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Abstract

Ad [P1] — Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist in ein groBes Spektrum an physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen im Organismus involviert, wobei es seine Effekte ausschlieBlich (ber
zwei Rezeptoren, den Angiotensin-AT1- und AT2-Rezeptor, vermittelt. Innerhalb von [P1] konnte mittels
yeast two-hybrid screening (Y2H) gezeigt werden, dass der C-Terminus des AT2-Rezeptors mit dem
Golgi-Apparat-assoziierten Protein ATBP50 interagiert. Dieser neue Protein-Interaktionspartner konnte
als notwendiges Protein fiir den Export des AT2-Rezeptors aus dem endoplasmatischen Retikulums (ER)
charakterisiert werden: Eine durch siRNA induzierte Suppression von ATBP50 resultierte in einer
Retention des Rezeptors im ER und seiner reduzierten Detektierbarkeit an der Zellmembran. Dariiber
hinaus wurde innerhalb dieses Experimentes eine Aufhebung der antiproliferativen Effekte der AT2-
Rezeptor-Aktivierung unter Verwendung von siRNA gegen ATBP50 beobachtet.

Ad [P2] - Eine der jungsten Entdeckungen innerhalb des RAS stellt der Renin/Prorenin-Rezeptor
(RER) dar. An diesem Rezeptor wirken Renin und Prorenin als Liganden, wobei ihre enzymatische
Aktivitdt im Sinne einer Prozessierung von Angiotensinogen zu Angiotensin | um ein Mehrfaches
ansteigt. Darlber hinaus initiieren diese Liganden eine Signaltransduktionskaskade, deren Erforschung
Gegenstand von [P2] war. Mittels Y2H wurde der Transkriptionsfaktor promyelocytic zinc finger protein
(PLZF) als direkter Interaktionspartner des RER identifiziert und mittels Koimmunprazipitation bestétigt.
Eine Homodimerisierung des RER konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Nach Aktivierung des RER
mit Renin transloziert PLZF in den Nukleus, um dort die Transkription des RER selbst zu reprimieren,
bzw. die Transkription von PI3K-p85a zu aktivieren. Diese Effekte waren durch siRNA gegen den RER
aufhebbar. Site-directed mutagenesis von Promotorkonstrukten sowie electrophoretic mobility shift-assay
(EMSA) konnten ein PLZF-cis-Element innerhalb des RER-Promotors nachweisen. Chromatin-
Immunprézipitations-Experimente wiesen eine 6-fach gesteigerte Rekrutierung von PLZF auf diesen
Promotorabschnitt unter Renin-Stimulation nach. Renin-Stimulation verursachte ebenfalls eine Zunahme
der Zellzahl sowie eine Abnahme der Apoptose, wobei diese Effekte durch PI3K-Inhibition partiell und
durch siRNA gegen PLZF vollstdndig aufgehoben werden konnten. mRNA-Expressionsuntersuchungen
von RER und PI3K-p85a in Geweben von PLZF-knockout-Mausen bestétigten die Signifikanz von PLZF
als tbergeordneten Regulator der Transkription dieser beiden Gene. Zusammenfassend konnte hiermit
erstmalig eine Signaltransduktionskaskade des RER beschrieben und charakterisiert werden.

Ad [P3] - Quantitative Real-time PCR ist das mittlerweile am meisten verbreitete Verfahren zur
Bestimmung von Genexpressionsleveln. [P3] fokussiert auf die Analyse und Auswertung der hierbei
akquirierten Daten. Beide derzeit am haufigsten hierfir verwandten Verfahren, die AACt- und die
Standardkurven-Methode, sind als unbefriedigend einzuschatzen. Aus diesem Grunde wurde innerhalb
dieser Veroffentlichung eine Formel abgeleitet — die Gene expression’s Cy difference (GED) formula —,
die eine effiziente, schnelle und prazise Berechnung von Genexpressionsleveln unter Berticksichtigung der

individuellen Amplifikationseffizienzen jedes einzelnen PCR-Ansatzes ermdglicht.



Einleitung

Die im Rahmen der Koautorenschaft an [P1] gewonnenen, insbesondere methodischen Kenntnisse dienten
im Wesentlichen der inhaltlichen und experimentellen Vorbereitung des Hauptprojektes [P2]. Aus diesem
Grund und der gegebenen Umfangsrestriktion wird sich die folgende Zusammenfassung der Publikationen

auf den Inhalt eben dieses Projektes sowie in kleineren Anteilen auf [P3] beschranken.

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein Hormonsystem, dessen Effektorpeptid Angiotensin Il
Uber den Angiotensin-AT1- und AT2-Rezeptor vielféltige zelluldre Effekte vermittelt, die in zahlreiche
physiologische und pathophysiologische Prozesse innerhalb des Organismus involviert sind (de Gasparo,
2000). Renin und Prorenin sind klassischerweise (Pro-) Enzyme innerhalb des RAS, die die Umwandlung
von Angiotensinogen zum Decapeptid Angiotensin | enzymatisch vermitteln. Im Jahre 2002 wurde ein
Renin/Prorenin-Rezeptor (RER) kloniert, der Renin und Prorenin spezifisch bindet und offenbar eine
duale molekulare Funktion besitzt: (1.) Rezeptor-gebundenes Renin zeigt eine ca. 5-fach erhdhte
katalytische Aktivitat; das nativ enzymatisch inaktive Prorenin gewinnt (an den RER gebunden) eine
katalytische Aktivitat, die vergleichbar zu frei in Losung befindlichem Renin ist; (2.) Renin und Prorenin
initiieren in ihrer Funktion als Ligand am RER jeweils auch eine Signaltransduktionskaskade, die eine
Phosphorylierung des Rezeptors sowie eine Aktivierung der MAP (mitogen-activated protein) kinases
ERK1 und ERK2 involvieren sollen (Nguyen, 2002). Die Expression von mRNA des RER wurde im
Rahmen der genannten Studie auf hohem Niveau in Hirn, Herz und Plazenta nachgewiesen, wahrend eine

niedrigere Expression in Niere, Leber und Pankreas detektiert wurde.

