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Kurzfassung

1 Kurzfassung

Ein durch das endogene Steroidhormon Aldosteron aktivierter Mineralokortikoid-
Rezeptors (MR) ist ein wichtige Regulator der Salz- und Wasserhomdostase und damit
des Blutdrucks im menschlichen Kérper. Unabhéngig davon kann er jedoch ebenfalls
eine Umgestaltung von GeféaRen (Remodeling) bewirken, wobei die zugrunde liegenden
Mechanismen hierfir bislang ungeklart sind. Klassischerweise wirkt der MR als
Transkriptionsfaktor an Hormon-responsiven Elementen der DNA. Zusatzlich sind
jedoch auch nicht-genomische Effekte auf intrazelluldre Signalwege bekannt. Eine
mogliche Erklarung, fur die pathologischen MR-Effekte auf GeféafRe, stellten fur uns
microRNAs (miRs) dar. Diese kleinen endogenen RNA-Molekile regulieren die
Genexpression post-transkriptional und wurden bereits als potentielle Modulatoren in

verschiedenen Gefalerkrankungen beschrieben.

Wir konnten miR-29b als eine Aldosteron-abhdngige miR identifizieren, deren
Konzentration in glatten GefaBmuskelzellen (VSMCs) sowie in der Mausaorta in vivo,
jedoch nicht in Endothelzellen, durch das Steroidhormon verringert wurde. Dieser
Abbau war abhéngig von einem aktivierbaren MR und ausschliel}lich im Zytoplasma
nachweisbar. Die Expression der zwei primdren Transkripte sowie der weiteren
Mitglieder der miR-29-Familie blieb unbeeinflusst. Verschiedene Versuche mit einem
Hemmer der RNA-Neusynthese lieBen den Ruckschluss zu, dass es eine genomische
Komponente in der Regulation geben muss, tGber welche Aldosteron die reife miR-29b
reduziert. Des Weiteren wurde die Rolle von miR-29b beziglich des Phanotyps glatter
GefaBmuskelzellen untersucht. Eine verringerte miR-29b-Menge flhrte zu einer
erhohten Bildung extrazellularer Matrixkomponenten und zu einer beschleunigten
Migration. Weiterhin wurde die Zellproliferation gesteigert und das Verhéltnis von
Apoptose zu Nekrose zugunsten der Nekrose verschoben. Die ZellgroRe sowie die
Adhérenz der VSMCs wurden nicht beeinflusst. Zudem konnten wir belegen, dass der

durch Aldosteron gesteigerten Migration, eine miR-29b-Regulation zugrunde liegt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stlitzen die Hypothese, dass die vaskulédren pathologischen
Effekte von Aldosteron zumindest teilweise tber einen reduzierten Spiegel an miR-29b
vermittelt werden. MiR-29b hat damit das Potenzial in der Therapie von

GefaRerkrankungen eingesetzt zu werden.
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2 Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind weit verbreitet und Grundlage vieler
bekannter Krankheiten wie Myokardinfarkt oder Herzversagen. Demnach stellen sie die
haufigste Todesursache in den Industrienationen dar. Neben Risikofaktoren, wie
Rauchen, Ubergewicht, Diabetes Mellitus, Bluthochdruck oder hohem Blutcholesterol,
beglinstigt auch eine inaddquate MR-Aktivierung die Entstehung von GefaRer-
krankungen 2. Um eine bessere Pravention und Therapie bieten zu kénnen, ist es von
grolter Bedeutung die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen genauer zu

untersuchen.

2.1 Grundlagen von Kreislauf-Erkrankungen

Eine Schéadigung des Geféalisystems bedeutet nicht nur eine Einschrankung des
Blutflusses, sondern am Ende eine Unterversorgung der Organe, wie Herz, Niere oder
Leber. Reicht die Versorgung durch die BlutgefaBe nicht aus, so kann dies zu
Organversagen mit potenzieller Todesfolge fuhren. Maligeblich beteiligt an der
Entstehung von Geféalerkrankungen sind Veranderungen in der Gefalwand,
insbesondere im Endothel und der glatten Muskulatur, welche zu Remodeling und
Krankheitsbildern wie Arteriosklerose fiihren kdnnen. Diese einzelnen Faktoren sollen

in den folgenden Abschnitten néher erlautert werden.

2.1.1 Gefallaufbau und Bedeutung

Die Hauptaufgabe von Geféal3en besteht im Bluttransport und damit in der Sauerstoff-
und Nahrstoffversorgung der einzelnen Kdrperorgane. In der GefaBwand von Arterien
befindet sich eine Vielzahl verschiedener Gewebsschichten und Zelltypen. In Abbildung
2-1 ist ein schematischer Aufbau dargestellt. Dabei bilden das Endothel, die
Basalmembran und subendotheliales Bindegewebe die Intima. Die Membrana elastica
interna stellt die Grenze zur Media dar. Die dicke Schicht der Media besteht
hauptsachlich aus glatten Gefalmuskelzellen und variablen extrazelluldren Bestand-

teilen. Zuséatzliche Schichten aus elastischem sowie kollagenhaltigem Bindegewebe
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bilden die abschlielende Adventitia, die zusatzlich Nerven und versorgende GefaRe

(Vasa Vasorum) fiihrt und das GefaR in die Umgebung einbettet **.

Tunica externa
(Adventitia)

Tunica media
(Media)

Tunica interna
(Intima)

Erndhrende Gefile
& Nerven

|— Bindegewebe mit kollagenen Fasern

Membrana elastica externa (elastisches Bindegewebe)
Glatte Muskulatur
Membrana elastica interna (elastisches Bindegewebe)

Basalmembran und subendotheliales Bindegewebe

L Endothel

Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau von arteriellen GefaRen des muskuléren Typs.

Das zum Lumen hin abschlieRende Endothel dient nicht nur als Barriere, sondern tragt
ebenfalls zum Austausch diverser Molekiile und Zellen bei. Dadurch hat es eine
regulatorische Funktion beziiglich Gefallhomdostase, Entzindungsregulation und
Angiogenese >°. Direkt an das Endothel schlieBt sich die Basalmembran an, welche aus
Basallamina und Lamina fibroreticularis aufgebaut ist. Die Basallamina ist zu Gber 95
% aus Kollagen 1V aufgebaut, die Lamina fibroreticularis hauptséchlich aus Kollagen
I1l, wobei beide maBgeblich zur Stabilitdt von Gefdllen beitragen. Durch die enge
Verkntpfung zum Endothel ist die Basalmembran in pathophysiologische Remodeling-
Prozesse sowie in die GefaRreifung involviert. Das sich anschlieRende subendotheliale
Bindegewebe besteht ebenfalls aus diversen Kollagenen sowie Fibronektin und Elastin
%7 Durch die Membrana elastica interna getrennt, folgt auf die Intima die Media,
welche hauptséchlich aus glatten GefaBmuskelzellen besteht und den volumenmaRig
groliten Anteil der GefaRwand bildet. Durch die Fahigkeit sich zu kontrahieren, besteht
die Hauptaufgabe der glatten Gefalimuskelzellen in der Aufrechterhaltung des
Geféalitonus und somit der Regulation des Blutdrucks. Voll ausdifferenzierte, reife
Gefallmuskelzellen exprimieren daher ein breites Repertoire an Rezeptoren, lonen-

kanélen, Signaltransduktionsmolekilen, Kalzium-regulierenden Proteinen und
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speziellen Proteinen, welche die Kontraktion steuern. Um dieser Aufgabe der
GeféaRkontraktion konsequent nachzugehen, werden andere zelluldre Parameter, wie
Migration, Proliferation oder die Bildung extrazellularer Matrixkomponenten, auf ein
Minimum reduziert ®°. Diese genannten Eigenschaften beschreiben den kontraktilen

Phénotyp glatter Muskelzellen, wie er in gesunden Geféalien vorzufinden ist.

2.1.2 Der Prozess des Remodeling als Grundlage vaskularer
Erkrankungen

Das Gefallsystem durchlduft im gesamten Leben Remodeling-Prozesse, was bedeutet,
dass sich Blutgefdlle durch Umgestaltung an die jeweiligen Bedingungen anpassen.
Bereits in der friihen vaskuldren Entwicklung spielt Remodeling eine zentrale Rolle bei
der Differenzierung des endothelialen Monolayers, in der Angiogenese und Rohren-
bildung sowie bei Wachstum und Fusion von GefélRen. Doch die Fahigkeit zum
Remodeling bleibt ein Leben lang bestehen. Im Erwachsenenalter adaptiert die
GefaBumgestaltung den Kreislauf hinsichtlich verschiedenster Veranderungen im
Blutfluss, die z.B. durch intensives Training oder eine Schwangerschaft bedingt werden

konnen 012,

Ein dauerhaftes Remodeling jedoch fordert strukturelle GefalRver-
anderungen, die sich etablieren und Grundlage vaskularer Erkrankungen sein kénnen,
wie Arteriosklerose, Bluthochdruck oder Restenose nach Angioplastie. Die
untersuchten Ursachen, welche zu Remodeling fuhren, sind vielféltig. So kann mecha-
nischer Stress, wie z.B. durch eine gednderte Blutstrémung, genauso GefaRver-
anderungen hervorrufen wie eine Konzentrationsanderung endokriner Signalmolekiile,

wie z.B. Aldosteron 7,

Die Endothelzellen mit ihrer Position zwischen flieBendem Blut und Gewebe haben
dabei eine zentrale Funktion in der Wahrnehmung ihrer Umgebung. Reize durch
mikrobielle Eindringlinge, Verletzungen oder zirkulierende chemische Signale werden
von ihnen aufgenommen und durch verschiedene Mediatoren an die glatten

16

GefaBmuskelzellen weitergeleitet =. Als Antwort erfolgt eine Umgestaltung des

Gefélles. Daran konnen neben Endothelzellen und glatten Gefalimuskelzellen auch

Fibroblasten und Immunzellen beteiligt sein *’

. Glatte Gefalmuskelzellen spielen
jedoch eine zentrale Rolle, da sie, liberwiegend vorhanden, durch ihre Umgestaltung die

Struktur der gesamten Gefalwand bestimmen. Zusétzlich sind diese Zellen in der Lage
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unter pathologischen Umstdnden zu entdifferenzieren. Dieser Phénotyp-Wechsel
(phenotypic switch) ist ein wichtiges Merkmal des vaskularen Remodeling 2. Dabei
erfolgt eine verstarkte Bildung und Sezernierung extrazellularer Matrixkomponenten,
wie Kollagen und Fibronektin, weshalb bei diesen glatten Muskelzellen auch vom
sekretorischen Phanotyp gesprochen wird. Weiterhin zeichnen sie sich durch eine
erhohte Proliferation und Migration aus sowie durch eine erhohte Zelltodrate, durch

welche Entziindungsprozesse induziert werden 92,

Die genannten Charakteristika sekretorischer Muskelzellen sind eng involviert in die
Entstehung von Arteriosklerose. Diese chronische Entziindungskrankheit beginnt meist
durch eine endotheliale Dysfunktion wodurch der Endothel-Monolayer permeabel wird
und die Intima von Monozyten infiltriert werden kann *°. Durch Phagozytose von LDL
(low density lipoprotein) Cholesterol oder oxidierten Phospholipiden bilden sich
Schaumzellen, welche durch Nekrose Entziindungsreaktionen hervorrufen 2%, Als
Antwort migrieren glatte Muskelzellen aus der Media in die Intima, wo sie verstarkt
proliferieren und einen sogenannten Plaque bilden. Wird von diesen eingewanderten
Gefallmuskelzellen vermehrt Extrazellularmatrix gebildet, so spricht man von einer

24

fibrotischen Kappe Makrophagen konnen zusatzlich tber TNF-a- und NO-

Signalwege den Zelltod glatter Muskelzellen induzieren, wodurch weitere Entziindungs-

zellen angelockt werden 2°%.

Diese Einwanderung von Zellen und vermehrte
Matrixproduktion fuhrt zu einer lokalen Verdickung der GefédBwand, welche den
reguldren Blutfluss hindert und im Ende zu einem Schlaganfall oder Herzversagen

filhren kann 272°,

2.2 Mineralokortikoid-Rezeptor (MR)

Der Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) gehort neben dem Glukokortikoid-Rezeptor,
dem Progesteron-Rezeptor, dem Ostrogen-Rezeptor und dem Androgen-Rezeptor zur
Familie der klassischen Steroidhormon-Rezeptoren. Sie sind Teil der Superfamilie
nukledren Rezeptoren und wirken Liganden-gesteuert als Transkriptionsfaktoren im
Zellkern %73 Der MR wird in verschiedenen, hauptsachlich polarisierten epithelialen,
Geweben exprimiert, wie im distalen Tubulus der Niere, dem Kolon sowie in Speichel-

34

und Schweildrisen **. Darlber hinaus wurde der MR auch im Nervensystem
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(Hippocampus) sowie in Zellen des kardiovaskularen Systems, wie in Endothelzellen,

glatten GefaBmuskelzellen und Kardiomyozyten, nachgewiesen *>.

2.2.1 Aufbau des MR

Das Gen des humanen MR ist auf Chromosom 4 im Abschnitt q31.1 kodiert und besteht
aus 10 Exons . Auf Proteinebene weist der MR wie alle nuklearen Rezeptoren vier

funktionell getrennte Proteindomanen auf (Abb. 2-2) 3.

DBD LBD
1 602 670 734 984

hMR | A/B | c B E/F

Transaktivierung DNA-Bindung Liganden-Bindung

Kernimport Dimerisierung Dimerisierung
Koaktivatoren Kernimport
Korepressoren Scharnier- Transaktivierung
region Chaperone-Bindung

Abbildung 2-2: Schematischer Aufbau des humanen MR (nach %)

Die N-terminale A/B-Region mit 602 Aminosdauren ist eine nur schwach konservierte
Doméne unter den Mitgliedern der Superfamilie nukledrer Rezeptoren. Die Trans-
aktivierungsdomanen AF-1a und AF-1b in dieser Region, sowie AF-2 in der C-
terminalen Domane, sind maRgeblich an der Gesamttransaktivierungsbereitschaft des
MR beteiligt *°. Neben diversen Korepressorbindestellen in der A/B-Domane, sind AF-
1a und AF-1b zusitzlich Bindestellen fir MR-selektive Koaktivatoren “>*2, Weiterhin
weillt die N-terminale Domane ein wichtiges NLS-0 (nuclear localisation signal) fir
den Kernimport auf *. Die sich anschlieBende zentrale C-Doméne ist hoch konserviert
und verflgt Gber zwei Zinkfinger-Motive, welche die Bindung an die DNA vermitteln
(DNA-Bindedomane, DBD) sowie zur Rezeptor-Dimerisierung beitragen . Die sich
anschlieBende D-Domadne ist eine Scharnierregion, welche wie die A/B-Domane nur
schwach konserviert ist. Durch ihre Flexibilitit kann sie DBD und Liganden-
Bindungsdomane (LBD) in rdumliche Nahe bringen und dadurch die Rezeptoraktivitat
regulieren **. Am C-terminalen Ende des MR befindet sich die E/F-Region, an der eine
spezifische Bindung von Liganden erfolgt (LBD). In Abwesenheit eines Ligand sind
diverse Chaperone wie HSP70, HSP90 und Immunophiline gebunden. Jene werden

durch Ligandenbindung freigesetzt, wodurch das NLS-2 freigelegt wird, ein
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Kernimportsignal, dass in die Translokalisation des aktivierten MR involviert ist.
Weiterhin ist die C-terminale Domane in die Rezeptor-Dimerisierung involviert und

besitzt Bindungsmotive fir Transaktivatoren (AF-2) .

