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Zusammenfassung 

Abstract (deutsch) 

Arterielle Hypertonie führt als Zivilisationskrankheit auf Dauer zu multiplen 

Endorganschäden bei großen Teilen der Weltbevölkerung. Zu den häufigen 

Folgeerkrankungen bei chronisch erhöhtem Blutdruck gehören beispielsweise die 

linksventrikuläre Hypertrophie und hypertensive Nephropathie. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden molekulare Mechanismen der Entstehung von kardiorenalen Endorganschäden 

bei arterieller Hypertonie untersucht. 

Die linksventrikuläre Hypertrophie ist ein Hauptrisikofaktor für kardiovaskuläre 

Ereignisse und Sterblichkeit. Ein kürzlich entdecktes Kandidatengen mit Einfluss auf die 

Entstehung der Hypertonie-induzierten linksventrikulären Hypertrophie ist das Gen für 

Carboxypeptidase X Member 2 (CPXM2). CPXM2 gehört in die M14-Familie der 

Metallocarboxypeptidasen, allerdings weist dieses Protein keine nachweisbare 

enzymatische Aktivität auf und seine genaue Funktion ist bisher unklar.  

Die Expression von CPXM2 in verschiedenen kardialen Zellkulturen wurde mit Hilfe von 

Real-Time polymerase chain reaction (PCR), Western Blotting und 

Immunofluoreszenzfärbung charakterisiert. Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit 

lag bei der Analyse der posttranskriptionellen Regulation der CPXM2-Expression mittels 

microRNA (miRNA).  

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass CPXM2 sowohl in primären 

Rattenkardiomyozyten als auch -fibroblasten exprimiert und unter hypertensiven 

Bedingungen hochreguliert wird. Eine Transfektion von H9C2-Zellen mit miRNA-29b, 

miRNA-195 oder miRNA-497 führte zur verminderten CPXM2-Expression auf mRNA- 

und Proteinebene. Die Ergebnisse des Dual Luciferase Assays zeigten, dass die 

posttranskriptionelle Regulation der Expression von CPXM2 durch miRNA-29b und 

miRNA-497 über eine direkte Bindung dieser miRNAs an die 3'-untranslatierte Region 

(3'-UTR) der CPXM2-mRNA vermittelt wird.  

In einer weiteren Studie wurde ebenfalls der Einfluss von bestimmten miRNAs (miRNA-

30b, miRNA-564) auf die Expression eines renal bedeutsamen Proteins 

(Transmembranprotein 63c; TMEM63c) in glomerulären Epithelzellen untersucht. Erste 

Studien deuten darauf hin, dass TMEM63c möglicherweise an der Entwicklung einer 

Albuminurie beteiligt ist. 
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Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden miRNAs mit direktem Einfluss auf die 

posttranskriptionelle CPXM2- und TMEM63c-Expression identifiziert. Die hier 

erhobenen Daten können potenziell in späteren Studien zur Entschlüsselung der 

Expressionsteuerung und der genauen Funktionen von CPXM2 und TMEM63c sowie 

deren Rolle bei der molekularen Pathophysiologie der linksventrikulären Hypertrophie 

und renalen Endorganschädigung bei arterieller Hypertonie beitragen.   
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Abstract (englisch)  

High blood pressure is one of the most prevalent diseases worldwide. It leads to various 

hypertension mediated organ damages such as left ventricular hypertrophy and 

hypertensive nephropathy. This study examines different molecular mechanisms 

involved in the development of cardiorenal organ damage in hypertension.  

Left ventricular hypertrophy is one of the main risk factors for adverse cardiovascular 

events and mortality. Recently, a novel candidate gene encoding the carboxypeptidase 

X member 2 (CPXM2) was found to be associated with hypertension-induced cardiac 

hypertrophy. CPXM2 belongs to the M14 family of metallocarboxypeptidases although it 

lacks detectable enzyme activity and its function remains unknown.  

CPXM2 expression was characterized in several cardiac cell cultures via Real-time 

polymerase chain reaction (PCR), western blotting and immunofluorescence staining. 

Additionally, we analysed the posttranscriptional regulation of CPXM2 via microRNA 

(miRNA).  

Our results show that CPXM2 is expressed in both primary rat cardiomyocytes and 

cardiofibroblasts and is upregulated under hypertensive conditions. Transfection of 

H9C2 cells with miRNA-29b, miRNA-195, and miRNA-497, respectively, led to 

decreased levels of CPXM2 mRNA and protein. The performed dual luciferase assay 

indicated a direct posttranscriptional expression regulation of CPXM2 by binding of 

miRNA-29b and miRNA-497 to the 3' untranslated region of the CPXM2 mRNA.  

In another study we examined the impact of selected miRNAs (miRNA-30b and miRNA-

564) on the posttranscriptional regulation of an important renal protein i.e., 

Transmembrane Protein 63c (TMEM63c). According to recent studies, TEMEM63c 

could be involved in the development of albuminuria.  

