation von drei potentiellen HNF4-Bindungsstellen innerhalb -5797bp stromaufwaérts

des Renin—Gens

Zur Lokalisation funktionell relevanter HNF4-Bindungsstellen innerhalb des -5797bp-
Konstruktes wurden drei Reporterplasmide (HNF4A, HNF4B und HNF4C + HRE-like)
generiert, die mutierte Sequenzen der vorhergesagten HNF4—-Bindungsstellen enthiel-
ten, sonst jedoch mit dem -5797bp—Konstrukt identisch waren. Die Mutationen sind in
Abbildung 19 dargestellt. In einer Serie von Luciferase-Reporterassays wurden die
Plasmide in HEK293—Zellen transfiziert und die relative Luciferase—Aktivitat (Firefly-
/Renilla-Luciferase) unter HNF4-Uberexpression und unter Transfektion mit dem leeren
pcDNA3-Kontrollplasmid nach 24 Stunden gemessen. Als Kontrolle dienten das unver-
anderte -5797bp—Plasmid sowie die Mutation einer theoretisch vorhergesagten, einem
HNF4-Bindungselement &ahnlichen PPAR-Bindungsstelle innerhalb des Renin-

Promotors (,HRE-like").
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Wahrend die Aktivierbarkeit des -5797bp-Fragmentes durch eine HNF4-Uberexpression
bestatigt werden konnte, liel3 sich keine Abschwachung des Effektes in den Mutations-

konstrukten nachweisen (Abbildung 20).

/ wase@en

HNF4A HNF4B HNF4C HRE-like
(-5353 bis -5342)  (-3527 bis-3516) (-402 bis -389) (-66 bis-53)

-5797bp - Fragment

Wildtyp-Sequenz Wildtyp-Sequenz Wildtyp-Sequenz Wildtyp-Sequenz
ggagaataggtc catcaaaaggtc aaagccaaagttaa cagggcagagcaga
Mutierte Sequenz Mutierte Sequenz Mutierte Sequenz Mutierte Sequenz
ggagaacgcgtc catctgcaggtc aaagcccgggttaa cagggccggccaga

Abbildung 19: Karte der eingefligten Mutationen innerhalb des -5797bp—Konstruktes. Alle Positionsanga-

ben beziehen sich auf Entfernungen stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des ReninGens.

n.s. (p>0,1)
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101

Kontrolle
1 L — —_ ohne HNF4-
__ Uberexpression

n-fache Aktivierung bei HNF4-Uberexpression

HNF4A HNF4B  HNF4C HRE-like -5797bp
+ HRE-like

Abbildung 20: Aktivierung des -5797bp-Konstruktes und der HNF4-Bindungsstellen-Deletionskonstrukte
bei Uberexpression von HNF4 (relative Luciferaseaktivitat in HNF4-stimulierten Zellen/relative Lucifera-
seaktivitéat in mit pcDNA3-Kontrollvektor behandelten Zellen). Median +/- Quartile (Box) und 5, 95 - Per-
zentile (Whiskers). Die Aktivierbarkeit des -5797bp-Konstruktes durch eine HNF4-Uberexpression wurde
mit p<0,001 (*) bestatigt. Eine statistisch signifikante Abschwachung dieses Effektes (p<0,05) in einem
der Mutationskonstrukte lieR sich nicht nachweisen; n=32 (jeweils fiir Versuche mit HNF4-Uberexpression

und Kontrollen ohne HNF4-Uberexpression), soweit nicht anders angegeben.
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3.3 Einfluss von Eicosapentaensaure auf den Renin-m RNA-Gehalt in

nativen kultivierten JG-Zellen

JG—Zellen wurden aus murinen Nieren isoliert und kultiviert. Nach 24 Stunden erfolgte
eine Behandlung der Zellen mit einer Eicosapentaensaure (EPA) - Albuminlésung in
einer Konzentration von 25uM, 50uM und 100uM EPA. Als Kontrollen dienten JG—
Zellen, die mit einer fettsdurefreien Albuminlésung ohne Fettsdurezusatz behandelt
worden waren. Um die Integritdt der Zellen zu testen, wurden als Positivkontrolle so-
wohl mit EPA als auch mit fettsaurefreier Alouminlésung behandelte Zellen zusatzlich
mit Forskolin in einer Konzentration von 10umol/l stimuliert. Die Zellen wurden nach
weiteren 24 Stunden geerntet, die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die enthal-
tene Menge cDNA wurde fur Renin und B-Actin als Housekeeping—Gen mittels Real-
Time-PCR relativ zu einer Standardprobe quantifiziert und als Quotient Renin-mRNA/[3-
Actin-mRNA angegeben.