2.2.2 Aldosteron —endogener Ligand des MR

Ein endogener Aktivator des MR ist das Steroidhormon Aldosteron. Bereits 1952 wurde
es von Simpson und Tait isoliert und charakterisiert, als ,,ein Extrakt der Nebenniere,
welches den Mineral-Metabolismus reguliert *®“°. Als Teil des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) ist Aldosteron ein wichtiger Regulator der Wasser- und
Elektrolythomdostase sowie des Gefaltonus und damit des Blutdrucks (Abb. 2-3) *°. Im
ersten Schritt des endokrinen RAAS wirkt in der Niere gebildetes Renin auf
Angiotensinogen um Angiotensin I (Ang 1) zu bilden. Anschliefend wird Ang | zu
Angiotensin 11 (Ang Il) gespalten, durch das endothelial produzierte Angiotensin
konvertierende Enzym (ACE). Ang Il wirkt dann klassischerweise auf die Nebennieren,

um die Produktion von Aldosteron zu stimulieren >,

Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)

Angiotensin : .
Ursachen: . 8! Wirkung:
A Renin converting enzyme «  Na* und Wasser-
¢ Na*-Verlust . u
-------- > (juxtaglomerulare (ACE) Riickresorption
*  Wasser-Mangel Nierenzellen) (vaskuléres Endothel)
. + + :
niedriger Blutdruck . K*- und H*-Ausscheidung
e gesteigerter Blutdruck
i i durch Vasokonstriktion
v \4

Angiotensinogen - Angiotensin | ‘ Angiotensin I # Aldosteron

Abbildung 2-3: Regulation des RAAS.

Die Bildung von Aldosteron erfolgt aus Cholesterin, hauptsachlich in der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde, wobei neben Ang 11 auch hohe K*-Konzentrationen,
das adrenokortikotrophe Hormon (ACTH) sowie diverse Neurotransmitter die
Aldosteronsynthese begiinstigen konnen *3. Da die Lagerungskapazitat fur Aldosteron
in der Zona glomerulosa stark begrenzt ist, ist eine enge Regulation der Steroidogenese
und Hormonfreisetzung erforderlich, um den Wasser- und Elektrolythaushalt aufrecht
zu erhalten. Dafir sind vor allem die Bereitstellung des Cholesterin an der inneren

Mitochondrienmembran sowie die Expression der Aldosteronsynthase limitierende
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Schritte >*™°,  Seine klassische Wirkung hat Aldosteron in den Prinzipalzellen des
Sammelrohrs der Niere, wo es fur die Salz- und Wasserriickresorption, sowie die
Ausscheidung von K*-lonen und Protonen verantwortlich ist. Zusatzlich ist bekannt,
dass eine stark aktive RAAS-Kaskade, und damit ein hoher Spiegel an Aldosteron,
einen pathophysiologischen Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System vermitteln kann
980 Neben dem beschriebenen zirkulierenden RAAS, wurden in verschiedenen
Geweben, wie im Herz, der Niere, den GefaRen, in Immunzellen adipdsen Gewebes
sowie im Nervensystem auch lokale RAA-Systeme gefunden. Es wurde beschrieben,
dass sowohl das endokrine, als auch das gewebsspezifische vaskuldre RAAS fur die

Entstehung von GefaRerkrankungen verantwortlich sein kénnen 2683,

Weiterhin ist fiir Aldosteron bekannt, dass es sehr selektiv an den MR bindet ®.
Verglichen dazu bindet Kortisol, ein Glukokortikoid, neben dem Glukokortikoid-
Rezeptor (GR) ebenfalls an den MR, sogar mit einer vergleichbaren Affinitat wie
Aldosteron. Unter physiologischen Bedingungen ware davon auszugehen, dass der MR
bevorzugt von Kortisol besetzt ist, da es in 100- bis 1000-fach héheren Plasma-
konzentrationen vorliegt als Aldosteron ®°’. In den Zielgeweben von Aldosteron wird
daher die 11B-Hydroxysteroid Dehydrogenase 2 (11B-HSD2) exprimiert, welche
Kortisol in Kortison umwandelt, welches den MR nicht mehr binden kann. Dadurch

wird die Aldosteronspezifitat fir den MR aufrechterhalten "

. Zielgewebe von
Aldosteron sind jene, die den MR in vergleichsweise hoher Konzentration exprimieren.
Neben den klassischen epithelialen Geweben weisen auch Regionen des Nervensystems
oder des kardiovaskularen Systems eine relativ hohe MR-Menge auf **™. Es wird
angenommen, dass sich in diesen nicht-klassischen Geweben die Rolle des MR und
damit der genaue Mechanismus der Aldosteronwirkung sehr stark von denen in

epithelialen Geweben unterscheidet ",

2.2.3 Wirkungsweise des MR

Der MR als Vertreter der Steroidhormon-Rezeptoren wirkt wie alle Mitglieder dieser
Familie klassischerweise als Transkriptionsfaktor. Seit geraumer Zeit sind jedoch
zusétzliche nicht-genomische MR-Mechanismen bekannt, welche die Bedeutung und

Variabilitat der MR-Wirkung erweitern.
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2.2.3.1 Genomische Wirkung des MR

Im inaktiven Zustand liegt der MR als Monomer im Zytosol vor. Dabei halten ihn
HSP70, HSP90 und das Immunophilin FKBP-52 in einer hoch affinen Konformation
fur die Ligandenbindung und verhindern eine unspezifische Aktivierung *""*"*. Bindet
ein Ligand an den MR erfolgt eine Konformationsdnderung, wodurch der Rezeptor
aktiviert wird. Diese Strukturanderung ist essentiell fur die Translokation in den
Zellkern, die Dimerisierung genauso wie fiir die Interaktion mit der DNA und

Koregulatorproteinen ™

. Klassischerweise bildet der MR Homodimere, in seltenen
Fallen auch Heterodimere mit dem GR "°. Der dimerisierte Rezeptor wirkt als Trans-
kriptionsfaktor an Hormon-responsiven Elementen (HRE) von Zielgenen. Wéhrend flr
alle Mitglieder der Steroidhormon-Rezeptor-Familie spezifische HREs charakterisiert
wurden, wurde ein selektives MR-responsives Element noch nicht beschrieben. Es ist
jedoch bekannt, dass der MR an diverse GR-responsive Elemente (GRE) binden kann,
was nicht verwundert, da MR und GR uber 94 % Homologie in ihrer DNA-
Bindedomane (DBD) aufweisen ®""". Der genaue Mechanismus, wie MR und GR
dennoch unterschiedliche Genexpressionsmuster bewirken, ist noch weitestgehend
ungeklart. Ein moglicher Regulationsansatz konnte in der Ligandenbindung zu finden
sein. Verschiedene Liganden bewirken demnach unterschiedliche allosterische MR-
Konformationen, welche selektiv mit DNA-responsiven Elementen sowie mit ver-
schiedenen Koregulatorproteinen interagieren und so die Genexpression steuern .
Einen weiteren Erklarungsansatz liefern nicht-genomische MR-Effekte, welche Gber die
Regulation intrinsicher Signalwege die Zellhomostase beeinflussen, bzw. MR-

abhangige miRs, die die Genexpression posttranskriptional steuern kénnen (siehe 2.3).

Durch die genomische MR-Wirkung sind besonders Gene reguliert, welche in den Salz-
und Wasserhaushalt involviert sind. Diese Aldosteron-abhangigen Gene sind z. B.
verschiedene Untereinheiten des ENaC (epithelialer Natriumkanal), die Na'-K'-
ATPase, CHIF (Kanal-induzierender Faktor) oder die SGK-1 (Serum Glukokortikoid-

80-84

regulierte Kinase 1) Des Weiteren bewirkt Aldosteron eine Expression

verschiedener Molekdle intrazelluldrer Signalkaskaden und beeinflusst dadurch indirekt
die Zellhomoostase. Dazu zdhlen das K-ras-2A (Kirsten Ras-bindendes Protein 2A)

sowie das NDRG2 (N-Myc downstream-reguliertes Gen 2) %,
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2.2.3.2 Nicht-genomische Wirkung des MR

Nicht-genomische Aldosteroneffekte sind bereits nach kirzester Zeit (Minuten-Bereich)
detektierbar und kénnen deswegen nicht durch eine genomische MR-Wirkung erklart
werden. Des Weiteren kennzeichnet nicht-genomische Effekte, dass sie weder durch
Transkriptions- (Actinomycin D) noch Translationshemmer (Cycloheximid) beeinfluss-
bar sind ®. Diese schnellen Aldosteroneffekte konnten sowohl in klassischen
epithelialen wie auch in nicht-klassischen Zielgeweben des MR, wie dem kardio-

vaskuldren System, nachgewiesen werden

. Ein Einfluss der nicht-genomischen
Aldosteron-MR-Wirkung auf diverse intrazelluldre Signalkaskaden wurde in ver-
schiedenen Geweben charakterisiert. Darunter sind die Einflusse auf Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK), die Proteinkinase C, second messenger wie Ca**-lonen, cCAMP
und Stickstoffmonoxid (NO) sowie die c-Src-vermittelte Transaktivierung des
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) am haufigsten beschrieben 889! Fiir
glatte Gefalmuskelzellen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass ein Aldosteron-
aktivierter MR Uber Phosphoinositol-3-Kinase und ERKZ1/2-Aktivierung eine
proliferative und vasokonstriktive Wirkung vermittelt und dadurch den GefaRtonus
beeinflusst *2. Im Allgemeinen kann Aldosteron durch nicht-genomische Modulation
intrinsicher Signalwege Einfluss auf Wachstum, Differenzierung, Zelliberleben oder

Motilitat nehmen .

Dariiber hinaus kann Aldosteron MR-unabhingige Mechanismen vermitteln ®. Die
Identitat eines zusatzlichen Aldosteronrezeptors wird diesbeziglich vermutet, ist jedoch
noch nicht abschlielend geklart. Es wurden Signalmolekile identifiziert, durch welche
Aldosteron seine schnellen Effekte MR-unabhdngig vermitteln kann. So ist in glatten
Muskelzellen die Expression des G-Protein gekoppelte Rezeptors 30 direkt in die nicht-
genomische Aldosteronwirkung involviert ®*. Weiterhin kann Aldosteron direkt die C2
Doméne der Proteinkinase C a (PKCa) binden und dadurch ihre Autophosphorylierung

bewirken %.

2.2.4 Pathophysiologie des MR im Herz-Kreislauf-System

Neben der klassischen Wirkung in epithelialem Gewebe, verursacht der MR auch

pathophysiologische Effekte in nicht-epithelialem Gewebe wie dem Herz-Kreislauf-
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system. Die kardiovaskulére Pathophysiologie wird divers diskutiert und kann neben
einer inadaquaten MR-Aktivierung auch ber eine erhohte Aldosteronmenge vermittelt
werden . Die erste groR angelegte klinische Studie war die Randomized Aldactone
Evaluation Study (RALES), mit Herzinsuffizienz-Patienten mit linksventrikulérer
Dysfunktion. Durch Gabe des MR-Antagonisten Spironolakton konnte die Mortalitét
sowie die Morbiditat signifikant reduziert werden ¥. Bestatigt wurden diese Daten in
der Eplerenone-Post-Acute Myocardial Infarction Haert Failure Efficacy and Survival
Study (EPHESUS), bei der Patienten mit dem MR-Antagonisten Eplerenon behandelt
wurden %. Es gibt Hinweise darauf, dass Eplerenon ein Remodeling am Herzen nicht
nur verhindern, sondern sogar riickgangig machen kann *. An Hunden konnte durch
Gabe von Eplerenon eine bereits bestehende verzdgerte Ventrikelaktivitat, interstitielle
Fibrose sowie eine erhdhte Expression von 1L-6 und TNF-a partiell revidiert werden %,
Eplerenon sowie Spironolakton finden in der Behandlung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen aktiv Anwendung und werden allein oder in Kombination mit anderen
RAAS-Inhibitoren eingesetzt **%2. Die genannten Studien zeigen die pathologische
Bedeutung der MR-Aktivierung im kardiovaskuléren System, unabhangig von erhéhten
Aldosteronkonzentrationen oder einem verdnderten Blutdruck. Die MR-Aktivitat hat
demnach selbst groRen Einfluss auf Remodeling, Fibrose, oxidativen Stress sowie die
Aktivierung von pro-inflammatorischen und pro-fibrotischen Signalwegen %, Der
zugrunde liegende Mechanismus der MR-Aktivierung ist diesbezliglich noch nicht
geklart. Weitere Belege liefern Studien von Rocha et al. die im Rattenmodell zeigen
konnten, dass eine MR-Blockade durch Spironolakton ohne Blutdruckanderungen einen

protektiven Effekt auf GefaBe und Endorgane hat *®

. Weiterhin wurde gezeigt, dass die
Aldosteron-abhangige MR-Wirkung durch hohe Salzaufnahme weiter verstarkt wird %
1% Eine direkte Involvierung des MR in die Blutdruckregulation konnte gewebs-
spezifische in glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) belegt werden. Mause mit SMC-
spezifischer MR-Deletion zeigten einen verminderten Blutdruck, jedoch keine Defizite

im Salz- und Wasserhaushalt oder der Struktur ihrer GefaRe *%°.

Eine inaddquate MR-Aktivierung durch erhéhte Aldosteronkonzentrationen ist ebenfalls
Mediator kardiovaskularer Erkrankungen ''*. Hyperaldosteronismus ist eine bekannte
Ursache fir resistenten Bluthochdruck 2. Dies ist zum Teil begriindet in der

nattrlichen Volumen-vergrofiernden Wirkung von Aldosteron, teilweise jedoch auch
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1314 weiterhin konnte nach

durch eine Erhdhung des peripheren GefalRwiderstands
vorrangegangenen Tierversuchen gezeigt werden, dass eine erhohte Aldosteron-
konzentration auch im Menschen zur Hypertrophie des linken Ventrikels und einer

interstitiellen Fibrose im Herzen fihren kann %1%,

In murinen Kardiomyocyten
konnten Aldosteron-induzierte Remodeling-Effekte gezeigt werden in Abhangigkeit
von normaler Salzaufnahme und Uberexpression der 118-HSD2, welche MR-inaktives
Kortison bereitstellt. Die resultierende inaddquate Aktivierung des MR durch
Aldosteron sowie das beobachtete Remodeling konnten durch Eplerenon revidiert

werden. !

7 Weitere in vivo Studien zeigen, dass Spironolakton ein Aldosteron-
bedingtes Remodeling im Rattenherzen bzw. GeféRverdickungen und Entziindungen in
der Mausvene verhindert kann **3%°_ Inhibitoren der Aldosteronsynthase werden daher

gezielt erforscht um das Aldosteron-bedingte Krankheitsbild zu therapieren 212,

Die vaskularen Krankheitsbilder und Mechanismen einer inadaquater MR-Aktivierung
und eines Aldosteronlberschusses sind eng miteinander verknlpft und nicht Klar
trennbar. Die zugrunde liegenden pathologischen Prozesse beinhalten diverse Parameter
wie Kollagenbildung, Inflammation, oxidativen Stress, die Entstehung von
Arteriosklerose oder endotheliale Fehlfunktion *°+*412212 5o wyrde beschrieben, dass
Aldosteron in glatten GefaBmuskelzellen die Expression und Aktivitat der NADPH
Oxidase erhoht und damit die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bewirkt
124 Ein erhohter oxidative Stress wiederum kann neben einer Vasokonstriktion auch die
Kollagenproduktion in glatten GeféaBmuskelzellen Aldosteron-abhéngig steigern
92125126 |m Kkardialen Remodeling wird durch Aldosteron besonders die Synthese von
Kollagen 1 und 111 gefordert 2%, Zusatzlich wird die Expression von Entziindungs-
markergenen wie TNFo (Tumor-Nekrose-Faktor o), COX2 (Cyclooxygenase 2) oder

Osteopontin erhoht 712

. Die genauen molekularen Mechanismen, (ber welche
Aldosteron und der MR ihre Pathophysiologie im Herz-Kreislauf-System vermitteln,

sind bislang unvollstéandig geklart.

2.3 MicroRNAs (miRs)

MicroRNAs (miRs) sind eine Klasse konservierter nicht-kodierender RNA-Molekiile.

Sie werden endogen produziert und waren wegen ihrer GroRe, von zirka 22
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Nukleotiden, lange Zeit unbekannt. Nach ihrer Entdeckung 1993 in C. elegans
entwickelten sich miRs schnell zu einem neuen Forschungsgebiet und wurden auch in

diversen Pflanzen und Saugetieren nachgewiesen '*°*3

. Ihre Bedeutung liegt in der
post-transkriptionellen Regulation der Genexpression, wodurch miRs physiologische
wie auch pathophysiologische Prozesse beeinflussen kdnnen. Wichtige Zellfunktionen
wie Proliferation, Differenzierung, Metabolismus, Zelltod, Entwicklung und das Altern
unterliegen somit der Steuerung dieser kleinen RNA-Molekiile **2**°, Fur rund 55 %
der miRs aus C. elegans wurden humane Homologe charakterisiert, was eine
bedeutsame Rolle von miRs in der Evolution bestatigt **. Es wird vermutet, dass zirka
30 - 40 % des Genoms durch diese kleinen endogenen RNA-Molekdle in Saugetieren

137

reguliert werden ~°'. Flr den Menschen wurden bislang 2603 verschiedene miRs

sequenziert (www.mirbase.com, November 2015).