We identified miRNAs capable of direct influence on the posttranscriptional expression 

of CPXM2 and TMEM63c. Our results may help to inform future studies assessing the 

function of CPXM2 and TMEM63c and their role in the molecular pathology of left 

ventricular hypertrophy as well as renal damage in hypertension.  
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1 Einleitung  

Arterielle Hypertonie ist eine bei der erwachsenen Weltbevölkerung weit verbreitete 

Erkrankung (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators 2015). Chronisch 

erhöhte Blutdruckwerte führen zur Entstehung von funktionellen und strukturellen, initial 

asymptomatischen und potentiell reversiblen Veränderungen verschiedener Organe 

(Williams B 2018). Als Beispiele für diese Hypertonie-bedingten Endorganschäden 

gelten die linksventrikuläre Hypertrophie, hypertensive Retinopathie sowie renale 

Schädigungen mit daraus folgender Albuminurie (Williams B 2018).  

Linksventrikuläre Hypertrophie stellt einen bedeutenden Risikofaktor für die Entstehung 

vieler kardiovaskulären Folgeerkrankungen, wie beispielsweise Herzinsuffizienz, 

Myokardinfarkt oder Herzrhythmusstörungen sowie für ein erhöhtes Sterberisiko dar 

(Lovic D 2017, Nwabuo CC 2020). Die Erforschung der molekularen 

Entstehungsmechanismen der hypertensiven Herzerkrankung ist somit von 

besonderem Interesse für die medizinische Forschung. Die Ergebnisse verschiedener 

Studien deuten darauf hin, dass unterschiedliche genetische Faktoren Einfluss auf die 

Entwicklung einer Herzhypertrophie haben können (Grabowski K 2013, Patel SK 2018). 

Erst vor kurzem wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression von 

Carboxypeptidase X Member 2 (CPXM2) und der Entwicklung einer Hypertonie-

induzierten linksventrikulären Hypertrophie beschrieben (Grabowski K 2016). CPXM2 

ist ein Protein aus der M14 Familie der Metallocarboxypeptidasen, jedoch weist es 

keine enzymatische Aktivität auf und seine genaue biologische Funktion bleibt bis heute 

unbekannt (Xin X 1998, Grabowski K 2022). Grabowski et al. zeigten, dass bei einem 

Rattenstamm mit Prädisposition zur arteriellen Hypertonie (stroke-prone spontaneously 

hypertensive rats, SHRSP) die CPXM2-Expression signifikant erhöht ist. Dies wurde 

auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestätigt. CPXM2-defiziente Knockout-Mäuse 

entwickelten wiederum nach 8 Wochen unter hypertensiven Bedingungen im Vergleich 

zu Kontrolltieren weniger ausgeprägte Zeichen einer kardialen Hypertrophie und 

Dysfunktion (Grabowski K 2022). Zusätzlich wurden erhöhte CPXM2-Spiegel bei 

Patienten mit Herzhypertrophie beobachtet (Grabowski K 2022). Diese Daten machen 

CPXM2 zu einem interessanten Objekt für die medizinische Forschung.  

Arterielle Hypertonie ist eine der häufigsten Ursachen für linksventrikuläre Hypertrophie 

(Yildiz M 2020). Der durch Bluthochdruck bedingte mechanische Stress führt zu 

Veränderungen der Genexpression in kardialen Zellen. Dieser Prozess wird als 

Mechanotransduktion bezeichnet und beeinflusst unter anderem verschiedene Proteine 
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der Z-Scheibe, wie zum Beispiel das Protein Pdlim3 (PDZ  and LIM domain 3 Protein; 

PDZ steht für postsynaptic density 95, discs large und zonula occludens-1, LIM wurde 

ursprünglich in den Proteinen LIN-11, Isl1m und MEC-3 beschrieben) (Frank D 2011). 

Neben der hypertensiven Herzerkrankung gehört auch die chronische 

Niereninsuffizienz zu den Langzeitfolgen von chronisch erhöhtem Blutdruck (Webster 

AC 2017). Arterielle Hypertonie führt auf Dauer zur Schädigung der renalen Glomeruli 

und damit verbundener Albuminurie (Leoncini G 2010, Lambers Heerspink HJ 2015). 

Die glomeruläre Filtration findet im Bereich der Blut-Harn-Schranke statt. Diese besteht 

aus dem Endothel der glomerulären Kapillaren, der glomerulären Basalmembran und 

einer Schicht von Podozyten (Lüllmann-Rauch R 2009). Schulz et al. zeigten kürzlich, 

dass das in Podozyten exprimierte Transmembranprotein 63C (TMEM63C) eine 

wichtige Rolle für die Funktionsfähigkeit der Blut-Harn-Schranke spielt  und 

möglicherweise bei der Entwicklung von Albuminurie beteiligt ist (Schulz A 2019).  Die 

von TMEM63C vermittelten molekularen Mechanismen sowie die Regulation seiner 

Expression sind bisher unbekannt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Experimente trugen dazu bei, dies näher zu beleuchten (Orphal M 2020).  

Ferner erlauben die Ergebnisse dieser Arbeit neue Einblicke in die posttranskriptionelle 

micro (mi)RNA-vermittelte Regulation der Expression von CPXM2 und TMEM63C. 

MiRNAs sind kurze, nicht-proteinkodierende RNAs, die spezifisch an eine 

regulatorische Sequenz in der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) ihrer 

korrespondierenden messenger (m)RNAs binden und somit deren Translation 

beeinflussen. Dies führt zu einer verringerten Bildung des finalen Proteins (Eisenreich A 

2014).  

