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Abkirzungsverzeichnis
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Topl DNA-Topoisomerase |

VEGF vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor



1. Einleitung

1.1. Der Einfluss der Regulation der Geneexpression auf die Steuerung
biologischer Funktionen

Die Bildung von Proteinen als Resultat der Genexpression sowie die Regulation
bzw. Modifikation von Proteinexpressionsmustern in Anpassung an sich andernde
Bedingungen, spielen eine entscheidende Rolle fur die Steuerung aller biologischen
Funktionen in lebenden Organismen (Abbildung 1) [1-3]. Die Proteinexpression wird
sowohl auf transkriptioneller, als auch auf post-transkriptioneller Ebene gesteuert
[1, 4]. Das humane Genom beinhaltet ca. 24.000 proteinkodierende Gene [5]. Die
bloRe Transkription dieser Gene wirde die Zahl an mdglichen Proteinprodukten
stark limitieren [6]. Man schatzt aber die Zahl an Proteinen, die im menschlichen
Organismus gebildet werden und biologische Prozesse beeinflussen, auf mehr als
100.000 [6]. Daraus leitete sich ab, dass neben der Transkriptionssteuerung
zusatzliche post-transkriptionelle Mechanismen existieren mussen, welche die Zahl
an tatsachlich entstehenden Proteinprodukten erhéhen [7]. Zwei der bedeutendsten
Mechanismen, welche die post-transkriptionellen Regulation der Genexpression
und die damit einhergehenden Expansion der Menge an funktionellen
Proteinprodukten steuern, sind alternatives SpleiBen und mikro (mi)

Ribonukleinsaure (RNA)-vermittelte Kontrollmechanismen [4, 6-8].
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Genexpression. Die Transkription von Genen,
welche in der genomischen (g) Desoxyribonukleinsdure (DNA) kodiert vorliegen, fihrt zur Bildung

unreifer  Primartranskripte  (Préa-messenger RNA; Pra-mRNA). Durch  nachfolgende
Prozessierungsschritte wird daraus eine reife mRNA gebildet, die zu einem funktionellen Protein
translatiert wird. Man nimmt an, dass etwa 24.000 proteinkodierende Gene im humanen Genom
kodiert sind, aber mehr als 100.000 Proteine daraus entstehen [5, 6]. Diese Vervielfachung der Zahl
an funktionellen Proteinen wird u.a. durch post-transkriptionelle Regulationsmechanismen der
Genexpression, wie alternatives Spleil3en und mikroRNA (miRNA)-vermittelte Prozesse, erreicht [6-
8].

1.2. Alternatives Splei3en und dessen (patho-)physiologische Bedeutung

Die Transkription eines Gens fihrt zur Bildung eines primaren Transkriptes, der
sogenannten Pra-messenger RNA (Pra-mRNA) [2]. Mehr als zwei Drittel dieser
menschlichen Primartranskripte unterliegen alternativen Spleil3prozessen, was zur
Bildung verschiedener mRNA-Spleil3varianten fihrt [8, 9]. Diese kdnnen dann zu
Proteinisoformen translatiert werden, die sich in lhrer Aktivitat, Substrataffinitat und
Lokalisation unterscheiden kdnnen [8]. Alternative Spleil3prozesse kdnnen durch
sich andernde Einflisse, wie eine verringerte Sauerstoffversorgung, oder

stimulatorische Reize, wie pro-inflammatorische Zytokine, beeinflusst werden [8,
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10-13]. Dies wiederum kann zu Veranderungen der Expression von
Proteinisoformen und damit auch von isoformvermittelten biologischen Funktionen
fuhren [8, 10, 12]. Auf diese Weise tragt das alternative Spleil3en mal3geblich zur
funktionellen Diversifizierung und Anpassungsfahigkeit des Proteoms an sich

andernde Bedingungen bei [4, 8].

An der Regulation des SpleiRens von Pra-mRNAs im Zellkern (Abbildung 2) sind
verschiedene Faktoren, wie Enzyme, Enzymkomplexe und andere Proteine,
beteiligt [8, 9]. Eine besondere Bedeutung fir die Steuerung des alternativen aber
auch des konstitutiven Spleil3ens besitzen die sogenannten Serin/Arginin-reichen
(SR)-Proteine [2, 9]. Uber Ihre Bindung an regulatorische Sequenzabschnitte
innerhalb der Pra&-mRNA markieren diese Faktoren sogenannte Spleil3orte [9, 14,
15]. Dies fuhrt dazu, dass intronische oder exonische Abschnitte der Pra-mRNA
durch das Spleidosom herausgespleifl3t werden oder in der reifen mRNA verbleiben
[9]. Als Ergebnis dieser Prozessierungsschritte entstehen unterschiedliche mRNA-
SpleilRvarianten [9, 14, 15]. Die Lokalisation von SR-Proteinen sowie deren Aktivitat
und Affinitat zu ihren spezifischen Bindesequenzen innerhalb einer Ziel-Pra-mRNA
werden Uber ihre Phosphorylierungszustande gesteuert [2, 9]. Die
Phosphorylierung von SR-Proteinen wird durch sogenannte SR-Proteinkinasen, wie
die Familie der Cdc2-like Kinasen (CIk), die Proteinkinase B (PKB/Akt) oder die
DNA-Topoisomerase | (Topl), vermittelt [2, 9, 16]. Ihre Dephosphorylierung wird

durch Proteinphosphatasen, wie Proteinphosphatase 1 gesteuert [9].

Unter physiologischen Bedingungen haben Veranderungen alternativer
SpleiBprozesse und davon abhangige Modifikationen des Expressionsmusters
verschiedener Proteinisoformen, wie zum Beispiel der Isoformen des vaskuléren
endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) oder von Tissue Factor (TF), grol3en
Einfluss auf biologische Prozesse, wie die GefaBpermeabilitat oder die
Blutgerinnung [4, 10, 11, 17]. Diese Prozesse spielen sowohl im kardiovaskuléaren
System als auch in der Niere eine bedeutende Rolle [9, 17]. Daher haben
Veranderungen der oben genannten Faktoren und Prozesse auch grof3en Einfluss
auf die Pathogenese verschiedener kardiovaskularer und renaler Erkrankungen,
wie der dilatativen Kardiomyopathie, dem Myokardinfarkt und der chronischen

Nierenerkrankung (,chronic kidney disease®, CKD [9, 17, 18].
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Abbildung 2. Steuerung von Splei3prozessen im Zellkern. Fir die Kontrolle des konstitutiven
und des alternativen Splei3ens spielen SR-Proteine, wie SR-Protein 75 (SRp75) oder Alternativer
Splei3faktor/Splei’faktor 2 (ASF/SF2), eine besonders wichtige Rolle. Ihre Lokalisierung, Affinitat zu
regulatorischen  Bindemotiven  und  Aktivitdt  beim  SpleiRen  wird  Uber  lhre
Phosphorylierungszustande gesteuert. SR-Proteine werden tUber SR-Proteinkinasen, wie die Cdc2-
like Kinase 1 (Clkl) oder die DNA-Topoisomerase 1 (Topl), phosphoryliert (P). Die
Dephosphorylierung wird u.a. durch Proteinphosphatase 1 vermittelt. Die Transkription eines Gens,
welches in der Erbinformation kodiert ist (genomische DNA, gDNA), fuhrt zur Bildung eines
Priméartranskriptes (Pra-mRNA). Diese Pra-mRNA besteht aus exonischen (Exon 1-3) und
intronischen (Intron 1-2) Bereichen. Innerhalb dieser Exons und Introns liegen regulatorische
Sequenzen, welche durch Anbindung von SR-Proteinen das SpleiRen férdern (intronic splice
enhancer, ISE; exonic splice enhancer, ESE) bzw. hemmen (z.B. intronic splice silencer, ISS).
Binden nun Splei3faktoren, wie phosphoryliertes SRp75, an diese regulatorischen Pra-mRNA-
Bindemotive (z.B. ISS, ESE) beeinflusst dies direkt die Wahl von Splei3orten durch das Spleillosom.
Dies fihrt beim konstitutiven Spleif3en zum Herausschneiden aller Introns und Zusammenfihren der
Exons. Bei der Beeinflussung des alternativen SpleiRens kann es u.a. zum Herausspleil3en
exonischer Sequenzen kommen. Ferner kann das Herausschneiden intronischer Abschnitte auch
gehemmt werden, so dass diese in der reifen mMRNA belassen werden und sogenannte alternative
(alt.) Exons entstehen. Ausgehend von einer Pra-mRNA entstehen so verschiedene, reife mRNA-
Spleilvarianten, die potentiell zu Proteinisoformen mit unterschiedlicher Funktion, Affinitat oder

Lokalisierung translatiert werden.



1.3. Post-transkriptionelle Steuerung der Genexpression durch miRNAs

Neben alternativen SpleiRprozessen spielen mikroRNAs (miRNAs) eine wichtige
Rolle bei der post-transkriptionellen Regulation der Genexpression [19]. Man
schatzt den Anteil an humanen Gentranskripten, die Uber miRNA-vermittelte
Mechanismen beeinflusst werden, auf etwa 30% bis 60% [20, 21]. Dabei kann eine
miRNA die Expression von hunderten unterschiedlicher Gene bestimmen [19]. Uber
die Modifikation der Proteinexpression werden so auch die Funktionen von Zellen
und Geweben gesteuert [22, 23].

MiRNA sind einzelstrangige nicht-proteinkodierende RNAs mit einer L&nge von ca.
22 Nukleotiden [24]. Die Transkription miRNA-kodierender Gene mittels RNA-
Polymerase Il (RNA-Pol II) fihrt zur Expression sogenannter primarer miRNAs (Pri-
mMiRNASs) (Abbildung 3), welche eine typische Haarnadelstruktur aufweisen [23, 25].
Im Zellkern werden diese Pri-miRNAs weiter prozessiert, woran u.a. die RNase lli
(Drosha) sowie ein weiterer Ko-Faktor (Di George syndrome critical region gene 8);
beteiligt sind. Dies fuhrt zur Bildung sogenannter Pra-miRNAs. Diese unreifen
miRNA-Vorlaufermolekile werden mittels Exportin 5 aus dem Zellkern in das
Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma werden sie weiter prozessiert, worin u.a.
eine weitere RNase Il (Dicer) und das TAR RNA-binde-Protein involviert sind. Auf
diese Weise wird eine ca. 22 Nukleotide lange miRNA-Duplexstruktur gebildet. An
diese bindet nachfolgend ein Mitglied der Argonaut (Ago)-Proteinfamilie, was den
Einbau des miRNA-Duplex in den sogenannten RNA induced silencing complex
(RISC) vermittelt. Innerhalb dieser miRNA-Duplex/RISC-Struktur wird einer der
beiden Einzelstréange fest integriert, wahrend der andere Strang (meist der miRNA*
oder ,guide“-Strang) abgebaut wird. Die im RISC gebundene miRNA kann nun an
ihre  korrespondierende Zielsequenz innerhalb der regulatorischen 3'-
untranslatierten Region (3'UTR) einer bestimmten Ziel-mRNA binden. Dies fuhrt
abschlieBend zur mRNA-Spaltung (nur bei perfekter, komplementéarer
Basenpaarung) bzw. zur Hemmung der Translation oder mRNA-Destabilisierung

(bei nicht-perfekter Basenkomplementaritat) [23, 25].
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Bildung und Funktion von miRNAs. Abgebildet ist
die Biogenese von miRNAs. Im Zellkern fuhrt die RNA-Polymerase Il (RNA-Pol Il)-vermittelte
Transkription von miRNA-Sequenzen, welche in der genomischen (g)DNA kodiert sind, zur Bildung
einer primaren miRNA (Pri-miRNA). Diese wird unter Beteiligung einer RNase Ill (Drosha) und
DGCRS8 (Di George syndrome critical region gene 8) zu einer unreifen Pra-miRNA-Form prozessiert
und durch Exportin 5 in das Zytoplasma exportiert. Mittels einer weiteren RNase Il (Dicer) und TAR
RNA-binde-Protein (TRBP) wird eine miRNA-Duplexstruktur gebildet, welche durch ein Argonaut-
Protein (Ago) gebunden und in den RNA induced silencing complex (RISC) inkorporiert wird. Dort
wird ein Einzelstrang degradiert und der andere miRNA-Strang wird in den RISC integriert
(miRNA/RISC). Die miRNA leitet so den RISC zur einer Zielsequenz innerhalb der 3‘-untranslatierten
Region (3'UTR) der entsprechenden Ziel-mRNA. Dies fuhrt schliel3lich zur mRNA-Spaltung (bei
perfekter Basenkomplementaritat) bzw. zur Hemmung der Translation oder mRNA-Destabilisierung

(bei nicht-perfekter Basenkomplementaritat).



Verédnderungen von Expressionsmustern einzelner oder mehrerer miRNAs spielen
eine bedeutende Rolle bei der Modifikation biologischer Funktionen im gesamten
Organismus [19, 22]. Unter physiologischen Bedingungen betrifft dies
beispielsweise die Entwicklung von Geweben und Organen, wie Herz oder Niere
[25-29], aber auch die Steuerung zellularer Funktionen, wie Signaltransduktion und
Zellproliferation [30-32]. Des Weiteren besitzen miRNAs pathophysiologische
Relevanz [23, 25, 33]. So spielen miRNA (miR)-21, miR-29b, miR-30c und miR-192
eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie kardiovaskularer und renaler
Erkrankungen, wie der dilatativen Kardiomyopathie [34, 35], dem Myokardinfarkt
[33], der diabetischen Nephropathie (DN) [36] und der CKD [37, 38].