In den mit der fettsdurefreien Kontrolllbsung behandelten Proben zeigte sich erwar-
tungsgemal? ein Anstieg der Renin-mRNA-Menge um einen Faktor von 5-8 unter Sti-
mulation mit Forskolin, was auf einen integren Zustand der Zellen schlie3en liel3. Unter
einer Behandlung mit EPA war die Renin-mRNA-Menge in den Zellen auf ein
0,42faches (25uM EPA) bis auf ein 0,24faches (100uM EPA) gegentber den Kontrollen
reduziert. Ein inhibitorischer Effekt von EPA auf den Renin-mRNA-Gehalt der JG-Zellen
war auch unter Stimulation mit Forskolin nachweisbar; hier konnte fur eine EPA-
Konzentration von 100uM eine Reduktion der Renin—-mRNA auf ein 0,48faches gegen-
Uber den fettsaurefreien Vergleichsproben gemessen werden. Ein Einfluss der EPA auf
die Stimulierbarkeit der Zellen durch Forskolin konnte nicht nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Relativer Renin-mRNA-Gehalt (Renin—-mRNA/B-Actin-mRNA) in isolierten kultivierten JG—
Zellen. Die Zellen wurden mit Eicosapentaensaure (EPA) — Albuminlésung in Konzentrationen von 25uM,
50uM und 100uM oder mit fettsaurefreier Albuminlésung (OuM EPA) behandelt und fir 24h inkubiert,
bevor die Messung mittels Real-Time-PCR erfolgte. Jeweils die Halfte der Zellen jeder EPA-
Konzentrationsstufe wurde zusétzlich mit Forskolin in einer Konzentration von 10pumol/l behandelt. Ein
statistisch signifikanter Einfluss der Behandlung mit EPA wurde mit *, ein Einfluss der Stimulation mit
Forskolin mit ** gekennzeichtet (p jeweils <0,02). Ein Einfluss der Behandlung mit EPA auf die Stimulier-
barkeit der Zellen durch Forskolin konnte nicht nachgewiesen werden (p>0,1 fir Interaktion). Alle Werte
sind angegeben als Mittelwert +/- Standardabweichung relativ zu den nicht stimulierten Anséatzen

(c(EPA)=0uM, kein Forskolin); n=3, soweit nicht anders angegeben.
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4 Diskussion

4.1 Die Bedeutung der PCT3—Reqion fur die Requlatio n der Renin-

Transkription

Nachdem fur den renalen Renin-Enhancer in zahlreichen in vitro und in vivo durchge-
fuhrten Experimenten deutliche Hinweise auf eine Rolle in der Transkriptions-Regulation
des humanen Renin-Gens gewonnen werden konnten, sind auch andere Bereiche der
evolutionar konservierten hRENc-Region verstarkt in den Mittelpunkt des Interesses
geruckt. Dabei konnte sowohl fiir eine potentielle WT1-Bindungsstelle bei ca. -11,1kbp
als auch fur eine bei ca. -14kbp gelegene Region (CNSmd) eine gute Ubereinstimmung
der in silico und experimentell gewonnenen Daten festgestellt werden. Beide evolutio-
nar konservierten Elemente zeigten auch einen deutlichen Einfluss auf die Renin-

Promotoraktivitdt im Luciferase-Reporterassay **°’, und die Transkriptionsfaktor-

Bindung an das WT1-Element konnte in Gelshift-Experimenten bestatigt werden *.
Diese Befunde — wie auch die hohe evolutionare Konserviertheit des renalen Enhancers
4837 _ legen nahe, dass die verbreitete Methode des Inter-spezies-Vergleiches nicht-
codierender DNA-Elemente auch zur Identifikation regulatorischer cis-Elemente strom-

aufwarts des Renin-Gens ein vielversprechendes Werkzeug darstellen kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Luciferase-Reporterassays ein aktivie-
render Einfluss einer bei -13337bp bis -12618bp stromaufwarts des humanen Renin-
Gens gelegenen, ca. 720bp umfassenden Region (PCT3) und ihrer je ca. 200bp umfas-
senden Teilbereiche PCT3A-D auf die Aktivitdt des minimalen Renin-Promotors festge-
stellt. Als Modell dienten dabei HEK293-Zellen, die bereits als ein geeignetes Werkzeug

fur Untersuchungen zur Renin-Transkription beschrieben worden sind .

Den starksten Effekt zeigte die am weitesten distal gelegene PCT3-Teilsequenz
(PCT3A), wahrend die anderen Teilsequenzen schwachere Aktivierungen des Renin-
Promotors in der Folge PCT3A>PCT3>PCT3B>PCT3D bewirkten. Die PCT3C-

Teilsequenz hatte keinen Einfluss auf die Renin-Promotoraktivitat.

Dieses Ergebnis korreliert insofern gut mit der evolutiondren Konserviertheit der Teil-
elemente, als die PCT3A-Region fast deckungsgleich ist mit einer zwischen Mensch
und Maus evolutiondr konservierten Region (ECR Maus) und zudem vollstandig inner-
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halb einer evolutionar konservierten Region zwischen Mensch und Hund (ECR Hund)
liegt. Letztere ECR umfasst zudem 142bp des PCT3B-Elementes, wahrend die Teilbe-
reiche PCT3C und PCT3D keine evolutionar &hnlich hochkonservierten Regionen ent-
halten. Dass der Effekt des vollstandigen PCT3-Elementes auf den Renin-Promotor
geringer ausgepragt ist als der des isolierten PCT3A-Teilabschnittes, spricht fur das
Vorliegen eines komplexen regulatorischen Elementes, in dem der aktivierende Effekt
von PCT3A durch das gleichzeitige Vorhandensein eines oder mehrerer der anderen
Teilelemente abgeschwacht wird, obwohl diese isoliert betrachtet keine inhibitorische
Wirkung zeigen. Um die genaue Funktionsweise des Elementes aufzuklaren, kdmen
Reporterassays mit multiplen Kombinationen der PCT3-Teilelemente in Betracht, wie in
der Literatur firr die CNSmd-Region beschrieben °’.