MiRNAs beeinflussen verschiedene zelluläre Prozesse, die u.a. an der Entstehung 

kardiovaskulärer Erkrankungen beteiligt sind (Eisenreich A 2013, Olson EN 2014). 

Beispielsweise wirkt miRNA-29b der Organfibrose entgegen, indem sie die Expression 

von Kollagen und anderen Proteinen der Extrazellulärmatrix in kardialen Fibroblasten 

inhibiert (Abonnenc M 2013). Ein anderes Beispiel für miRNAs mit Beteiligung an der 

Entstehung von kardiovaskulären Erkrankungen sind die Mitglieder der miRNA-15 

Familie (Xiao J 2012, Porrello ER 2013, Li X 2015, Zhang X 2018). Sie sind u.a. in die 

Prozesse der kardialen Fibrose und Hypertrophie involviert (Tijsen AJ 2014).  

Auch die Pathophysiologie renaler Erkrankungen wird von verschiedenen miRNAs 

beeinflusst (Trionfini P 2017). So ist beispielsweise miRNA-21 an der Entstehung der 
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Fibrose in Nieren und von Nierenzellkarzinomen beteiligt (Chung AC 2015, Fan B 

2020).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere miRNA-Kandidaten identifiziert, die potenziell 

die CPXM2-Expression regulieren können. Anschließend wurde der Einfluss von 

miRNA-29b, miRNA-195 und miRNA-497 auf die Expression von CPXM2 in 

Rattenkardiomyozyten untersucht. Ferner wurde die posttranskriptionelle Regulation der 

TMEM63C-Expression mittels miRNA in renalen Zellen analysiert. Die hier gewonnenen 

Erkenntnisse  bieten neue Einblicke in die miRNA-vermittelte posttranskriptoionelle 

Regulation der Expression von CPXM2 und TMEM63C. Somit können die im Rahmen 

dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zur weiteren Charakterisierung der möglichen 

(patho-)physiologisch-relevanten zellulären Funktionen dieser Proteine und deren 

möglicher Rolle bei der Genese kardiorenaler Endorganschäden beitragen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Zellkultur 

Rattenkardiomyozyten der Zelllinie H9C2 sowie humane embryonale Nierenzellen 

(HEK293) wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS) und 1% Penicillin/Streptomycin (DMEM und Supplemente von Biochrom 

GmbH, Berlin, Deutschland) bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Vor der Transfektion 

wurden die Zellen für mindestens 12h im nährstoffarmen Medium gehalten (DMEM 

ohne FBS). Zur Transfektion der H9C2-Zellen wurden jeweils 200nM miRNA-mimics für 

miRNA-29b, miRNA-195, miRNA-497 und Nonsense-miRNA-Kontrolle (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, München, Deutschland) sowie Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, CA, USA) angewendet. Die HEK293-Zellen wurden jeweils mit 

200nM miRNA-mimics für miRNA-30b, miRNA-564 sowie Nonsense-miRNA-Kontrolle 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland) ebenfalls mit Lipofectamine® 

2000 transferiert. Die Transfektionseffizienz für H9C2-Zellen sowie für HEK293-Zellen 

lag jeweils bei 62% (getestet mittels Fluorescence-activated Cell Sorting-Analyse nach 

Transfektion der Zellen mit 200nM Dy547 transfection control; Dharmacon, Lafayette, 

CO, USA).    

Linksventrikuläres Gewebe sowie isolierte primäre Kardiomyozyten und -fibroblasten 

erwachsener Ratten der Stämme SHRSP und Fischer 344 (F344) wurden uns zur 

weiteren Analyse freundlicherweise von unserer Kollegin Dr. med. Katja Grabowski zur 

Verfügung gestellt. SHRSP-Ratten gelten als ein etabliertes Modell für arterielle 

Hypertonie (Nabika T 2012). Die F344-Ratten stellen eine geeignete Kontrollgruppe dar 

(Grabowski K 2013).  

 

2.2 In silico-Analyse 

Zur Identifizierung von miRNAs, die potenziell mit der CPXM2- beziehungsweise der 

TMEM63c- mRNA interagieren könnten, wurden mehrere voneinander unabhängige 

Datenbanken verwendet, wie zum Beispiel TargetScan (http://www.TargetScan.org), 

miRDB (http://miRDB.org) und microRNA.org – Targets and Expression 

(http://www.microRNA.org). Die in silico-Analyse der räumlichen miRNA-mRNA-

Wechselwirkungen wurde mit Hilfe der RNAhybrid 2.2 database 

(https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid/) durchgeführt (Rehmsmeier, 2004).  
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2.3 Immunofluoreszenzfärbung 

Für die Immunofluoreszenzfärbung wurden folgende Antikörper verwendet: 

- polyklonale Kaninchen-Antikörper gegen CPXM2 in 1:100 Verdünnung (Thermo 

Fisher, Carlsbad, CA, USA) 

- mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierte goat-anti-rabbit-Antikörper in 1:200 

Verdünnung (#12-507, Millipore, Darmstadt, Germany) 

- polyklonale ALEXA FLUOR® 594-konjugierte anti-Pdlim3-Antikörper in 1:200 

Verdünnung (#bs-2928R-A594, Bioss, Woburn, MA, USA) 

Die Zellen wurden nacheinander mit den genannten Antikörpern jeweils für 1h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Für die Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern 

wurden die Proben verdunkelt. Die nukleäre DNA wurde zur Darstellung der Zellkerne 

mit 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI, #D1306, Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA) in 

1:5000 Verdünnung markiert. Die Immunofluoreszenz wurde mit Hilfe eines 

Konfokalmikroskops (Leica TCS SPE, Wetzlar, Germany) dargestellt und mit EVOS® 

FL Auto Imaging System (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA) analysiert.   