1.4. Die Bedeutung der Proteinexpression fir kardiovaskulare und renale

Funktionen

Im Organismus werden viele biologische Funktionen Uber die Expression von
Proteinen bzw. von Proteinisoformen gesteuert [1, 3]. Dabei erfolgt eine
situationsgerechte Anpassung durch Beteiligung verschiedenster Faktoren. Das
sind u.a. Signalmolekile, wie Zytokine oder Chemokine und die durch sie
gebildeten, interaktiven Netzwerke [1, 39, 40], Rezeptoren, z.B. Integrine [41, 42]
und Kinasen, wie die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K), Akt oder Clks [11, 16, 43,
44]. Auch im Herzen und in der Niere ist Expressionsregulation von Proteinen unter
physiologischen wie pathophysiologischen Bedingungen von grol3er Bedeutung fur
die Kontrolle kardiovaskularer und renaler Funktionen [45, 46]. Unter anderem
werden die Blutgerinnung [2, 47], die glomerulare Filtration und Blutdruckregulation
[45, 48, 49] aber auch Zellproliferation, Zelliberleben und die Signaltransduktion
[31, 43, 50, 51] auf diese Weise gesteuert.

Entscheidenden Einfluss auf Angiogenese, Hamostase und Gefaliwand-
homoostase hat das Endothel [2, 47]. Dabei spielt TF, als primarer Initiator der
Blutgerinnungskaskade und Regulator der Hamostase eine zentrale Rolle [48]. Im
Herzen ist TF von grof3er Bedeutung fur die Himostase und daruber hinaus fur die
Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat und Funktion des Herzens [49, 50].
TF wird als Folge von konstitutiven und alternativen Spleil3prozessen in zwel
Proteinisoformen exprimiert [2, 51]. ,Full-length® (fl)TF vermittelt hauptsachlich die
thrombogene/hamostatische Aktivitat [52], wahrend die Funktion der wenig-
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thrombogenen alternativ gesplei3ten (as)TF-Isoform nicht vollstéandig geklart war
[51, 52]. Erste Studien deuteten aber darauf hin, dass asTF mdglicher Weise in
Tumorgeweben die Angiogenese fordert [53].

Die Expression und Funktion von TF und seinen Isoformen steht in engem
Zusammenhang mit der Aktivitat von integrinvermittelten
Signaltransduktionsprozessen. Zum einen wurde in Monozyten gezeigt, dass die
Aktivierung von Integrin (Itg)-a41 zur Induktion der TF-Expression fuhrt [54]. Zum
anderen induziert die Bindung von léslichem asTF an den Vitronektinrezeptor (Itg-
avB3), welcher aus Itg-av und Itg-B3 zusammengesetzt ist, pro-angiogene
Prozesse, wie eine erhdhte endotheliale Zellmigration und die Bildung initialer
Endothelringstrukturen [12, 42]. Die Aktivierung integrinvermittelter Signalprozesse
ist von dem Vorhandensein entsprechenden Bindungspartner in der extrazellularen
Matrix abhangig. Neben asTF ist auch das Chemokin Cyr61 (cysteine-rich 61) ein
solcher Bindungspartner [55, 56]. Es kann ebenfalls an Itg-av3 binden [40, 41, 55]
und spielt eine wichtige Rolle fur essenzielle Funktionen des Endothels, wie
Angiogenese, Regulation von Entziindungsreaktionen, Wundheilung, Proliferation,
Zelliberleben und Chemotaxis [12, 40, 41, 55-57] Diese Funktionen werden durch
Cyr61 mittels der Signaltransduktion Uber Itg-av3 vermittelt [40, 41, 55, 56]. Cyr61
sowie ltg-av werden in verschiedenen mRNA-Spleil3varianten bzw. Isoformen
exprimiert [39, 57, 58], die post-transkriptionell Gber alternative Splei3prozesse
entstehen [39, 58]. Welche Bedeutung diese verschiedenen Isoformen haben und

wie das alternative Splei3en dieser Faktoren reguliert wird, war bisher unerforscht.

Auch in der Niere gibt es wichtige Faktoren, wie Hormone oder Strukturproteine,
welche Nierenfunktionen, wie die Filtration oder die Blutdruckregulation, unter
(patho-)pathophysiologischen Bedingungen maf3geblich beeinflussen [59, 60]. Ein
wichtiges Beispiel fur ein solches Hormon im renalen System ist Angiotensin
(Ang)ll [61]. Es wird aus dem Vorlauferhormon Angl gebildet und ist fir die Funktion
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) von essenzieller Bedeutung
[59, 62]. Angll spielt pathophysiologisch u.a. beim Bluthochdruck und damit
assoziierten Erkrankungen der Niere aber auch des Herzens eine wichtige Rolle
[63, 64]. Darlber hinaus besitzt Angll auch eine direkte Wirkungen auf
glomerularen Epithelzellen (Podozyten) [65, 66], welche mal3geblich an der Bildung
des glomerularen Filters und der Steuerung der Nierenfunktion beteiligt sind [67].
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Verschiedene Studien zeigten, dass Angll die Apoptose von Podozyten induziert
und mal3geblich an der Podozytenschadigung im Rahmen renaler Erkrankungen,
wie der DN, beteiligt ist [65, 66, 68].

Wie schon angedeutet spielen Podozyten eine essenzielle Rolle bei der
Aufrechterhaltung der glomeruléaren Struktur sowie deren Filtrations- und Barriere-
Funktion [67]. Fur diese Funktionen ist die Bildung von Strukturproteinen, wie
Nephrin oder Podoplanin (PDPN) in Podozyten von zentraler Bedeutung [60, 69,
70]. Pathophysiologisch sind sowohl die Dysfunktion von Podozyten als auch die
damit assoziierte Ausbildung einer Proteinurie bzw. Albuminurie wichtige Merkmale
bei der Entstehung der Niereninsuffizienz [71, 72]. In verschiedenen
Rattenmodellen mit Bluthochdruck und altersabhangig entstehender Albuminurie
bzw. einem Rattenmodell fir eine durch Puromyzin induzierte Nephrose zeigte
sich, dass ein struktureller und funktioneller Verlust von Podozyten mit einer
deutlichen PDPN-Verringerung einherging [71, 73, 74]. Ferner fuhrte die Hemmung
von PDPN mittels inhibitorischer Antikbrper zu einem strukturellen sowie
funktionellen Verlust in Podozyten und verursachte die Entstehung einer
Proteinurie [60]. Diese Daten belegen, dass PDPN von grolRer

pathophysiologischer Bedeutung fur die glomeruléare Struktur und Funktion ist.

1.5. Der Zusammenhang zwischen kardiovaskularen und renalen Funktionen

unter (patho-)physiologischen Bedingungen

Es existieren verschiedene physiologische und pathophysiologische
Wechselwirkungen (Abbildung 4) zwischen Herz und Niere [75-77]. Uber die
Interaktion beider Organe werden grundlegende Funktionen, wie der Gefal3tonus
oder die haemodynamische Stabilitat, aber auch kardiovaskulare und renale
Aufgaben im Allgemeinen beeinflusst [76, 77]. Renale und kardiovaskulare
Funktionen interagieren dabei Uber verschiedene neurohumorale sowie
inflammatorische Systeme, wie das RAAS oder das Zytokin-System [77, 78]. Diese
Beziehungen und Interaktionen Uber Veranderungen der oben genannten Systeme
(z.B. RAAS oder  Zytokinsezernierung) spielen  besonders unter
pathophysiologischen Bedingungen eine wichtige Rolle [45, 78, 79]. So zeigten
diverse Studien einen eindeutigen Zusammenhang zwischen kardiovaskularen und
renalen Erkrankungen, wie zwischen Herz- und Niereninsuffizienz [45, 77, 79, 80].
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Daraus entwickelte sich der Begriff ,kardiorenales Syndrom® flr diesen
pathophysiologischen Zusammenhang [45]. Die in diesem Begriff definierten
Krankheitsbilder werden - je nach der ursachlichen Erkrankung - in akute und
chronische kardiorenale bzw. renokardiale Syndrome sowie sekundare
kardiorenales Syndrome unterteilt [45]. Dies bedeutet, dass eine
pathophysiologische Verschlechterung der Herzfunktion, wie bei einer
Herzinsuffizient in eine Niereninsuffizienz (z.B. CKD) miunden kann (kardiorenal)
[81]. Auf der anderen Seite kann auch eine ursachliche renale Erkrankung, wie eine
CKD zu einer Dysfunktion des Herzens oder kardiovaskuléaren Ereignissen fihren

(renokardial) [81].

haemodynamische Stabilitat

Perfusions-
Verdnderungen

kardialer
AusstoR

BNP

-_— Chronische\

'\Inﬂammation P Niere
W
Bluthoch- Gefalitonus
Angll
humorale Monozyten-
Signale Aktivierung
Q — z.B. Endothel-
immun- sezernierte Zytokine,
vermittelte Apoptose-Induktion

Schaden Endothel-Aktivierung

Abbildung 4. Vereinfachte schematische Darstellung méglicher Interaktionen zwischen Herz
und Niere. Abgebildet sind einige Beispiele fir Wechselwirkungen zwischen dem kardiovaskularen
und dem renalen System unter (patho-)physiologischen Bedingungen (modifiziert nach Ronco et
al., 2008, J Am Coll Cardiol. [45] und Colombo et al., 2012, Heart Fail Rev. [78]). Renale Signale
und Interaktionen sind rot, kardiovaskulare Prozesse sind schwarz dargestellt. Angiotensin ||
(Angll); atriales natriuretisches Peptid (B-Typ; BNP); Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS).
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Das Herz und die Niere sind unter physiologischen und - ganz besonders - unter
pathophysiologischen Bedingungen funktionell eng miteinander verknipft [75, 80,
81]. Sie bilden insofern ein reno-kardiovaskulares System. Der enge funktionelle
Zusammenhang der beteiligten Organe legt die Vermutung nahe, dass
grundlegende Prozesse, wie post-transkriptionelle Regulationsmechanismen,
welche direkten Einfluss auf biologische Funktionen des einen Organs nehmen, fur
das gesamte System relevant sind.

Dies fuhrt zu der Annahme, dass alternative SpleiBprozesse bzw. miRNA-
vermittelte Prozesse, unterschiedlichen Einfluss auf die Funktionen des
kardiovaskularen Systems, z.B. die Regulation der Hamostase oder der
Angiogenese, sowie auf biologische Prozesse im renalen System, wie das
Zelliberleben von Podozyten haben. Dies konnte besonders unter

pathophysiologischen Bedingungen von grof3er Bedeutung sein.

Fragestellung

Im Rahmen der im Folgenden beschriebenen Arbeiten, wurde der Einfluss post-
transkriptioneller Regulationsmechanismen, wie das alternative Spleil3en und
miRNA-vermittelte Prozesse auf die Genexpression verschiedener Faktoren und
deren biologische Funktionen in kardiovaskularen und renalen Zelltypen
charakterisiert. Dies wurde in geeigneten experimentellen Systemen durchgefihrt
und im Zusammenhang mit pathophysiologisch-relevanten Bedingungen
analysiert. Diesen Untersuchungen lagen folgende Fragestellungen zugrunde:

a) Wie wird die Expression von kardiovaskuléar- bzw. renal-bedeutsamen Faktoren,
wie TF, Cyr61, Itg-av und PDPN, post-transkriptionell gesteuert und welche
Faktoren (z.B. SR-Proteine, Kinasen und miRNAS) sind daran beteiligt? Diese

Fragestellung wird in den Arbeiten 1, 3, 4 und 5 behandelt.

b) Welche biologischen Funktionen haben diese Proteine oder Proteinisoformen?

Die Studien 1-5 befassen sich mit dieser Fragestellung.
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3. Eigene Arbeiten

3.1.Der PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg beeinflusst das alternative

SpleiBen von TF in Endothelzellen

Originalarbeit 1: Eisenreich A, Malz R, Pepke W, Ayral Y, Poller W, Schultheiss HP,
Rauch U. Role of the phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B pathway in
regulating alternative splicing of tissue factor mRNA in human endothelial cells. Circ
J. 2009;73:1746-52.

Originalartikel unter DOI: http://doi.org/10.1253/circj.CJ-99-0225

Alternatives Spleif3en ist eine der wichtigsten post-transkriptionellen Mechanismen
der Genexpressionsregulation [8]. Die TF-Isoformexpression wird durch alternative
SpleiRprozesse auf post-transkriptioneller Ebene kontrolliert [10, 12, 14, 15]. Uber
die differentielle Expression von fITF und asTF werden essenzielle endotheliale
Funktionen, wie die Thrombogenitat, die GefaRhomobostase oder auch die
Angiogenese malgeblich beeinflusst [2, 10, 42]. Erste eigene Untersuchungen
deuteten darauf hin, dass SR-Proteinkinasen, wie die Familie der Clks oder Topl
die differentielle TF-Isoformexpression beeinflussen [10]. Eine regulatorische Rolle
anderer SR-Proteinkinasen war aber bisher nicht bekannt.