2.3.1 Biosynthese und Wirkungsweise von miRs

2.3.1.1 Biosynthese von miRs

Die Biosynthese von miRs beinhaltet nukledre sowie zytosolische Prozessierungs-
schritte und wird durch verschiedene Regulatormolekiile beeinflusst (Abb. 2-4) 3.
Rund 37 % aller humanen miR-Gene kommen in sogenannten Clustern, einer
polycistronischen Transkriptionseinheit, vor. Obgleich die Sequenzen verschiedener
miRs dabei mehrere tausend Basenpaare voneinander entfernt liegen kdnnen, sind die
Gene einem gemeinsamen Promotor unterstellt **. Die Transkription der miR-Gene
wird durch die RNA-Polymerase Il (Pol I) vermittelt, in seltenen Féllen auch durch die
Pol 111 * Durch Pol Il-assoziierte Transkriptionsfaktoren erfolgt eine komplexe
Regulation der Transkription, die Spezifitaten unter verschiedenen Konditionen und in
diversen Zelltypen zulasst **2. Das primare Transkript (pri-miR) wird strukturell und
funktionell wie eine messenger RNA (MRNA) prozessiert und erhélt eine 5°-

Methylierung (Cap) sowie eine Polyadenylierung am 3¢-Ende **.
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Abbildung 2-4: MiR Biosynthese (aus ***).

Eine pri-miR ist meist einige Kilobasen lang und enthalt lokale Haarnadel-Strukturen
(hairpin). Der erste Schritt in der miR-Reifung ist die Abspaltung der Haarnadel-
Struktur im Bereich des RNA-Doppelstrangs von der pri-miR. Dieser Prozess wird
durch das Enzym Drosha, einer nuklearen RNase III, vermittelt **. Drosha bildet
zusammen mit dem Cofaktor DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8) den
sogenannten Mikroprozessor-Komplex, welcher im Menschen rund 650 kDa grof3 ist

14147 Die im Zellkern frei gesetzte Haarnadel-Struktur wird pre-miR (precursor miR)

genannt *%,

Anschlieend erfolgt der Export aus dem Nukleus durch Exportin 5, welches den

149150 \Wie andere nukleire

doppelstrangigen RNA-Stamm der pre-miR erkennt
Transportrezeptoren, bindet Exportin 5 zusétzlich die GTP-gebundene Form des
Cofaktors Ran im Zellkern und entlésst die transportierte pre-miR nach GTP-Hydrolyse
ins Zytoplasma >3, Nachfolgend wird die pre-miR geschnitten wodurch ein zirka 22-
Nukleotide langer RNA-Doppelstrang entsteht. Diese Reaktion wird durch die
zytosolische RNase 111, Dicer genannt, katalysiert, welche gezielt die Schleifenregion in

154-156

der pre-miR erkennnt und kurz danach schneidet . Dicer ist mit zwei eng
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verwandten Proteinen assoziiert, TRBP (TAR RNA-bindendes Protein) und PACT
(Protein Aktivator von PKR). Obgleich ihre vollstdndige Funktion noch nicht
abschlieBend geklart ist, ist bekannt, dass beide Proteine zur Stabilitdt des Dicer-
Komplexes beitragen, dessen enzymatische Aktivitdt jedoch nicht beeinflussen.
Zusatzlich sind sie in die Bildung des RISC (RNA induced silencing complex) loading

complex (RLC) involviert *°"**°,

Im letzten Schritt der miR-Reifung kommt es zur Zusammensetzung des RISC ((RNA
induced silencing complex), welcher einen einzelstrangigen miR-Strang enthalt und
funktionell zu einen Abbau der Ziel-mRNA, einer Hemmung der Translation oder zur
Deadenylierung der mRNA fiihren kann ***. Dazu wird der RNA-Doppelstrang zunéchst
mithilfe von Dicer und seinen zwei Bindeproteinen auf ein Ago-Protein geladen.
Waéhrend der eine Strang des RNA-Duplexes als reife miR im Ago-Protein verbleibt,
wird der komplementdre Strang (passenger Strang) durch die endonukleolytische
Aktivitat des Ago-Proteins abgebaut oder durch eine RNA-Helikase abgespaltet *°°1%4,
Die thermodynamische Stabilitit, vor allem am 5°-Ende, ist dabei auschlaggebend
welcher der beiden Einzelstrange abgebaut wird. Da reife miRs auch parallel von beiden
Strangen produziert werden konnen, ist dies jedoch kein zwingender Prozess '*. Im
Menschen sind vier Ago-Proteine bekannt (AGO1-4), wobei alle im RISC vorkommen
kénnen und nur marginale Unterschiede im zu bindenden miR-Repertoire aufweisen.
AGO1, AGO3 und AGO4 mangelt es jedoch an endonukleolytischer slicer (Schneide-)
Aktivitat, was Grundlage sein konnte, dass AGO2 das am h&ufigsten nachgewiesene
Ago-Protein ist X616,

2.3.1.2 Regulation der Biosynthese

Die Reifung von miRs kann an unterschiedlichen Punkten reguliert werden ***°, Fir

den Mikroprozessor-Komplex wurden die DEAD-Box Helikasen p68 und p72 charak-
terisiert, welche als Cofaktoren die Prozessierung bestimmter miRs regulieren 417,
Zudem sind sie in die Rekrutierung weiterer Effektormolekile zum Drosha-Komplex
involviert, darunter p53 oder SMAD-Proteine. Die Prozessierung bestimmter miRs wird
durch p53 in Abhéngigkeit von p68/p72 stimuliert *>. SMAD-Proteine, als Teil des
TGFB-Signalweges, sind als Transkriptionsfaktoren in der miR-Biosynthese bekannt

173174 “\Weiterhin kénnen sie p68-abhangig ein bestimmtes Motiv in der Haarnadel-
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Struktur von pri-miRs erkennen und die Prozessierung foérdern, indem sie die
Interaktion zwischen pri-miR und Drosha stabilisieren 1>*"°. Ein weiteres Regulator-
molekdil von pri-miRs ist das hnRNP Al (heterogenes Ribonukleoprotein Al), welches
sowohl die terminale Schleifenstruktur, wie auch den doppelstrangigen Teil einer
Haarnadelstruktur erkennt und bindet. Die Aktivitdt des Mikroprozessor-Komplexes
kann durch hnRNP A1 geférdert, jedoch auch inhibiert, werden *'"'7®, TDP-43 (Tar
DNA-bindendes Protein 43) ist ein weiterer Faktor der sowohl mit dem Drosha-
Komplex wie auch mit Dicer interagiert und die miR-Reifung vorantreibt %%, LIN-
28, ein konserviertes RNA-Bindeprotein, kann die Reifung der let-7 erhthen bzw.
verringern, indem es sowohl Drosha wie auch Dicer beeinflusst **'%. Ein weiterer
Regulator von Dicer ist das RBM3, ein RNA-bindendes Protein, welches unter Hypoxie
und Hypothermie exprimiert wird und die Reifung verschiedener miRs erhoht. Wie
Studien von Pilotte et al. zeigen, bindet RBM3 direkt an pre-miRs und vermittelt
vermutlich deren Assoziation mit dem Dicer-Komplex ***%. MCPIP1 (Monozyten
Chemoattraktant Proteinl-induziertes Protein 1), eine durch Entziindung induzierte
Nuklease, kann neben spezifischen mMRNAs auch pre-miRs im Generellen abbauen

indem es mit dem Dicer-Komplex konkurriert **

. Weitere wichtige Cofaktoren, welche
die Aktivitat von Dicer regulieren, sind TRBP und PACT, wie unter 2.3.1.1.

beschrieben wurde.

2.3.1.3 Funktionsweise von miRs

MiRs kontrollieren die Genexpression post-transkriptionell, indem sie die Translation
bzw. die Stabilitat von mRNAs im Zytoplasma regulieren *8*%. Sie binden selektiv die
3¢ untranslatierte Region (3’UTR) ihrer Ziel-mRNA, wobei eine zusammenhangende
und perfekte Basenpaarung der Nukleotide 2 bis 8 der miR (seed-Sequenz) mit der Ziel-
mMRNA die Regulationseffizienz erhoht. Diese Bindestellen fiir miRs liegen meist in
multiplen Kopien im 3’UTR vor, was eine effektive Inhibierung der Translation
sicherstellt. In der zentralen Region des miR-mRNA-Duplexes kommt meist keine
Basenpaarung zustande (mismatch). Ein weiteres Prinzip beruht auf einer gewissen
Komplementaritit im 3°-Bereich der miR. Eine perfekte Basenpaarung der miR-
Nukleotide 13 bis 16 mit der mRNA gewinnt zusatzlich an Bedeutung, wenn die

Basenpaarung in der seed-Region unvollstandig ist ***%. Die Vielfalt der Ziel-Gene,
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welche durch eine bestimmte miR reguliert werden kann, begriindet sich in der
unvollstandigen Basenpaarung. Andere regulatorische kleine RNA-Molekiile wie
siRNAs (small interfering RNASs) koénnen ihre Funktion nur durch perfekte
Komplementaritat zu ihrer Ziel-mRNA erreichen, regulieren dadurch jedoch meist nur

ein Ziel-Gen 19319

. Fur Mitglieder einer miR-Familie besteht h&ufig eine groRe
Uberlappung der potenziellen Ziel-Gene, was sich in der identischen Seed-Sequenz
begriindet. Da jedoch die 3°-Region einer miR ebenfalls in die mRNA-Bindung

involviert ist, gibt es verschiedene Protein-Expressionsmuster von miRs einer Familie
195,196

Ihre Wirkung vermitteln miRs tber die im RISC assoziierten Ago-Proteine. AGO1 bis
AGO4 konnen dabei die Translation der Ziel-mRNA verhindern sowie deren
Deadenylierung initiieren (Abb. 2-5 B) **"'*®. Der Mechanismus der Translations-
inhibierung begrindet sich in bestimmten Motiven der Ago-Proteine, die das mMRNA-
Cap binden und die Assemblierung von Translationsinitiationsfaktoren verhindern
konnen 1% Die Deadenylierung hingegen wird RISC-abhangig durch die CCR4-
NOT Deadenylase vermittelt und fiihrt zur Destabilisierung der mRNA 2%2%?_ Einzig
AGO2 kann mRNA endonukleolytisch durch seine RNaseH-&hnliche PIWI-Domane
(P-element induced wimpy testis domain) abbauen (Abb. 2-5 A). Diese schneidet die

mRNA zentral im miR-mRNA-Duplex 7168,

(A) (8) //\Aaam/\\ NoT

A.C,C;i\ —~ y
@ o (whm) .8
A €& ) o
S . 8
Endonucleolytic cleavage Translational repression or deadenylation

Abbildung 2-5: Wirkungsweise von miRs (nach '*%). Wahrend ausschlieRlich AGO2 seine Ziel-mRNA
endonukleolytisch schneiden kann (A), kénnen alle humanen Ago-Proteine 1 bis 4 die Translation
verhindern bzw. die Deadenylierung der Ziel-mRNA bewirken (B).

2.3.2 Stabilitat von miRs

Als wichtige Regulatoren der Genexpression ist die Stabilitat reifer miRs von zentralem
Interesse %32, Wie diverse Studien zeigen, sind miRs global betrachtet auBerst stabil
mit Halbwertszeiten (HWZ) zwischen 28 h und 220 h. Damit ist die Mehrheit der miRs
wesentlich stabiler als mRNAs (HWZ =~ 10 h), wodurch miRs multiple Ziel-mRNAs
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regulieren kénnen 2% Ago-Proteine sind bekannt dafiir, dass sie die Menge an miRs
endogen erhdhen und vor Ribonukleasen schiitzen kénnen 27?%, Ein Stabilisierungs-
protein speziell fur eine einzelne miR wurde z.B. im RNA-Bindeprotein Quaking (QKI)
charakterisiert. Dieses Protein wurde in humanen Zellen identifiziert und bindet
spezifisch miR-20a, obgleich diese miR in einem Cluster exprimiert wird. Der
Mechanismus wie QKI selektiv miR-20a, jedoch nicht die co-exprimierten miRs, bindet
und stabilisiert ist unbekannt 2°°. Weiterhin ist die Stabilitit von miRs von der
Zellzyklusphase einer Zelle abhangig. So ist miR-29b in HelLa Zellen wahrend der
DNA-Replikation gering exprimiert, in der Mitosephase jedoch angereichert 2%,
Mechanistisch gesehen ist bekannt, dass die Sequenz einer miR ihre intrinsiche
Stabilitét regulieren kann. So wurde fiir miR-382 und miR-378 gezeigt, dass Mutationen
in bestimmten Nukleotiden des 3‘-Endes zu einer erhohten Stabilitdt der miRs fiihren
212 7udem ist ein Uridin-reiches Element und dessen exakte Position fiir den schnellen
Abbau der miR-29b verantwortlich #3. Fur Pflanzen wurde nachgewiesen, dass

Methylierungen an diversen Positionen miRs vor dem Abbau bewahren kénnen 242,

2.3.3 MiRs in der Pathophysiologie des Kreislauf-System

Ihr einzigartiges gewebsspezifisches Expressionsmuster sowie ihre Funktion in der
Genregulation machen miRs zu beliebten Markern in der humanen Pathophysiologie.
Die Anzahl neu entdeckter miRs, welche wahrend Herz-Kreislauf-Erkrankungen
pathologisch reguliert sind, stieg in den letzten Jahren rasant an. So wurden veranderte
miR-Expressionsmuster bei Erkrankungen der Herzkranzgefalle, GefaRverletzung durch
Angioplastie oder in aortalen Aneurysmen, wie auch im Myokard-Infarkt, Herzversagen

oder arteriosklerotischen GefaRe charakterisiert 21628,

Fur glatte GefaBmuskelzellen (VSMC, vascular smooth muscle cells), Hauptbestandteil
grolRer Arterien, wurden diverse miRs gefunden, welche in die Zellhomdostase
involviert sind. MiR-143/145 werden als Cluster exprimiert und regulieren wichtige
phanotypische Eigenschaften glatter Gefalmuskelzellen. Wie durch eine miR-143/145
Doppel-Mutanten-Maus gezeigt wurde, weisen diese Tiere einen reduzierten Blutdruck
sowie eine gestorte Antwort auf vaskulére Verletzungen auf. Weiterhin resultiert ein

synthetischer Phanotyp der VSMC mit Verlust der Kontraktionsféhigkeit, was diverse
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vaskuldre Erkrankungen, wie Arteriosklerose, fordert. Dabei regulieren miR-143/145
verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie KLF4 (Krlppel like factor), KLF5 oder ELK-
1 (ETS oncogene family), welche in die Regulation VSMC-spezifischer
Differenzierungsgene involviert sind #%2%. Weiterhin wurden miR-143/145 in
extrazellularen Vesikeln nachgewiesen, die der Zell-Zell-Kommunikation zwischen
Endothelzellen und VSMC dienen und arterio-protektiv wirken ?**. Fiir miR-21 ist
bekannt, dass sie die VSMC-Proliferation reguliert, indem sie die Expression von PTEN
(phosphatase and tensin homolog) inhibiert und von Bcl-2 geférdert 2. Weiterhin
erhoht miR-21, als Antwort auf TGFJ und BMF4 (bone morphogenetic factor 4), die

225 In arteriosklerotischen GefaRen

VSMC-Differenzierung sowie die Kontraktilitat
konnte gezeigt werden, dass miR-21 die VSMC-Migration beeinflusst indem sie
Tropomyosin 1 reduziert 2%°. Fiir Mitglieder der miR-29-Familie konnte gezeigt werden,
dass sie wahrend eines Aortenaneurysmas oder Myocardinfarkts die Synthese von
Extrazellularmatrix regulieren %"2*°. Weitere miRs wie miR-208, miR-221/222, miR-
132 oder let-7d sind ebenfalls in die VSMC-Proliferation und Phanotyp-Differenzierung

involviert 12

. Weitere Mitglieder der let-7-Familie wurden in Endothelzellen
nachgewiesen, wo sie uUber den Rezeptor fur oxLDL, die Caspase-3-Regulation oder
TGFpB-Signalwege die Apoptose, Migration, Entziindung sowie Monozyten-Adhésion
regulieren ?**?®_Fir Endothelzellen wurden weitere regulierende miRs charakterisiert,
welche die Angiogenese, Migration, Proliferation bzw. den Metabolismus steuern, wie

z.B. miR-126, miR-210 oder miR-17-92 23%24,

Fur das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), ein Hauptmediator vaskularer
Erkrankungen, werden ebenfalls miRs als Regulatoren vermutet. So regulieren miR-124
und miR-135a potenziell die Expression des MR, indem sie den 3’'UTR des MR-Gens
(NR3C2) binden %**. Weiterhin wird miR-21 und miR-24 eine Rolle in der Produktion
sowie Sekretion von Aldosteron aus der Nebennierenrinde zugeschrieben 2524, |m
Zusammenhang mit vaskuldren Erkrankungen zeigen Nossent et al., dass einzelne
Nukleotid-Mutationen in miR-Bindestellen im 3’UTR von Genen des RAAS, nicht nur
den arteriellen Blutdruck beeinflussen, sondern auch das Risiko eines Myokard-Infarkts
steigern 2*. Fiir miRs, welche durch den MR reguliert werden, ist bisher nur wenig
bekannt. Azibani et al. belegen, dass eine hohe Aldosteronkonzentration miR-208a

inhibiert und eine Herzhypertropie ohne veranderten Blutdruck bewirkt %, Eine MR-
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abhangige Reduktion der Konzentrationen von miR-335-3p, miR-290-5p und miR-1983
hingegen beeinflusst den Natrium-Transport durch den epithelialen Natriumkanal in der

Mausniere 24

. Weiterhin bewirkt eine Stress-induzierte MR-Expression erhohte miR-124-,
miR-190-, miR-188- und miR-217-Konzentrationen im Zusammenhang mit einer
Schadigung der Podozytenadhésion %, VSMC-spezifische miRs, welche potenziell durch

den MR reguliert werden, wurden bislang noch nicht charakterisiert.