 

2.4 Real-Time polymerase chain reaction 

Die Gesamt-RNA wurde 48h nach Transfektion der Zellen mit Hilfe von Universal RNA 

Purification Kit (Roboklon GmbH, #E3598-02, Berlin, Germany) isoliert. Jeweils 1μg der 

gewonnenen RNA wurde revers transkribiert, dafür wurde ein High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, #4368814, Carlsbad, CA, USA) 

verwendet. Anschließend wurden Messungen für CPXM2 und das Housekeeping-Gen 

Hypoxanthinphosphoribosyltransferase (HPRT) mittels 7500 Fast Real-Time 

polymerase chain reaction (PCR) System (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, 

USA) unter Einsatz von Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, 

Darmstadt, Germany) durchgeführt. Alle Proben wurden als Triplikate getestet. Zur 

Auswertung wurde die ΔΔ-ct-Methode angewendet.  

 

2.5 Western Blot-Analysen 

Für die Bestimmung der relativen CPXM2- beziehungsweise TMEM63c-

Proteinexpression wurden Western Blot-Analysen durchgeführt. 48h nach der 

Transfektion wurden die Gesamtproteine aus den H9C2- oder HEK293-Zellen isoliert, 

mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt 

und auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) 
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übertragen.  Anschließend wurden die Proteine mittels anti-CPXM2-Antikörpern 

(Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA), anti-TMEM63c-Antikörpern (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, München, Deutschland) sowie Antikörpern gegen das Housekeeping-

Protein Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, Calbiochem, Darmstadt, 

Deutschland) markiert. Die relative Proteinexpression von CPXM2 und TMEM63c zu 

GAPDH wurde mittels der Gel-Pro Analyzer Software Version 4.0.00.001 (Media 

Cybernetics, Bethesda, Maryland, USA) bestimmt.  

 

2.6 Dual Luciferase Reporter Assay 

Um zu untersuchen, ob die getesteten miRNAs ihre Wirkung über eine direkte Bindung 

an die in silico identifizierten Bindungsstellen der CPXM2- beziehungsweise der 

TMEM63c-mRNA ausüben, wurde ein Dual Luciferase Reporter Assay durchgeführt. 

Dafür wurden die H9C2-Zellen mit einem Target Clone mit der 3'-UTR von CPXM2 

(miRNA 3'-UTR Target Clone pEZX-MT06) beziehungsweise einem Negativkontrolle-

Vektor (beide von GeneCopoeia, Rockville, MD, USA) sowie den getesteten miRNAs 

transfiziert. Ergänzend wurde das Experiment mit zwei CPXM2-3'-UTR-Klonen mit 

mutierten Bindungsstellen für miRNA-29b oder miRNA-497 wiederholt. Zur Herstellung 

dieser Klone wurde der Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England BioLabs, 

Ipswich, MA, USA) benutzt. 48h nach der Transfektion der H9C2-Zellen mit den 

getesteten miRNAs sowie den Luciferase-Vektoren wurde der Luciferase Reporter 

Assay (Dual-Glo® Luciferase Assay System, Promega, Madison, WI, USA) 

durchgeführt. Die durch die miRNAs beeinflusste Firefly-Luciferase-Aktivität wurde 

dabei relativ zur Renilla-Luciferase-Aktivität (Basisaktivitäts-Kontrolle) gemessen und 

dargestellt. Die Testung der TMEM63c-3'-UTR-Interaktion mit den entsprechenden 

miRNA-Kandidaten erfolgte analog in den HEK293-Zellen.   

 

2.7 Statistische Analyse 

Alle Ergebnisse wurden als Durchschnitt ± Standardabweichung angegeben. Unsere 

Daten wurden mit dem Student’s t-test beziehungsweise one-way ANOVA (analysis of 

variance, Varianzanalyse) analysiert. Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe von 

GraphPad Prism v4.03 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Ergebnisse mit 

einem Signifikanzwert (probability value, p-Wert) ≤ 0,05  wurden als signifikant 

betrachtet.    
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3 Ergebnisse 

3.1 CPXM2 wird in kardialen Zellen der Ratte exprimiert 

Mittels Immunofluoreszenzfärbung konnten wir nachweisen, dass CPXM2 in den H9C2-

Zellen exprimiert wird und mit Pdlim3 ko-lokalisiert ist (Abbildung 1 A-C). Die Expresion 

des CPXM2-Proteins in H9C2-Zellen wurde mittels Western Blot-Analysen bestätigt 

(Abbildung 1 D). Zusätzlich wiesen wir CPXM2-mRNA und CPXM2-Protein im 

linksventrikulären Gewebe sowie in isolierten primären Kardiomyozyten und 

Kardiofibroblasten aus dem linken Ventrikel von SHRSP- und F344-Ratten nach. 