Im Rahmen der hier dargestellten Arbeit untersuchten wir den Einfluss der
PI3K/Akt-Achse auf die Isoformexpression asTF und fITF sowie auf die
Thrombogenitét in humanen Endothelzellen.

Die Inhibition des PI3K/Akt-Signalweges flihrte zu einer Expressionsverringerung
von asTF, nicht aber von fITF in humanen Nabelschurendothelzellen (HUVEC).
Dies ging mit einer Verdnderung des Phosphorylierungsmusters von SR-Proteinen,
wie SRp75 und ASF/SF2 einher. Um zu prifen, ob diese SR-Proteine die TF-
Isoformexpression beeinflussen, wurden sie in HUVEC Uberexprimiert. Die
Uberexpression von ASF/SF2 und SRp75 fihrte in unterschiedlicher Form zu
differentiellen Veranderungen der Isoformexpression von asTF und fITF. Die Uber
die Inhibition von PI3K/Akt vermittelte Reduktion von asTF hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die endotheliale Thrombogenitat.
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Dass diese Regulationsprozesse sich von der Transkriptionsebene abgrenzen,
belegten die im Vergleich dazu durchgefuhrten Experimente zur Inhibition der TF-
Transkription. Der Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) steuert die Transkription des TF-Gens (F3) und
beeinflusst so TF-vermittelte biologische Funktionen, wie die Gefalihomoostase
und die Thrombogenitét [48, 82]. Die Inhibition von NFkB in HUVEC fuhrte zu einer
Verringerung von asTF und fITF sowie der pro-thrombogenen Aktivitat. Diese
Beobachtung wird durch die Ergebnisse von Yu und Rak unterstitzt, die zeigten,
dass die thrombogene Wirkung Uber fITF vermittelt wird, nicht Uber asTF [52].
Abschliel3end demonstrierten wir ferner, dass im Gegensatz zur oben dargestellten
Hemmung der asTF-Bildung auf post-transkriptioneller Ebene die Inhibition der
NFkB-vermittelten TF-Transkription keinen Einfluss auf das SR-Protein-
Phosphorylierungsmuster in HUVEC besal.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten darauf hin, dass die PI3K/Akt-Achse
an der Regulation der differentiellen TF-Isoform in humanen Endothelzellen
beteiligt ist. Dies wird Uber die Modifikation des Aktivierungs- bzw.
Phosphorylierungszustandes von SR-Proteinen, wie ASF/SF2 und SRp75,
vermittelt, welche das alternative Spleil3en der TF-mRNA beeinflussen.
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3.2.Im kardiovaskularen System wirkt asTF als ein pro-angiogener Faktor

Originalarbeit 2: Eisenreich A, Boltzen U, Malz R, Schultheiss HP, Rauch U.
Overexpression of alternatively spliced tissue factor induces the pro-angiogenic
properties of murine cardiomyocytic HL-1 cells. Circ J. 2011;75:1235-42.

Originalartikel unter DOI: http://doi.org/10.1253/circj.CJ-10-0783

Es gibt zwei natlrlich vorkommende proteinogene Isoformen von TF, asTF und
fITF [51]. Im kardiovaskularen System wird die Thrombogenitat durch fITF
vermittelt, wahrend asTF keine messbare pro-thrombogene Aktivitat besitzt [10,
52]. Bislang war die biologische Funktion von asTF im Herzen weitgehend
unerforscht. Erste Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe deuteten aber
darauf hin, dass asTF mdglicherweise zu tumorassoziierter Angiogenese und
Wachstum beitragen konnte [53].

Ziel dieser Untersuchung war es, den funktionellen Einfluss der Uberexpression
von asTF in Kardiomyozyten auf pro-angiogene Prozesse zu charakterisieren.

Die Uberexpression von asTF in der Kardiomyozytenzelllinie HL-1 fiihrte zu einer
signifikanten Erhohung der Expression pro-angiogener Faktoren, wie VEGF, Cyr61
und fibroblast growth factor-2 in diesen Zellen. Des Weiteren verstarkte die asTF-
Uberexpression die  HL-1-Zellproliferation. Um zu prifen, ob die
Proliferationssteigerung asTF-spezifisch war, stimulierten wir die Zellen
vergleichend mit rekombinant hergestelltem (r-)asTF- bzw. (r-)fITF-Protein. Die
Behandlung der HL-1-Zellen mit r-asTF fuhrte zu einer konzentrationsabh&ngigen
Induktion der Zellproliferation. Im Gegensatz dazu besal} r-fITF keinen signifikanten
Einfluss darauf.

Bei pro-angiogenen Prozessen spielt eine erhéhte Migration von Monozyten und
anderen Immunzellen eine wichtige Rolle [83]. In unseren Versuchen zeigte sich,
dass der Uberstand asTF-iiberexprimierender Kardiomyozyten die Zellmigration
von monozytaren THP-1-Zellen induzierte. Kontrollversuche mit r-asTF und r-fITF
bestatigten diese Beobachtung. Die Stimulation mit r-asTF, nicht aber mit r-fITF,
fuhrte zu einer konzentrationsabh&ngigen Induktion der THP-1-Migration.

Des Weiteren konnten wir darlegen, dass die Behandlung von Endothelzellen mit
dem Uberstand der asTF-iberexprimierenden HL-1-Zellen die Bildung
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endothelialer Ringstrukturen induzierte, was ebenfalls ein wichtiger pro-angiogener
Prozess ist [84].

Abschlie3end untersuchten wir den Einfluss von asTF auf die Signaltransduktion
in HL-1-Zellen. Die Stimulation dieser Zellen mit r-asTF, sowie die asTF-
Uberexpression, fuihrte zu einer deutlichen Verringerung der Phosphorylierung von
Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) und zu einer Erhéhung der
Phosphorylierung der p38-mitogenaktivierten Proteinkinase (p38). Die
pharmakologische Hemmung dieser Signalwege flhrte wiederum zu
Veranderungen der Expression von VEGF, Cyr61 und fibroblast growth factor-2 in
ruhenden sowie in r-asTF-behandelten HL-1-Zellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass asTF die Zellproliferation von
Kardiomyozyten, die Chemotaxis monozytarer Zellen sowie das pro-angiogene
Verhalten von Endothelzellen verstarkt. Diese Mechanismen werden vermutlich
Uber die Expressionserh6hung pro-angiogener und migrationsfordernder Faktoren,
wie VEGF, Cyr61 und fibroblast growth factor-2 vermittelt. Diese Ergebnisse

deuten darauf hin, dass asTF im Herzen die Zellmigration und Angiogenese férdert.
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3.3.SR-Proteinkinasen beeinflussen das alternative SpleiRen von Cyr61 und

von Itg-av in Endothelzellen

Originalarbeit 3: Gauck S, Schultheiss HP, Rauch U, Eisenreich A. Modulation of
the isoform expression of Cyr61 and integrin-av in human microvascular endothelial
cells. Cardiovasc Syst. 2013 1: 8.

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/10.7243/2052-4358-1-8

Cyr61 und korrespondierende Integrine, wie Itg-av, spielen eine entscheidende
Rolle bei der Steuerung wichtiger endothelialer Funktionen, wie der Angiogenese
und der Zellproliferation [41, 56, 85]. Alternative Spleil3prozesse fuhren zur Bildung
unterschiedlicher mRNA-Spleil3varianten von Cyr61 und Itg-av [39, 58]. Wie die
Bildung dieser SpleiRvarianten gesteuert wird und welchen Einfluss diese auf
endotheliale Funktionen haben, war bislang unbekannt.

In diesen Versuchen wurde der regulatorische Einfluss von SR-Proteinkinasen
mittels der Inhibition von Topl und der Clk-Familie auf die Expression der
SpleilBvarianten von Cyr61 und Itg-av untersucht. Ferner wurde auch der
funktionelle Effekt der entstehenden Isoformen auf die Zellproliferation und das pro-
angiogene Verhalten von humanen mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC-1)
charakterisiert.

Die Hemmung der Clks mittels des pharmakologischen Inhibitors TG003 sowie die
Inhibition der Topl durch Camptothezin fiihrten zu signifikanten Veranderungen
der differentiellen Isoformexpression von Cyr61 sowie von Itg-av auf mRNA- und
Proteinebene. Ebenso wurde die Sezernierung von Cyr61 aus den Endothelzellen
in das umgebende Zellmedium signifikant verringert. Dieser Einfluss auf die
Expression der Cyr61- und Itg-av-Isoformen zeigte sich sowohl in ruhenden als
auch in  Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)-stimulierten HMEC-1-Zellen. Die
inhibitorvermittelte Expressionsverdnderung beider Faktoren hatten auch
signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation sowie auf die pro-angiogene Bildung
endothelialer Ringstrukturen (,tube formation®; [84]) durch HMEC-1.

Um zu priufen, ob diese Verdnderungen spezifisch durch die Isoformen von Cyr61
bzw. von Itg-av vermittelt wurden, verwendeten wir rekombinant hergestelltes
(r-)Cyr61. Des Weiteren benutzten wir dazu inhibitorische ,small interfering®
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(si)RNAs, welche spezifisch gegen die proteinogene Cyr61-Isoform (Cyr61l_IS;
[39]) bzw. gegen die nicht-proteinogene Cyr61-Isoform (Cyr61_IR; [39]) gerichtet
waren. Die Stimulation der HMEC-1 mit r-Cyr61 erhdhte sowohl die
Proliferationsrate, als auch die Bildung endothelialer Ringstrukturen von HMEC-1-
Zellen. Im Gegensatz dazu fuhrte die durch siRNAs vermittelte Herunterregulation
von Cyr61_IS zu einer signifikanten Hemmung der Proliferation. Die Blockierung
von Cyr61l_IR mittels spezifischer siRNAs steigerte die HMEC-1-Zellproliferation.
Ferner fihrte die siRNA-vermittelte Hemmung beider Cyr61-Splei3varianten zu
einer signifikanten Verringerung der pro-angiogene Bildung endothelialer
Ringstrukturen.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die SR-Proteinkinasen Topl sowie die CIk-
Familie die differentielle Isoformexpression von Cyr61 und von Itg-av auf post-
transkriptioneller Ebene steuern. Dadurch werden die regenerativen Funktionen
von endothelialen Zellen unter physiologischen als auch unter pathophysiologisch-

relevanten, pro-inflammatorischen Bedingungen beeinflusst.
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3.4.Die Expression beider TF-Isoformen wird durch miR-126 und miR-19a auf

post-transkriptioneller Ebene beeinflusst

Originalarbeit 4: Eisenreich A, Rauch U. Regulation of the Tissue Factor Isoform
Expression and Thrombogenicity of HMEC-1 by miR-126 and miR-19a. Cell Biol:
Res Ther. 2013, 2:1.

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/10.4172/2324-9293.1000101

TF spielt eine bedeutende Rolle fur die Steuerung der endothelialen Funktionen [2,
86]. Die Regulation der TF-Expression und Funktion wurde bislang nicht voéllig
geklart. Neben alternativem Spleil3en gehdren miRNA-vermittelte Prozesse zu den
bedeutendsten Mechanismen der post-transkriptionellen Genexpressions-
regulation [87]. Erste Befunde deuteten darauf hin, dass miR-19 an der
Expressionssteuerung von TF in Brustkrebszellen beteiligt sein kdnnte [88]. Der
Einfluss von miRNAs auf die Expression und Aktivitéat von TF und seinen Isoformen
im Endothel wurde aber bislang nicht untersucht.

Im Rahmen der hier dargestellten Studie charakterisierten wir den Einfluss von
miR-19a und miR-126 auf die TF-Isoformexpression sowie auf die Thrombogenitat
in Endothelzellen (HMEC-1).

Die Stimulation der HMEC-1-Zellen mit dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a
fuhrten zu einer signifikanten Verringerung der Expression von miR-19a und miR-
126. Die Transfektion der Endothelzellen mit sogenannten miRNA-, hairpin“-
Inhibitoren, welche spezifisch gegen miR-19a bzw. miR-126 gerichtet waren, fiihrte
zu einer signifikanten Verringerung der asTF- sowie der fITF-Isoformexpression auf
MRNA- und Proteinebene.

In silico-Analysen deuteten darauf hin, dass beide miRNAs an die regulatorische
3'UTR der TF-mRNA binden kdnnen. Ferner zeigten diese Untersuchungen, dass
bei einer Interaktion beider miRNAs mit potentiellen Zielsequenzen innerhalb der
TF-mRNA-3'UTR wichtige strukturelle Kriterien erflllt werden, die eine effektive
Hemmung der TF-Expression begtinstigen. Diese Kriterien waren: a) eine hohe
Komplementaritat zur sogenannten ,seed“-Region (Nukleotide 2-8) in der 3'UTR

der TF-mRNA, b) die Ausbildung einer zentral gelegenen Auswdlbung zwischen
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beiden Nukleotidstrukturen und c) eine ausreichende Komplementaritat im Bereich
der Nukleotide 13-16 in der 3'-Region der miRNA [23, 89].