Um den Einfluss der PCT3-Teilregionen auf den Renin-Promotor ndher zu charakterisie-
ren und Hinweise auf mogliche an dem Effekt beteiligte Transkriptionsfaktoren zu ge-
winnen, wurde auch die Modulierbarkeit der Effekte unter verschiedenen, in der Regula-

tion der Renin-Transkription beschriebenen, Stimulationsbedingungen getestet.

Auf den minimalen Renin-Promotor ohne vorgeschaltete PCT3-Teilsequenz zeigten von
den getesteten Stimulationsbedingungen Angiotensin 1l und TNFa einen aktivierenden
Effekt, wahrend die Promotoraktivitat durch Phorbolester gehemmt wurde. Dabei ist
eine inhibitorische Wirkung des von Phorbolestern aktivierten PKC-Signalweges auf die

Renin-Transkription bereits beschrieben worden '®

. Im Gegensatz dazu scheint die
stimulierende Wirkung von Angiotensin Il und TNFa auf das minProm-Konstrukt im Wi-
derspruch zu den in der Literatur beschriebenen inhibitorischen Effekten dieser Sub-

stanzen auf die Renin-Transkription °1%1%

zu stehen. Ein ahnlicher paradoxer aktivie-
render Effekt von Angiotensin Il auf den humanen Renin-Promotor wurde allerdings im
Zusammenhang mit in vivo durchgefiihrten Experimenten (humanes Reporterkonstrukt
mit ca. -900bp stromaufwarts des Renin-Gens in einem transgenen murinen Modell)
bekannt. Dieser Effekt wurde von den Autoren u.a. dadurch erklart, dass einige der flr
den insgesamt hemmenden Angiotensin IlI-Einfluss verantwortlichen DNA-Elemente
maoglicherweise weiter stromaufwarts liegen, wenn man von einer teilweisen Vermittlung
des Angiotensin II-Effektes Uber andere als den PKC-Weg, etwa Uber einen cGMP-
Mechanismus, ausgeht *°. Ahnliches kénnte der stimulierenden TNFa-Wirkung auf den
Renin-Promotor in der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen. Jedenfalls sind die fir den
insgesamt inhibitorischen Effekt des Zytokins auf die Renin-Transkription verantwortli-
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chen DNA-Elemente sowohl fir das murine als auch fur das humane Renin-Gen weiter
stromaufwarts identifiziert worden (bei der Maus Bindung von NFkB an ein CRE bei ca.
-2,7kbp, beim Menschen Vermittlung des TNFa-Effektes Gber den Abschnitt zwischen -
3916bp und -2822bp) °103.104,

Fur Forskolin konnte kein Effekt auf den minimalen Renin-Promotor gezeigt werden,
allerdings liegen auch hier fir den insgesamt aktivierenden Effekt der Substanz auf die
Renin-Transkription verantwortliche CRE-Bindungsstellen weiter stromaufwarts bei -218

105,106

bp bis -226bp im Promotor sowie im renalen Enhancer “*°.

Die Wechselwirkung der PCT3-Teilfragmente mit dem minimalen Renin-Promotor konn-
te in den Stimulationsexperimenten insbesondere durch TNFa beeinflusst werden. Un-
ter dieser Stimulationsbedingung wurde der aktivierende Einfluss aller PCT3-
Teilfragmente aufgehoben oder in einen inhibitorischen Einfluss umgewandelt, so dass
ein hemmender Effekt von TNFa auf das humane Renin-Gen auch uber die PCT3-
Region vermittelt werden kénnte. Zur experimentellen Uberprifung dieser These wéren
allerdings noch weitere Experimente erforderlich, etwa Mutationsanalysen und Gelshift-
Assays mit fur die Vermittlung eines solchen Effektes infrage kommenden Bindungsmo-
tiven (z.B. NFkB- und CRE-Elemente). Da Forskolin keinen Effekt auf die PCT3-
Teilelemente zeigte, erscheint eine Beteiligung der Region an der cAMP-vermittelten

Aktivierung der Renin-Transkription als unwahrscheinlich.

Zur ndheren Charakterisierung des dominanten Einflusses des PCT3A-Teilstlickes wur-
de eine Feinkartierung des Elementes durch die Erzeugung von neun Deleti-
onskonstrukten mit Verlust von je ca. 20bp vorgenommen und durch eine in silico -

Transkriptionsfaktor-Bindungsstellenanalyse erganzt.