Abbildung 2 zeigt die erhöhte CPXM2-mRNA-Expression im kardialen Gewebe der zur 

arteriellen Hypertonie neigenden SHRSP-Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren 

(F344). 

 

Abbildung 1. Expression von CPXM2 und Pdlim3 in Rattenkardiomyozyten.  
Konfokalmikroskopische Aufnahme von H9C2-Zellen mit immunofluoreszenter Markierung von 
CPXM2 (A) und Pdlim3 (B). In der Overlay-Darstellung wird die Ko-Lokalisation von CPXM2 
und Pdlim3 gezeigt (C). Nukleäre DNA wurde mit DAPI gefärbt (Zellkerne stellen sich blau dar). 
Der Balken entspricht 100µm. Unter (D) sind Western Blot-Ausschnitte zum Nachweis von 
CPXM2-Protein in H9C2-Zellen sowie eine Positivkontrolle (rekombinantes CPXM2-Protein, rec. 
CPXM2) und eine Negativkontrolle (leere Bande, neg. control) dargestellt. (Subrova J 2022) 
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Abbildung 2. CPXM2-mRNA-Expression im kardialen Gewebe von F344- und SHRSP-
Ratten. 
Dargestellt ist die unterschiedlich starke CPXM2-mRNA-Expression im linksventrikulären 
Gewebe, in primär isolierten Kardiomyozyten und -fibroblasten aus dem linken Ventrikel von 14 
Wochen alten F344- (weiß) und SHRSP-Ratten (schwarz). Die CPXM2-mRNA-Expression 
wurde in Relation zur HPRT-mRNA-Expression (Housekeeping-Gen) normalisiert. (*) p < 0,05. 
(Grabowski K 2022) 
 

3.2 In silico-Identifizierung der miRNAs mit potentiellem Einfluss auf die 

posttranskriptionelle Expression von CPXM2 

Mit Hilfe von mehreren unabhängigen miRNA-Datenbanken wurden etwa 20 

verschiedene miRNAs identifiziert, die potenziell an die 3'-UTR der CPXM2-mRNA 

binden könnten. Für drei davon (miRNA-29b, miRNA-195 und miRNA-497) ergaben die 

durchgeführten in silico-Strukturanalysen Hinweise auf eine stabile miRNA/Ziel-mRNA-

Bindung (Eisenreich A 2014, Subrova J 2022). Für miRNA-29b und miRNA-497 

konnten zwei wichtige Eigenschaften bezüglich der Bindung an die 3'-UTR der CPXM2-

mRNA gezeigt werden. Dies waren eine vollständige Komplementarität der Seed 

Region (miRNA-Nukleotide 2-8) mit der korrespondierenden mRNA sowie die 

Ausbildung einer zentralen Blase (central bulge) bei der miRNA/mRNA-Interaktion 

(Abbildung 3 A-B). Für miRNA-195 wurde nur die Ausbildung einer zentralen Blase 

vorhergesagt, die Seed Region stellte sich als nicht perfekt komplementär bezüglich der 

korrespondierenden Sequenz in der 3'-UTR der CPXM2-mRNA dar (Abbildung 3 C). 

linker Ventrikel Kardiofibroblasten Kardiomyozyten 
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Abbildung 3. Strukturelle in silico-Analyse der miRNA/Ziel-mRNA-Interaktion. 
Computergestützte Modelle der miRNA/mRNA-Interaktion zwischen (A) miRNA-29b, (B) 
miRNA-497 und (C) miRNA-195 mit der korrespondierenden Sequenz in der 3'-UTR der 
CPXM2-mRNA. MiRNAs sind grün und der entsprechende Abschnitt der CPXM2-mRNA rot 
dargestellt. Als Seed Region werden die Nukleotide 2-8 der miRNAs bezeichnet, diese sind 
entscheidend für die miRNA/mRNA-Bindung. Ebenfalls wichtig für die Interaktion ist die 
Ausbildung einer zentralen Blase (central bulge, markiert durch Pfeile). (Subrova J 2022, 
modifiziert) 

 

3.3 Einfluss der getesteten miRNA-Kandidaten auf die CPXM2-Expression in 

H9C2-Zellen 

48h nach der Transfektion der H9C2-Zellen mit miRNA-29b, miRNA-195 oder miRNA-

497 beobachteten wir eine signifikant reduzierte CPXM2-Expression auf mRNA-Ebene 

verglichen mit Zellen, die mit einer Nonsense-miRNA-Kontrolle transfiziert wurden 

(Abbildung 4 A). Auch der CPXM2-Protein-Spiegel war nach der Transfektion der 

H9C2-Zellen mit den getesteten miRNAs signifikant vermindert (Abbildung 4 B). 