Der funktionelle Einfluss beider miRNAs auf die post-transkriptionelle Steuerung
der TF-Expression wurde mittels eines dualen Luciferase-Reporter-Tests
analysiert. Aus diesem Test ging hervor, dass miR-19a und miR-126 in der Lage
sind, an ihre korrespondierenden Bindesequenzen in der 3'UTR der TF-mRNA zu
binden und so die TF-Expression direkt zu regulieren.

AbschlieRend wurde der Einfluss der Inhibition beider miRNAs auf die fITF-
vermittelte pro-thrombogene Aktivitat in HMEC-1 untersucht. Die Inhibition von
miR-19a bzw. miR-126 in diesen Zellen fihrte, einhergehend mit der erhéhten
Expression beider TF-Isoformen, zu einem signifikanten Anstieg der endothelialen
Thrombogenitat.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass miR-19a und miR-126 direkt an der
post-transkriptionellen Regulation der TF-Isoformexpression und der damit
verbundenen pro-thrombogenen Aktivitat in humanen Endothelzellen beteiligt sind.
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3.5.MiR-29b reguliert auf post-transkriptioneller Ebene die Expression von

PDPN, welches das Zelltiberleben von Podozyten beeinflusst

Originalarbeit 5: Eisenreich A, Langer S, Herlan L, Kreutz R. Regulation of
podoplanin expression by microRNA-29b associates with its antiapoptotic effect in

angiotensin ll-induced injury of human podocytes. J Hypertens. 2016;34:323-31.

Originalartikel unter DOI: http://dx.doi.org/10.1097/HJH.0000000000000799

Das kardiovaskulare und renale System stehen in Wechselwirkung und engem
Kontakt [46]. Dabei spielen post-transkriptionelle Regulationsmechanismen, wie
miRNA-vermittelte Prozesse bei kardiorenalen Interaktionen grundsatzlich eine
wichtige Rolle [90-92]. Der Verlust von Podozyten besitzt besonders im Rahmen
der Pathophysiologie verschiedener Nierenerkrankungen, wie der CKD, eine grofl3e
Bedeutung [93]. In diesem Zusammenhang haben initiale Studien im Tiermodellen
gezeigt, dass der Verlust an Podozyten sowie eine Verringerung von PDPN mit der
Ausbildung einer Proteinurie assoziiert waren, welche beide bedeutende
Kennzeichen einer entstehenden CKD sind [60, 71, 72]. Wie diese
pathophysiologisch-relevanten Prozesse reguliert werden, war bislang unklar.

Ziel dieser Versuche war es zum einen, die biologische Funktion von PDPN in
humanen Podozyten unter normalen und pathophysiologisch-relevanten
Bedingungen zu charakterisieren. Zum anderen sollten diese Experimente dazu
dienen, den Einfluss potentiell regulatorischen miRNA-Kandidaten, wie miR-29b
auf die PDPN-Expression in renalen Zellen zu untersuchen.

Die Expression von miR-29b, nicht aber von miR-497, wurde durch die Stimulation
der Podozyten mit Angll signifikant erhoht. Ferner fihrte Angll zu einer deutlichen
Verringerung der PDPN-Expression auf mRNA- und Proteinebene. Damit
einhergehend induzierte die Angll-Stimulation der Podozyten pro-apoptotische
Prozesse, wie die Zytochrom C-Translokation aus den Mitochondrien ins
Zytoplasma und die Aktivierung von Caspase-3 [94]. Um zu untersuchen, welchen
Einfluss PDPN auf das durch Angll induzierte Apoptoseverhalten bzw. das
Zelluberleben hat, wurden PDPN-spezifische inhibitorische siRNAs (siPDPN)
eingesetzt. Die Transfektion der Podozyten mit siPDPN fiihrte ebenfalls zu einer
erhohten Translokation von Zytochrom C und zu einer verstarkten Aktivierung des
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pro-apoptotischen Proteins Caspase-3 in Angll-aktivierten Zellen. In ruhenden
Podozyten hatte die siPDPN-Behandlung keinen signifikanten Effekt darauf. Das
Zelliberleben bei Angll-Stimulation wurde durch die Transfektion der Zellen mit
siPDPN ebenfalls verringert, was auch mit einer signifikanten Reduktion der
Phosphorylierung von Akt einherging, was ein Signal fur gesteigertes Zell-
Uberleben darstellt [43, 95].

Im nachsten Schritt charakterisierten wir den Einfluss von miR-29b und miR-497
auf die Expressionsregulation von PDPN. Die Transfektion der Podozyten mit
sogenannten miR-29b-Mimics (klnstlich hergestellten miRNAs) fuhrte zu einer
deutlichen Reduktion der PDPN-Expression auf mRNA- und Proteinebene. Die
Behandlung der Zellen mit miR-497-Mimics hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die PDPN-Bildung. Mittels eines dualen Luciferase-Reporter-Tests zeigten wir
ferner, dass miR-29b direkt die Expression von PDPN auf post-transkriptioneller
Ebene steuern kann, indem es an die entsprechende funktionelle Bindesequenz
innerhalb der 3’'UTR der PDPN-mRNA bindet.

Diese Daten belegen zum einen, dass PDPN ein anti-apoptotischer und
Uberlebensfordernder Faktor in humanen Podozyten unter pathophysiologisch-
relevanten Bedingungen, wie unter Angll-Einfluss ist. Zum anderen demonstrierten
wir in dieser Arbeit, dass miR-29b die PDPN-Expression in Podozyten auf post-

transkriptioneller Ebene hemmt.
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4. Diskussion

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten wurden neue experimentelle Daten
erarbeitet, welche zum Verstandnis der post-transkriptionellen
Genexpressionsregulation im kardiovaskularen System und in der Niere beitragen.
In diesem Zusammenhang wurde insbesondere die Steuerung alternativer
SpleilBprozesse als auch der Einfluss und die Regulation miRNA-vermittelter
Kontrollprozesse néher beleuchtet. Die hier dargestellten in vitro-Untersuchungen
wurden in etablierten und geeigneten experimentellen Systemen durchgefiihrt.
Dies erlaubte es, mechanistische Einblicke auf molekularbiologischer Ebene zu
erhalten und so Rickschlisse auf die Beeinflussung entsprechender

kardiovaskularer bzw. renaler Funktionen zu ziehen.

4.1.Die Steuerung und Bedeutung alternativer Spleil3prozesse im

kardiovaskularen System

Die Veranderung post-transkriptioneller Genexpressionsmechanismen, wie des
alternativen Spleil3ens, hat direkten Einfluss auf verschiedene kardiovaskulare
Funktionen, wie die Aufrechterhaltung der kardialen Struktur und Funktion, die
Steuerung der Blutgerinnung aber auch die Signaltransduktion und Zellproliferation
[2, 50, 52, 53, 96]. Dabei steuern unterschiedliche Proteinisoformen distinkte
Prozesse unabhangig voneinander. Dies geschieht oftmals Uber unterschiedliche
Signalwege und in isoformspezifischer Weise [4, 97-99]. Der folgende Abschnitt
wird sich mit der Steuerung alternativer Spleil3prozesse und deren funktionellem

Einfluss im kardiovaskularen Raum befassen.

4.1.1 SR-Proteine und deren Kinasen spielen eine wichtige Rolle fur die

Steuerung des alternative Splei3ens von TF

Alternatives SpleiRen der TF-pr&-mRNA fihrt zur Bildung der zwei
Proteinisoformen, asTF und fITF [51, 100]. Wie das alternative Spleil3en von TF im
kardiovaskularen System gesteuert wird bzw. welche Faktoren daran beteiligt sind,

war bislang unklar.
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SR-Proteine spielen eine bedeutende regulatorische Rolle im Rahmen alternativer
Splei3prozesse [101]. Die Aktivitdt von SR-Proteinen beim alternativen Spleil3en
wird Uber deren Phosphorylierungsstatus gesteuert [102, 103]. Die
Phosphorylierung und damit auch die Aktivitat sowie die intrazellulare Lokalisierung
von SR-Proteinen wird maRgeblich durch SR-Proteinkinasen, wie Topl, SR-
Proteinkinase 1 und 2 oder die Clk-Familie gesteuert [2, 104, 105].

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von V.Y. Bogdanov konnten wir in 2008
zunachst nachweisen, dass die Bindung bestimmter SR-Proteine, wie ASF/SF2
und SRp55 an regulatorische Sequenzabschnitte innerhalb der TF-pra&-mRNA
direkten Einfluss auf das Herausschneiden von Exon 5 hat [15]. Dies fihrte zur
vermehrten Bildung von asTF [15]. Spater fanden Chandradas und Kollegen
heraus, dass die Bindung anderer SR-Proteine (SRp40 und SC35) an solche
regulatorischen Elemente zu einem entgegengesetzten Effekt fuhrt [14]. Die
Interaktion dieser Proteine mit der TF-pr&-mRNA vermittelte den Verbleib von Exon
5in der reifen mMRNA und fiihrte damit zu einer vermehrten Bildung der fITF-Isoform
[14]. Diese Daten zeigen, dass verschiedene SR-Proteine eine unterschiedliche
Wirkung auf das alternative Spleil3en der TF-pra-mRNA besitzen [14, 15].

Auf Grund dieser Ergebnisse befassten wir uns in ersten, einfihrenden
Untersuchungen mit der Steuerung dieser Prozesse. Wir analysierten dazu den
Einfluss der SR-Proteinkinasen, Topl und der Clk-Familie auf die differentielle TF-
Isoformexpression in pro-inflammatorisch aktivierten humanen Endothelzellen
(HUVEC; [10]). Wir zeigten, dass beide Kinasen das Phosphorylierungsmuster und
damit auch die Aktivitdt der SR-Proteine SRp75, SRp55, und SF2/ASF
beeinflussten [10]. Ferner fuhrte die Hemmung der Clks zu einer Verringerung
beider TF-Isoformen wahrend die Topl-Inhibition die Bildung von asTF erhdhte
bzw. die fITF-Expression nahezu vollstandig aufhob [10].

Diese ersten Resultate fuhrten uns zu der Frage, ob weitere SR-Proteinkinasen an
der Regulation des alternativen Splei3ens der TF-pra-mRNA beteiligt sind. Ferner
wollten wir wissen, ob es maoglich ist, die Expression einer TF-Isoformen zu
beeinflussen, ohne die Expression und Funktion der anderen Isoform zu verandern.
Im Rahmen der hier vorgestellten Studie zum Einfluss des PI3K/Akt-Signalweges
auf die TF-Isoformexpression gelang es uns erstmalig darzulegen, dass dessen
pharmakologische Inhibition zu einer direkten Hemmung der Expression von asTF,
nicht aber von fITF in pro-inflammatorisch stimulierten HUVEC fuhrte [106]. Das
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fITF-vermittelte pro-thrombogene Potential der HUVEC wurde durch die
Verringerung der asTF-Expression nicht verandert [106]. Schon 2004 gelang
Blaustein und Kollegen der Nachweis, dass die PI3K/Akt-Achse das alternative
SpleiBen von Fibronektin reguliert [107]. In nachfolgenden Arbeiten konnten sie
und andere diesen Einfluss auf alternative Spleil3prozesse untermauern und
zeigten, dass dies Uber Modifikationen der Phosphorylierung von SR-Proteinen
vermittelt wird [16, 108]. Diese Ergebnisse unterstiutzen daher die von uns
gemachten Beobachtungen, dass der PI3K/Akt-Signalweg das alternative Splei3en
von TF beeinflusst [106]. Dass die PI3K/Akt-Achse die TF-Isoformexpression auf
post-transkriptioneller Ebene und nicht auf transkriptioneller Ebene beeinflusst,
bestétigen die Ergebnisse unserer Kontrollversuche. In diesen Experimenten flhrte
die Inhibition der durch NFkB vermittelten Transkription von TF [109]
erwartungsgeman zu einer Verringerung beider Isoformen, asTF und fITF sowie
zur Hemmung der fITF-abhangigen endothelialen Thrombogenitéat [106].

Unsere Daten demonstrieren ferner, dass die Hemmung der PI3K/Akt-Achse zu
Veranderungen des Phosphorylierungszustandes der SR-Proteine SRp75, SRp55
und SF2/ASF fuhrte [106]. Diese Beobachtungen werden durch die Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen untermauert [16, 107, 108]. Schon 2001 gelang es Patel
und Kollegen zu zeigen, dass die pharmakologische Hemmung der PI3K/AKkt-
Achse einen signifikanten Einfluss auf die Phosphorylierung von SR-Proteinen, wie
SRp40, in Skelettmyoblasten besitzt [108]. Dies wurde einige Jahre spater durch
die Arbeiten von Blaustein et al. bestétigt [107]. In Ubereinstimmung mit unseren
Daten fanden sie heraus, dass die PI3K/Akt-Achse die Phosphorylierung der SR-
Proteine ASF/SF2 und 9G8 in Brustepithelzellen steuert [107]. Diese
Beobachtungen fihrten zu der Erkenntnis, dass Akt eine SR-Proteinkinase ist,
deren Aktivitat tber die PI3K kontrolliert wird [16].