2.3.4 MiR-29b

2.3.4.1 MiR-29b als Mitglied der miR-29-Familie

Die miR-29-Familie besteht aus den vier Mitgliedern miR-29a, miR-29b-1, miR-29b-2
sowie miR-29c, wobei miR-29b-1 und miR-29b-2 eine identische Sequenz haben und
als miR-29b zusammengefasst werden. Im Menschen werden die Mitglieder dieser
miR-Familie jeweils als Paare bicistronisch codiert sowie transkribiert. Wéhrend miR-
29a mit miR-29b-1 auf Chromosom 7 im Abschnitt g32.3 codiert sind, befindet sich das
Cluster von miR-29b-2 und miR-29c auf Chromosom 1 im Abschnitt q32.2 (Abb. 2-6
A). Die Sequenzen beider miRs in jedem Cluster liegen dabei Gber 1000 Basenpaare
auseinander, wobei sich miR-29b-1 und miR-29b-2 jeweils upstream von miR-29a bzw.
miR-29c¢ befinden 2>, Die reifen miR-29s haben eine hoch konservierte Sequenz im
Menschen, der Maus sowie der Ratte. Zudem teilen sie sich identische Nukleotide an
Position 2 bis 7, die sogenannte seed-Sequenz (Abb. 2-6 B). Dadurch tberlappen sich

die mdoglichen Ziel-Gene, welche durch die miR-29-Mitglieder reguliert werden

koénnen.
A " . B . ‘ ‘
(A) pri-miR-29b-1 ()mnR-zsa S5ulAGCACC/AUCUGAAAUCGGUUAS3
29b-1 29a
Cluster 1: Chromosom 7 miR-29b >ulaccacclavuuuGcaaaucaGcuGuUUY
pri-miR-29b-2 , ,
miR-29¢ SU[AGCACClAUUUGAAAUCGGUUAS
29b-2 29c
Cluster 2: Chromosom 1 seed -Region

Abbildung 2-6: Mitglieder der miR-29-Familie sind in Clustern codiert und haben eine Uber-
lappende Sequenz. Wahrend miR-29a mit miR-29b-1 im Cluster 1 codiert sind, ist miR-29b-2 mit miR-
29c im Cluster 2 co-lokalisiert (A). Die Sequenzen der drei miRs Uberlappen sich weitestgehend. Dabei
bilden die Nukleotide 2-7 die sogenannte seed-Region, die der Erkennung der Ziel-mRNA dient (B).
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Die Expression der miR-29-Familienmitglieder kann transkriptionell sowie post-
transkriptionell beeinflusst werden. So wurden in den Promotoren der zwei miR-29-
Cluster diverse Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren, wie NF-xB oder Smad3
identifiziert, welche die Entstehung von Entziindung wie auch von Fibrose beeinflussen
konnen #*#** Weiterhin wurde in Hela Zellen gezeigt, dass miR-29a konstitutiv
exprimiert wird. MiR-29b unterliegt im Vergleich einem schnellen Abbau und miR-29c
ist nicht signifikant nachweisbar 2'°. Ein hohe Expression von miR-29a, verglichen zu
miR-29b und miR-29c, konnte auch in der Niere Salz-sensitiver Ratten nachgewiesen
werden, wobei der zugrundeliegende Mechanismus noch unklar ist %°. Fiir miR-29b
wurde weiterhin eine Anreicherung im Nukleus nachgewiesen, im Gegensatz zu miR-
29a und miR-29c. Sechs Nukleotide am 3‘-Ende der miR-29b sind fur den nukledren
Import verantwortlich ?*°. Eine mégliche Funktion von miR-29b im Zellkern, wie eine
regulatorische Rolle in der Transkription, im Splicing oder im Chromatin-Remodeling
kann bislang jedoch nur vermutet werden. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass CRM1,

auch Exportin-1 genannt, den Nukleus-Zytoplasma-Transport der miR-29b vermittelt
256

2.3.4.2 Bedeutung der miR-29b

Bereits in diversen Erkrankungen des reno-kardiovaskuldaren Systems wurden
veranderte miR-29b-Expressionen nachgewiesen. Eine signifikante Reduktion dieser
miR wurde im humanen Myokard-Infarkt sowie in Patienten mit Herzversagen oder
Vorhofflimmern belegt, Krankheitshilder, welche durch Risikofaktoren wie Aldosteron
begiinstigt werden %728 \Weiterhin spielt miR-29b eine wichtige Rolle in der
Entstehung von Aortenaneurysmen oder Nierenfibrose 22"?282542% |n der Rattenniere
zeigte sich, dass eine Verringerung der 11B-HSD2-Aktivitat ebenfalls eine miR-29b-

Reduktion bewirkt 2.

Die wohl am besten beschriebene Funktion der miR-29-Familie ist die Regulation
verschiedener extrazellularer Matrixkomponenten. Dabei sind die Gene von 11
verschiedenen Kollagenen, Laminin y1, Fibrillin, Elastin, Matrix-Metalloproteinase 2
(MMP-2) sowie Integrin B1 potenzielle Zieltranskripte von miR-29a, miR-29b und
miR-29c 22925260081 |y der Niere von Salz-sensitiven Ratten wurde nach einer Diat mit

erhohtem Salzgehalt eine gesteigerte miR-29b-Expression detektiert. Diese stand in
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direktem Zusammenhang mit einer verringerten renalen Fibrose, da miR-29b die
Translation diverser extrazellularer Matrixgene verhinderte %°. Weitere Hinweise fiir
einen protektiven miR-29b-Effekt in der Niere wurde im Mausmodell mit obstruktivem
Nierenleiden gezeigt, wo eine tubolointestinale Fibrose mit reduziertem miR-29b-
Spiegel einher ging ®*. Studien in kultivierten Tubuluszellen belegen, dass miR-29b
durch TGF-B1 und Smad3 verringert wird 2% In diversen Geweben wurde TGF- als
ein wichtiger transkriptioneller Stimulator vieler extrazellularer Matrixgene nach-
gewiesen %32 5o ist bereits seit langerem bekannt, dass Fibrose im Herzen durch
TGF-B stimuliert werden kann ?’. In vivo und in vitro Studien belegen, dass miR-29b
diverse Matrixgene antifibrotische reguliert und dadurch ein Remodeling im

229,268

Herzgewebe vermindert . Vergleichbare Erkenntnisse wurden auch in der

Aortenentwicklung von Mausen detektiert, wo miR-29b die Expression von Elastin und

weiterer extrazelluldrer Matrixkomponenten gering halt ®°

. In der Pathologie eines
abdominalen Aortenaneurysmas (AAA), einer lokalen Weitung der Aorta, wurden
erhdhte Konzentrationen an miR-29b nachgewiesen sowie eine geringe Expression von
Matrixproteinen, welche malRgeblich an der Gefalwandfestigkeit beteiligt sind.
Inhibierung der miR-29b schitzte vor AAA-Progression, Apoptose in der Gefalwand
und vor Mangel an extrazellularer Matrixproteinen %*"??®. Neben Niere, Herz und
Gefélien sind zudem auch miR-29b-abhangige fibrotische Veradnderungen in Lunge und

Leber beschrieben worden 27°.

Neben der Regulation fibrotischer Verdnderungen, wurde ein Einfluss von miR-29b
auch auf die Migration, Proliferation, den Zelltod, Differenzierung, Adhésion, sowie die
Immunantwort in Tumorzellen beschrieben, alles Prozesse, welche fiir das Remodeling
glatter Gefalmuskelzellen essentiell sind. So wurde in multiplen Myelomzellen
nachgewiesen, dass eine miR-29b-Uberexpression die Zell-Migration reduziert 2’*. Im
Gegensatz dazu fihrte eine Inhibierung der miR-29b in humanen Brustkrebszellen
ebenfalls zu einer verringerten Migration und wirkte Apoptose-fordernd 2”2, Dieser pro-
migratorische Effekt der miR-29b wurde in VSMCs belegt, wo oxLDL eine gesteigerte
miR-29b-Expression sowie eine erhohte Migration bedingt, welche durch MMP-
2/IMMP-9 und DNA-Methylierung vermittelt wird 2°. Wie diverse Studien zeigen,
korreliert eine Verringerung der miR-29 mit verschiedensten Tumorformen, wie

Leukamie, Melanom sowie Leber-, Lungen-, Gebarmutterhals- oder Dickdarmkrebs #'+
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2 In leukdmischen Zellen wurde durch miR-29b-Uberexpression ein verringertes

Zellwachstum sowie eine pro-apoptotische Wirkung induziert 2

. Der Apoptose-
fordernde und Proliferations-hemmende Effekt von miR-29b in diversen Tumoren wird
vor allem durch eine gezielte Verringerung der miR-29-Zielgene, wie Mcl-1, CDK6
oder der p53-suppressiven Gene p85c und CDK42, bewirkt 2”2 Ein weiterer
Parameter im Zellwachstum ist die ZellgroRe. Diesbeziiglich wurde in pathologischer
linksventrikuldrer Hypertrophie bei Méausen eine verringerte miR-29a und miR-29c-
Expression detektiert, wahrend miR-29b konstant blieb ?®°. Weiterhin kann miR-29b
sowohl die Differenzierung von Muskelgewebe, wie auch die von Osteoblasten fordern
260286 Beiiglich der Zelladharenz belegen Jo et al., dass in Retinoblastoma Zellen eine
verstarkte Adhdrenz mit gesteigerter miR-29b-Expression einhergeht 2’. In multiplen
Myelomazellen fordert eine miR-29b-Uberexpression die Zelladharenz ebenfalls 2"
Hinsichtlich der Inflammation ist bekannt, dass miR-29b das Transkript von Interferon
Y, wie auch von Interleukin-8 (IL-8) verringern kann, was die Hypothese eines

entziindungshemmenden Effekts von miR-29b verstarkt 28,

2.4 Zielstellung der Arbeit

Wie in vorrangegangenen Studien gezeigt wurde, stehen Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems oft im engen Zusammenhang mit einem erhéhten Aldosteronspiegel
oder einem Uberaktivierten MR. Der zugrunde liegende Mechanismus fir diese
pathophysiologische Wirkung ist weitestgehend ungeklart. MiRs sind kleine endogene
RNA-Molekule, welche post-transkriptionell die Genexpression regulieren kdnnen und
deren veranderte Expression in vielen Krankheitsbildern nachgewiesen wurde. Es galt
daher zu klaren, ob miRs in den pathologischen Prozessen von Aldosteron und MR in

VSMCs eine Rolle spielen.

Wie Vorversuche zeigten, ist miR-29b eine potenziell Aldosteron-regulierte miR in
glatten GefélBmuskelzellen. Daher sollte der Aldosteroneffekt zundchst gewebs-
spezifisch und unter direktem Vergleich zu den miR-29-Familienmitgliedern validiert
werden. Weiterhin sollte geklart werden, ob Aldosteron seine Wirkung spezifisch tber
den MR vermittelt und ob die Expression der Vorldufer-miRs ebenfalls verandert wird.

Da die Reifung der miR-29b Uber verschiedene Zwischenprodukte verlduft sowie eine
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subzelluldare Co-Lokalisation der miR-29b beschrieben wurde, galt es die
mechanistische Aldosteronregulation néher zu charakterisieren. Als weiterer Abschnitt
sollte der Einfluss von miR-29b in der Aldosteron-vermittelten Pathophysiologie glatter
GefaBmuskelzellen erforscht werden. Dafiir wurden verschiedene Zellparameter miR-
29b-abhéngig untersucht, welche in den Ph&notyp-Wechsel glatter Gefaimuskelzellen
involviert sind, wie Sekretion von extrazellularen Matrixproteinen, Migration,
Zelladhérenz, Proliferation, Zellhypertrophie und Zelliberleben. Dariiber hinaus sollte
analysiert werden, ob Aldosteron seine Pathologie tatsachlich Uber eine verédnderte miR-

29b-Konzentration vermittelt.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden, wenn nicht anders
ausgewiesen, von Sigma Aldrich (Steinheim), Merck (Darmstadt) bzw. Roth

(Karlsruhe) bezogen. Die Substanzen waren stets von analytischer Reinheit.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden folgende Zellkulturen aortaler glatter GefaBmuskelzellen und

Endothelzellen verwendet:

Tabelle 3-1: verwendete Zelllinien

Name Beschreibung Spezies Hersteller Kultivierung
humane aortale glatte PromocCell, ZTOOV\O,:E I\I\ﬁ:cjﬁlﬁncf I
HAoSMC Gefalmuskelzellen Mensch  Heidelberg,
(Primarkultur) Deutschland  achstumsfaktor-
Zusatz (PromocCell)
humane aortale glatte ATCC, F-12K Medium (Gibco)
HA-VSMC  Gefalmuskelzellen Mensch  Manassas, + Wachstumszusétze +
(immortalisierte Zelllinie) USA 10 % FCS
aortale glatte ATCC, DMEM/HAM's F12
ATr5 GefaBmuskelzellen Ratte Manassas, Medium + 3,5 g/l D-
(immortalisierte Zelllinie) USA Glukose + 10 % FCS
humane aortale PromoCell, Endothelial Cell
HAOEC Endothelzellen Mensch  Heidelberg, Growth Medium
(Primérkultur) Deutschland  (PromoCell)

humane Endothelzellen
EA.hy 926  der Nabelschnurvene Mensch J. C. Edgell
(immortalisierte Zellinie)

DMEM/HAM’s F12
Medium + 10 % FCS

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in Petrischalen (BD Falco, Durham, USA) bei
37°C, 5% CO,-Sattigung und maximaler Luftfeuchte im Brutschrank (Thermo
Scientific, Waltham, USA). Die Primérzellen wurden hinsichtlich ihrer mikrobiellen
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Kontamination bereits von der Bezugsfirma untersucht. Das Medium aller Zelltypen
wurde regelméafig alle 5 bis 7 Tage erneuert. Eine Subkultivierung erfolgte, wenn die
Zellkonfluenz erreicht war. Dazu wurden die Zellen mit einer EDTA-L6sung (0,6 mM)
inkubiert um die Zell-Oberflachen- und die Zell-Zell-Kontakte zu lockern. Zum
Vereinzeln und Losen der Zellen von der Kulturschale wurden die Zellen mit einer
Trypsin-Losung (0,1 %) behandelt. Durch Zugabe von Serum-haltigem Medium wurde
die Reaktion abgestoppt und die Zellsuspension flr einzelne Versuche und die weitere
Kultivierung angeséat. Vor Beginn eines Experiments wurden die Zellen 24 h in Serum-
freiem Medium ruhig gestellt. Dadurch wurden die Zellen synchronisiert und
unspezifische Effekte des Serums vermieden.