 

3.4 MiRNA-29b und miRNA-497 binden an die in silico vorhergesagten Sequenzen 

der CPXM2-mRNA-3'-UTR  

Um herauszufinden, ob die oben beschriebenen inhibitorischen Effekte der getesteten 

miRNAs auf die CPXM2-Expression durch ihre Bindung an die 3'-UTR der CPXM2-

mRNA zustande kommen, führten wir einen Dual Luciferase Reporter Assay durch. 

Hierfür wurden die H9C2-Zellen mit einer der zu untersuchenden miRNAs sowie einem 

Luciferase Reporter Vector, der die 3'-UTR der CPXM2-mRNA beinhaltet, transfiziert. 

Für miRNA-29b und miRNA-497 konnten wir eine signifikante Reduktion der Luciferase-

Aktivität nachweisen (Abbildung 5 A). MiRNA-195 zeigte keinen signifikanten Einfluss 

auf die Luciferase-Aktivität (Abbildung 5 A). Um zu bestätigen, dass die beobachtete 

Suppression der Luciferase-Aktivität durch direkte Bindung der miRNAs an die CPXM2-

A C B 
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mRNA-3'-UTR bedingt ist, mutierten wir die in silico identifizierten Bindesequenz und 

wiederholten den Dual Luciferase Reporter Assay mit den mutierten Vektoren. Unter 

diesen Bedingungen zeigten miRNA-29b und miRNA-497 keinen Einfluss auf die 

Luciferase-Aktivität (Abbildung 5 B).  

 

 
Abbildung 4. Einfluss von miRNA-29b, miRNA-195 und miRNA-497 auf die CPXM2-
Expression in H9C2-Zellen.  
Gezeigt wird die relative Reduktion der CPXM2-Expression auf (A) mRNA- und (B) Protein-
Ebene 48h nach Transfektion der H9C2-Zellen mit miRNA-29b, miRNA-195, miRNA-497 oder 
einer Nonsense-miRNA-Kontrolle (miR-control). Die CPXM2-mRNA-Expression wurde gegen 
HPRT normalisiert. Die CPXM2-Protein-Expression wurde gegen GAPDH normalisiert. (*) p < 
0,05; (**) p < 0,01; Anzahl der durchgeführten Experimente für einzelne miRNAs ≥ 3. (Subrova 
J 2022, modifiziert) 

 

 

A B 
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Abbildung 5. Dual Luciferase Reporter Assay in H9C2-Zellen zum Nachweis der Bindung 
der Kandidaten-miRNAs an die 3'-UTR der CPXM2-mRNA.  
(A) Gezeigt wird der Einfluss von miRNA-29b, miRNA-497 und miRNA-195 auf die relative 
Luciferase-Aktivität des miRNA 3'-UTR Target Clone pEZX-MT06 mit der CPXM2-3'-UTR 
(3'UTR-CPXM2-vec) 48h nach der Transfektion. (B) Wird ein CPXM2-3'-UTR-Vektor mit 
mutierter Bindungsstelle für miRNA-29b (mut-29b-3'UTR-CPXM2-vec) oder miRNA-497 (mut-
497-3'UTR-CPXM2-vec) verwendet, wird keine Reduktion der Luciferase-Aktivität durch die 
entsprechenden miRNAs 48h nach Transfektion beobachtet. (*) p < 0,05; (n.s.) kein 
signifikanter Unterschied; Anzahl der durchgeführten Experimente für einzelne miRNAs ≥ 3; 
FLuc, Firefly-Luciferase; RLuc, Renilla-Luciferase. (Subrova J 2022) 
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3.5 Der Einfluss von miRNA-30b und miRNA-564 auf die TMEM63C-Expression in 

HEK293-Zellen 

Die durchgeführten in silico-Analysen zeigten, dass miRNA-30b und miRNA-564 

mögliche Kandidaten für eine posttranskriptionelle Regulation der Expression von 

TMEM63C sind. In vitro konnten wir diesen Einfluss in HEK293-Zellen auf Protein-

Ebene für beide miRNA-Kandidaten bestätigen (Abbildung 6). Im anschließenden Dual 

Luciferase Reporter Assay mit einem TMEM63C-3'-UTR-Vektor konnte nur für miRNA-

564 eine signifikante Reduktion der Luciferase-Aktivität nachgewiesen werden (Orphal 

M 2020).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6. Einfluss der miRNA-30b und miRNA-564 auf die TMEM63C-Expression in 
HEK293-Zellen.  
Gezeigt wird die relative Reduktion der TMEM63C-Expression auf Protein-Ebene 48h nach der 
Transfektion der HEK293-Zellen mit miRNA-30b, miRNA-564 beziehungsweise einer 
Nonsense-miRNA-Kontrolle (miR-control). Die TMEM63C-Proteinexpression wurde gegen 
GAPDH normalisiert. (*) p < 0,05; Anzahl der durchgeführten Experimente für einzelne miRNAs 
≥ 3. (Orphal M 2020)   
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4 Diskussion 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden molekulare Mechanismen näher 

beleuchtet, die möglicherweise einen Einfluss auf die Pathophysiologie kardiorenaler 

Endorganschäden bei arterieller Hypertonie haben könnten.  