Kirzlich zeigten Han et al., dass die Uberexpression der SR-Proteine ASF/SF2 und
SC35 zu einer direkten Verdnderung des alternativen Splei3ens der
Ca?*/Calmodulin-anhangigen Proteinkinase ll-pra&-mRNA in murinen embryonalen
Fibroblasten fihrt [110]. Im Zusammenhang mit dem alternativen Spleil3en von TF
fanden Tardos und Kollegen heraus, dass die Hemmung der Anbindung von
SF2/ASF bzw. SRp55 an regulatorische Motive innerhalb der TF-pra-mRNA mit
vermehrtem Herausschneiden von Exon 5 und einer erhdhten asTF-Expression in

humanen Monozyten einhergeht [15]. Dies bestatigend, demonstrierten
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Chandradas et al. umgekehrt, dass die verstarkte Bindung von ASF/SF2 und
SRp55 an die TF-pra-mRNA den Einschluss von Exon 5 und die Bildung von fITF
in humanen Monozyten fordert [14]. Des Weiteren fuhrte die Interaktion von SC35
bzw. SRp40 mit der TF-pra-mRNA zu einem vermehrten Heraussplei3en von Exon
5 und damit zu einer gesteigerten asTF-Bildung in diesen Zellen [14]. In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen gelang es uns zum ersten Mal zu
belegen, dass die Uberexpression der SR-Proteine ASF/SF2 bzw. SRp75 allein
oder zusammen einen direkten Einfluss auf die Bildung von fITF bzw. asTF in
humanen Endothelzellen besald [106]. Dies kénnte mdglicher Weise lber eine
verstarkte Bindung dieser SR-Proteine an entsprechende regulatorische Elemente
in der TF-pra-mRNA vermittelt werden, wie es von Tardos et al. und Chandradas
et al. beschrieben wurde [14, 15].

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Studie erstmalig darauf hin, dass
neben Clks und Topl auch die PI3K/Akt-Achse die endotheliale TF-
Isoformexpression auf post-transkriptioneller Ebene beeinflusst. Dies wird
maoglicher Weise Uber die Phosphorylierung von SR-Proteinen, wie ASF/SF2 und
SRp75, vermittelt, welche einen direkten und differentiellen Einfluss auf die Bildung

von asTF bzw. fITF haben.

4.1.2 AsTF wirkt im Kkardiovaskuldaren System pro-angiogen und

proliferationssteigernd

TF wird in zwei Proteinisoformen exprimiert, fITF und asTF [2, 51]. Die biologische
Funktion der flITF-Isoform ist gut erforscht. FITF spielt in erster Linie eine
entscheidende Rolle bei der Initiation der Blutgerinnungskaskade [52]. Daneben ist
fITF an der Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen Integritéat des
Herzens, der Gefalwandhamostase und der durch PAR-2 vermittelten
Signaltransduktion beteiligt [2, 49, 50, 98]. Im Gegensatz zu fITF, besitzt die asTF-
Isoform keine nachweisbare pro-thrombogene Aktivitat [10, 52]. Bislang war ihre
Rolle im kardiovaskularen System noch weitgehend unklar, obwohl erste Daten
darauf hindeuteten, dass asTF mdglicher Weise die Tumorangiogenese fordern
konnte [53].
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FITF wird konstitutiv in diversen Geweben und Zelltypen, wie dem Herzen, der
Lunge und in Kardiomyozyten exprimiert [44, 86]. In anderen Geweben und Zellen
ist die Bildung von fITF induzierbar, wie im Endothel oder in Monozyten [10, 51,
82]. Die Expression der alternativ gespleil3ten Isoform von TF wurde erstmals im
Jahre 2003 von Bogdanov und Kollegen beschrieben [51]. Dort wurde asTF u.a. in
Lunge, Pankreas aber auch in Monozyten detektiert [51]. Spater zeigte sich, dass
es auch in anderen Geweben, wie in Tumoren, im Herzen oder in Endothelzellen
gebildet wird [10, 12, 43, 44, 53]. Die Funktion von asTF war lange unbekannt.
Zunachst wurde vermutet, dass es, ahnlich wie fITF, pro-thrombogene
Eigenschaften besitzt [51]. Dies konnte aber nie Uberzeugend belegt werden [10,
106, 111]. Im Jahr 2007 prasentierten Hobbs et al. erstmalig Daten, die darauf
hinwiesen, dass asTF das Tumorwachstum Uber die Erhéhung der
tumorassoziierten Angiogenese fordern konnte [53]. Da die Rolle von asTF im
kardiovaskularen Bereich weitgehend unklar war, befassten wir uns aufgrund
dieser ersten Befunde mit der Untersuchung eines potentiell pro-angiogenen
Einflusses von asTF in Kardiomyozyten. Im Rahmen der von uns durchgefuhrten
Studie gelang es uns zum ersten Mal zu demonstrieren, dass die Uberexpression
von asTF, nicht aber von fITF, die Zellproliferation muriner HL-1-Kardiomyozyten
signifikant steigerte [112]. Diese Daten werden durch die Befunde von Hobbs und
Kollegen untermauert, die ebenfalls zeigten, dass die asTF-Uberexpression in
humanen Pancreaskarzinomzellen (MiaPaCa-2) mit einem gesteigerten
Tumorwachstum in vivo verbunden ist [53]. In spateren Studien bestétigte sich
dieser proliferationsférdernde Effekt von asTF auch in vitro u.a. in Brustkrebs-
sowie in Lungenkarzinomzellen [12, 113, 114].

Neben diesem proliferationsfordernden Effekt zeigten die Ergebnisse unserer
Studie ferner, dass asTF weitere pro-angiogene Eigenschaften besitzt [112]. Bei
pro-angiogenen Prozessen spielt die Migration von monozytdren Zellen und
anderen Immunzellen eine wichtige Rolle [83, 115, 116]. Die Attraktion von
monozytaren Zellen und deren gerichtete Migration spielt eine wichtige
regenerative Rolle nach ischamischen Ereignissen [116, 117]. So legten Capoccia
et al. in einem Mausmodell dar, dass die frihzeitige Mobilisierung von Monozyten
bei einem Gefal3verschluss der unteren Extremitaten die Angiogenese fordert und
so die Reperfusion des ischamischen Gewebes verbessert [117]. Unter anderem

sezernieren solche Monozyten und anderen Immunzellen, z.B. Makrophagen pro-

67



angiogene Faktoren, wie FGF2 oder VEGF [115, 116]. Diese aktivieren wiederum
das Endothel und induzieren pro-angiogene Prozesse. Dies sind beispielsweise
Expressionsveranderungen pro- bzw. anti-angiogener Faktoren, die Bildung von
angiogenen Primarformationen, wie endothelialen Ringstrukturen (,tube
formation®; in vitro) oder die GefalRsprossung (,sprouting®; in vivo) [115, 116].

Im Rahmen unserer Studie konnten wir demonstrieren, dass der Uberstand asTF-
Uberexprimierender Kardiomyozyten die Zellmigration von monozytaren THP-1-
Zellen induzierte [112]. Kontrollversuche mit r-asTF bestéatigten den pro-
migratorischen Einfluss von asTF auf Monozyten. Ferner zeigten unsere Versuche,
dass die Stimulation von HL-1-Kardiomyozyten mit r-asTF zu Veranderungen der
intrazellularen Signaltransduktion Uber Erk1/2 oder p38 fuhrte [112]. Ferner fuhrte
die Hemmung der zuvor genannten Signalmolekile zu einer veranderten
Expression der pro-angiogener Faktoren VEGF, FGF2 und Cyr61 [112]. Ahnliche
Ergebnisse erbrachten auch Studien in Lungenkarzinomzellen [12]. Erk1/2- und
p38-vermittelte Signaltransduktionsprozesse spielen bei der Migration von
Monozyten sowie anderen pro-angiogenen Prozessen eine wichtige Rolle [118,
119]. Sapharikas und Kollegen fanden heraus, dass Erk1/2- und p38-vermittelte
Signaltransduktionsprozesse an der Steuerung der Migration von Monozyten, wie
THP-1-Zellen im Rahmen pro-angiogener Prozesse beteiligt sind [118]. Ferner
demonstrierten Pan et al. kirzlich, dass die Interaktion beider Signalwege die
Expression angiogener Molekile, wie VEGF, reguliert [119]. Diese Ergebnisse
unterstutzen die von uns erhobenen Befunde.

Neben der Induktion der monozytaren Chemotaxis stimulierte der Uberstand asTF-
Uberexprimierender Kardiomyozyten auch die Bildung priméarer endothelialer
Ringstrukturen in vitro [112]. Die Bildung solcher primarer endothelialer
Ringstrukturen spielt eine wichtige Rolle bei der Angiogenese [84, 116]. Unsere
Resultate wurden durch die Arbeit von van den Berg und Kollegen bestétigt, die
ebenfalls zeigten, dass asTF die Angiogenese fordert [42]. Sie konnten in &hnlicher
Form darlegen, dass die Behandlung von Endothelzellen mit r-asTF in vitro die
Bildung primérer Ringstrukturen fordert. In vivo bestétigten sie diesen Befund und
zeigten, dass r-asTF auch die Sprossung von GefalRen im Mausmodell induzierte
[42]. In Ihrer Arbeit demonstrierten sie ferner, dass diese asTF-induzierten pro-
angiogenen Prozesse, anders als fITF-assoziierte Vorgange, nicht tber PAR-2-
Signaltransduktion, sondern Uber Integrine, wie ltg-avp3, vermittelt wurden [42].

68



Auch in unseren Versuchen bestatigte sich, dass die asTF-induzierten pro-
angiogenen Prozesse in Kardiomyozyten unabhéngig von PAR-2 vermittelt wurden
[99, 112]. Im Rahmen der von uns durchgefiihrten Experimente wurde der Einfluss
integrinvermittelter Signaltransduktion nicht weitergehend untersucht. Dies flhrte
uns daher zu dem Schluss, dass die pro-angiogenen Eigenschaften von asTF in
Kardiomyozyten, = moglicherweise  und  zumindest zum  Teil  Uber
Signaltransduktionsprozesse durch Erk1/2 und p38 sowie die Expression pro-
angiogener Proteine, wie VEGF, Cyr61 und FGF2 vermittelt werden.

Neben diesen proliferationsférdernden und pro-angiogenen Effekten von asTF
zeigten wir erstmalig im Rahmen einer kurzlich durchgefuhrten Studie, dass asTF
auch als anti-apoptotischer bzw. als zelliberlebensfordernder Faktor in
Kardiomyozyten wirkt [43]. Dort zeigte sich, dass die Uberexpression von asTF in
primar isolierten Kardiomyozyten sowie in HL-1-Zellen zu einer Verringerung der
durch TNF-a induzierten Apoptose fuhrte. Dies wurde Uber Itg-av33-
Signaltransduktion und unter Beteiligung von Akt und NFkB vermittelt [43]. Die
Daten anderer Arbeitsgruppen, welche zeigen, dass asTF-vermittelte Prozesse,
wie die Angiogenese oder das Brustkrebswachstum, tber die Wechselwirkung von

asTF mit Integrinen vermittelt werden, untermauern unsere Befunde. [42, 99, 114].

Zusammenfassend weisen diese Studien darauf hin, dass asTF eine bedeutende
Rolle im kardiovaskularen System besitzt. Die isoformspezifische Bedeutung erhéalt
asTF dadurch, dass es biologische Funktionen, wie die Steuerung der
Angiogenese, des Zelliberlebens und der Proliferation uber spezifische
Signaltransduktionswege bestimmt. Diese sind unabhéngig von fITF und damit

assoziierten PAR-2-vermittelten Signalprozessen [12, 42, 99, 112].
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4.1.3 Das alternative SpleiRen von Cyr61 und Itg-avB3 beeinflusst die
regenerativen Eigenschaften von Endothelzellen

Die bis hierhin beschriebenen Daten deuten darauf hin, dass alternative
SpleilBprozesse Uber die Bildung von asTF Einfluss auf kardiovaskulare
Funktionen, wie die Angiogenese oder die Zellproliferation, nehmen [11, 12, 106,
112]. Ferner wird dies mdglicherweise tUber Chemokine, wie Cyr61, und deren
Interaktionspartner, wie Itg-avf3, vermittelt [12, 42, 112]. Um diesen
Zusammenhang naher zu beleuchten, beschaftigten wir uns nun mit der Frage, ob
und wie diese Faktoren durch alternatives Spleil3en beeinflusst werden und
welchen funktionellen Einfluss die entstehenden SpleiRvarianten im Endothel
besitzen.

Regenerative Funktionen des Endothels, wie die Zellreproduktion oder die
Angiogenese, werden u.a. uber Signaltransduktionsmechanismen gesteuert, an
denen beispielsweise Zytokine, Chemokine sowie deren Rezeptoren beteiligt sind
[32, 40, 41, 55, 83]. Cyr61 und seine korrespondierenden Interaktionspartner, wie
Itg-avB3 spielen eine entscheidende Rolle bei der Steuerung dieser
Signalprozesse sowie verschiedener, endothelialen Funktionen, wie der
Zellproliferation und der Angiogenese [41, 56, 85]. Alternatives Spleil3en der Pra-
MRNAs von Cyr61 bzw. der Itg-av-Untereinheit fihren zur Bildung verschiedener
MRNA-Splei3varianten [39, 58]. Wie diese post-transkriptionellen Mechanismen
gesteuert werden, war allerdings bislang unerforscht.