Zielstellung

Der wissenschaftliche Erkenntnisstand iber die Signaltransduktion des RER und insbesondere deren
Mechanismen war zu Beginn dieses Projektes rudimentér. Initial sollten deshalb die genetischen und
molekularen  Eigenschaften dieses Proteins (sein grundlegendes Expressionsmuster, seine
Promotorarchitektur sowie seine intrazelluldre Lokalisation) untersucht werden. Der Schwerpunkt dieses
Projektes sollte jedoch auf der Identifikation von direkten Protein-Interaktionspartnern des RER (mittels
yeast two-hybrid screening und Ko-Immunprazipitation) liegen, deren mechanistische und funktionelle
Bedeutung im Rahmen sich anschlieRender Experimente weitergehend analysiert werden sollte.

Die im Rahmen dieses Projektes unter anderem angewandte Methode der quantitativen Real-time
PCR (gPCR) stellt sich insbesondere in Bezug auf deren (bliche Datenanalytik als logisch bzw.
O0konomisch unbefriedigend dar. In diesem Zusammenhang sollte zusatzlich eine Methode der
Datenanalyse entwickelt werden, die den MaRstiben der Prazision, Validitat und Okonomie in héherem

Malie Rechnung tragen kann.



Methodik und Ergebnisse

Zur Analyse des Expressionsmusters des RER wurde Gesamt-RNA mittels Silica-Membran-Saulen
aus diversen humanen Zelllinien (neuronal, glial, epithelial und endothelial) sowie humanem Nieren- und
Herzgewebe prépariert. Die cDNA-Synthese wurde im Rahmen einer reversen Transkription unter
Benutzung einer M-MLV-RT nach Standard-Protokoll durchgefiihrt. Alle Proben wurden schlieBlich
durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beziglich ihrer Expression diverser Gene des RAS [RER,
Angiotensin-AT1- und AT2-Rezeptor, Angiotensinogen, Renin und angiotensin-converting enzyme
(ACE)] sowie dreier sog. housekeeping-Gene zur Standardisierung [Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
transferase (HPRT), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und B-Actin] untersucht. Im
Gegensatz zu allen anderen genannten Komponenten des RAS, die hier untersucht wurden, konnte eine
zwar quantitativ variable, jedoch ubiquitidre Expression des RER nachgewiesen werden (P2, Fig. 1A).
Dieser Befund wurde im Rahmen eines Northern blots auf den RER unter Benutzung von B-Actin zur
Standardisierung bestatigt (P2, Fig. 1B). Hierfur wurde Gesamt-RNA in einem SDS-Gel aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulose-Membran geblottet und die genannten mMRNAs mittels einer radioaktiven
genspezifischen DNA-Sonde detektiert. Auf diesem Wege konnte nicht nur die breite Expression des
RER, sondern auch sein quantitativ hohes Expressionsniveau demonstriert werden.

Die Erklarung fur diese Expressionseigenschaften lieferten anschlieBende Studien des RER-
Promotors. Im Rahmen einer RNA-Ligase-vermittelten 5’-RACE wurden die transkriptionellen
Startpunkte des RER-Promotors determiniert. Hierbei wurde auf mit einem cap versehene RNA — somit
MRNA - selektiert und innerhalb zweier sog. nested PCRs mit Primer-Spezifitat fur den RER-Promotor
amplifiziert. Diese PCR-Produkte wurden subkloniert und sequenziert. Im Resultat ergab dies multiple
transkriptionelle Startpunkte zwischen 76 und 125 bp upstream des translationalen Startpunktes (P2, Fig.
2A). Diese Ergebnisse sind konsistent mit der TATA-Box-freien Architektur dieses Promotors.

Im Anschluss wurden Abschnitte des RER-Promotors unterschiedlicher L&ngen in einen firefly-
Luziferase-exprimierenden Vektor Kkloniert, die 165 [-165;-1], 500 [-500;-1] bzw. 1100 bp [-1100;-1]
unmittelbar upstream des translationalen Startpunktes Uberspannen. Diese Plasmide wurden in drei
verschiedene, humane Zelllinien transfiziert und im Rahmen eines entsprechenden Luziferase-Assays
(unter Benutzung einer kotransfizierten Renilla-Luziferase zur Standardisierung) untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass der RER in allen drei benutzten humanen Zelllinien eine ausgesprochen hohe
Promotoraktivitat besitzt, die die des ECE-1c-Promotors, der als starker housekeeping-Promotor bereits
bekannt ist (Funke-Kaiser, 2000), um ein Vielfaches ubertrifft. Maximale relative Luziferase-Aktivitat
wurde ab dem 500 bp liberspannenden Promotor-Konstrukt beobachtet, wohingegen das 126 bp-Konstrukt
noch eine deutlich geringere Aktivitat aufwies; zwischen 500 bp- und 1100 bp-Konstrukt bestanden keine
signifikanten Unterschiede (P2, Fig. 2B).