Der Fokus der Experimente lag insbesondere auf der Charakterisierung der CPXM2-

Expression in kardialen Zellen der Ratte, um die mögliche Rolle dieses Proteins bei der 

Entwicklung einer Hypertonie-bedingten linksventrikulären Hypertrophie zu untersuchen 

(Grabowski K 2022, Subrova J 2022). Obwohl CPXM2 bereits vor über 20 Jahren 

entdeckt wurde (Xin X 1998), sind die biologischen Funktionen dieses Proteins immer 

noch weitgehend unbekannt.  

Wir konnten mittels Western Blot und Immunofluoreszenz nachweisen, dass CPXM2 in 

Rattenkardiomyozyten der Zelllinie H9C2 exprimiert wird (Abbildung 1). Es konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass CPXM2-mRNA im linksventrikulären Gewebe sowie in 

isolierten primären Rattenkardiomyozyten und -kardiofibroblasten vorhanden ist. 

Darüber hinaus ließen sich im kardialen Gewebe der SHRSP-Ratten - mit 

Prädisposition für arterielle Hypertonie - signifikant höhere CPXM2-Spiegel im Vergleich 

zu den F344-Kontrolltieren feststellen. Dies galt sowohl für das linksventrikuläre 

Gewebe als auch für Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten (Abbildung 2). Überdies 

wiesen CPXM2-Knock out-Mäuse eine - im Vergleich zu Wild type-Tieren - signifikant 

geringere Neigung zur linksventrikulären Hypertrophie unter hypertensiven 

Bedingungen auf (Grabowski K 2022). Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse 

darauf hin, dass CPXM2 eine wichtige Rolle beim kardialen Remodelling als 

Folgeerkrankung bei arterieller Hypertonie spielen könnte.  

Weiterhin deuten die Ergebnisse der immunohistologischen Experimente darauf hin, 

dass CPXM2 mit Pdlim3 ko-lokalisiert sein könnte (Abbildung 1A-C). Bei arterieller 

Hypertonie sind Herzmuskelzellen einem erhöhten mechanischen Stress ausgesetzt 

und reagieren darauf durch Anpassungen auf Genexpressions-Ebene. Dieser Prozess 

wird als Mechanotransduktion bezeichnet (Knöll R 2003). Daran sind unter anderem 

verschiedene Z-Disk-assoziierte Proteine, wie zum Beispiel Pdlim3 beteiligt (Frank D 

2011, Xue K 2014, Dixon DM 2015). Ein Zusammenhang zwischen Pdlim3 und 

vermehrter Kollagenablagerung im Herzen wurde betreits von Lodder et al. im Jahr 

2014 beschrieben (Lodder EM 2014). Die Ko-Lokalisation könnte möglicherweise auf 

eine funktionelle Wechselwirkung von CPXM2 und Pdlim3 hindeuten, was in 

weiterführenden Studien untersucht werden könnte. Zusammen untermauern diese 
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Befunde die Vermutung, dass CPXM2 an der Entstehung kardialer Fibrose beteiligt sein 

könnte.     

Um die Rolle von CPXM2 in kardialen Zellen besser zu verstehen, haben wir die 

posttranskriptionelle Regulation der CPXM2-Expression durch miRNAs untersucht. 

MiRNAs üben durch die spezifische Downregulation ihrer korrespondierenden mRNAs 

Einfluss auf zahlreiche zelluläre Prozesse aus (Eisenreich A 2013). Unter anderem 

tragen miRNAs zur Entstehung verschiedener kardiovaskulärer Erkrankungen bei 

(Huang Y 2017, Panizo S 2017). Von besonderer Relevanz für diese Arbeit ist der 

Zusammenhang zwischen miRNAs und kardialer Hypertrophie sowie Fibrose, der 

bereits in verschiedenen Studien beschrieben wurde (Xiao Y 2016, Chiang MH 2020).    

Um miRNAs zu identifizieren, die potentiell die CPXM2-Expression beeinflussen 

können, führten wir eine in silico Analyse durch. Mit Hilfe mehrerer miRNA-

Datenbanken wurden etwa 20 miRNAs mit einem potentiellen Einfluss auf die CPXM2-

Expression identifiziert. Für drei dieser miRNA-Kandidaten (miRNA-29b, miRNA-195 

und miRNA-497) ließ sich die Ausbildung stabilisierender Strukturen bei der miRNA-

mRNA-Bindung in silico vorhersagen (Abbildung 3). Anschließend konnten wir in vitro 

bestätigen, dass diese drei miRNA-Kandidaten die Expression von CPXM2 auf mRNA- 

und Protein-Ebene vermindern (Abbildung 4). Weiterhin konnte im Rahmen dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass miRNA-29b und miRNA-497 direkt mit der in silico 

vorhergesagten Bindesequenzen in der 3'-UTR der CPXM2-mRNA interagieren 

(Abbildung 5). Wohingegen der miRNA-195-assoziierte Einfluss auf die Expression von 

CPXM2 eher indirekt vermittelt wurde (Subrova J 2022).  