3.2.2 Zellinkubationen

Die zu inkubierenden, ruhig gestellten Zellen wurden mit Aldosteron (10 nM),
Endothelin (100 nM) oder DMSO als Kontrolle (1:1000) fir 24 h stimuliert.
Anschlieend erfolgte die RNA-Isolation. Weiterhin wurden Actinomycin D-Versuche
durchgefuhrt, wodurch die de novo RNA-Synthese blockiert wurde, um Aussagen Uber
die Transkriptionsregulation zu generieren. Dazu wurden HA-VSMCs entweder 1 h vor
oder 20 h nach Aldosteronstimulation (10 nM) mit 5 mg/L Actinomycin D inkubiert.
Die RNA-Isolation erfolgte nach 20 h bzw. im Zeitverlauf nach 0 h, 1 h, 3 h und 6 h.
Weiterhin erfolgten Zellinkubationsversuche mit 5 uM Eplerenon, einem kompetitiven
Inhibitor des MR. Dabei wurden die Zellen 4 h vor Aldosteron- bzw. DMSO-

Stimulation mit Eplerenon inkubiert.

3.2.3 Transfektionstechniken

3.2.3.1 Transiente Transfektion

Die Methodik der transienten Transfektion beruht auf dem Prinzip, dass fremde DNA
oder RNA tempordr in eukaryontische Zellen eingebracht wird. Dazu nutzten wir das
Transfektionsreagenz Fugene HD von Promega. Wahrend die Transfektion der primaren
Zellen (HAoSMC) in Serum-haltigem Medium erfolgen musste, wurde fir A7r5 Zellen

Serum-freies Medium verwendet. 8 h nach der Transfektion erhielten beide Zelllinien
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frisches Serum-freies Medium. In den Versuchen kamen folgende miR-Oligonukleotide

zu Einsatz:

Tabelle 3-2: verwendete miR-Oligonukleotide zur Transfektion

Bezeichnung Charakterisierung Hersteller

Negativ-Kontrolle fiir miR-Transfektionen (basiert auf

miR-67 aus C. elegans) Dharmacon

scramble miR

Kleine, chemisch modifizierte, doppel-strangige RNA-

Molekile, die die endogene miR imitieren Ambion

mMiR-29b-Mimic
Kleine, chemisch modifizierte, ein-strangige

mMiR-29b-1Inhibitor Oligonukleotide, die die endogene miR binden und Ambion
inhibieren (antisense)

mMiR-29b-LNA- ,,Locked Nucleic Acid*“-System mit erhohter Spezifitét

Inhibitor und Stabilitat der miR-Inhibierung (antisense) Exigon

3.2.3.2 Lentivirale Transfektion

Die Generation der Lentiviren erfolgte in Zusammenarbeit mit Bianca Busch aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Hittelmaier (ZAMED, MLU, Halle). Hierbei wurde ein pLVX-
ShRNA2 Plasmid mit Crimson als Fluoreszenzmarker und humanem U6 Promotor
verwendet (Clontech, Mountain View, USA). Durch Klonierung wurden miR-29b-
Spezifikationen eingebaut. Fiir die Uberexpression wurden miR-29b-Sequenzen der reifen
miR als short hairpin (sh) bzw. als pre-miR in den Vektor inseriert. Die angegebenen
Sequenzen der pre-miR-29b (Tab. 3-3) entsprechen den Oligosequenzen, wie sie in der
PCR eingesetzt wurden um das gewiinschte Fragment mit Spacern zu generieren. Der
lentivirale Inhibitionsvektor wurde hergestellt, indem spezielle miR-29b-antisense-
Sequenzen eingebaut wurden (Decoy) (Tab. 3-3). Fir die Negativ-Kontrollen wurden
Uberexpressions- bzw. Inhibitionssequenzen der miR-239b-5p aus C. elegans in den
pLVX-shRNA2 Plasmid kloniert. Primdre humane glatte GefdBmuskelzellen der Aorta
(HA0SMC) wurden fiir 48 h mit 200 MOI oder 250 MOI (multiplicity of transfection =
Viren pro Zelle) des jeweiligen Virus transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen
gewaschen und fur zirka eine Woche kultiviert. Nach Bestatigung einer stabilen

Expression der transfizierten Plasmide wurden Versuche durchgefihrt.

Fur die Transfektion mittels Lentiviren gab es zwei Versuchsansatze:
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Ansatz 1: HAoSMCs wurden mit je 200 MOI flr 48 h transfiziert und es kamen
folgende Plasmide zum Einsatz:

e miR-29b-Uberexpression (Sequenz der reifen miR-29b; sh-miR-29b)
e miR-29b-Inhibierung (Decoy)
e Kontrolle der Uberexpression

e Kaontrolle der Inhibierung

Ansatz 2: HAoSMCs wurden mit je 250 MOI fiir 48 h transfiziert und es wurden

folgende Plasmide verwendet:

e miR-29b-Uberexpression (Sequenz der pre-miR-29b-1 + Spacer)
e miR-29b-Inhibierung (Decoy)
e Kontrolle der Uberexpression

o Kontrolle der Inhibierung

Der Vorteil der lentiviralen Transfektion liegt in der langen und stabilen Expression der
gewiinschten Oligonukleotide, welche durch den direkten Einbau der Zielsequenzen ins
Wirtszellgenom bedingt wird. Zudem erzielt eine Transfektion durch Lentiviren meist

hohere Effizienzen als die transiente Transfektion.

Tabelle 3-3: lentivirale Oligo-Sequenzen

GGATCCGGACGGCGCTAGGATCATCAACAACACTGAT
TTCAAATGGTGCTACAAGTATTCTGGTCACAGAATAC
AACAACACTGATTTCAAATGGTGCTACA

GAATTCTCGAGAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTT
GTAGCACCATTTGAAATCAGTGTTGTTGTATTCTGTGA
CCAGAATACTTGTAGCACCATTTGAAATCAGTGTT

Bezeichnung Sequenz
sh-miR-29b GATCTGTAGCACCATTTGAAATCAGTGTTTTCAAGAG
sense AAACACTGATTTCAAATGGTGCTATTTTTTG
sh-miR-29b AATTCAAAAAATAGCACCATTTGAAATCAGTGTTTCTC
antisense TTGAAAACACTGATTTCAAATGGTGCTACA

z

< .

2 Egﬁ;“'R'ng CCAGATCTCAACTTTTCCTTTCTAGGTTGTCTTGG

N

[«5]

(@8 .

& pre-miR-29b GGGAATTCGAAGGGGTCAGCTACATGTG

g antisense

x

£

decoy-miR-29b
sense

decoy-miR-29b
antisense
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sh-miR-239b-5p-cel GATCTGTTTGTACTACACAAAAGTACTGTTCAAGAGA
sense CAGTACTTTTGTGTAGTACAAATTTTTTG
sh-miR-239b-5p-cel AATTCAAAAAATTTGTACTACACAAAAGTACTGTCTCT
antisense TGAACAGTACTTTTGTGTAGTACAAACA

GGATCCGGACGGCGCTAGGATCATCAACCAGTACTTT
TGTGTAGTACAAACAAGTATTCTGGTCACAGAATACA
ACCAGTACTTTTGTGTAGTACAAA

GAATTCTCGAGAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTT
GTTTGTACTACACAAAAGTACTGGTTGTATTCTGTGAC
CAGAATACTTGTTTGTACTACAC

decoy-miR-239b-5p-cel
sense

Kontrollen

decoy-miR-239b-5p-cel
antisense

3.2.4 Zellzdhlung und Charakterisierung

Zur Bestimmung von Zellzahl und Zellgré3e wurden Zellsuspensionen von A7r5 und
HA0SMC Zellen im CASY-Zellzéhler (Innovatis AG, Reutlingen) bestimmt. Fir die
Adhérenz wurde analysiert wieviele Zellen sich 6 h nach der Einsaat an der Kultur-
schale angehaftet hatten. Flr alle Versuche wurden die zu untersuchenden Zellen wie
beim Passagieren behandelt und 100 pl der Zellsuspension in 10 ml CASY Tone (=
Losungsreagenz) vermessen. Durch das Gerat wurden Gesamt- und Vitalzellzahl sowie

die ZellgréRRe bestimmt.

3.3 Tierstudien

C57BL6 Mausen wurde 600 ng/g/d Aldosteron tber 14 Tage verabreicht indem ihnen
eine Alzet Minipumpe implantiert wurde (nach ?®°) bzw. sie mit einer Aldosteronpaste
epikutan behandelt wurden. Gleichzeitig erhielten diese Tiere eine Didt mit hohem
Salzgehalt (3,5 % Salzanteil im Futter), wie auch Kontrolltiere ohne
Aldosteronbehandlung. Zur RNA-Isolation wurde die isolierten Aorten der Mé&use

zerkleinert und die Fragmente in TRIzol Reagenz lysiert.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte nach Herstellerangaben mit TRIzol Reagenz
(Invitrogen). Das zugrunde liegende Prinzip beruht auf einer Phenol-Chloroform-
Extraktion, woran sich die RNA-F&llung mittels Isopropanol anschlief3t.

3.4.2 RNA-Isolation aus Zytoplasma und Zellkern

Die Auftrennung und Reinigung von zytoplasmatischer und nukledrer RNA erfolgte
nach Herstellerangaben mit dem Kit PARIS™ (Protein And RNA Isolation System) von
Ambion (Life Technologies, USA). Die Zellfraktionierung wurde dabei auf 30 min

verlangert.

3.4.3 RNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der RNA erfolgte in einem UV-Spektralphotometer von NanoVue
(GE Healthcare) bei 260 nm.

3.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Methode, die es
ermdoglicht beliebige DNA-Fragmente mit Hilfe der Tag-DNA-Polymerase in vitro zu
amplifizieren. Dazu werden spezifische Oligonukleotide (Primer) benétigt, die das 5°
und das 3°‘-Ende des préferierten DNA-Abschnittes definieren. In einem sich
wiederholenden Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung der Primer und Elongation wird

das gewinschte Transkript vervielfaltigt.

3.4.4.1 DNAsel-Verdau und reverse Transkription

Um die RNA-Proben von eventuellen Verunreinigungen durch genomische DNA zu
befreien, erfolgte ein DNasel-Verdau. Hierzu wurden 1ug RNA auf 8 plL Endvolumen
mit RNase-freiem Wasser verdiinnt und 1 pL 10 x DNasel-Reaktionspuffer sowie 1 puL

DNasel zugegeben (beides von New England Biolabs, Ipswich, USA). Der Verdau
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erfolgte fir 10 min bei Raumtemperatur gefolgt von 10 min bei 70°C, um die DNasel
zu inaktivieren. Anschlieend wurden die Proben auf Eis gestellt und 4 pLL RNase-freies

Wasser zugegeben.

Es folgte die reverse Transkription durch welche RNA in cDNA (komplementiare DNA)
umgeschrieben wird. Im Vergleich zur genomischen DNA enthélt die cDNA keine
Intron-Sequenzen. Diese Ubersetzung von RNA in DNA erfolgt mit Hilfe der Reversen
Transkriptase (RT). Zu jeder umzuschreibenden RNA-Probe wurde ein Ansatz ohne RT
mitgefuhrt, welcher in der gPCR als Negativkontrolle diente. Dazu wurde zun&chst der
Ansatz des DNasel-Verdaus aufgeteilt (7 pl fir +RT-Ansatz und 7 pl fir —-RT-Ansatz)
und der Reaktionsansatz zugefugt (Tab. 3-4). 5x First-Strand Buffer, Reverse
Transkriptase und DTT stammen aus dem SuperScript 11l Reverse Transcriptase-Kit

von Invitrogen.

Tabelle 3-4: Zusammensetzung des Ansatzes zur Reversen Transkription

1x Reaktionsansatz Reagenz 1x Reaktionsansatz
+RT -RT
11,33 ul RNase-freies Wasser 11,58 pl
4ul 5x First-Strand Buffer 4 ul
1l dNTPs (je 10 mM) 1yl
0,67 Random Primer (0,3 pg/ul) 0,67
0,5 ul RNase Out (40 U/ul) 0,5 ul
0,25 pl DDT (100 mM) 0,25 pl
0,25 ul Reverse Transkriptase (200 U/ul) -
7 ul RNA (Probe) 7 ul

Die reverse Transkription erfolgte im Thermocycler (Biometra GmbH, Goéttingen) in

den folgenden 3 Schritten:
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Tabelle 3-5: Ablauf der Reversen Transkription

Schritt Temperatur Dauer
Anlagerung 25°C 5 min
Gegenstrangsynthese 42°C 30 min
Enzyminaktivierung 95°C 5 min

3.4.4.2 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die Methodik der quantitativen oder Echtzeit-PCR beruht auf der Vervielfaltigung eines
DNA-Abschnittes, welcher durch Abgleich auf ein internes Referenz-Gen relativ
quantifiziert werden kann. Dazu wird ein DNA-interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff
verwendet (SYBR-Greenl oder FAM) dessen Signalstarke proportional zum
amplifizierten PCR-Produkt detektiert werden kann. Zum Abschluss wurde durch eine
graduelle Erhéhung der Temperatur auf 95°C eine Schmelzkurve erstellt um die
Reinheit der PCR-Produkte nachzuweisen. Die gPCR erfolgte unter Verwendung des
Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG von Invitrogen und speziellen Primern des
zu untersuchenden Gens (Tab. 3-8). Das Pipettierschema sowie die Konditionen der
gPCR sind in Tabelle 3-6 und 3-7 aufgefuhrt. Als interne Kontrolle wurde die 18S
rRNA bei jeder Probe mitbestimmt.

Tabelle 3-6: Zusammensetzung eines qPCR Ansatzes

1x Reaktionsansatz
Reagenz

gPCR
Super Mix (2x) 6,25 pl
Primer sense (10uM) 0,5 ul
Primer antisense (10uM) 0,5 ul
Wasser 4,25 pl

cDNA 1pl
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Tabelle 3-7: Ablauf der gPCR

Schritt Temperatur Dauer
Denaturierung der cDNA 95°C 10 min
Denaturierung der cDNA 95°C 15 Sek
Anlagerung der Primer Ta 30 Sek Zyét((l)en
Elongation 70°C 30 Sek
95°C 15 Sek
Schmelzkurve 60°C 15 Sek
95°C 15 Sek

Tabelle 3-8: verwendete gPCR Primer

Gen- Lange AmlEre-
Genbank-1D Sequenz 5° — 3¢ : rung
name in bp (°C)

s:TCTGGCGCTCCCATGGCTCT
Col1A1 NM_000088.3 166 60°C
as:GCCCTGCGGCACAAGGGATT

S:AGGGGAGCTGGCTACTTCTC
Col3A1 NM_000090.3 95 60°C
as:AGGACTGACCAAGATGGGAA

S:GGTATTCCAGGATGCAATGG

Col4Al NM_001845.4 124 60°C
as:TCTCACCTGGATCACCCTTC
Fibro- s: CACCGAAACCGGGAAGAG
i NM_212482.1 142 55°C
nektin as: TTGCCTAGGTAGGTCCGTTC
185 s:GCATATGCTTGTCTCAAAGA
ANA X03205 101 55°C
r a:CCAAAGGAACCATAACTGAT

3.4.4.3 TagMan gPCR zum Nachweis von miRs

Das Prinzip der TagMan qPCR beruht auf einer Sonde (18 - 22 Nukleotide), welche am
5‘-Ende einen Fluoreszenz-Reporter und am 3¢ -Ende einen Quencher tragt, der das
Fuoreszenzsignal unterdriickt. Da die Tag-Polymerase neben der Polymerase- auch eine
5¢ — 3¢ Exonuklease-Aktivitat aufweist, kommt es wéhrend der Elongation zum Abbau

der Sonde. Dadurch entfernen sich Flourophor und Quencher rdumlich voneinander und
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die emittierte Floureszenz kann detektiert und quantifiziert werden. Bereits die reverse
Transkription der reifen miRs und pre-miRs erfolgt unter Verwendung von miR-

spezifischen Primern, wodurch die Reinheit des PCR-Produkts erhdht werden soll.