Im Rahmen der basalen Charakterisierung des RER sollte auch seine subzelluldre Lokalisation

bestimmt werden. Hierfir wurde die vollstandige coding sequence (CDS) des RER mit C-terminalem



FLAG- bzw. c-myc-tag in den Expressionsvektor pCEP4 subkloniert und in HelLa-S3-Zellen transfiziert.
In der nachfolgend durchgefiihrten Immunzytologie wurden die fusionierten tags mittels Epitop-
spezifischem Primérantikdrper und fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikorper detektiert und der Zellkern
mit DAPI angeférbt. Im Rahmen der Fluoreszenzmikroskopie konnte ein perinukledres Verteilungsmuster
des RER ohne detektierbare Akkumulationen in der Zytoplasmamembran nachgewiesen werden (P2, Fig.
3B). Fiir detailliertere Studien der subzellularen Lokalisation wurden die komplette CDS (RER full) sowie
zwei Mutanten des RER in N- bzw. C-terminal EGFP-exprimierende Plasmide (pEGFP-N1 und -C3)
subkloniert. Die erste Mutante (RER K/R mut) entsprach der kompletten CDS des RER, wobei die
terminalen 5 Aminoséuren (aa) der Sequenz KXXXX — entsprechend eines putativen Retentionssignals fiir
das endoplasmatische Retikulum (ER) — zu RXXXX punktmutiert wurden. Die zweite Mutante (RER
ATPase) bestand aus den C-terminalen 69 aa des RER, die im Rahmen einer Vorpublikation als
Komponente einer lysosomalen V-ATPase beschrieben wurden (Ludwig, 1998). Alle drei Konstrukte
wurden erneut in HeLa-S3-Zellen transfiziert, wobei vor der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der
Zellkern, das ER bzw. die Lysosomen mit spezifischen Farbstoffen markiert wurden. Die komplette CDS
des RER (RER full) kolokalisierte mit dem ER-Marker, wobei die Punktmutation des putativen ER-
Retentionssignals zu einem Verlust der beschriebenen perinukledren ER-Lokalisation des RER fiihrte. Die
Mutante ,,RER ATPase“ zeigte eine géanzlich differente subzelluldre Lokalisation, die erwartungsgemafn
mit dem lysosomalen Marker tbereinstimmte (P2, Fig. 3C).

Neben diesen Experimenten, die der grundsétzlichen molekularen Charakterisierung des RER dienen
sollten, lag der Fokus vor allem auf der Signaltransduktion des RER und insbesondere der Identifikation
direkter Protein-Interaktionspartner. Hierfur wurde ein yeast two-hybrid screening durchgefiihrt. In diesem
Rahmen wurde die vollstdndige CDS des RER in den bait-Vektor pBTM117c kloniert, der das insert in
Fusion mit einer LexA-DNA-Bindungsdomane exprimiert. Dieses Konstrukt wurde in Hefezellen
(Saccharomyces cerevisae, Typ L40) mit einer cDNA-Bibliothek aus humanem Herzgewebe, die an eine
GALA4-Aktivierungsdoméne fusioniert war, kotransformiert. Positive Klone wurden auf einem
Minimalmedium ohne Histidin, Leucin und Tryptophan sowie mittels eines anschlieRenden p-
Galaktosidase-Assays selektiert und im Rahmen einer Re-Transformation bestétigt. Die positiven Klone
wurden sequenziert und mittels BLASTn-Analysen identifiziert. Hierbei wurde das C-terminale Drittel
von PLZF (promyelocytic zinc finger protein) in vier Klonen, von denen drei unabhdngig voneinander
waren, als putativer Interaktionspartner des RER identifiziert. Diese putative Interaktion wurde durch Ko-
Transfektion von C-terminal FLAG-getaggtem RER und C-terminal c-myc-getaggtem PLZF in HEK293-
Zellen untersucht. Mit diesen Zellen wurde eine Ko-Immunprézipitation durchgefiihrt, die sowohl durch
FLAG-tag-, als auch c-myc-tag-spezifische Antikorper eine Koprazipitation beider transfizierter Proteine
im Western blot detektierbar machte, wobei alle durchgefiihrten Kontrollen entsprechend negativ waren
(P2, Fig. 4A). Diese Koprazipitation bzw. Interaktion konnte auch im nativen Kontext in nicht-
transfizierten Zellen unter Verwendung von Antikérpern gegen RER und PLZF verifiziert werden (P2,
Fig. 4B). Zur Identifikation der Interaktionsdoméne des RER mit PLZF wurde die komplette CDS des



RER (RER full) sowie eine N-terminal um 16 aa deletierte (RER N-term del) und C-terminal um 17 aa
deletierte Mutante (RER C-term del) des RER in EGFP-Fusionplasmide kloniert und jeweils mit c-myc-
getaggtem PLZF kotransfiziert. Die anschliefende Immunprazipitation mit einem c-myc-Antikorper zeigte
eine Koprazipitation von ,,RER full“ und ,,RER N-term del*, wohingegen ,,RER C-term del ebenso wie
das transfizierte EGFP allein nicht mit PLZF koprazipitierten. Hiermit konnten die C-terminal letzten 17
aa des RER als Interaktionsdomdne identifiziert werden (P2, Fig. 4C). Dariiber hinaus war es auch
maglich, eine Homodimerisierung des RER mittels c-myc- und FLAG-getaggtem RER nachzuweisen (P2,
Fig. 4D).