Dabei waren mit Ausnahme einer WT1-Bindungsstelle ausschlief3lich Bindungselemen-
te fur Transkriptionsfaktoren vertreten, die einen positiven Einfluss auf die Renin-
Transkription haben (CREB %, SP1 **®° PPARy ***® und RAR/RXR %), was gut mit
dem experimentell aktivierenden Effekt des Elementes korreliert. Von den 9 getesteten
Deletionskonstrukten zeigten alle gegeniber dem unveranderten PCT3A-Vektor eine
signifikante Abschwachung des stimulierenden Effektes auf den Renin-Promotor, was
fur eine funktionelle Bedeutung des gesamten Elementes spricht. Allerdings war diese
Abschwachung des PCT3A-Effektes fir die Deletionen 1 und 3 am geringsten ausge-
pragt, was gut mit der in diesen Bereichen geringen Dichte von Transkriptionsfaktor-
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Bindungsstellen, bezogen auf bereits bekannte Regulatoren der Renin-Transkription,
Ubereinstimmt. Der inhibitorische Einfluss von TNFa auf das PCT3A-Element war fur
die Deletionen d1-d6 aufgehoben, wahrend er bei Deletion der Bereiche d7, d8 und d9
Bestand hatte. Moglicherweise kénnte hier eine Vermittlung des inhibitorischen Effektes
von TNFa uber die in den Bereichen d1 bis d5 gelegenen CREB-Elemente eine Rolle
spielen. Um den Einfluss der einzelnen Transkriptionsfaktoren auf die PCT3A-Region
naher zu untersuchen, waren jedoch in weiteren Versuchen Mutationsanalysen, Gels-

hift- und Chromatin-Immunoprazipitations-(CHIP)-Untersuchungen sinnvoll.

Insgesamt unterstreichen die Ergebnisse zur PCT3-Region die Bedeutung von Inter-
spezies-Vergleichen in der Identifikation neuer regulatorischer Elemente am Beispiel
des Renin-Gens. Um eine Rolle der Region als auch in vivo bedeutsames regulatori-
sches Element annehmen zu kdénnen, waren jedoch noch einige zusatzliche Untersu-
chungen erforderlich. Analog zu den Ansétzen, die den Einfluss des renalen und des
Chorion-Enhancers naher ausgeleuchtet haben 3949 konnten hier ein Knock-out der
entsprechenden konservierten Sequenzen oder das Einbringen eines humanen Repor-

terkonstruktes in einem transgenen murinen Modell wegweisend sein.
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4.2 Der Einfluss des nukledren Rezeptors HNF4 auf d ie Expression

des Renin-Gens

Seitdem ein stimulierender Einfluss der Transkriptionsfaktoren RAR/RXR 3, LXRa/
3253 und zuletzt PPARY ***° auf die Expression des Renin-Gens nachgewiesen werden
konnte, hat die Beeinflussung der Renin-Transkription durch nukledre Rezeptorproteine
zunehmende Aufmerksamkeit gefunden. Ein Einfluss dieser Transkriptionsfaktoren ist
dabei insofern von besonderem Interesse, als zahlreiche hormonelle und metabolische
Wirkungen auf die Genexpression durch nukleare Rezeptoren vermittelt werden und
diese damit im Netzwerk der Regulation von Lipidstoffwechsel, Glucosestoffwechsel
und Blutdruck eine Schlisselposition im Verstandnis epidemiologisch bedeutsamer pa-
thophysiologischer Zustande wie der Adipositas und des metabolischen Syndroms ein-
nehmen. Spatestens seit Einfihrung von PPARy-Agonisten (Glitazone) als orale Antidi-
abetika ist dies auch aus Klinisch-praktischer Sicht evident. Unter den Mitgliedern der
nuklearen Rezeptorfamilie ist ein Einfluss von HNF4 auf die Renin-Transkription bisher

nicht beschrieben worden.

Ausgangspunkt der fur diese Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Regulation der
Renin-Expression durch HNF4 bildete die Identifikation potentieller Transkriptionsfak-
torbindungsstellen fur den Faktor stromaufwarts des humanen Renin-Gens durch eine
in silico-Analyse. Dabei waren die identifizierten Bindungsstellen Uberwiegend in bereits
bekannten regulatorischen Elementen des Renin-Gens lokalisiert (HNF4D und HNF4A
im Chorion-Enhancer bzw. erweiterten Chorion-Enhancer, HNF4C im (nicht-minimalen)
Renin-Promotor) oder in evolutionar konservierten Elementen (zwei HNF4-
Bindungsstellen im PCT3B-Element). Eine experimentelle Uberprifung des Einflusses
von HNF4 auf stromaufwérts des Renin-Gens gelegene nicht-codierende DNA-
Abschnitte im Luciferase-Reporterassay ergab eine mehr als dreifache Aktivierung des
minimalen Renin-Promotors bei vorgeschaltetem PCT3B-Element und eine ca. 6-fache
Aktivierung der -5797bp stromaufwérts des Renin-Gens bei HNF4-Uberexpression im
Vergleich zur Kontrolle. Uberraschenderweise wurde auch der minimale Renin-
Promotor durch eine HNF4-Uberexpression 1,7-fach aktiviert, obwohl in diesem Bereich
keine HNF4-Bindungsstelle gefunden wurde. Hier kame etwa die Bindung von HNF4 an
ein potentielles PPAR-Bindungselement (,HRE-like*, nach %) in Betracht. So konnte
bereits fiir einige Gene, etwa das Angiotensinogen-Gen %3, das Acyl-CoA-Oxidase-
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Gen % und das PEPCK-Gen " eine Kompetition verschiedener nukledrer Rezeptoren
wie HNF4, PPARa, RXR und COUP-TF um identische Bindungselemente nachgewie-

sen werden.