Fur die TagMan gPCR wurden das TagMan Reverse Transcription Kit sowie TagMan
microRNA Assays der jeweiligen miR von Invitrogen verwendet (Tabelle 3-9). Fir die
reverse Transkription der pre-miRs wurden spezielle looped Primer nach Czimmerer et
al. konstruiert (Tabelle 3-10) *°. Als Referenz erfolgte die Bestimmung der U6 sSnRNA
bzw. der 18S rRNA.

Tabelle 3-9: verwendete TagMan Sonden in der gqPCR

TagMan Probe Nachweis Hersteller

miR-29a reife miR Life Technologies
miR-29b reife miR Life Technologies
miR-29c reife miR Life Technologies
pre-miR-29b-1 Vorlaufer miR Life Technologies
pre-miR-29b-2 Vorlaufer miR Life Technologies
pri-miR-29b-1 primares miR Transkript Life Technologies
pri-miR-29b-2 primares miR Transkript Life Technologies
U6 snRNA interne Kontrolle Life Technologies

Tabelle 3-10: RT looped Primer fiir pre-miR-Nachweis

RT Primer Sequenz 5 — 3°

GTTGGTTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAG

pre-miR-29b-1 CCAACCCCCCAAGAACACTGATTTCAAATGGTGCTAGAC
AA
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAG

pre-miR-29b-2 CCAACCTCCTAAAACACTGATTTCAAATGGTGCTAGATA

CAAA
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3.4.4.4 Auswertung gPCR

Zur relativen Quantifizierung der Produkte wurde auf die interne Kontrolle (18S rRNA
bzw. U6 snRNA) normalisiert, da diese ubiquitar und homogen in den Zellen exprimiert
wird. Als weiterer Abgleich erfolgte die Normalisierung zu unstimuliert bzw.
unbehandelt Kontrollzellen (AACg-Methode). Um zu analysieren um wie vielfach die
Genexpression beeinflusst war, wurde der 2°4““-Wert ermittelt. Zur Berechnung der
statistischen Signifikanz wurden die AACq-Werte verwendet, da die 2*2“%-Werte nicht

linear sondern logarithmisch gewichtet sind.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Proteinisolation

Fur die Isolation von zellularen Proteinen wurden die jeweiligen Zellen zuné&chst in
Pelletpuffer von der Kulturschale geldst und fur 10 min bei 500 x g zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 100 pl RIPA-Zelllysepuffer aufgenommen und durch Ultraschall-

behandlung homogenisiert.

3.5.2 Proteinbestimmung mittels BCA-Reagenz

Zur Protein-Gehaltsbestimmung wurde der Bicichinonsdure Assay (BCA) verwendet
21 Dabei reduzieren Proteine in einem alkalischen Milieu Cu®*- zu Cu*-lonen, die dann
mit der Bicichinonséure einen violetten Farbkomplex bilden. Im Versuch wurden 50
Teile BCA-Reagenz mit einem Teil CuSO4-Losung (4 % wi/v) gemischt. Zu jeweils 5 pul
der Probe wurden 200 pl BCA-Ansatz zugegeben und fir 30 min bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Die Detektion der Extinktion erfolgte im Multiwell-Reader
(Sunrise, Tecan, Deutschland) bei 560 nm. Als Standardkurve zur Kalibrierung der

Messwerte wurde eine BSA-Eichreihe (100 — 1000 pg/ml) parallel vermessen.

3.5.3 Western Blot

Im Verfahren des Western Blot werden Proteine auf eine Tragermembran tbertragen,

auf welcher sie quantitativ durch spezifische Antikdrper nachgewiesen werden kénnen.
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3.5.3.1 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropherese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine entsprechend ihres Moelkulargewichts elektro-
phoretisch aufgetrennt. Dafur wurden Protein-Proben zunédchst im Verhéltnis 5 + 1 mit
Laemmli-Puffer (6x) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die Polypeptidketten
kdnnen so SDS binden und erzielen eine konstant negative Ladungsverteilung, wodurch
sie im elektrischen Fluss zur Anode wandern. Es wurden 8 %ige Acrylamid-Trenngele
verwendet, wobei ein 3%iges Sammelgel vorgeschaltet war. Die SDS-PAGE pro Gel
erfolgte im Laufpuffer bei 11 mA fir 36 min zum Aufkonzentrieren der Proben, gefolgt
von 22 mA fir 1 h und 48 min zum Auftrennen der Proteine. Bei jedem Gel wurde ein
Protein-GroRenstandard (PeqGold Proteinmarker 1V, PeqlLab, Erlangen) aufgetragen.

Alle Gerate stammten von Biometra (Gottingen).

3.5.3.2 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese auf eine
Nitrozellulosemembran (bertragen. Fir den Transfer der negativ geladenen Proteine
wurde ein Gerét von BioRad (Miinchen) verwendet. Auf zwei Filterpapiere wurde eine
Nitrozellulosemembran (Whatman, Buckinghamshire, GroR3britannien) gelegt, darauf
das Protein-Gel und erneut zwei Filterpapiere. Das Filterpapier sowie die
Nitrozellulosemembran wurden zuvor mit Transferpuffer angefeuchtet. Durch einen
gerichteten Strom von Kathode zu Anode wurden die negativen Proteine auf die
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der Transfer erfolgte im Semi-Dry-Verfahren bei 2
mA pro cm? Gel fiir 50 min. AnschlieBend wurde die Membran 5 min in TBS

gewaschen.

3.5.3.3 Immunodetektion

Bei der Immunodetektion wird mit Hilfe spezifischer Antikorper das zu untersuchende
Protein selektiv nachgewiesen. Daflir wurde die Protein-tragende Nitrozellulose-
membran zundchst fiir 1 h in Blocking Solution (5 % Milchpulver in TBS-Tween)
inkubiert um unspezifische Bindungsstellen durch das Milcheiwei abzusattigen.
AnschlieBend wurde dreimal fiir 5 min mit TBS-Tween gewaschen. Die Inkubation mit
Erst-Antikorper erfolgte Uber Nacht bei 4°C in TBS-Tween mit 5 % BSA. Am
folgenden Tag wurde die Membran erneut dreimal mit TBS-Tween gewaschen und fur
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mindestens 2 h mit dem Zweit-Antikorper, welcher an eine Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt war, in Blocking Solution inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBS fir je
5 min erfolgte die Detektion. Hierfur wurde die Membran fir 1 min mit ECL (enhanced
Chemolumineszenz)-Reagenz (Thermo Scientific, Waltham, USA) inkubiert. Die
Meerrettich-Peroxidase katalysiert dabei die Oxidation des zyklischen Diacylhydrazids
Luminol durch H,0,. Die Chemolumineszenz wurde mit einem Geldokumentations-
gerat (BioRad, Miinchen) detektiert und mit der Software QuantityOne (BioRad,
Hercules, USA) semi-quantitativ und im linearen Bereich ausgewertet. Als Beladungs-

kontrollen fir die Auswertung wurde HSP90 verwendet.

Tabelle 3-11: verwendete Antikdrper im Western Blot

Erst-AK Verdlinnung Hersteller Zweit-AK Verdlnnung Hersteller
MR 1:500 Gomez-Sanchez | Anti-mouse 1:2000 CellSignaling
HSP90 1:2000 Santa Cruz Anti-rabbit 1:20000 Rockland

3.5.4 Kollagen- und Fibronektin-ELISA

Der ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) ist eine Methode zum
Proteinnachweis mittels spezifischer Antikorper. Anhand eines enzymatisch

katalysierten Farbumschlags kann die relative Menge eines Proteins ermittelt werden.

Die relativen Konzentrationen an Kollagen und Fibronektin wurde im Zellmedium nach
Schwerdt et al. 2007 bestimmt ?2. Die zu untersuchenden Zellen wurden in 24-well-
Platten angesat und transfiziert. Nach 24 h wurden Aliquote von Zellkulturiberstdnden
gewonnen und mit 200 pl Vollers-Puffer bei 4°C Uber Nacht in 96-well MaxiSorp
Platten (Nunc, Danemark) inkubiert. Nach drei Waschschritte mit PBS-Tween fir je 5
min erfolgte die Inkubation in PBS-Tween mit 2 % BSA (w/v) fur 2 h. Dadurch wurden
unspezifische Bindungsstellen abgesattigt. Anschlielend wurden die Wells mit je 50 pl
Erst-Antikorper (Rockland, Gilbertsville, USA) in PBS-Tween mit 2 % BSA (w/v) fur 2
h bei Raumtemperatur inkubiert (Tabelle 3-12). Nach drei folgenden Waschschritten fiir
je 5 min mit PBS-Tween erfolgte die Inkubation mit Zweit-Antikorper, welcher mit
einer Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt war, fiir 2 h bei Raumtemperatur im

Dunkeln. Nach drei erneuten Waschschritten wurden die Wells mit 100 pl HRP-
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Substrat-Puffer inkubiert. Nach 15 min wurde die Reaktion mittels 25 pl 1 M H,SO4
gestoppt und die Absorption bei 490 nm im Multi-Well reader (Sunrise, Tecan,
Deutschland) gemessen. Die Konzentrationen an Kollagen und Fibronektin wurden
ermittelt, indem man eine Kalibrierungskurve bekannter Kollagen- bzw. Fibronektin-

Konzentrationen erstellte.

Tabelle 3-12: verwendete Antikérper im ELISA

Erst-AK Verdlnnung Hersteller Zweit-AK Verdlnnung Hersteller
Col1Al 1:1000 Rockland Anti-rabbit 1:5000 Rockland
Col3A1 1:1000 Rockland Anti-rabbit 1:5000 Rockland
Col4Al 1:1000 Rockland Anti-rabbit 1:5000 Rockland
Fibronektin 1:2000 Rockland Anti-rabbit 1:5000 Rockland

3.5.5 Duale Luciferase Reporter-Gen Analyse

Das System der dualen Luciferase Reporter-Gen Analyse beruht auf dem Einsatz zweier
Luciferasen (Firefly- und Renilla-Luciferase), welche durch Lumineszenz nachweisbar
sind. Wahrend die Firefly-Luciferase die Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin
katalysiert, setzt die Renilla-Luciferase Coelenterazin zum ebenfalls Licht-
emittierenden Produkt Coelenteramid um. Mit Hilfe dieser Luciferase-Reporter-Gene
konnen Qualitdten und Effekte anderer, downstream des Reporters gelegener, Gene

gezeigt werden.

Es wurden folgende Plasmide verwendet:

Tabelle 3-13: verwendete Plasmide in der Reporter-Gen Analyse

Plasmid Luciferase Charakterisierung Hersteller
pGl4.74 Renilla Plasmid dient der Quantifizierung und internen Promeda
[hRIuc/TK] Transfektionskontrolle g
OMiR-20b  Firefly Reporter-Plamid, dass eine miR-29b-Bindestelle Signosis

downstream des Luciferase-Gens enthalt
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ATr5 Zellen wurden in 24-Well Platten angesdat und mit Reporter-Plasmiden und
entweder scramble-miR, miR-29b-Mimic oder miR-29b-Inhibitor in Serum-freiem
Medium transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und fiir 10 min bei 12000 x g
zentrifugiert. Die Detektion der Lumineszenz erfolgte in den Zelllysaten unter
Verwendung des Dual-Luciferase Reporter Assay Systems von Promega nach

Herstelleranweisungen.

3.5.6 Laktat-Dehydrogenase Nachweis

Im Verlaufe der Nekrose kommt es zur Schadigung der Zellstruktur, wodurch
zytosolische Komponenten auch im Medium nachweisbar werden. Die Aktivitat von
Laktat-Dehydrogenase wurde als Marker fur nekrotische Zellen nachgewiesen, da
dieses zytosolische Enzym ubiquitdr exprimiert wird und vergleichbar leicht nachzu-

weisen ist.

Fur die Analyse wurde das Zellmedium aufbewahrt und die Zellen einmalig mit PBS
gewaschen. Anschlielend erfolgte die Zelllyse mit 100 pl Caspase-Lysepuffer. Die
Zelllysate wurden fir 10 min bei 12000 x g (4°C) zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Von jeder Probe wurden 5 pl Lysat und 20 pl Medium mit LDH-
Substrat-Puffer inkubiert (additiv 200 ul). Der Umsatz des LDH-Substrates (NADH und
Pyruvat) wurde anhand der Absorption bei 340 nm Gber 30 min in einem Multiwell-
Reader (Sunrise, Tecan, Deutschland) gemessen. Die relative LDH-Freisetzung aus den
Zellen wurde durch direkte Korrelation zu der intrazelluldéren LDH-Konzentration

berechnet.

LDH-Aktivitat in mU/mL = 1000 x (AE / min x Volumeta) / (€ X Volumeprgpe X d)

3.5.7 Caspase-3-Aktivitatsbestimmung

Da wéhrend des programmierten Zelltods vermehrt intrazelluldre Caspasen exprimiert
sowie aktiviert werden, sind sie ein guter Marker fur die Apoptose. Caspase-3 spielt
eine zentrale Rolle im Hinblick auf extrinsische Apoptose-Signale, weswegen sie in
unseren Versuchen nachgewiesen wurde. Die zu untersuchenden Zellen wurden

zundchst mit PBS gewaschen und in 100 pl Caspase-Lysepuffer aufgenommen. Nach
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10 minitiger Zentrifugation (12000 x g, 4°C) wurden 60 pl Uberstand mit 60 pl
Caspase-Reaktionspuffer und 42 umol/l DEVD (Asp-Glu-Val-Asp)-7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin (DEVD-AFC) (Endkonzentration) bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Die Fluoreszenz des Spaltprodukts AFC wurde nach 30 und 60 min
gemessen. Dabei erfolgte die Detektion bei 400 nm Anregungs- und 505 nm
Emissionswellenlange im Multiwell-Reader (Infinite, Tecan, Deutschland). Die
Quantifizierung des gespaltenen AFC erfolgte durch eine AFC-Kalibrierungskurve

(Konzentrationen: 1 — 8 uM) und in Bezug auf den Proteingehalt der jeweiligen Probe.

3.6 Mikroskopie

Jegliche in dieser Arbeit aufgefiihrten Mikroskop-Aufnahmen wurden am Keyence BZ-
8100E generiert.

3.6.1 Migrationsanalyse mittels Wundheilungs-Assays

Mit Hilfe des Wundheilungs- oder auch scratch-Assays wird die Fahigkeit von Zellen
untersucht, einen Zell-freien Raum zu fillen. Dazu werden Zellen in kleine
Gummimanschetten, welche aus zwei Kammern bestehen, eingesat. Wird die
Manschette entfernt, miissen die in den Kammern angeséten Zellen den Zell-freien Spalt
uberwinden. Um physiologische Bedingungen so nah wie méglich nachzustellen, wurde

dieser Versuch in Serum-haltigem Medium durchgefuhrt.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit scramble-miR, miR-29b-Mimic oder miR-
29b-LNA-Inhibitor in Medium ohne Serum transfiziert. Nach 8 h erfolgte ein Wechsel
auf Serum-haltiges Medium. Am ndchsten Tag wurden die Zellen mit EDTA-LGsung
gewaschen, trypsiniert und in Medium mit Serum aufgenommen. Es folgte eine
Zellzahlung im CASY-Zellz&hler (Innovatis AG, Reutlingen). Zwei mal 30000 Zellen
wurden in Gummimanschetten auf Mikroskopieschalen (beides von IBIDI, Martinsried)
angesat. Nach 24 h hatten sich sie Zellen abgesetzt und die Manschette wurde entfernt.
Zu jeder Probe wurden 2 mL frisches Serum-haltiges Medium gegeben und die Analyse

gestartet. Es wurde nach 0 h, 6 h, 24 h und 48 h eine Mikroskopaufnahme erstellt. Fur
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die Auswertung wurde die Zell-freie Flache mittels des Keyence BioZero Analyzers

bestimmt.