In nun anschlieBenden Experimenten zur Analyse der intrazelluldren Funktion der RER-PLZF-
Interaktion wurde die Expression des RER in HEK293-Zellen, die sowohl den RER, als auch PLZF nativ
exprimieren, untersucht. Renin-Stimulation genauso wie PLZF-Uberexpression supprimierte jeweils die
mittels gPCR bestimmte RER-mRNA. Beide Stimuli parallel zeigten additive Effekte im Sinne einer
weitergehenden Suppression (P2, Fig. 5A). Diese Effekte wurden im Rahmen von Promotor-Luziferase-
Assays bestétigt, in denen die bereits angefiihrten RER-Promotor-Konstrukte mit und ohne PLZF-
Uberexpression kotransfiziert wurden. Hierbei konnte eine Repression des RER-Promotor-Konstrukts [-
1100;-1] unter PLZF-Kotransfektionsbedingungen nachgewiesen werden, was Hinweise auf die Existenz
eines mittelbar oder unmittelbar auf PLZF responsiblen Elements im Promotorschnitt [-1100;-501] lieferte
(P2, Fig. 5B).

Eine bioinformatische Analyse mittels des Programmes Matlnspector (http://www.genomatix.de)
identifizierte die putative PLZF-Konsensus-Sequenz 5'-AACTACAGTTTTCAC im Intervall [-1097; -
1083]. Diese wurde mittels dreier Nukleotidaustausche mutiert und im Vergleich mit dem nativen RER-
Promotor [-1100;-1] in einem Promotor-Luziferase-Assay unter Renin- bzw. Vehikel-Stimulation sowie
RER-mRNA-Suppression mittels RER-spezifischer siRNA bzw. scrambled-Kontroll-siRNA untersucht.
Der native Promotor wurde erwartungsgemal? durch Renin in seiner Aktivitat supprimiert, wobei siRNA
gegen RER diesen Effekt aufheben konnte. Der mutierte Promotor zeigte eine héhere basale Aktivitat als
der native Promotor und reagierte nicht mehr auf Renin-Stimulation (P2, Fig. 5C).

Als weiteres putatives Zielgen der Renin-induzierten Aktivierung der RER-PLZF-Interaktion wurde
das Gen PI3K-p85a. (Phosphatidylinositol-3-Kinase, p85a-Untereinheit) untersucht, das bereits im
Kontext einer Interaktion zwischen dem Angiotensin-AT2-Rezeptor und PLZF als downstream target
identifiziert wurde (Senbonmatsu, 2003). Nach Subklonierung des PI3K-p85a.-Promotors in ein firefly-
Luziferase-Plasmid, wurde dieser ebenfalls in HEK293-Zellen transfiziert und mit Renin bzw. Vehikel
stimuliert sowie mit siRNA gegen RER bzw. scrambled-Kontrol-siRNA transfiziert. Es zeigte sich eine
Aktivierung des Promotors unter Renin-Stimulation, die mit siRNA gegen den RER aufhebbar war (P2,
Fig. 5D). Analoge Daten wurden im Rahmen der Quantifizierung der PI3K-p85a.-mRNA erhoben, wobei
die Auspragung dieser Effekte auf mRNA-Ebene durch Uberexpression von PLZF zusatzlich gesteigert
werden konnten (P2, Fig. 5E).



Um das Verhalten von PLZF nach Renin-Stimulation des RER néher zu untersuchen, wurde eine
mogliche Translokation von transfiziertem C-terminal c-myc-getaggtem PLZF in HEK293-Zellen auf
diesen Stimulus hin geprift. Hierfir wurden die nukledren und zytosolischen Proteine separat préapariert
und mittels entsprechender Antikdrper im Western blot detektiert. Dabei wurde eine Translokation von
PLZF in den Nukleus beobachtet, die erneut durch siRNA gegen den RER blockiert werden konnte (P2,
Fig. 6A). In einem weiteren Schritt wurde mittels Chromatin-Immunpréazipitation (ChlIP) eine 6-fach
erhdhte Rekrutierung von PLZF auf den RER-Promotor nach Renin-Stimulation nachgewiesen (P2, Fig.
6B). Bei diesem Verfahren wird zu einem gegebenen Zeitpunkt ein sog. crosslink zwischen DNA und
Proteinen mittels Formaldehyd vorgenommen, woraufhin im Anschluss mittels Sonifikation und den
daraus resultierenden Scherkraften die chromosomale DNA samt den kovalent gebundenen DNA-
bindenden Proteinen in Abschnitte von im Mittel 500 bp gespalten wird. Nach Immunprazipitation der zu
untersuchenden Proteine (in diesem Fall PLZF) mit entsprechenden Antikérpern werden diese mittels
eines Proteinase-K-Verdaus abgebaut und die vormals gebundene chromosomale DNA mittels gPCR auf
den Rekrutierungsgrad des immunprézipitierten Proteins auf dem per PCR amplifizierten DNA-Abschnitt
untersucht. Eine groRe Anzahl von Positiv- und Negativ-Kontrollen ebenso wie einige Standardisierungs-
ChIPs wurden parallel durchgefuhrt. In ebenfalls durchgefiihrten electrophoretic mobility shift assays
(EMSA) konnte dartiber hinaus mittels radioaktiv-markierter DNA-Bindungsmotive des RER-Promotors
(nativ und mutiert, s.0.) sowie des PI3K-p85a.-Promotors als Positiv-Kontrolle eine Bindung von PLZF an
diese nativen Motive — nicht jedoch an die mutierte Form — durch Nachweis eines PLZF-Antikorper-
induzierten sog. super-shifts bewiesen werden (P2, Fig. 6C).