Um die Bedeutung der potentiellen HNF4-Bindungsstellen experimentell zu untersu-
chen, wurden fur diese Arbeit Reporterkonstrukte mit der Deletion einer HNF4-
Bindungsstelle im PCT3B-Fragment (HNF4d1, lokalisiert in der evolutionar konservier-
ten ECR Hund) und mit Mutationen von drei potentiellen HNF4-Bindungsstellen inner-
halb des -5797bp-Konstruktes hergestellt (HNF4A innerhalb des erweiterten Chorion-
Enhancers, HNF4B, HNFAC innerhalb des (nicht-minimalen) Renin-Promotors). Dabei
konnte fur die Deletion der Bindungsstelle im PCT3B-Fragment eine Abschwachung der
Aktivierbarkeit des Konstruktes durch HNF4 beobachtet werden, was fir eine Bedeu-
tung der Bindungsstelle in der Vermittlung des HNF4-Effektes auf diese Region spricht.
Da der Effekt von HNF4 nicht vollstandig aufgehoben werden konnte, ist die Vermittlung
des Resteffektes Uber die zweite HNF4-Bindungsstelle im PCT3B-Element mdglich.
Weitere experimentelle Evidenz fir die Bedeutung des HNF4d1-Bindungselementes
durch Reporterassays nach Mutation nur einiger Basenpaare, Gelshift- und CHIP-
Assays ware erforderlich.

Fur die Mutationen der HNF4-Bindungsstellen innerhalb des -5797bp-Fragmentes
konnte kein Einfluss auf die Aktivierbarkeit des Konstruktes durch HNF4 nachgewiesen
werden. Hier konnten Gelshift-Assays zeigen, ob HNF4 an die unmutierten Sequenzen
bindet und in diesem Fall die DNA-Bindung von HNF4 durch die Mutationen tatsachlich,
wie theoretisch vorausgesagt, abgeschwacht oder aufgehoben wird. Sollte sich bestati-
gen, das die Bindungsstellen HNF4A, HNF4B und HNF4C keinen Einfluss auf die Akti-
vierung des Konstruktes durch HNF4 haben, ist eine Vermittlung des Effektes tber die
HNF4D-Bindungsstelle im Chorion-Enhancer, die HNF4E-Bindungsstelle oder aber Uber
in silico nicht als HNF4-Bindungsstellen identifizierte Bindungselemente fir andere
nukledre Rezeptoren mit Ahnlichkeit zur AGGTCAN(N)AGGTCA - Konsensussequenz

wahrscheinlich.

Ausgehend von dem Effekt einer HNF4-Uberexpression auf die getesteten Reporter-
konstrukte ist auch die Modulierbarkeit dieses Einflusses durch Liganden bzw. Co-
faktoren des Transkriptionsfaktors wie gesattigte und ungesattigte Fettsauren von Inte-
resse. Wahrend urspringlich eine Stimulation der DNA-Bindung und transkriptionellen

Aktivitat von HNF4 durch CoenzymA-Thioester von gesattigten Fettsauren mit Ausnah-
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me der Stearinsaure und eine Hemmung durch ungesattigte Fettsauren gefunden wur-
de %, haben Untersuchungen am Glucose-6-Phosphatase-Gen gezeigt, dass diese Ef-
fekte fur dieses Zielgen nur zum Teil reproduzierbar waren °°. Sie sollten daher auch in
Bezug auf regulatorische Elemente des Renin-Gens experimentell durch Luciferase-
Assays unter Zugabe von Fettsauren neu verifiziert werden. Dass erste eigene experi-
mentelle Daten (nicht gezeigt) mit unterschiedlichen Chargen von HEK293-Zellen hier
widerspruchliche Ergebnisse zeigten, nahrt die Vermutung einer Abhéngigkeit vom ver-

wendeten Zellmodell.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen einen Einfluss von HNF4 auf die Renin-Transkription

nahe. Dieser hier im Luciferase-Assay gezeigte Effekt sollte jedoch noch fur das native

Renin-Gen auf mMRNA- und Protein-Ebene bestétigt werden. Calu6-Zellen, in denen

wegen ihres im Vergleich mit AS4.1-Zellen eher geringen basalen Renin-

Expressionsniveaus schon mehrfach positive regulatorische Einflisse auf die Renin-
32,54,109

Transkription  gezeigt werden  konnten : konnten  fur  HNF4-

Uberexpressionsversuche ein geeignetes Modell darstellen.