Im Rahmen unserer Versuche gelang es uns erstmalig zu belegen, dass die SR-
Proteinkinasen, Topl sowie die Clk-Familie an der Regulation des alternativen
Splei3ens der Cyr61- bzw. Itg-avB3-pra-mRNA beteiligt sind [120]. Hirschfeld und
Kollegen zeigten 2009 in einem experimentellen Brustkrebsmodell, dass
hypoxischer Stress das alternative Spleilen von Cyr61 induziert [39]. Unter
normoxischen Bedingungen wurde vermehrt die nicht-proteinogene Cyr61l IR-
MRNA gebildet, in der Intron 3 aus der reifen mMRNA nicht herausgespleif3t wird
[39]. Im Gegensatz dazu induzierte Hypoxie das Herausschneiden von Intron 3 aus
der Pra-mRNA, was zu einer verstarkten Bildung der proteinogenen und
funktionellen Cyr61_IS-Isoform fuhrte [39]. In ahnlicher Weise zeigten auch unsere
Ergebnisse, dass ein pathophysiologisch-relevanter Stimulus, wie TNF-a das
alternative SpleiRen der Cyr6l-pra-mRNA differentiell veréandert [120]. Die
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Behandlung von humanen Endothelzellen mit dem pro-inflammatorischen Zytokin
TNF-a fuhrte zu einer erhdhten Expression der proteinogenen Cyr6l IS-
SpleiRvariante, wahrend die Bildung von Cyr61_IR deutlich verringert wurde [120].
Dieser Befund bestétigte sich auch in anderen Studien [57, 121]. Ein ahnliches
Ergebnis zeigte sich bei der Expressionsanalyse der Itg-av-SpleiRvarianten (Itg-
av_1, 2 und 3) [120]. Die Aktivierung der Endothelzellen mit TNF-a erhohte die
Expression der proteinogenen Itg-av_1-Form, wahrend die Bildung der
Spleilvarianten Itg-av_2 und Itg-av_3 vermindert wurde [120]. In diesem
Zusammenhang waren wir erstmalig in der Lage zu zeigen, dass ein
pathophysiologisch-relevanter Reiz das alternative Spleil3en der ltg-av-pra-mRNA
differentiell beeinflusst. Es gibt bislang keine vergleichbaren Daten zur post-
transkriptionellen SpleiBinduktion dieses Integrins. Erste friihe Befunde aus dem
Jahre 1998 deuten aber auf einen &hnlichen Mechanismus fir die
Expressionskontrolle von zwei Itg-5-mRNA-Splei3varianten in  murinen
Makrophagen hin [122]. Die Adhasion dieser Makrophagen, welche u.a. im
Rahmen von entziindlichen Vorgangen bei der Immunantwort eine Rolle spielt,
fuhrte im Mausmodell zu einer erhéhten Bildung beider Itg-B5-mRNA-Spleil3formen
[122]. In diesem Zusammenhang untermauern diese Daten unsere Beobachtungen
zur  Expressionsveranderung von  Itg-av-Spleivarianten in  humanen
Endothelzellen unter entztindlichen Bedingungen.

Ein weiteres Resultat unserer Untersuchungen war, dass die SR-Proteinkinasen
Top1l und die Clk-Familie post-transkriptionell Einfluss auf die endotheliale Bildung
der Cyr61- und der Itg-av-SpleiRvarianten nahmen [120]. Der spezifische Einfluss
pharmakologischer Inhibition dieser SR-Proteinkinasen, wie TG003 und
Camptothezin, wird durch die Ergebnisse friherer Studien zur Steuerung des
alternativen Splei3ens der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase bzw. von TF
belegt [10, 11, 123]. Ferner wird die Wirksamkeit dieser Inhibitoren bezuglich
alternativer Spleil3prozesse auch in verschiedenen Arbeiten anderer Gruppen
bestatigt [124-127]. So zeigten Solier und Kollegen, dass die spezifische Hemmung
von Topl mittels Camptothezin signifikanten Einfluss auf das Pra-mRNA-Spleil3en
des Caspase-2-Transkriptes in verschiedenen humanen Krebszelllinien besald
[127]. Kdurzlich demonstrierten Li et al. in &hnlicher Form, dass die
pharmakologische Inhibition der Clk-Familie mittels TGO03 das alternative
SpleiBen der Proteinkinase C-Bll-pr&-mRNA in murinen 3T3-L1-pra-Adipozyten
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hemmte [124]. In Ubereinstimmung mit diesen Daten zeigten unsere Ergebnisse,
dass die Hemmung der Clks sowie der Topl mittels Camptothezin bzw. TG003
einen differentiellen Einfluss auf die endotheliale Expression der Splei3varianten
von Cyr61 und Itg-av unter normalen bzw. pro-inflammatorischen Bedingungen
besal? [120]. In diesem Zusammenhang ging die Reduktion einer mRNA-Variante
meist mit der Induktion der korrespondierenden Splei3form einher [120]. So fuhrte
z.B. die Inhibition von Topl in ruhenden wie auch in entzindlich-stimulierten
Endothelzellen zu einer signifikanten Verringerung der Expression von Cyr61_IS.
Im Gegensatz dazu wurde die Expression der Cyr61 IR-Splei3form unter diesen
Bedingungen erhoht [120]. Diese Form der gegensatzlichen Steuerung der
Expression zweier korrespondierender mRNA-Spleil3varianten findet sich auch bei
verschiedenen anderen Beispielen, wie bei der Spleil3regulation der Bcl-2-like 1
(Bcl-x)-pra-mRNA  oder  der Isoformexpression von endothelialen
Stickstoffmonoxidsynthase, TF und dem Tumorsuppressor p53 [10, 11, 128, 129].
Die Beteiligung von SR-Protein-Kinasen, wie Topl und der Clk-Familie, wurde in
diesem Zusammenhang ebenfalls beschrieben [10, 129, 130], was die von uns
erhobenen Daten unterstitzt.

Die Ergebnisse unserer Versuche zeigten, dass die pharmakologische Hemmung
der Clks bzw. von Topl einen deutlichen Einfluss auf die Proliferation der
Endothelzellen besal? [120]. Des Weiteren wurde dadurch auch die Bildung
endothelialer Ringstrukturen sowohl in ruhenden als auch in pro-inflammatorisch
aktivierten Zellen verringert [120]. Dieser Befund wird durch die Daten anderer
Gruppen untermauert. Diese zeigten, dass die Inhibition von SR-Proteinkinasen
und der dadurch gesteuerten SpleiBprozesse Einfluss auf verschiedene
biologische Prozesse, wie das Zellwachstum, die Apoptose oder das pro-
angiogene Potenzial besitzt [129, 131, 132]. In diesem Zusammenhang
demonstrierten Nowak et al. 2008, dass die TG003-vermittlete Clk-Hemmung in
stransforming growth factor B1“-aktivierten primaren Epithelzellen zu einer
gesteigerten Bildung der pro-angiogenen VEGFiss-Isoform fuhrte [131]. Unter
diesen Bedingungen wurde die Bildung der korrespondierenden anti-angiogenen
Spleil3form (VEGFiesb) verringert [131]. Kirzlich zeigten Araki und Kollegen in
ahnlicher Form, dass die pharmakologische Inhibition von Clkl zu einem
veranderten Splei3en der ribosomal protein S6 kinase beta-1-mRNA in MDA-MB-

468-Brustkrebszellen fuhrte [132]. Dies war mit einer direkten Verringerung der
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Zellviabilitat und des Wachstums dieser Zellen verbunden [132]. In @hnlicher Form
weisen auch unsere Daten darauf hin, dass die durch den Clk- bzw. Top1-Inhibition
induzierte Veranderung der endothelialen Zellfunktionen - zumindest zum Teil -
Uber die Modifikation von alternativen Splei3prozessen vermittelt wurde [120]. Dies
belegten die durchgefiihrten Kontrollversuche. Die siRNA-vermittelte spezifische
Hemmung der proteinogenen Cyr6l IS-Form fuhrte zu einer signifikanten
Verringerung der endothelialen Proliferation, wéhrend die Inhibition der nicht-
proteinogenen Cyr6l IR-Splei3variante die Zellproliferation verstarkte [120]. Im
entsprechenden Umkehrexperiment zeigte sich, dass die Behandlung der
Endothelzellen mit der proteinogenen Cyr61_IS-Isoform mit einer deutlichen
Erhohung der Zellproliferation einherging [120]. Ferner deuten unsere Ergebnisse
darauf hin, dass die siRNA-vermittelte Herunterregulation der proteinogenen
Cyr61l _IS-Form zu einer Verringerung des pro-angiogenen Potentials der
Endothelzellen fuhrte [120]. Umgekehrt forderte die Behandlung der Zellen mit
rekombinantem Cyr61_IS-Protein die pro-angiogene Bildung von endothelialen
Ringstrukturen [120]. Arbeiten anderer Gruppen bestétigen diese Befunde. Darin
wird u.a. gezeigt, dass die biologischen Funktionen von Cyr6l, wie die
Immunzellmigration und die tumorassoziierte Angiogenese, durch die proteinogene
Cyr61_IS-Form vermittelt werden [39, 57].

Zusammenfassend weisen die von uns erhobenen Daten darauf hin, dass Topl
sowie die Clk-Familie das alternative Splei3en von der Pra&-mRNA von Cyr61 und
Itg-av in humanen Endothelzellen auf post-transkriptioneller Ebene modifizieren.
Ferner hat dies einen signifikanten Einfluss auf regenerative Funktionen des
Endothels, wie die Zellproliferation und pro-angiogene Prozesse sowohl unter
normalen als auch unter pathophysiologisch-relevanten, pro-inflammatorischen

Bedingungen.

4.2.Der Einfluss miRNA-vermittelter post-transkriptioneller Regulations-
mechanismen der Genexpression im kardiovaskuldren und renalen

System

Neben alternativem Spleil3en spielen auch miRNA-vermittelte Prozesse eine
bedeutende Rolle bei der Steuerung der Genexpression auf post-transkriptioneller
Ebene [19, 20, 25, 27, 87, 89]. Die Modifikation miRNA-vermittelter
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Genexpressionsmechanismen hat direkten Einfluss auf die Steuerung
(patho-)physiologisch-relevanter Funktionen, wie der Blutdruckregulation, der
Elektrolythombostase, der Herzhypertrophie, der Thrombogenitdt sowie der
Signaltransduktion im kardiovaskularen System und der Niere [23, 25, 28, 30].
Diese funktionellen Einflisse von miRNAs auf biologischen Funktionen werden
Uber die Translationshemmung distinkter Ziel-mRNAs auf post-transkriptioneller
Ebene vermittelt [23, 89]. Dieser Teil der Habilitationsschrift wird sich mit dem
Einfluss miRNA-vermittelter Mechanismen auf biologische Funktionen im
kardiovaskularen sowie im renalen Raum, unter Bertcksichtigung der von uns

erhobenen Daten befassen.

4.2.1 Die endotheliale Thrombogenitat wird durch die miRNA-vermittelte

Kontrolle der TF-Isoformexpression moduliert

Wie bisher eingehend dargestellt, spielt das alternative Splei3en eine wichtige
Rolle bei der Steuerung der fITF-assoziierten pro-thrombogenen Aktivitat bzw. der
asTF-vermittelten regenerativen Eigenschaften des Endothels, auf post-
transkriptioneller Ebene [10, 15, 42, 43, 106, 112]. Welchen funktionellen Einfluss
miRNA-vermittelte post-transkriptionelle Prozesse auf die TF-assoziierten
Funktionen des Endothels haben und welche pathophysiologische Relevanz dies
hat, war aber bislang unklar.

Schon 2011 gelang es Zhang und Kollegen zu zeigen, dass die Expression von
Gesamt-TF in der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 durch die Inhibition von miR-
19, welche die Formen miR-19a und b einschliel3t, erhdht wird. [88] Ferner fanden
sie heraus, dass die Transfektion von humanen MDA-MB-231-Brustkrebszellen mit
miR-19-Mimics zu einer deutlichen Verringerung der Gesamt-TF-Expression fuhrte
[88]. In Ubereinstimmung mit diesen ersten Daten konnten wir einige Jahre spéter
zum ersten Mal demonstrieren, dass miR-19a sowie miR-126 die Expression der
beiden TF-Isoformen, asTF und fITF in humanen Endothelzellen (HMEC-1)
hemmen [133]. Dies zeigten wir sowohl unter normalen als auch unter pro-
inflammatorischen Bedingungen [133]. Vermittelt wurde dieser Effekt Uber eine
direkte Bindung dieser miRNAs an die regulatorische 3’'UTR der TF-mRNA [133].
Nachfolgende Studien anderer Gruppen unterstttzen die von uns erhobenen Daten
zum Einfluss von miR-19a und miR-126 auf die TF-Expression [134-136]. So
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zeigten Yu und Kollegen, dass miR-19a die Gesamt-TF-Expression in
Darmkrebszellen hemmt und so deren Migration und Invasion beeinflusst [135].
2014 demonstrierten Li et al.,, dass die Transfektion humaner endothelialer
EA.hy926-Zellen bzw. von humanen Nabelschnurendothelzellen mit miR-19b zu
einer Verringerung der Gesamt-TF-Expression fihrt [136]. Dies wurde ebenfalls
Uber eine direkte Interaktion dieser miRNA mit der TF-3'UTR vermittelt [136].
Ferner zeigten kuirzlich Witkowski und Kollegen, in enger methodischer und
redaktioneller Anlehnung an die von uns durchgefiihrten Untersuchungen [133],
dass miR-126 die Expression von fITF und asTF in ruhenden und pro-
inflammatorisch-aktivierten mikrovaskularen Endothelzellen verringert [134].
Ebenso wie zuvor durch uns erstmalig gezeigt [133], wurde dies Uber die Bindung
von miR-126 an die 3’'UTR von TF induziert [134]. Ferner wurden in den letzten
Jahren weitere miRNAs, wie miR-223 und miR-520g entdeckt, welche die
Expression von Gesamt-TF im Endothel und anderen Geweben beeinflussen [137,
138].