In Folgeexperimenten sollten nun die zellularen Effekte der Renin-Stimulation sowie die Signifikanz
von PLZF und PI3Ks im Zusammenhang mit dem Renin-RER-PLZF-Signaltransduktionsweges néher
untersucht werden. Hierfir wurden die Effekte pharmakologischer PI3K-Inhibition mit Wortmannin sowie
PLZF-mRNA-Suppression mittels siRNA auf Zellproliferation und Apoptose, ebenso wie auf die bereits
determinierten Regulationen der RER- und PI3K-p85a-Transkription bestimmt. Hierbei wurden H9c2-
Zellen (immortalisierte Kardiomyoblasten der Ratte) verwandt, wobei mdgliche durch Angiotensin Il
vermittelte Effekte durch AT1-Rezeptor-Blockade mit Losartan und fehlende Nachweisbarkeit von AT2-
Rezeptoren ausgeschlossen wurden. Zellproliferation bzw. Apoptose wurden mittels eines ATP-
abhangigen bzw. Kaspase-3/7-abhdngigen Luziferase-Assays bestimmt. Renin induzierte eine Zunahme
der Zellzahl sowie eine Abnahme der Kaspase-Aktivitit bzw. Apoptose, wobei diese Effekte jeweils durch
Wortmannin zum Teil und durch siRNA gegen PLZF vollstandig blockiert werden konnten (P2, Fig.
7A+B). In Bezug auf die Genexpression von RER und PI3K-p85a konnte erneut eine Suppression
respektive Induktion durch Renin beobachtet werden, die durch PLZF-siRNA jeweils weitgehend
aufhebbar war. Wortmannin hatte keine Effekte auf die untersuchten Expressionslevel (P2, Fig. 7C+D).

In  abschlieRenden  Experimenten  wurde die  Signifikanz des Renin-RER-PLZF-
Signaltransduktionsweges in einem in vivo-Kontext untersucht. Hierfur erhielten wir (ber einen

Kooperationspartner (P. P. Pandolfi, New York, USA) Nieren-, Leber-, Herz- und Hirn-Gewebe aus



PLZF-knockout-Mausen sowie den respektiven Wildtyp-Kontrolimdusen (C57BL6). In diesen Geweben
wurden die mMRNA-Level von RER, PI3K-p85a und PLZF mit gPCR bestimmt. In Niere und Leber waren
keine signifikanten Expressionsunterschiede beziglich der RER- und PI3K-p85a-mRNA zu
determinieren, wobei in diesen Organen in beiden Gruppen auch keine PLZF-Expression detektierbar war.
In Herz- und Hirngewebe jedoch, in denen eine PLZF-Expression in Wildtyp-Mausen nachweisbar war,
ergaben sich signifikant erhdhte Konzentrationen von RER-mRNA und signifikant erniedrigte

Konzentrationen von PI3K-p85a-mRNA in den PLZF-knockout-M&usen (P2, Fig. 8A).

Diskussion

A. ldentifizierung und Charakterisierung eines direkten Protein-Interaktionspartners

des Renin/Prorenin-Rezeptors

Im Rahmen des Hauptprojektes dieser Arbeit konnte der Transkriptionsfaktor promyelocytic zinc
finger protein (PLZF) als erster direkter Protein-Interaktionspartner des Renin/Prorenin-Rezeptors (RER)
identifiziert werden. Darliber hinaus miindete eine weitergehende funktionelle Charakterisierung dieser
Interaktion in der Beschreibung eines neuen Signaltransduktionsweges, der Renin, den RER und PLZF
sowie zwei direkte Zielgene — den RER selbst und PI3K-p85a — umfasst. Neben diesen rein
genregulativen Effekten konnte ebenso ein pro-proliferativer und anti-apoptotischer Effekt der
Aktivierung dieses Signaltransduktionsweges nachgewiesen werden. All diese Phdnomene konnten in
vitro in humanen epithelialen Zelllinien sowie immortalisierten Kardiomyoblasten der Ratte bestétigt
werden. Ergebnisse aus Expressionsanalysen von PLZF-knockout-M&usen konnten diese Ergebnisse
weitergehend in einem in vivo-Kontext zusétzlich bestétigen.