Aus einer Regulation der Renin-Transkription durch HNF4 kénnten sich dann neue Er-
kenntnisse fur die bisher noch kaum beleuchtete Rolle von HNF4 in der Niere ergeben.
Dabei konnte der Transkriptionsfaktor insbesondere einen Beitrag zur Regulation des
proximal tubuldren lokalen RAAS leisten, wo sowohl HNF4 in groRer Menge ® als auch
Renin exprimiert werden "% Insbesondere im Hinblick auf die Beeinflussbarkeit des
Faktors durch polyungesattigte Fettsauren ware dies ein interessanter Aspekt. Perspek-
tivisch langerfristig konnten HNF4-Knock-down-Versuche, etwa mit IRPTC- und MCT-

12113 gder in vivo-

Zellen, die als stabile proximal tubulére Zelllinien Renin exprimieren
Experimente mit selektiv proximal tubularen HNF4a-Knockout-Tieren weiteren Auf-
schluss Uber die mégliche Rolle von HNF4 in der Steuerung des lokalen renalen RAAS
ergeben. Ein solches in vivo-Modell steht gegenwartig allerdings nicht zur Verfiigung,
und ein allgemeiner Knock-out fir HNF4 hat sich bei der Maus als nicht lebensféhig

erwiesen &.

Im Rahmen der Regulation des proximal tubuldaren RAAS ware dann neben Renin auch
Angiotensinogen als ein Zielgen von HNF4 von Interesse, das bereits in der Leber als
ein HNF4-abhangiges Gen identifiziert werden konnte % und ebenfalls im proximalen

Tubulus mit HNF4 co-exprimiert wird 2412,

59



4.3 Requlation der Renin - Expression durch Eicosap entaensaure

Eicosapentaensaure (EPA, 20:5n3) ist in groRer Menge in den Olen von Tiefseefischen
und Meeressaugern enthalten und gehért ebenso wie die Docosahexaenséaure (22:6n3)
zur Gruppe langkettiger Omega3-Fettsduren. Obwohl fiir diese Gruppe polyungesattig-
ter Fettsduren (PUFA) eine experimentelle und klinische Evidenz fir gunstige Effekte im
Zusammenhang mit physiologischen Regulationsmechanismen und pathophysiologi-
schen Zustanden wie der Regulation des Lipid- und Glucosestoffwechsels "7 der
Entwicklung des Mamma- und kolorektalen Karzinoms ™® sowie des kardiovaskularen

19 pesteht und auch ein blutdrucksenkender Einfluss einer PUFA-

120

Risikos
Supplementation in klinischen Studien gezeigt werden konnte ~“, ist bislang wenig tber

die Regulation der Renin-Expression durch Fettsauren bekannt.

In der Literatur besteht in-vitro-Evidenz lediglich fir einen stimulierenden Effekt der un-
gesattigten Nicht-Omega-3-Fettsauren Olsaure (18:1) und Linolsaure (18:2) auf die Re-
nin-Transkription, wahrend die gesattigte Stearinsdure (18:0) nur einen minimalen Effekt
zeigte (**, Konzentration der Fettsauren jeweils 250uM). Diese Effekte wurden im Zu-
sammenhang mit der Regulation des Renin-Gens durch den nukledaren Rezeptor
PPARYy interpretiert, dessen aktivierende Wirkung auf die Renin-Transkription durch
seine Agonisten (ungesattigte Fettsauren) verstarkt wird.

Die fur diese Arbeit gewonnenen Daten weisen bei Behandlung kultivierter nativer JG-
Zellen mit drei Konzentrationen einer EPA-Albuminlosung (25uM, 50uM und 100uM) auf
einen inhibitorischen Einfluss auf den Renin-mRNA-Gehalt der Zellen hin. Dabei lasst
sich ein posttranskriptioneller Mechanismus, etwa ein Einfluss auf die mRNA-Stabilitat,
nicht ausschlie3en, was experimentell etwa durch ein ahnliches Versuchsprotokoll unter
Zugabe eines Transkriptionsinhibitors wie Actinomycin D uberprift werden kénnte.

Geht man von einem Effekt der EPA auf der Transkriptionsebene aus, so sind bislang
eine direkte Beeinflussung der Genexpression durch PUFAs Uber fettsdureabhangige
Transkriptionsfaktoren (HNF4, LXRa/B, PPARaly, SREBP, NFkB) '** sowie indirekte
Mechanismen (iber Fettsaure-Metabolite, etwa die Prostaglandine E2 und 12 '*, be-

schrieben worden.

Ein HNF4-kontrollierter Mechanismus wére denkbar, da der vor dem Hintergrund dieser

Arbeit nahe liegende stimulierende Effekt des Faktors auf die Renin-Transkription durch
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EPA abgeschwacht werden durfte, denn die Fettsdure vermindert die DNA-
Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors *. Eine ausreichende experimentelle Evi-
denz speziell fir regulatorische Elemente des Renin-Gens liegt hierzu jedoch noch nicht
vor, und es ist fraglich, ob HNF4 in den JG-Zellen exprimiert wird 3. Ein PPARy- oder
NFkB- abhangiger Mechanismus fur den inhibitorischen Effekt der EPA wéaren als un-
wahrscheinlich anzusehen, da man fir PPARYy eine Steigerung eines aktivierenden Ein-

62123 quf die Renin-

flusses **, fir NFkB die Hemmung eines inhibitorischen Einflusses
Transkription erwarten wirde, in beiden Fallen also eine Steigerung der Renin-mRNA-

Menge durch EPA.