Die hier gewonnen Erkenntnisse bieten neue Einblicke in die miRNA-vermittelte 

posttranskriptoionelle Regulation der Expression von CPXM2. Somit können sie zur 

weiteren Charakterisierung der möglichen (patho-)physiologisch-relevanten zellulären 

Funktionen dieses Proteins und seiner möglichen Rolle bei der Genese Hypertonie-

bedingter Endorganschäden im kardialen Gewebe beitragen. Beispielsweise werden 

erhöhte Spiegel von miRNA-29b mit antifibrotischen Effekten im Herzen und anderen 

Geweben assoziiert (Qin W 2011, Zhang Y 2014, Yang F 2015, Yamada Y 2017, 

Monaghan MG 2018, Widlansky ME 2018). Monaghan et al. zeigten, dass die 

Applikation von miRNA-29b kurzfristig nach einem Myokardinfarkt das postischämische 

kardiale Remodelling in Mäusen positiv beeinflusste (Monaghan MG 2018). Dass 

miRNA-29b der fibrotischen Umwandlung vom Herzgewebe entgegenwirkt, könnte 

möglicherweise zum Teil durch ihren inhibitorischen Einfluss auf die Expression von 
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CPXM2 vermittelt werden, was allerdings zunächst in weiterführenden Studien näher 

beleuchtet werden sollte. Dies ist ein weiterer Hinweis dafür, dass CPXM2 eine Rolle 

bei der Entstehung einer kardialen Fibrose spielen könnte.  

Von Xiao et al. wurde ein Zusammenhang zwischen miRNA-497 und der 

Herzhypertrophie beschrieben (Xiao Y 2016). In einem zellulären Modell für kardiale 

Hypertrophie (mit Angiotensin II behandelte Kardiomyozyten), wurden verminderte 

miRNA-497-Spiegel gemessen, wohingegen eine miRNA-497-Überexpression in 

Kardiomyozyten zum Rückgang bestimmter Hypertrophie-Marker (wie zum Beispiel der 

Zellgröße und des atrialen natriuretischen Peptids) führte (Xiao Y 2016). Dies 

unterstützt die Hypothese, dass CPXM2 im Prozess der kardialen Hypertrophie 

involviert sein könnte.  

Neben kardialer Hypertrophie ist die chronische Niereninsuffizienz mit Albuminurie eine 

weit verbreitete Folgeerkrankung bei arterieller Hypertonie. Im Rahmen dieser Arbeit 

untersuchten wir auch Regulationsmechanismen, die bei den renalen Albuminverlusten 

involviert sein könnten. Wir charakterisierten die posttranskriptionelle Regulation der 

TMEM63c-Proteinexpression in Podozyten. TMEM63c ist nach Erkenntnissen von 

Schultz et al. an der renalen Filtrationsfunktion beteiligt (Schulz A 2019).  

Wir konnten zeigen, dass miRNA-30b und miRNA-564 zu einer signifikanten Reduktion 

der TMEM63c-Expression in renalen HEK293-Zellen auf mRNA- und Proteinebene 

führen (Abbildung 6). Allerdings konnten wir nur für miRNA-564 zeigen, dass dieser 

Effekt durch ihre direkte Interaktion mit der in silico vorhergesagten Bindungsstelle in 

der 3'-UTR der TMEM63c-mRNA erfolgt (Orphal M 2020). Interessanterweise haben 

mehrere Forschungsgruppen beobachtet, dass miRNA-564 Apoptose in verschiedenen 

Krebsarten induziert sowie die epithelial-mesenchymale Transition und somit das 

Entartungspotential vermindern kann (Ru N 2018, Mutlu M 2016). Außerdem scheint 

miRNA-564 einen Einfluss auf die Transforming growth factor-β (TGF-β)-

Signaltransduktion auszuüben (Jiang C 2016, Xiao L 2019). Erste in vitro-Befunde 

deuten darauf hin, dass eine TGF-β-induzierte Überexpression von TMEM63c potentiell 

zur Verbesserung renaler Fibrose beitragen könnte (Orphal M 2020). 

Zusammengefasst zeigten wir, dass verschiedene miRNAs Einfluss auf 

pathophysiologische Prozesse in Herz und Nieren haben könnten. Beispielsweise sind 

miRNA-29b und miRNA-497 in der Lage, die CPXM2-Expression in 

Rattenkardiomyozyten auf posttranskriptioneller Ebene über eine direkte Interaktion mit 

der 3'-UTR der CPXM2-mRNA zu regulieren (Subrova J 2022). Diese Erkenntnisse 
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könnten möglicherweise bei weiterführenden Untersuchungen zu den biologischen 

Funktionen von CPMX2 eingesetzt werden. Vom besonderen Interesse ist dabei die 

Beteiligung von CPXM2 an pathophysiologisch-relevanten Prozessen, wie der 

Hypertonie-induzierten linksventrikulären Hypertrophie und der kardialen Fibrose. Auch 

im renalen Gewebe spielen miRNAs eine wichtige Rolle, was wir am Beispiel der 

posttranskriptionellen Regulation vom TMEM63c demonstieren konnten.  

Weiterführende Untersuchungen sollten sich mit der CPXM2-Überexpression in 

kardialen Zellen und den damit verbundenen Veränderungen des zellulären 

Stoffwechsels sowie des Zellüberlebens befassen. Außerdem könnte der Einfluss der 

miRNA-vermittelten CPXM2-Downregulation auf die Entwicklung Hypertonie-induzierter 

kardiovaskulärer Erkrankungen im Tiermodell untersucht werden. 
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