3.6.2 Migrationsanalyse mittels Time Lapse-Analyse

Bei der Migrationsanalyse via Time Lapse wurden lentiviral transfizierte HAoSMC
Zellen auf Petrischalen mit Glasboden (IBIDI, Martinsried) angeséat und zum Anhaften
fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Bei Stimulationsexperimenten wurde dem Medium
wahrend dieser Zeit bereits DMSO (1:1000) beziehungsweise Aldosteron (10 nM)
zugefligt. AnschlieBend erfolgte ein Mediumswechsel auf HEPES-Ringer (ohne
Bicarbonat, 11 mM Glucose, 10 % FCS, pH 7.4). Fir die Stimulationsexperimente
wurde hier ebenfalls DMSO bzw. Aldosteron zugegeben. Die Migrationsanalyse
erfolgte in einer speziellen Mikroskop-Inkubationskammer, bei 37°C und maximaler
Luftfeuchte. Uber einen Zeitraum von 4 h wurde nach jeweils 5 Minuten eine
Mikroskop-Aufnahme erstellt. AnschlieBend wurde die von den Zellen zuriickgelegte

Distanz mit Hilfe der ImageJ Software einzeln analysiert und ausgewertet.

3.7 Puffer und Ldsungen

In der vorliegenden Arbeit wurden die im Folgenden aufgefiihrten Lésungen und Puffer

verwendet:

Tabelle 3-14: verwendete Puffer und Losungen

Puffer oder Ldsung Inhaltsstoffe

137 mM Natriumchlorid; 2,7 mM Kaliumchlorid; 6,5 mM
EDTA-L6sung Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat; 1,5 mM
Kaliumdihydrogenphosphat; 0,6 mM EDTA; pH 7,1-7,3

137 mM Natriumchlorid; 2,7 mM Kaliumchlorid; 6,5 mM
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat; 1,5 mM
Kaliumdihydrogenphosphat; 0,54 mM EDTA; 0,1% Trypsin;
pH7,1-7,3

137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 8,1 mM
10x PBS Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, 1,5mM
Kaliumhydrogenphosphat

Trypsin-Losung

PBS-Tween 1 x PBS, 0,05 % (v/v) Tween20
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10x TBS 170 nM Tris-HCI; 30 mM TRIS; 1,4 M Natriumclorid; pH 7,6
TBS-Tween 1x TBS, 0,1 % (v/v) Tween 20

Laufpuffer 25 mM TRIS, 3,47 mM Sodiumdodecylsulfat, 0,19 M Glycin
Transferpuffer 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

0,5 mM Tris-HCI, pH 6; 4% SDS; 10% 2-Mercaptoethanol; 20 %

Laemmli-Puffer Glycerol; 0,01 % Bromphenolblau

1mM EDTA, 1 mM Natrium-Orthovanadat, Proteasehemmer-
Cocktail (1:500), pH 7,4

150 mM Natriumchlorid, 10 mM TRIS, pH 7,4, 1 % Nonidet P-40,
0,1 % SDS, 1 % Natriumdeoxycholat, 0,1 % Triton X-100,
Proteasehemmer-Cocktail (1:500), 1 mM EDTA,1 mM Natrium-
Orthovanadat, 1 mM Natriumfluorid

Pellet-Puffer

RIPA-Lysepuffer

Vollers-Puffer 150 mM Natruimcarbonat, 0,35 M Natriumhydrogencarbonat

122,5 mM Natriumchlorid, 5,4 mM Kaliumchlorid, 0,8 mM
] Magnesiumchlorid-Hexahydrat, 1,2 mM Calciumchlorid-Dihydrat,
HEPES-Ringer 1 mM Natriumhydrogenphosphathydrat, 5,5 mM Glucose * H20,
10 mM HEPES, pH 7,4

10 mmol/l TRIS, 100 mmol/l Natriumchlorid, 1 mmol/l EDTA,

Caspase-Lysepuffer 0.01 % Triton X-100, pH 7,5

20 mmol/l piperazine-1,4-bis-2-ethanesulfonic acid (PIPES), 4
Caspase- mmol/l EDTA, 0,2 % 3- ([3-cholamidopropyl) -
Reaktionspuffer dimethylammonio]-1-propanesulfonic acid (CHAPS), 10 mmol/Il
Dithiothreitol (DTT), pH 7,4

4,6 mM o-Phenylenediamine, 75 mM Natriumhydrogenphosphat-

HRP-Substrat-Puffer Dihydrat, 38 mM Zitronensaure, 0,015 % Wasserstoffperoxid

3.8 Verwendete Software und Datenbanken

Zur Auswertung und Analyse der erarbeiteten Daten wurden folgende Programme

verwendet:

- Microsoft Excel

- GraphPad Prism 5

- SigmaPlot 12

- Imagel

- Keyence BioZero Viewer und Analyzer

- Quantity One
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Des Weiteren wurden zur Recherche nachfolgende Internet-Datenbanken genutzt:

- TargetScan

- PubMed

- miRbase

- NCBI

- RNA-Hybrid (www.bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.htm)

3.9 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. ,,N* bezeichnet dabei die Anzahl der
verwendeten Zellpassagen bzw. Individuen, wihrend ,,n“ die Menge der Einzelversuche
widerspiegelt. Durch Anwendung nicht-parametrischer Tests (Student T-Test sowie
Mann-Whitney-Test) wurden ungepaarte Werte-Gruppen statistisch verglichen.
Statistische Signifikanz wurde erreicht wenn p < 0,05 war. Die Signifikanz der Daten

wurde in dieser Arbeit wie folgt gekennzeichnet:
*  p<0,05
**  p<0,005

*** p<0,001
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 MiR-29b — eine Aldosteron-abhangige miR

4.1.1 Nachweis des MR in vaskularen Zellen

Zu Beginn wurde der Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) in verschiedenen Zelltypen der
humanen Aorta nachgewiesen. Die beiden wichtigsten Vertreter darunter sind die
glatten GefaBmuskelzellen, da sie den Hauptanteil der GefaBwand bilden sowie die
Endothelzellen, da sie eine wichtige Barrierefunktion im Lumen der Geféale erfillen.
Der Nachweis des MR in diesen Zellen war von grundlegender Bedeutung, da
Aldosteron den endogenen MR aktivieren und Gber ihn wirken kann.

Wie in Abbildung 4-1 gezeigt ist, wurde der MR konstitutiv Uber mehrere Passagen in

primaren HA0SMCs, wie auch in HAOECs exprimiert.

HAoSMC HAOEC
MR B _
(102 kDa) - RS . | e = S ——
HSP90
(90 kDa) — s —— — - —
p8 p7 p9 p6 p7 p8

Abbildung 4-1: MR-Nachweis in priméaren humanen Gefaf3zellen mittels Western Blot. In priméren
humanen glatten Gefalmuskelzellen (HA0oSMC) sowie Endothelzellen (HAOEC) wurde der MR auf
Proteinebene spezifisch nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass in beiden Zelltypen endogener MR (iber
mehrere Passagen vorhanden war. HSP9O0 diente als Ladekontrolle.

4.1.2 Aldosteron senkt miR-29b zelltypspezifisch

4.1.2.1 Nachweis Uber die miR-Transkriptmenge

Um miRs zu identifizieren, welche potenziell Aldosteron-reguliert sind, wurden
MicroArrays von Miltenyi durchgefiihrt. Diese Arrays wurden von den Medizin-
doktoranden Daniel Muller sowie Franziska Neid in Tripletts erstellt und sind Teil

deren Dissertationen.
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MiR-Kandidaten, welche potenziell abh&ngig von Aldosteron waren, wurden
anschlieBend mit Hilfe von TagMan gPCR validiert. Diese Methode dient unter
Anderem dem spezifischen Nachweis kleiner RNA-Molekdle und verspricht eine hohe

Genauigkeit und Sensitivitat.

Unter den untersuchten miRs war miR-29b am stérksten reguliert. In den HA-VSMCs
wurde die miR-29b-Menge durch Aldosteron um das 2,86-fache (AACq = -1,52; SEM *
0,37) verringert. Der gleiche Effekt wurde auch in primdren humanen glatten
Gefalmuskelzellen (HAoSMC) detektiert, in welchen der miR-29b-Gehalt um das 1,54-
fache (AACq = -0,57; SEM =+ 0,16) Aldosteron-abhéngig abnahm (Abb. 4-2 A).
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Abbildung 4-2: Aldosteron senkt die miR-29b-Expression in glatten GefalBmuskelzellen (publiziert
in ). In den primaren (HA0SMC) sowie in der Zellinie humaner glatter aortaler GefaBmusklezellen
(HA-VSMC) wurde die miR-29b-Menge durch 10 nM Aldosteron signifikant reduziert (A). In primaren
Endothelzellen (HAOEC) sowie der Endothelzelllinien (EA.hy 926) zeigte Aldosteron keinen Effekt auf
die miR-29b-Konzentration (B). Weitere, durch die microArrays bestimmte, potenziell MR-abhéngige
miRs, konnten durch gPCR nicht bestétigt werden und wurden nicht Aldosteron-abhéngig reguliert (C). N

=3-20;n=10-29
Um zu Uberprifen, ob miR-29b zellspezifisch reguliert wird, erfolgte zusatzlich ein

Nachweis in Endothelzellen. Weder in den priméaren humanen Endothelzellen (HAOEC)
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noch in der Endothelzelllinie EA.hy 926 konnte eine Regulation der miR-29b durch
Aldosteron detektiert werden (Abb. 4-2 B). Andere durch den MircoArray
vorausgesagte miRs konnten durch die TagMan gPCR nicht bestatigt werden. Wie in
Abbildung 4-2 C zu sehen ist, waren weder miR-449c¢-3p, noch miR-21, miR1908 oder
miR-1469 Aldosteron-abhéngig.

4.1.2.2 Nachweis tUber Reporter-Gene

Weiterhin wurden Reporter-Gen-Analysen durchgefiihrt um die regulatorische Wirkung
von Aldosteron auf miR-29b weiterfiihrend zu analysieren. Dabei wurden die zu unter-
suchenden Zellen mit einem Plasmid transfiziert, welches eine miR-29b-Bindestelle
downstream vom Luciferasegen enthalt. Misst man nach Zellstimulation eine erhdhte
Luciferase-Aktivitat deutet dies auf eine verminderte miR-29b-Expression hin, ein
vermindertes Reportersignal hingegen auf eine erhohte miR-29b-Konzentration. MiR-
29b-Mimic bzw. —Inhibitor wurden als Kontrollen genutzt.
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Abbildung 4-3: Reporter-Gen-Assay zur Validierung der miR-29b-Funktion und des
Aldosteroneffekts (publiziert in ). MiR-29b-Mimic und -Inhibitor wurden als Positiv- und Negativ-
Kontrollen verwendet und belegten, dass je weniger miR-29b vorhanden war, das Lumineszenz-Signal
stieg. Aldosteron zeigte nur in den glatten Gefalmuskelzellen A7r5 einen signifikanten Effekt und
belegte somit einen Einfluss des Steroidhormons auf die endogene miR-29b-Menge (A). In den
Endothelzellen EA.hy zeigte sich kein Aldosteroneinfluss auf den Reporter (B). N = 3; n =9-15

Eine Stimulation der glatten Gefallmuskelzellen A7r5 mit Aldosteron liel} die

Luciferase-Aktivitat um 20,0 % (SEM = 6,71 %) signifikant ansteigen und deutet auf
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eine direkte miR-29b-Regulation durch das Steroidhormon hin. Der Effekt des
Inhibitors zeigte ebenfalls einen Anstieg des Signals, sodass Aldosteron einen qualitativ
vergleichbaren Einfluss wie der miR-29b-Inhibitor hatte. Dessen Signal stieg auf 441,6
% (SEM =+ 41,5 %) an. Ein Uberschuss von miR-29b fiihrte zu einem um 12,8 % (SEM
* 6,4 %) verringerten Lumineszenz-Signal (Abb. 4-3 A).

Im direkten Vergleich dazu fuhrte eine Aldosteronstimulation in den Endothelzellen
EA.hy 926 zu keinem signifikant verdnderten Reporter-Signal (Abb. 4-3 B). Die
Kontrolleffekte waren qualitativ mit denen in den glatten GefaBmuskelzellen
vergleichbar. In den EA.hy 926 Zellen verringerte miR-29b-Mimic das Reporter-Signal
um 47,3 % (SEM = 3,0 %), wohingegen der miR-29b-Inhibitor die Lumineszenz um
728 % (SEM + 90,9 %) verstarkte.

4.1.3 Regulation der miR-29-Familie durch Aldosteron bzw.
Endothelin-1 im Vergleich

Da miR-29b mit den beiden weiteren miR-29-Familienmitgliedern in zwei priméren

Transkripten co-transkribiert wird, wurde ebenfalls die Aldosteronabhéngigkeiten von

miR-29a und miR-29c¢ untersucht. Zusatzlich sollte geklart werden, ob weitere vaso-

aktive Substanzen, wie z.B. Endothelin-1, neben dem RAAS, ebenfalls die miR-29-

Familie beeinflussen.
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Abbildung 4-4: Aldosteron reduziert miR-29b als einziges Mitglied der miR-29-Familie. Sowohl in
den HA0SMC:s als auch in den HA-VSMCs zeigte sich miR-29b als einzige Aldosteron-regulierte miR.
Die Expressiondnderungen von miR-29a und miR-29c zeigten hingegen keinen signifikanten Effekt. N =
6-20; n = 10-29
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Sowohl in den priméren Gefallmuskelzellen (HA0oSMC), als auch in der Gefallmuskel-
zelllinie (HA-VSMC) war von der miR-29-Familie ausschlieBlich miR-29b signifikant
Aldosteron-abhangig. Weder miR-29a noch miR-29c zeigten eine spezifische Antwort
auf das Steroidhormon (Abb. 4-4). In den primaren Zellen wurde weder der Gehalt von
miR-29a noch miR-29c signifikant durch Aldosteron veréndert, was die Alleinstellung
der miR-29b aufzeigt. In den HA-VSMC wurden vergleichbare Transkriptmengen an
miR-29a und miR-29c ermittelt. Wie bereits in Abbildung 4-2 (A) gezeigt wurde, war
einzig miR-29b in HAoSMCs und HA-VSMCs signifikant durch Aldosteron reduziert.

Neben Aldosteron, Mitglied des RAAS, wurde der Einfluss von Endothelin-1, eines
ebenfalls vasoaktiven Botenstoffs, untersucht. Fir diesen Versuch wurden HA-VSMCs
eingesetzt, da hier der Aldosteroneffekt am stabilsten nachgewiesen wurde. Es zeigte
sich, dass alle Mitglieder der miR-29-Familie durch Endothelin-1 unbeeinflusst waren
(Abb. 4-5).
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Abbildung 4-5: Endothelin-1 zeigt keinen Effekt auf die miR-29-Familie in HA-VSMC (publiziert
in 2%). Eine Endothelin-1-Stimulation (100 nM) in HA-VSMCs zeigte keinen Einfluss auf die Mitglieder
der miR-29-Familie. N=4; n=15

4.1.4 Aldosteron beeinflusst die Expression von Mitgliedern der miR-
29-Familie in der Mausaorta in vivo

Um die VSMC-spezifischen Daten auch in vivo zu validieren, wurde in C57BL6

Mausen die Plasmakonzentration an Aldosteron, durch chronische Aldosteron-

applikation, signifikant erhoht. Nach 14 Tagen wurde die Aorta isoliert und RNA

extrahiert um potenzielle Verdnderungen der miR-29-Familie, im Vergleich zu

Kontrolltieren ohne Aldosteronbehandlung, zu untersuchen.
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Abbildung 4-6: Aldosteron beeinflusst Mitglieder der miR-29-Familie in vivo. In Mé&usen mit
erhohtem Aldosteronplasmaspiegel waren miR-29a und miR-29b signifikant reduziert. MiR-29c blieb als
einziges Mitglied der miR-29-Familie unbeeinflusst von Aldosteron. N=8;n=28

Aldosteron verringerte die miR-29a wie auch die miR-29b signifikant um das 1,78-
fache (AACq = -0,86; SEM =+ 0,21) bzw. das 1,74-fache (AACq = -0,80; SEM =+ 0,31)
(Abb. 4-6). MiR-29c wurde in der Mausaorta durch Aldosteron nicht reguliert.