Uber eine Beteiligung von LXR oder SREBP an dem inhibitorischen EPA-Effekt auf die
Renin-mRNA in der JG-Zellkultur kdnnte gegenwartig nur spekuliert werden. Da LXRa
bereits als ein positiver Regulator der Renin-Transkription identifiziert wurde 34°3, des-
sen Effekt auf seine Zielgene uber verschiedene Mechanismen durch EPA abge-
schwécht werden kann ***, kame dieser Transkriptionsfaktor durchaus als ein Vermittler
des Effektes von EPA in der JG-Zellkultur in Betracht. Allerdings ist fir LXRa ein Ein-
fluss auf die Stimulierbarkeit der Zellen durch cAMP beschrieben worden *?, wahrend in
dieser Arbeit ein Einfluss von EPA auf die Stimulierbarkeit der Zellen durch Forskolin,
das die intrazellulare cAMP-Konzentration erhdht, nicht gezeigt werden konnte. Eine

Regulation des Renin-Gens durch SREBP ist bisher nicht bekannt geworden.

Neben einem madglichen LXRa- oder HNF4-abhangigen Mechanismus stellt insbeson-
dere der Prostaglandin-Stoffwechsel ein vielversprechendes Erklarungsmodell fir den
beobachteten Einfluss von EPA auf die Renin-mRNA dar, da ein Anstieg der Renin-
mRNA-Menge in JG-Zellen unter Prostaglandin E2 beschrieben wurde %, die Synthese
dieses Prostaglandins aus Arachidonsaure jedoch durch kompetitive Blockade des En-
zyms Cyclooxygenase-1 (COX-1) durch EPA gehemmt wird ***. Eine Wiederholung des
Versuchsprotokolls unter pharmakologischer COX-Hemmung, etwa durch Acetylsalicyl-
saure, konnte hier erste experimentelle Hinweise geben. Gegen eine Beteiligung eines
Prostaglandin-Mechanismus an dem EPA-Effekt auf die JG-Zellkultur spricht auch nicht,
dass die Cyclooxygenase in der Niere moglicherweise in anderen als den JG-Zellen
(etwa im Mesangium, %°) lokalisiert ist, da es sich bei der JG-Zellkultur stets um eine zu
einem geringen Prozentsatz mit anderen Nierenzelltypen verunreinigte Mischkultur
handelt.

Einen Uberblick tiber die diskutierten Mechanismen gibt Abbildung 22.
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Abbildung 22: Schema potentieller Mechanismen einer inhibitorischen Wirkung von Eicosapentaensaure
auf die Renin-mRNA-Menge in JG-Zellen. Insbesondere ein tber LXRa und Prostaglandin E2 vermittelter
Mechanismus wirde ein theoretisch naheliegendes Erklarungsmodell darstellen, wahrend die Expression

von HNF4 in JG-Zellen bislang nicht gesichert ist.

Vor einem klinischen Hintergrund ist die Verminderung des Renin-mRNA-Gehaltes in
JG-Zellen durch EPA vor allem im Zusammenhang mit dem blutdrucksenkenden Effekt
der Omega3-Fettsauren bei Hypertonie-Patienten von Interesse. In klinischen Studien
konnte bisher unter Supplementation mit Omega3-Fettsauren bei vorhandener Blut-
drucksenkung jedoch eine gleichbleibende *° oder erhéhte Plasma-Renin-Aktivitat *2°
bei den untersuchten Patienten gemessen werden. Um einschatzen zu kdnnen, ob die
Renin-Transkription dennoch einen Platz im Netzwerk der Blutdruckregulation durch
Fischol-Fettsauren hat, bedurfte es noch weiterer, auch in vivo durchgefihrter experi-

menteller und klinischer Untersuchungen.
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5 Zusammenfassung

Das Renin-Angiotensin-System (RAAS) spielt flr die Langzeit-Blutdruckregulation und
die Steuerung des Wasser-Elektrolyt-Haushaltes im menschlichen Kérper eine heraus-
ragende Rolle, der seit Entwicklung der ACE-Hemmer und des Renin-Inhibitors Aliskiren
auch von Kklinisch-therapeutischer Seite Rechnung getragen wird. In diesem Zusam-
menhang ist besonders auch die Regulation der Renin-Freisetzung und der Renin-
Synthese auf Transkriptions- und posttranskriptioneller Ebene von grof3em Interesse.
Auf Transkriptionsebene haben bisherige Forschungsarbeiten dabei insbesondere die
Funktion der Promotorregion, eines distalen Enhancers (renaler Enhancer bei ca.
-11kbp stromaufwarts des humanen Renin-Gens) und eines proximalen Enhancers
(Chorion-Enhancer bei ca. -5,5kbp) beleuchtet. Ein Einfluss auf diese Regionen konnte
fur zahlreiche trans-Faktoren festgestellt werden, darunter CREB (CAMP-Responsive-
Element-Binding-Protein), HOX, LXRa/B, PPARy, RXR, VDR (Vit.D-Rezeptor) und WT1
(Wilms-Tumor-Suppressor). Bislang wenig experimentelle Evidenz besteht hingegen fur
den distalen Teil einer bei -11kbp bis -14kbp gelegenen, evolutionar konservierten Regi-