Nach Aktivierung des RER mit Renin transloziert PLZF in den Nukleus und rekrutiert sich dort auf
die Promotoren von PI3K-p85c. und dem RER selbst, wobei es hier sowohl als Aktivator wie auch als
Repressor der Geneexpression — in Abhéngigkeit des Promotorkontextes — wirkt. Auf diesem Wege, da
ein direkter Interaktionspartner eines Rezeptors unmittelbar auch als Transkriptionsfaktor auf dessen
Promotor wirkt, ergibt sich eine aulergewdhnlich kurze negative feedback-Schleife. Ein derartig kurzer
und direkter Signaltransduktionsweg konnte in dieser Form erst im Zusammenhang einiger weniger
Signaltransduktionswege [SMAD, JAK-STAT, Notch und SREBP (Brivanlou, 2002; Emery, 2001)]
beschrieben werden. Die Existenz eines PLZF-cis-Elements im RER-Promotor und somit einer direkten
Protein-DNA-Interaktion konnte durch site-directed mutagenesis dieses Motivs mittels Luziferase-
Promotor-Assays nachgewiesen werden. Diese Bindung wurde im Rahmen von EMSASs inklusive eines
PLZF-spezifischen super-shift verifiziert. Dariiber hinaus konnte unter nativen Bedingungen mittels ChIP
eine deutlich erhdhte Rekrutierung von PLZF auf den entsprechenden RER-Promotor-Abschnitt nach
Renin-Stimulation nachgewiesen werden. Die in der Literatur bisher kontrovers diskutierte Frage, ob das
sog. RER-Protein tatsachlich einen Rezeptor fiir Renin/Prorenin darstellt, konnte durch Einsatz von RER-

siRNA in diversen Experimenten beantwortet werden. Alle durch Renin induzierten Effekten waren durch



Suppression des RER eindeutig aufzuheben, womit die Existenz des RER im eigentlichen Sinne bestétigt
werden konnte. Weiterhin konnten zellulare Effekte im Sinne einer Zunahme der Zellzahl sowie einer
Abnahme der apoptotischen Aktivitat unter Aktivierung des RER demonstriert werden. Durch Einsatz von
siRNA gegen PLZF konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt hauptséchlich durch PLZF vermittelt ist,
wohingegen pharmakologische Inhibition des PLZF-downstream targets PI3Ks mit Wortmannin
erwartungsgemal diese Renin-induzierten Effekte nur in einem geringeren Malle beeinflussen konnten.
AbschlieBend konnten Experimente in PLZF-knockout-Mausen zeigen, dass die Abwesenheit von PLZF
eine Aufhebung der Repression der RER-mRNA sowie eine Zunahme der PI3K-p85a-mRNA in Organen,

die endogen im Wildtyp PLZF exprimieren, verursacht.

Subzellulére Lokalisation — Die Ergebnisse dieser Studie stiitzen die im Jahre 2002 publizierten
Daten (Nguyen, 2002) im Sinne der Existenz eines Rezeptormolekiils fur Renin sowie der Initiierung
signaltransduktorischer Effekte durch den Liganden Renin. Kontrdre Ergebnisse ergeben sich jedoch in
Hinblick auf die subzelluldre Lokalisation des RER, die in der besagten Publikation als Zytoplasma-
membran-standig beschrieben wurde. Hingegen haben samtliche, hier vorgestellte Experimente — unter
Verwendung verschiedener Konstrukte, tags und Mutagenesen — eindeutig eine intrazelluldre, namlich
perinukledre und mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) (bereinstimmende Lokalisation
nachgewiesen. Die zu beanstandende Qualitat (geringe Aufldsung, fehlende Negativ-Kontrollen) der von
Nguyen et al. publizierten Immunzytologien sowie die in dieser Publikation beschriebene Verwendung
von Membranlysaten, die im Allgemeinen nicht nur die Zytoplasmamembranen, sondern auch
intrazelluldre Membranen und ihre Proteine beinhalten, beeintrdchtigen die Validitat dieser Daten.
Vielfach in der Literatur diskutierte Artefakte durch Uberexpression von getaggten Proteinen vermochten
wir, durch Einsatz unterschiedlicher tags (c-myc, FLAG und EGFP) und ihrer Lokalisationen (jeweils N-
und C-terminale Fusionen) bei konstant und gleichbleibend zu erhebenden Lokalisationsbefunden
auszuschlieBen. Die Punktmutation des bereits beschriebenen atypischen ER-Retentions-Motivs KXXXX
(Vincent, 1998) und die damit verbundene Aufhebung der perinukledren Lokalisation unterstiitzen
weiterhin die hier dargestellten Beobachtungen.

Die beobachtete intrazelluldre Lokalisation des RER wirft die Frage auf, wie der gemeinhin
extrazelluldr lokalisierte Ligand (Renin) eine Aktivierung zu induzieren vermag. Hierflr kdnnen mehrere
Mechanismen in Betracht gezogen werden. (1.) Andere, bereits bekannte Renin-bindende Proteine, wie
der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, kdnnten (Pro-) Renin internalisieren (Danser, 2005). (2.) Eine
intrazelluldre Variante des Renins, die Uber ein alternatives splicing transkribiert wird und direkt an den
intrazelluliren RER binden koénnte, ist in der Literatur beschrieben worden (Lee-Kirsch, 1999;
Clausmeyer, 1999). Die physiologische Signifikanz dieses intrazelluldaren Renins inklusive seines
Expressionsmusters in verschiedenen Geweben ist jedoch bisher weitgehend unerforscht. (3.) Trotz der
Beobachtung groBter Anteile des RER in intrazelluldren Kompartimenten bleibt die Lokalisation kleinerer

Mengen dieses Proteins in der Zytoplasmamembran, die fur eine Initiation von



Signaltransduktionseffekten suffizient wéren, unter Berlicksichtigung der hier verwandten Methoden nicht
ausgeschlossen. In diesem Zusammenhang vermag die hier erstmals beschriebene Homodimeri-sierung
des RER von zusétzlicher Bedeutung zu sein, da der Dimerisierungsstatus von Proteinen ihre subzellulére

Lokalisation zusétzlich beeinflussen kann (Muller, 2003).