Die Ergebnisse unserer Experimente belegten im weiteren erstmalig, dass miR-
126 sowie miR-19a einen direkten funktionellen Einfluss auf die endotheliale
Thrombogenitat besitzen, welcher Uber die Expressionssteuerung von asTF und
besonders von fITF vermittelt wurde [133]. Diese Beobachtung wurde durch
spatere Studien bestatigt [134, 136, 138]. 2014 zeigten Li und Kollegen, dass die
Uberexpression von miR-19b in endothelialen EA.hy926-Zellen zu einer
signifikanten Verringerung der Expression und der pro-thrombogenen Aktivitat von
TF fuhrte [136], welche hauptsachlich tber fITF vermittelt wird [52]. In ahnlicher
Weise demonstrierten Witkowski et al., in enger Anlehnung an die von uns
gemachten Versuche [133], dass die Transfektion von humanen THP-1-Zellen mit
miR-126-Mimics die fITF-Expression und damit auch die Thrombogenitat dieser
Zellen signifikant verringerte [134]. Ferner deuten die von Witkowski und Kollegen
erhobenen Daten darauf hin, dass dieser Mechanismus von pathophysiologischer
Relevanz im Rahmen vaskularer Entziindungsprozesse bei Diabetes mellitus sein
konnte [134]. Der funktionelle Einfluss von miR-19a wurde auch in einem anderen
experimentellen Zusammenhang beschrieben. So fanden Yu et al. 2013 heraus,
dass die miR-19a-vermittelte Hemmung der Gesamt-TF-Expression in
Darmkrebszellen deren Migration und Invasion hemmte [135]. Ferner zeigte eine
spatere Studie von Li und Kollegen, dass eine andere miRNA, namlich miR-223,
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einen signifikanten Einfluss auf die endotheliale Thrombogenitat besitzt [138]. Sie
zeigten, dass die Uberexpression von miR-223 in EA.hy926-Zellen die pro-
thrombogene TF-Aktivitat Gber die Verringerung von Gesamt-TF hemmte [138].
Die Ergebnisse dieser Studien deuten darauf hin, dass die endotheliale
Thrombogenitat, welche maf3geblich Gber fITF-vermittelt wird [10, 52, 111], post-
transkriptionell Uber die Bindung von miRNAs, wie miR-19a/b, miR-126 oder
miR-223, an regulatorische Bereiche innerhalb der 3’UTR der TF-mRNA gesteuert
wird. Ferner scheint dieser Regulationsmechanismus sowohl physiologisch als
auch pathophysiologisch von Bedeutung zu sein, wie bei entzindlichen
Bedingungen, im Rahmen von Krebserkrankungen oder bei Diabetes mellitus [88,
133-135].

4.2.2 Diefunktionelle Bedeutung der miRNA-vermittelten Regulation von
PDPN in Podozyten

Verschiedene miRNAs, wie miR-126, miR-19a, miR-29b und miR-497 spielen im
kardiovaskularen  System eine wichtige Rolle insbesondere unter
pathophysiologischen Bedingungen [139-142]. So zeigten Potus et al. im
kardiovaskularen System, dass die Expression von miR-126 in Patienten mit
Herzinsuffizienz signifikant erniedrigt ist [141]. Ferner demonstrierten Witkowski
und Kollegen, dass eine erniedrigte Expression von miR-126 in Patienten mit
Diabetes mellitus mit einer erhdhten vaskuldren TF-Expression und
Thrombogenitat einhergeht [134]. Ahnliche Assoziationen zu verschiedenen
kardiovaskularen Erkrankungen, wie akuten Myokardinfarkten, Herzinsuffizienz
oder abdominalen Aortenaneurysmen, konnten auch fir miR-19a, miR-29b und
miR-497 aufgezeigt werden [139, 140, 142]. Einige dieser kardiovaskular
bedeutsamen miRNAs, wie miR-126, miR-19a und miR-497, spielen auch bei der
Pathophysiologie renaler Erkrankungen, wie DN oder renalen Krebsformen, eine
Rolle [143-145]. So fanden Al-Kafaji und Kollegen heraus, dass die DN mit einer
verringerten Expression von miR-126 assoziiert ist [144]. In verschiedenste Studien
wurde dargelegt, dass miR-126, miR-19a, miR-497 sowie miR-29b im Rahmen
kardiovaskularer bzw. renaler Erkrankungen im Blut zirkulieren kénnen [139, 142,
144, 146]. Die Zirkulation solcher miRNAs wird tUber einen Transportmechanismus
ermoglicht, bei dem diese miRNAs in Vesikeln/Mikropartikeln eingeschlossen sind,
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die von einer Donorzelle abgeschnirt und dann in Kérperflussigkeiten, wie das
Blut, abgegeben werden [147]. Uber die Blutzirkulation konnen diese miRNAs dann
zu anderen Geweben oder Organen bzw. den entsprechenden Rezipientenzellen
transportiert werden [147]. Dort werden sie Uber die Aufnahme der Vesikel in die
Rezipientenzellen eingeschleust und kdnnen dort die Expression von spezifischen
Ziel-mRNAs post-transkriptionell steuern [147, 148]. Dieser Mechanismus wurde
sowohl in kardiovaskularen als auch in renalen Systemen bereits experimentell
nachgewiesen [148, 149]. Auf diese Weise ist es also mdglich, dass Donor- und
Rezipientenzellen aber auch unterschiedliche Gewebe oder Organe Uber den
Transfer von miRNAs kommunizieren bzw. so die Expression von Zielgenen in
anderen Organen beeinflussen. Das kardiovaskulare und das renale System
stehen besonders unter pathophysiologischen Bedingungen in einem engen
Zusammenhang zueinander [78, 81]. Diese enge pathophysiologische
Verknupfung wurde unter dem Begriff ,kardiorenales Syndrom® zusammengefasst
[45]. Insbesondere im Rahmen dieses engen Zusammenwirkens wird vermutet,
dass zirkulierende miRNAs an der pathophysiologisch-relevanten Interaktion
zwischen beiden Systemen beteiligt sind [150]. Wie zuvor erdértert, wurden
pathophysiologische Einflisse fur miR-19a, miR-126 und miR-497 sowohl im
kardiovaskularen als auch im renalen System beschrieben [139, 141-145]. Fur
miR-29b wurde bislang nur eine pathophysiologische Bedeutung bei
kardiovaskularen Erkrankungen belegt [140]. Daher untersuchten wir abschlie3end

die pathophysiologische Relevanz von miR-29b im renalen System.

Podozyten sind in der Niere von grof3er Bedeutung fur den Erhalt der Struktur des
Glomerulums sowie flr dessen essenzielle Barriere- und Filtrations-Funktion [67].
Strukturelle Veranderungen sowie der funktionelle Verlust von Podozyten tragen
malf3geblich zur Entstehung und Pathogenese verschiedener Nierenerkrankungen
bei, wie der ,Minimal-Change“-Glomerulonephritis oder der haufig auftretenden DN
[93, 151, 152].

Das Membranglykoprotein PDPN wird in verschiedensten Zellen und Geweben
gebildet, wie in lymphatischen Endothelzellen, in glomerularen Epithelzellen
(Podozyten) sowie in verschiedenen Tumorgeweben [60, 71, 153-155]. PDPN
spielt u.a. eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Lymphsystems aber auch

bei krebsassoziierten Prozessen, wie der Krebszellmigration und Tumorinvasion
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[156, 157]. Die physiologische Bedeutung von PDPN in der Niere war bislang
unklar. Verschiedene Studien in Tiermodellen deuteten aber darauf hin, dass
PDPN eine pathophysiologische Rolle bei unterschiedlichen Nierenerkrankungen
spielen koénnte [60, 71, 73, 74]. So zeigten Breiteneder-Geleff et al. schon 1997 in
einem ,Minimal-Change“-Glomerulonephritis-Rattenmodell, dass die Expression
von PDPN in den Podozyten dieser Ratten signifikant verringert war im Vergleich
zu entsprechenden Kontrollen [73]. Ahnliche Beobachtungen machten auch Matsui
und Kollegen ein Jahr spater in einem Tiermodell fir eine durch Puromyzin
induzierte Nephrose [60]. In diesen Versuchen fiihrte die PDPN-Inhibition mittels
Antikérpern zu einem strukturellen und funktionellen Verlust der betroffenen
Rattenpodozyten. Die zu beobachtenden Folgen waren u.a. die Verschmelzung der
FuRfortsatze der Podozyten (,foot process effacement®) sowie die Ausbildung einer
reversiblen Proteinurie im Rattenmodell [60]. Ferner zeigten in vivo Versuche in
spontan hypertensiven Munich Wistar Fromter (MWF)-Ratten, welche eine
altersbedingte Albuminurie ausbilden, dass der Funktionsverlust der glomeruléren
Podozyten und damit die entstehende Albuminurie mit einem selektiven Verlust von
PDPN in den betroffenen Glomeruli bzw. den Podozyten assoziiert war [74].
Zusammen deuteten diese Beobachtungen darauf hin, dass PDPN von
pathophysiologischer Bedeutung bei verschiedener Nierenerkrankungen ist.
Welche funktionelle Rolle PDPN unter diesen Bedingungen der Niere zukommt,
war aber weiter unbekannt.

Im Rahmen unserer Studie konnten wir zum ersten Mal demonstrieren, dass PDPN
ein Uberlebensfordernder Faktor in humanen Podozyten unter pathophysiologisch-
relevanten Bedingungen ist [158]. Angll fuhrte in unseren Versuchen zu einer
erhohten Apoptoserate und einer verringerten Zellviabilitat der Podozyten [158].
Dieser pro-apoptotische Einfluss von Angll in Podozyten sowie in anderen Zellen
und Geweben wird durch die Ergebnisse diverser Arbeiten anderer Gruppen belegt
[64, 65, 159] und spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese verschiedener
renaler Erkrankungen, wie der DN und der CKD [62, 160]. Mit den Ergebnissen
unserer Untersuchungen konnten wir erstmalig einen funktionellen Einfluss von
PDPN auf zellulare Funktionen von Podozyten, wie das Zelliberleben und das
Apoptoseverhalten, nachweisen [158]. Die dabei erhobenen Daten belegten, dass
die siRNA-vermittelte Hemmung von PDPN in Angll-stimulierten Zellen im
Vergleich zu entsprechenden Kontrollen zu einer signifikant erhéhten Zellapoptose
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sowie einer verringerten Podozytenviabilitat fihrte [158]. In ruhenden Zellen
hingegen war keine Veranderung dieser Zellfunktionen durch die siPDPN-
Transfektion zu detektieren [158]. Diese Ergebnisse werden durch die
Beobachtungen anderer Studien untermauert [153, 161, 162]. In Ubereinstimmung
mit unseren Daten demonstrierten Rahadiani et al. 2010, dass die Hemmung von
PDPN in dsophagialen Plattenepithelkarzinomzellen mittels spezifischer siRNAs
mit einer gesteigerten Apoptoserate nach der Stimulation dieser Zellen mit
Topotecan assoziiert war [161]. Des Weiteren fiihrte die PDPN-Uberexpression in
diesen Zellen zu einer gesteigerten Zellviabilitat im Vergleich zu entsprechenden
Kontrollen [161]. Einige Jahre spater zeigten Yamaki und Kollegen, dass die
siRNA-vermittelte Herunterregulation der PDPN-Expression ebenso in humanen
Mesothelzellen Zellapoptose induzierte [162]. Umgekehrt war die Uberexpression
von PDPN in diesen Zellen mit einer erhéhten Resistenz gegen eine durch Cisplatin
induzierte Apoptose verbunden [162]. Cortez et al. kamen durch ihre Versuche in
Glioblastomzellen zu &hnlichen Resultaten [153]. Sie fanden heraus, dass die post-
transkriptionelle  Expressionshemmung von PDPN durch miR-29b in
verschiedenen Glioblastomzelllinien (U87, U251) die Apoptoserate dieser Zellen
signifikant steigerte [153]. Einige Studien deuten allerdings darauf hin, dass dieser
anti-apoptotische Effekt von PDPN nicht in allen Zellen oder experimentellen
Systemen gleichermaf3en detektierbar ist [163, 164]. So konnten Rudzinska und
Kollegen 2014 keine signifikante  Wirkung der  siRNA-vermittelten
Herunterregulation von  PDPN auf das  Apoptoseverhalten  von
schilddrisenkrebsstammigen Zellen nachweisen [164]. Des Weiteren zeigten Song
et al., dass eine vermehrte PDPN-Expression mit einer verstarkten durch
Lipopolysaccharide induzierten Apoptose in neuronalen Zellen assoziiert war [163].
Diese Unterschiede in den beobachteten Effekten von PDPN auf das
Apoptoseverhalten kdnnen mannigfaltige Grinde haben. Zum einen koénnen
zelltyp- bzw. gewebsspezifische Unterschiede diese Diskrepanz bedingen, wie die
Nutzung neuronaler [163], krebsstammiger [161] oder auch renaler Zellsysteme
[158] in den verschiedenen Studien. All diese experimentellen Zellsysteme
besitzen u.a. eine unterschiedliche Ausstattung an Enzymen sowie Rezeptoren
und unterscheiden sich ferner hinsichtlich ihrer spezifischen metabolischen bzw.
Zellteilungs-Aktivitaten. Des Weiteren konnen auch Unterschiede in den