on (hRENc-Region), deren proximaler Teil den renalen Enhancer umfasst.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Rolle eines nicht-codierenden, ca. 720bp umfas-
senden DNA-Abschnittes innerhalb der hRENc-Region bei ca. -13kbp (PCT3-Region)
untersucht werden, dessen distal gelegener Anteil (Teilabschnitte PCT3A bei -13341bp
bis -13167bp und PCT3B bei -13186bp bis -12987bp) ein hohes Mal3 an evolutionarer
Konserviertheit aufweist. Dazu wurden Reportervektoren generiert, die stromaufwarts
des Luciferase-Gens den minimalen Renin-Promotor und, diesem vorgeschaltet, die
PCT3-Region oder je ca. 200bp umfassende Teilfragmente der Region (PCT3A-D) ent-
hielten. Die Vektoren wurden in HEK293-Zellen transfiziert und die Luciferase-Aktivitat
unter verschiedenen Stimulationsbedingungen gemessen (unbehandeltes Medium,
Ethanol, Forskolin, Angiotensin Il, Phorbolester, TNFa). Ohne Stimulation zeigten die
PCT3-Fragmente einen 1,3-fachen bis 3,3-fachen aktivierenden Einfluss auf den Renin-
Promotor (PCT3A>PCT3>PCT3B>PCT3D, kein Effekt von PCT3C), der sich vor allem
durch Zugabe von TNFa (c=10umol/l) modulieren liel? (Aufhebung der aktivierenden
Effekte, inhibitorischer Effekt fur PCT3B, C und D). Deletionen von je ca. 20bp umfas-
senden Abschnitten des PCT3A-Elementes ergaben fir alle Deletionskonstrukte eine
Abschwéchung des aktivierenden Effektes gegeniber PCT3A. Die Ergebnisse spre-
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chen fur das Vorliegen eines komplexen regulatorischen Elementes, in dem ein aktivie-
render Effekt des gesamten PCT3A-Fragmentes auf den Renin-Promotor durch die
Fragmente PCT3B, C und D abgeschwacht wird, die isoliert keinen inhibitorischen Ein-
fluss zeigen. Um die Funktionsweise der PCT3-Region und den Mechanismus der Wir-
kung von TNFa in diesem Abschnitt naher auszuleuchten, missten noch weitere Expe-
rimente durchgefiuhrt werden, darunter Reporterassays mit multiplen Kombinationen der
PCT3-Teilabschnitte, Gelshift- und CHIP-Assays. Aufschluss Uber die Funktion des
PCT3-Elementes in vivo und im Kontext mit dem renalen und dem Chorion-Enhancer

konnten aus murinen transgenen oder Knock-out-Modellen gewonnen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss des Fettsdure-abhangigen nuklearen Re-
zeptors HNF4 auf regulatorische cis-Elemente des Renin-Gens untersucht, fur den po-
tentielle Bindungsstellen im PCT3B-Element und in den -5797bp unmittelbar stromauf-
warts des Exonl identifiziert werden konnten. Hier zeigte sich im Luciferase-
Reporterassay eine 3,7-fache Aktivierung des PCT3B-Vektors sowie eine 6-fache Akti-
vierung eines -5797bp-Reportervektors unter HNF4-Uberexpression. Diese Effekte
konnten durch die Deletion einer HNF4-Bindungsstelle bei -13102bp bis -13082bp im
PCT3B-Element, nicht jedoch durch Mutation von drei potentiellen Bindungsstellen im
-5797bp-Element abgeschwéacht werden. Ein Einfluss von HNF4 auf die Renin-
Transkription, der noch durch Messungen von nativem Renin auf mRNA- und Protein-
Ebene sowie ggf. in vivo bestétigt werden sollte, kbnnte weitere Erkenntnisse tber die
Funktion des PCT3B-Elementes und die Steuerung des proximal tubularen RAAS durch
metabolische Faktoren wie die Fettsauren bringen, da im proximalen Tubulus HNF4 in

grof3er Menge und Renin co-exprimiert werden.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss der polyungesattigten Omega3-Fettsaure
Eicosapentaensaure (EPA, 20:5n3) auf die Renin-Expression untersucht. Hier zeigten
murine isolierte JG-Zellen in Kultur nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrati-
onen EPA einen bis zu 0,24-fach verringerten Gehalt an Renin-mRNA (c(EPA)=100uM).
Um den zugrunde liegenden Mechanismus uber fettsdureabhangige Transkriptionsfak-
toren oder den Prostaglandinstoffwechsel aufzuklaren und die mégliche Rolle des Effek-
tes im Rahmen der blutdrucksenkenden Wirkung von Omega3-Fettsduren auszuleuch-

ten, bedirfte es auch hier noch weiterer Untersuchungen.
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