Promyelocytic zinc finger protein (PLZF) — Der Transkriptionsfaktor PLZF enthalt mehrere DNA-
bindende Zinkfinger-Doméanen. Herausragende klinische Bedeutung hat dieses Protein in der Pathogenese
der akuten Promyelozyten-Leukdmie (APL) mit der seltenen chromosomalen Translokation
t(11;17)(923;921), durch die das PLZF-Gen unterbrochen wird (Costoya, 2001). Hierbei entstehen
Fusionsproteine zwischen PLZF und dem Retinolséure-Rezeptor-o. (RAR-a), die die Histon-Deacetylase
1 (HDAC1) aktiveren und nicht mehr gegenuber Retinolsaure responsibel sind, was das fehlende
Ansprechen dieser seltenen APL-Form auf die sonstige Standardtherapie mit Retinolsdure erklart
(Grignani, 1998). Darlber hinaus hat man vor kurzem PLZF bereits als direkten Protein-
Interaktionspartner des Angiotensin-AT2-Rezeptors beschrieben und in diesem Zusammenhang eine
Stimulierung der Protein-Synthese und eine Induktion von kardialer Hypertrophie durch Aktivierung
dieses Signaltransduktionsweges beobachten kdnnen (Senbonmatsu, 2003). Diese durch Angiotensin 1l
vermittelten Effekte haben phanomenologische Ahnlichkeit mit den Renin-vermittelten Effekten der RER-
Aktivierung.

Die im Rahmen anderer Studien ebenfalls untersuchten PLZF-knockout-Mé&use wurden bisher
ausschlieBlich unter Gesichtspunkten ihrer gestdrten muskuloskeletalen Embryologie untersucht (Barna,
2000). Weitergehende Studien mit kardiovaskuldarem oder zerebralem Schwerpunkt sind bisher noch nicht

durchgefiihrt worden.

Biologische und klinische Signifikanz des RER — Beziglich der biologischen Signifikanz des RER in
vivo konnten Ramser et al. zeigen, dass eine Mutation innerhalb des RER (mit sukzessiver Deletion des
Exon 4) Ursache fir X-linked mental retardation (XLMR) und -epilepsy (XLME) im Menschen sein kann
(Ramser, 2005). Daruber hinaus konnte im Rahmen eines Zebrafisch-Mutagenese-Screenings gezeigt
werden, dass der knockout des RER zu einer dramatischen Reduktion der Kopfgrélie sowie hochgradigen
Nekrosen des zentralen Nervensystems flhrt (Amsterdam, 2004). Bemerkenswerterweise schreibt man
dem RER-Interaktionspartner PLZF eine ausgesprochen komplexe und wichtige Bedeutung in der
zerebralen Embryologie mit Formation und Reifung von Prosenzephalon und Rhombenzephalon zu
(Cook, 1995; Avantaggiato, 1995), wobei ein direkter Zusammenhang zwischen Phéanotyp des RER-
knockouts im Zebrafisch und damit verbundenen, fehlenden PLZF-Effekten derzeit einen rein
hypothetischen Charakter besitzt und weiterer Studien bediirfte.

Publikationen der letzten zwei Jahre haben die klinische Relevanz des RER bereits unterstrichen. So
konnte ein decoy-Peptid gegen die handle region von Prorenin, das die Bindung von Prorenin an den RER

inhibiert, die Entwicklung und Progression von kardialer Fibrose ebenso wie diabetischer Nephropathie in
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entsprechenden Ratten-Modellen inhibieren (Ichihara, 2004; Ichihara, 2005; Ichihara, 2006). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des RER den profibrotischen Faktor transforming growth

factor-/, (TGFp,) in mesangialen Zellen induziert (Huang, 2006).

Renin-Inhibition und der Renin/Prorenin-Rezeptor — Auch aus klinisch-pharmakologischer Sicht
kdnnte der RER in Bezug auf die Markteinfihrung des Renin-Inhibitors Aliskiren (Zulassung in den USA
seit Marz 2007) von Bedeutung sein. Diese Pharmaka inhibieren die Plasma-Renin-Aktivitat und damit
die Generierung von Angiotensin | nahezu vollstidndig, womit sie die dritte pharmakologische Klasse der
RAS-Inhibitoren — neben ACE-Inhibitoren und AT1-Rezeptor-Blockern — darstellen (Hershey, 2005).
Neben seiner Funktion als potentes Antihypertensivum durch RAS-Inhibition steigert Aliskiren jedoch
durch Aufhebung des negativen feedbacks auf die renale Renin-Freisetzung (durch Angiotensin Il) die
Plasma-Renin-Konzentration im Vergleich zu Plazebo-behandelten Individuen auf bis zu 34-mal héhere
Werte (Nussberger, 2002). In diesem Zusammenhang ist die Untersuchung der tiber den RER-vermittelten
intrinsischen Aktivitdt des Renins von herausragender Bedeutung. Bedenkt man die bereits oben
angeflihrten tendenziell negativen Effekte der RER-Aktiverung (Aktivierung von MAP-Kinasen, Pro-
Proliferation und gesteigerte TGF-B;-Expression) sowie die gegensétzlichen, eher positiven Effekte der
Inhibierung von Prorenin als RER-Ligand (Inhibition von kardialer Fibrose und diabetischer
Nephropathie) sollte die durch einen Renin-Inhibitor bedingte Steigerung der Plasma-Renin-
Konzentration dringend weitergehend beziliglich einer mdglichen Endorgan-Schédigung untersucht

werden.