verwendeten experimentellen Systemen und dem methodischen Vorgehen Griinde
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dafur sein. So wurde in einigen Studien der Einfluss von siPDPN in ruhenden Zellen
untersucht [164], wahrend in anderen Versuchen der Einfluss von siPDPN auf die
stimulanzinduzierte Apoptose charakterisiert wurde [158, 161]. Ferner wurden auch
unterschiedliche Stimulanzien zur Induktion der Apoptose verwendet, welche ihre
spezifischen Effekte Uber vollkommen unterschiedliche Signalwege vermitteln
[158, 161, 163]. So induziert Topotecan Zellapoptose Uber eine irreversible
Inhibition von Topl und die Fragmentierung der DNA [43, 161], Angll induziert u.a.
das RAAS [59, 62, 158], wahrend Lipopolysaccharide z.B. uber ,Toll-like“-
Rezeptoren und pro-apoptotische p38-Signaltransduktion zur Apoptoseinduktion
fuhren [151, 163]. Methodische Unterschiede gab es auch in der Form der PDPN-
Hemmung, wie der Nutzung post-transkriptioneller inhibitorischer miRNAs [153],
der Verwendung von siRNAs, welche mittels Lipofektion in die entsprechenden
Zellen eingebracht wurden [158, 162] oder die Herstellung stabiler siPDPN-
bildender Transfektanten [161]. Uber diese experimentellen und methodischen
Unterschiede lassen sich die zuvor dargestellten Beobachtungen und moglichen

Unterschiede durchaus erklaren.

Neben der funktionellen Charakterisierung von PDPN in Podozyten untersuchten
wir auch die Steuerung der PDPN Expression. In diesem Zusammenhang
demonstrierten wir erstmalig, dass die Expression dieses Membranglykoproteins in
Podozyten durch die Stimulation mit Angll in konzentrationsabhangiger Weise
verringert wurde [158]. Dieses Ergebnis wird durch die Beobachtungen von Mii et
al. in einem Rattenmodell zur Glomerulonephritis untermauert [165]. In dieser
Studie beschreiben die Autoren, dass die PDPN-Expression in Glomerulonephritis-
Ratten signifikant verringert war [165]. Die pharmakologische Blockade des Angll-
Rezeptors in diesen Tieren fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung der PDPN-
Expression im Glomerulum. Dies ging mit einer signifikanten Verbesserung des
Gesundheitszustandes der Ratten einher [165]. Diese Daten deuteten zusammen
mit unseren Ergebnissen darauf hin, dass Angll-induzierte
Signaltransduktionsmechanismen die PDPN-Expression in glomerularen Zellen
direkt beeinflussen.

In unseren Versuchen fanden wir ferner heraus, dass die Stimulation der
Podozyten mit Angll, einhergehend mit der Verringerung der PDPN-Bildung, die
Expression von miR-29b in konzentrationsabhangiger Form induzierte [158].
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Dieser Befund wird durch die Untersuchungen von Jeppesen et al. bestétigt, die
zeigten, dass Angll u.a. die Expression von miR-29b in nierenstdmmigen humanen
tubularen Epithelzellen (HEK293) induziert [166]. In silico durchgeflihrte
Datenbankanalysen wiesen ferner darauf hin, dass diese miIRNA an
Sequenzmotive innerhalb der regulatorischen 3'UTR der PDPN-mRNA binden
kann [158]. Mittels funktioneller Untersuchungen waren wir abschlie3end in der
Lage zu demonstrieren, dass miR-29b die Expression von PDPN in humanen
Podozyten auf post-transkriptioneller Ebene hemmt [158]. Dies wurde Uber die
direkte Bindung dieser miRNA und die 3'UTR der PDPN-mRNA vermittelt [158].
Die Untersuchungen von Cortez und Kollegen belegen unsere Daten [153]. In ihren
Experimenten fanden sie heraus, dass neben miR-125 auch miR-29b die PDPN-
Bildung in glioblastomstammigen Krebszellen hemmt [153]. Ferner zeigten sie in
Ubereinstimmung mit unseren Resultaten, dass die Hemmung der PDPN-
Expression uber die Bindung dieser miRNAs an die PDPN-3'UTR gesteuert wird
[153].

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass miR-29b die PDPN-
Expression in Podozyten auf post-transkriptioneller Ebene steuert. Ferner konnte
im Rahmen dieser Studie erstmalig eine funktionelle Bedeutung von PDPN im
renalen System dargelegt werden. Wir zeigten, dass PDPN unter
pathophysiologisch-relevanten Bedingungen, wie dem Einfluss von Angll, als ein
anti-apoptotischer und Uberlebensférdernder Faktor in humanen Podozyten wirkt.
Dies fiihrt zu der These, dass die post-transkriptionelle Steuerung der PDPN-
Bildung Giber miR-29b die biologische Funktion dieses Proteins in der Niere steuern
kann. Dies belegt, dass miR-29b nicht nur im kardiovaskuléren System, sondern
ebenso in der Niere potentiell Einfluss auf (patho-)physiologisch-relevante
Prozesse nehmen kann. Diese Theorie muss allerdings erst in geeigneten in vivo-

Modellen Gberprft werden.
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5. Zusammenfassung

Post-transkriptionelle Mechanismen der Expressionssteuerung, wie alternatives
SpleiBen und mMiRNA-vermittelte Kontrollmechanismen sind von essenzieller
Bedeutung fur die Diversifizierung und Anpassungsfahigkeit des Proteoms bei sich
andernden Bedingungen [8, 27]. In diesem Zusammenhang spielen sie eine
bedeutende Rolle bei der Steuerung nahezu aller biologischer Funktionen im
menschlichen Organismus. An der Kontrolle dieser Regulationsmechanismen sind
verschiedene Faktoren beteiligt [4, 23]. Die Steuerung sowie die Verénderung
dieser Prozesse spielt ebenfalls im kardiovaskularen System wie auch in der Niere
eine bedeutende Rolle, sowohl unter physiologischen als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen [4, 25]. Kardiovaskulare und renale
Funktionen, wie die Regulation der Thrombogenitat, der Angiogenese und der
glomerularen Filtration aber auch das Zelluberleben, werden tber die Expression
von Proteinen und deren Isoformen, wie TF, Cyr61, Itg-av oder PDPN, gesteuert
[2, 55, 157]. Ferner sind das Herz und die Niere unter physiologischen und
besonders unter pathophysiologischen Bedingungen funktionell eng miteinander
verknupft [78]. Daher liegt der Gedanke nahe, dass grundlegende Prozesse, wie
die post-transkriptionellen Regulationsmechanismen der Genexpression, in beiden
Systemen von groR3er funktioneller Bedeutung sind. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Steuerung alternativer Splei3prozesse wie auch miRNA-vermittelter
Regulationsmechanismen sowie deren Einfluss auf kardiovaskulare und renale
Funktionen unter (patho-)physiologisch-relevanten Bedingungen untersucht.

Der erste Teil dieser Habilitationsarbeit befasste sich mit dem Einfluss alternativer
Splei3prozesse im kardiovaskularen System. Die Ergebnisse dieser Studien
zeigten, dass neben den Clks und Topl auch die PI3K/Akt-Achse an der
Regulation des alternativen TF-SpleiRens und der Bildung der asTF-Isoform in
kardiovaskularen Zellen beteiligt ist [10, 106]. Dies wurde Uuber die
Phosphorylierung der SR-Proteine: SRp75, SRp55 und SF2/ASF vermittelt, welche
das alternative Spleil3en von TF direkt steuern. Da die Funktion der asTF-Isoform
bislang weitgehend unbekannt war, charakterisierten wir im néchsten Schritt die
funktionelle Bedeutung dieser Isoform. Die von uns erhobenen Daten wiesen

darauf hin, dass asTF im kardiovaskuldren System sowohl eine pro-angiogene als
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auch eine proliferationsfordernde Funktion austibt [112]. Dieser Befund wurde
durch Studien anderer Arbeitsgruppen in Endothel- und Lungenkarzinomzellen
untermauert [12, 42]. Im Zusammenhang damit konnten wir auch erstmalig einen
potentiellen Mechanismus fur diese asTF-induzierten Funktionen benennen,
welcher die Aktivierung der Erk1/2- und p38-vermittelten Signaltransduktion und
die Expressionserhbhung pro-angiogener Faktoren, wie VEGF und FGF2,
einschlief3t. Ferner zeigten unsere Daten zum ersten Mal, dass die Kontrolle
alternativer Spleil3prozesse Uber SR-Proteinkinase auch die Isoformexpression
des Chemokins Cyr61 und seines Rezeptors Itg-av beeinflusste [120]. Uber die
durch Clk- und Top1 vermittelte Regulation der Isoformexpression beider Faktoren
wurden endotheliale Funktionen, wie die Proliferation von Endothelzellen sowie ihr
pro-angiogenes Potential, signifikant verandert. Zusammen lieferten diese
Resultate neue Einblicke in die Steuerung und funktionelle Bedeutung des
alternativen Splei3ens im kardiovaskularen System.

Der zweite Abschnitt dieser Habilitationsarbeit beschaftigte sich mit der Rolle
miRNA-vermittelter, post-transkriptioneller Regulationsmechanismen bei der
Steuerung kardiovaskularer und renaler Funktionen. In diesem Zusammenhang
lieferten unsere Versuche neue Einblicke in die miRNA-vermittelte
Expressionskontrolle der TF-Isoformen, asTF und fITF im Endothel, sowie fur die
Steuerung der PDPN-Expression und deren funktioneller Rolle im renalen Raum
[133, 158].

In der ersten zugrunde liegenden Arbeit wurde gezeigt, dass miR-19a die
Expression beider TF-Isoformen verringert [133]. Dieser Befund wird durch die
Ergebnisse von Zhang et al. bestatigt, welche ebenfalls einen regulatorischen
Einfluss von miR-19 auf die Expression von Gesamt-TF in Brustkrebszellen
nachweisen konnten [88]. Ferner waren wir erstmals in der Lage, die Beteiligung
einer weiteren miRNA, namlich miR-126, bei der Hemmung der Expression von
asTF und fITF im Endothel zu demonstrieren [133]. Des Weiteren zeigten unsere
Daten erstmals einen funktionellen Einfluss dieser post-transkriptionellen
Regulationsprozesse. Die miRNA-vermittelte Verringerung von asTF und fITF
fuhrten zu einer Reduktion der endothelialen Thrombogenitat, was bedeutenden
Einfluss auf verschiedene endotheliale Funktionen haben kann, wie die Kontrolle
der GefalRwandhamostase oder der Blutgerinnung [133].

83



Die Ergebnisse der zweiten zugrunde liegenden Studie zeigen, das miR-29b die
Expression des Membranglykoprotein PDPN in Podozyten reguliert [158]. Dies wird
durch die Arbeiten einer anderen Gruppe in Glioblastomzellen bestatigt [153].
Ferner fuhrt die Verringerung der PDPN-Expression zu einer erhohten
Apoptoserate und reduzierten Viabilitdit von Podozyten unter Angll-Stimulation
[158]. Dadurch konnten wir erstmals eine anti-apoptotische bzw.
Uberlebensférdernde Funktion von PDPN in Podozyten belegen sowie die
regulatorische Rolle von miR-29b dabei beschreiben. Die Ergebnisse dieser
Versuche deuten daher auf eine wichtige funktionelle Bedeutung der miRNA-

vermittelten Expressionsregulation in kardiovaskularen und renalen Zellen hin.

Zusammenfassend zeigen die zuvor beschriebenen Ergebnisse, dass alternatives
SpleiBen und miRNA-vermittelte Prozesse einen bedeutenden post-
transkriptionellen Einfluss auf die Bildung verschiedener Faktoren, wie asTF, fITF
oder PDPN, in kardiovaskularen bzw. glomerularen Zellen besitzen. Daruiber
werden essenzielle kardiovaskulare und renale Funktionen, wie die
Zellproliferation, die Thrombogenitét, die Angiogenese sowie das Zelliberleben
unter normalen und pathophysiologisch-relevanten Bedingungen entscheidend
beeinflusst. Dadurch bieten diese Prozesse potentielle Ansatzpunkte fur die
Entwicklung neuer Therapieoptionen zur Behandlung von kardiovaskularen und

renalen Erkrankungen.
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