B. Datenanalytik von quantitativen Real-time PCR-Daten

Im Rahmen des hauptsachlich innerhalb dieser Zusammenfassung besprochenen Projektes wurde
mehrfach die Methode der quantitativen Real-time PCR (qPCR) experimentell eingesetzt. Aufgrund
einiger wesentlicher Nachteile der gegenwartig verwendeten Methoden der Datenanalyse sollten in einem
Nebenprojekt diese im Sinne eine verbesserten Validitat, Prazision und Okonomie Uberdacht und
verbessert werden.

Das Verfahren der gPCR basiert ganz allgemein auf einer gewohnlichen PCR, die durch Einsatz von
Fluoreszenzfarbstoffen [z.B. dsDNA-interkalierende Substanzen (SYBR Green 1) oder fluoreszenz-
markierten, genspezifischen DNA-Sonden (TagMan, molecular beacons, etc.)] und entsprechenden
Geraten, die DNA-Amplifikation innerhalb der PCR ,in real time* aufzeichnen kdnnen. Die dabei
entstehenden sog. Amplifikationskurven verschiedener (c)DNA-Proben werden in Bezug auf ihren C+-
Wert (,,cycles on threshold*), d.h. die PCR-Zyklusanzahl, an der die Kurven jeweils einen einheitlich
definierten Schwellenwert erreichen, zueinander in Verhdltnis gesetzt und relativ bzw. absolut
quantifiziert. Fir diese Quantifizierung sind vor allem zwei Verfahren — die AAC-Methode (Livak, 2001)
und die Standardkurven-Methode (Morrison, 1998) — etabliert. Die AACt-Methode basiert auf der

Grundannahme, dass die PCR eine Amplifikationseffizienz E von 100% erreicht und damit mit jedem
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PCR-Zyklus eine Verdopplung der PCR-Produkte erreicht. Aus dieser Annahme heraus lassen sich Ct-
Wert-Differenzen in quantitative Unterschiede der Proben zueinander berechnen. Der Alternativ-Weg
besteht in der Standardkurven-Methode, die das Mitfilhren einer Standard-Verdiinnungsreihe parallel zu
jeder Messung notwendig macht. Auf diese Standardreihe kénnen anschlieRend die einzelnen Proben
bezogen und damit (auch absolut) quantifiziert werden. Beide Methoden erscheinen jedoch als nicht
suffizient. Die AACt-Methode geht von der inkorrekten Annahme aus, dass PCR-Effizienzen stets bei
100% liegen, was zumeist nicht der Fall ist, womit Expressionsunterschiede (bei E<1) stets Uberschétzt
werden. Die Standardkurven-Methode wiederum hat den groRen Nachteil, dass in jedem qPCR-Durchlauf
eine grofle Anzahl an Standards mitgefuhrt werden muss, was die Anzahl messbarer Proben pro Lauf
einschrankt und die entstehenden Kosten nachhaltig steigert. Beiden Methoden gemein ist ihre mangelnde
Detektion der Amplifikationseffizienzen jeder einzelnen PCR und jeder einzelnen Probe. Hierbei ist
anzumerken, dass ein verhaltnisméaRig kleiner Effizienzunterschied von beispielsweise E;=0,85 zu E,=0,70
in Proben identischer, genspezifischer Ausgangskonzentrationen in einer Cr-Wert-Differenz von 4 enden
kann und damit eine Expressionsrate von 1 zu 16 (bei Annahme von E;=E,=1,0) in diesen eigentlich
identischen Proben berechnet wiirde (P3, S. 904).

Ein neues, zu entwickelndes Verfahren der Datenanalyse sollte diese methodischen und inhaltlichen
Nachteile kompensieren. Zu diesem Zweck wurde die der PCR-Kinetik in ihrer exponentiellen Phase
zugrunde liegende Formel dahingehend abgeleitet, dass die in dieser Phase akquirierten Ct-Werte jeder
einzelnen Probe und jeder einzelnen PCR unter Beriicksichtigung ihrer jeweiligen PCR-Effizienzen E in
die Berechnung der Expressionswerte einbezogen werden. Software, die diese individuelle
Effizienzbestimmung ermdglicht, ist mittlerweile in einigen Varianten und teils auch kostenlos verfiigbar
(Peirson, 2003; Ramakers, 2003). Auf diesem Wege wurde ein Verfahren der gPCR-Datenanalyse
entwickelt, das (1.) ohne zusétzliche Standards auskommt, (2.) mit korrekt quantifizierten PCR-
Effizienzen rechnet, und (3.) ,,Ausreifler” in Bezug auf PCR-Effizienzen detektiert und entsprechend in

der Datenanalyse berticksichtigen bzw. ausschlielen kann.
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