4.1.5 Aldosteron wirkt Gber den MR auf miR-29b

Um zu testen, ob der gemessene Aldosteroneffekt tiber den MR vermittelt wird, wurden
Versuche durchgefihrt, in denen ein Aldosteronantagonist, Eplerenon, in HA-VSMCs
eingesetzt wurde. Die kompetitive Hemmung erzielt Eplerenon, indem es spezifisch und
mit hoher Affinitat an den MR bindet und dadurch eine Aktivierung durch Aldosteron

verhindert.
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Abbildung 4-7: Eplerenon hemmt den Aldosteroneffekt beziglich miR-29b in HA-VSMCs
(publiziert in ?*). Hinsichtlich der miR-29a und miR-29c wurde gemessen, dass weder Aldosteron
allein, noch in Kombination mit Eplerenon (5 puM) einen Effekt bewirkte. Einzig miR-29b zeigte eine
signifikante Reduktion durch Aldosteron. Eplerenon hob diesen Effekt auf. N=3; n=6
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Die Blockierung des MR erfolgte zirka 4 h vor Aldosteronstimulation und ergab, dass
der Gehalt an miR-29a und miR-29c weder durch Aldosteron alleine, noch durch
Hemmung des MR mittels Eplerenon, verandert wurden (Abb. 4-7, links und rechts).
Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt gezeigt wurde, reduzierte Aldosteron einzig
die Menge an miR-29b. In diesem Versuch wurde eine signifikante Verringerung um
das 2,15-fache (AACq = -1,11; SEM = 0,29) erreicht. Dieser Effekt konnte durch
Eplerenon verhindert werden (Abb. 4-7, Mitte).

4.1.6 Diskussion

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in heutiger Zeit die Haupttodesursache in den

Industrienationen !

. Wie verschiedene Studien zeigen, sind das Steroidhormon
Aldosteron und sein klassischer Rezeptor, der MR, bekannt dafir, die Entstehung von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu begunstigen. In den Studien EPHESUS und RALES
konnten die Sterberate von Patienten mit Herzversagen signifikant durch Gabe von MR-

Antagonisten reduziert werden %%

. Weitere in vivo Studien zeigten, dass ein
Aldosterontiberschuss in Rattenherzen zu Remodeling und diastolischer Dysfunktion
fuhrt. Durch Blockierung des MR mittels Spironolakton konnten diese Effekte

verhindert werden '8

. Spironolakton verminderte in Mausvenen ebenfalls eine
Aldosteron-bedingte GefaRverdickung und Entziindung **°. Obwohl man Aldosteron
und den MR als Risikofaktoren fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen benennen kann, ist ihr

genauer pathologischer Wirkmechanismus weitgehend ungeklért.

Als maogliche Schlisselmolekile liegt unser Fokus auf miRs, deren Rolle in Herz-
Kreislauf-Erkrankungen zunehmend an Bedeutung gewinnt. MiRs sind kleine
regulatorische RNA-Molekiile, deren verénderte Expressionsprofile in diversen
vaskul&ren Fehlfunktionen nachgewiesen wurden, wie miR-21 in Erkrankungen der
Herz-Kranzgefalie, miR-221/-222 nach vaskulérer Verletzung durch Angioplastie oder
miR-29b in der Entstehung von Aortenaneurysmen 2122 Der Zusammenhang
zwischen Aldosteron/MR und miRs ist hingegen weniger gut erforscht. Die meisten
dazu vorliegenden Erkenntnisse beziehen sich auf miRs, die den MR regulieren, wie
miR-124 und miR-135a in der MR-Expression sowie miR-21 und miR-24 in der

Produktion und Sekretion von Aldosteron. Ebenso wurden Mutationen im 3’UTR von
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RAAS-Genen identifiziert, welche potenziell den arteriellen Blutdruck oder das Risiko
eines Myokard-Infarkts steigern %**2%’. Bekannte miRs, die durch den MR reguliert
werden, sind z.B. miR-335-3p, miR-290-5p und miR-1983, welche den Natrium-
Transport in der Mausniere beeinflussen 2. In Podozyten erhoht der MR miR-124, miR-
190, miR-188 und miR-217 **°.

Identifizierung von miR-29b als Aldosteron-sensitive miR in VSMCs

Bekannte endogene Stimuli, welche vaskuldres Remodeling begunstigen kénnen, sind
neben Aldosteron auch Angiotensin 1l oder Endothelin-1. Angiotensin 1l fordert
Remodeling-Prozesse im Herzen indem es miR-29b reduziert und parallel den Spl-
TGFp/Smad-NF-kB Signalweg aktiviert 2. Aldosteron verringert miR-208a im Herzen

28 In unseren Versuchen charakterisierten wir

mit einhergehender Herzhypertrophie
zunéchst die Effekte von Aldosteron, dem zweiten Effektormolekil des RAAS, welches,
wie auch sein klassischer Rezeptor, der MR, bekannt ist kardiovaskulare Erkrankungen zu
beglnstigen. In den untersuchten Geféal3zellen konnten wir eine stabile MR-Protein-
expression nachweisen, was Grundlage fir die Aldosteronwirkung war. Weiterhin
identifizierten wir miR-29b als ein Aldosteron-senstitives RNA-Molekul in glatten
Gefalmuskelzellen (VSMC). Die Hormon-spezifische Reduktion der miR-29b-
Konzentration war nicht nur in humanen priméren sowie immortalisierten Gefalmuskel-
zellen nachzuweisen, sondern auch in der Mausaorta in vivo, was die physiologische
Bedeutung des Effekts untermauert. Experimente mit Reporter-Genen belegten die
Aldosteron- und VSMC-spezifische Verringerung der miR-29b-Menge. In priméren sowie
immortalisierten humanen Endothelzellen konnte durch gPCR und Reporter-Gen-Analyse
keine miR-29b-Regulation nachgewiesen werden, was die Zellspezifitdt fur VSMCs
hervorhebt. Fir Endothelin-1, als Vertreter vasoaktiver Molekiile auRerhalb des RAAS,
zeigte sich, dass die Transkriptmenge von miR-29b unverandert blieb. Somit kann eine

allgemeine Regulation der miR-29b durch vasoaktive Substanzen ausgeschlossen werden.

Passend zu den bekannten pathologischen MR-Wirkungen wurde eine verringerte miR-
29b-Expression ebenfalls in Patienten mit Herzversagen im Endstadium festgestellt, ein
Krankheitsbild, welches oft im Zusammenhang mit einem beraktivem RAAS steht und
auf eine Therapie mit MR-Antagonisten anspricht ?*”. In Patienten mit VVorhofflimmern,

einer anderen Bedingung, fur welche erhéhte Aldosteronkonzentrationen einen
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Risikofaktor darstellen, war miR-29b ebenfalls reduziert **®. Zusétzlich wurde in Ratten
mit verminderter 11B-HSD2-Aktivitat ein reduzierter miR-29b-Gehalt in der Niere
nachgewiesen %°. Dabei ist zu erwarten, dass der miR-Effekt mit einer inadaquaten
MR-Aktivierung durch Kortisol einhergeht. Die von uns identifizierte MR-abhangige
miR-29b erweitert die Bedeutung von miRs in Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

MiR-29a und miR-29c sind in VSMCs Aldosteron-unabhangig

Mitglieder der miR-29-Familie werden in zwei bicistronischen Clustern transkribiert, miR-
29a/b-1 und miR-29b-2/c, welche auf Chromosomen 7 und Chromosom 1 lokalisiert sind.
MiR-29b-1 und miR-29b-2 besitzen eine identische Sequenz wahrend miR-29a und miR-
29c sich in einem Nukleotid unterscheiden **. Im Menschen wie auch in der Maus ist die
miR-29-Familie ubiquitar exprimiert, obgleich das Verhdltnis der einzelnen miRs
untereinander gewebsspezifisch variiert, wie Versuche in der Niere Salz-sensitiver Ratten
zeigten %°. In unseren Versuchen zeichnete sich beziiglich der Regulation eine gewisse
Alleinstellung der miR-29b ab, da miR-29a und miR-29c in den VSMCs durch Aldosteron
nicht reguliert wurden. Weiterhin blieben die Konzentrationen an miR-29a und —c auch
von Endothelin-1 unbeeinflusst, was die Vermutung zul&sst, dass diese miRs in VSMCs
unabhdngig von vasoaktiven Substanzen sein kénnten. Mdgliche Erklarungsansatze, fiir
die unterschiedliche Expressionsregulation von Mitgliedern der gleichen miR-Familie,
sind alternatives Splicing des priméren Transkripts oder verschiedene Stabilitdten der
einzelnen miRs. In HeLa Zellen bzw. in der Niere ist miR-29a die am hdufigsten
vorkommende miR aus der miR-29-Familie. Wahrend des Zellzyklus konnte miR-29a
durchgehend nachgewiesen werden, wahrend miR-29b nur in der Mitose-Phase und miR-
29c nie detektierbar war 2*°. Diese Forschungsergebnisse belegen die diverse Regulation
von miRs einer Familie. Hinsichtlich der Mausaorten konnten die Daten aus VSMCs fir
miR-29b und mMIiR-29c bestatigt werden. MiR-29a hingegen ist in vivo durch einen
erhdhten Aldosteronspiegel reduziert, was durch physiologische Einflisse oder die

Zellkomposition der Aorta erklart werden konnte.
Aldosteron wirkt Giber den endogenen MR auf miR-29b

Durch Blockierung des MR mittels Eplerenon konnten wir belegen, dass die Aldosteron-

bedingte miR-29b-Reduktion nur durch einen aktivierbaren MR vermittelt werden kann.
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Aldosteron wirkt demnach tber seinen klassischen Rezeptor, den MR, und miR-29b stellt
ein Effektormolekil des MR dar (Abb. 4-8).

miR-29a €

Aldosteron —> MR e miR-29b {,

of® miR-29¢ &>

Abbildung 4-8: Aldosteron wirkt tiber den MR auf miR-29b.

Wie Klinische Studien belegen ist ein aktiver MR ein Hauptrisikofaktor im kardio-
vaskularen Remodeling und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wobei er GefaRentziindung,
Fibrose, Hypertrophie und eine resultierende Schadigung von Endorganen fordert %%,
Klassischerweise wirkt der MR als Transkriptionsfaktor mit Aldosteron als endogenem
Ligand im Menschen. Seine Pathophysiologie kann jedoch nicht allein Uber die
genomische Wirkung erkléart werden, sondern involviert zusatzliche nicht-genomische

Mechanismen.
Quantitat des detektierten miR-Effekts

Die von uns detektierte miR-Regulation im 2-fach-Bereich ist zwar gering, jedoch
durchaus realistisch, wie miR-Konzentrationen im Aldosteron- und Renin-stimulierten
Herzen bzw. in Patienten im zeitigen Stadium von Herzversagen bestatigen 2*32%’. So
werden durch Hormon-Stimulation weit schwéchere Effekte erwartet als z.B. bei der
Analyse maligne transformierten Gewebes. Die Haufigkeit einer miR spielt dabei
zusatzlich eine wichtige Rolle, da bereits die 2-fache Regulation einer hoch exprimierten
miR akute Effekte auf die Zellhomdostase auslésen kann. Weiterhin gilt es zu bertick-
sichtigen, dass jedes Gewebe ein einzigartiges miR-Expressionsmuster aufweist, was

Vergleiche erschwert.

4.2 Untersuchungen zum Mechanismus der miR-29b-
Reduktion

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt wurde reduziert Aldosteron miR-29b MR-
abhangig und VSMC-spezifisch, ohne weitere miR-29-Familienmitglieder zu beein-

flussen. Um die mechanistischen Besonderheiten dieses Effekts naher zu untersuchen,
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wurde der Einfluss von Aldosteron auf die miR-Prozessierung sowie die subzelluldre

Lokalisation untersucht.

4.2.1 Aldosteron hat keinen Einfluss auf das primare Transkript

Um einzugrenzen auf welcher Ebene die miR-29b MR-abhéngig reguliert wird, wurde
die Expression der priméren Transkripte untersucht. Diese sogenannten pri-miRs sind
nukledr lokalisiert und Grundlage der miRNA-Reifung (Abb. 4-9).

vg/\’ (g
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Abbildung 4-9: Schema der miR-Reifung. Der Fokus lag hier auf dem priméren Transkript (pri-miR).

Fur die miR-29b sind zwei primare Transkripte bekannt, pri-miR-29b-1 und pri-miR-
29b-2 (Abb. 4-10 A). Untersuchungen der Transkriptmenge beider pri-miRs zeigten in
den primaren GefalRmuskelzellen (HA0SMCs) keine signifikante Anderung nach
Aldosteronstimulation (Abb. 4-10 B).
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Abbildung 4-10: Pri-miR-Nachweis nach Aldosteroninkubation (publiziert in **). Die miR-29b kann
von zwei Transkripten stammen und wird entweder mit der miR-29a bzw. mit der mir-29¢ co-
transkribiert (A). Aldosteron (10 nM) zeigte weder in HA0oSMCs noch in HA-VSMCs einen Effekt auf
die Primértranskripte (B). N = 3-21; n = 15-31
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Vergleichbare Ergebnisse lieferten Versuche in den HA-VSMCs. Aldosteron bewirkte
auch hier keine verénderte Expression von pri-miR-29b-1 bzw. pri-miR-29b-2 (Abb. 4-
10 B).

Um den genauen Mechanismus der MR-Regulation néher zu untersuchen, wurden Ver-
suche mit Actinomycin D durchgefiihrt, einem spezifischen DNA-Interkalator, welcher

die RNA-Neusynthese blockiert.

Dafur wurden HA-VSMC Zellen fir 1 h mit Actinomycin D vorinkubiert und
anschlieBend mit Aldosteron fur 24 h stimuliert (Abb. 4-11 A). Die Ergebnisse zeigten,
dass Aldosteron keinen Einfluss auf die Expression der pri-miRs unabhangig von der
Actinomycin D-Behandlung hatte (Abb. 4-11 B). Nach Actinomycin D und

Aldosteroninkubation waren beide pri-miRs nicht signifikant reguliert.
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Abbildung  4-11: Pri-miR-Expression nach  Actinomycin D-Vorinkubation und
Aldosteronstimulation. HA-VSMCs wurden fir 1 h mit 5 mg / | Actinomycin D vorinkubiert und
anschlieBend fir 24 h mit Aldosteron stimuliert (A). Weder die Menge an pri-miR-29b-1 noch an pri-
miR-29b-2 zeigten eine signifikante Verdnderung nach Aldosteroninkubation, noch nach der
Vorbehandlung mit Actinomycin D (B). N=3;n=4

Des Weiteren wurden Experimente durchgefuhrt, bei welchen HA-VSMCs fiir 20 h mit
Aldosteron stimuliert wurden, bevor die RNA-Synthese mittels Actinomycin D
blockiert wurde (Abb. 4-12 A). AnschlieRend wurde nach 0 h, 1 h, 3 h, und 6 h RNA
isoliert und die pri-miRs vermessen. Binnen 6 h sank die pri-miR-29b-1-Menge
signifikant auf das 4,95-fache (ACq = -2,31; SEM % 0,18) unter Kontrollbedingungen
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und auf das 5,25-fache (ACq = -2,39; SEM = 0,09) nach Aldosteronstimulation. Der
direkte Vergleich jedoch zwischen Zellen die mit DMSO bzw. Aldosteron inkubiert

wurden, zeigte keinen Unterschied dieser Gruppen zueinander (Abb. 4-12 B, links).
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Abbildung 4-12: Pri-miR-Gehalt im Actinomycin D-Zeitverlauf (publiziert in ). HA-VSMCs
wurden zuerst fir 20 h mit 10 nM Aldosteron und anschliefend mit Actinomycin D (5mg /1) fir1 h, 3 h
und 6 h inkubiert (A). Fur beide pri-miRs war ein signifikanter Abbau messbar, welcher jedoch
unabhéngig von der Stimulation war (B). Die 18S rRNA wurde als interne Kontrolle verwendet, da sie
weder von der Stimulation noch von Actinomycin D affektiert wurde und tber den Zeitverlauf konstant
blieb (B). N=3,n=4-5

Pri-miR-29b-2 zeigte einen vergleichbaren Kurvenverlauf wie pri-miR-29b-1. Nach 6 h
Actinomycin D-Gabe sank ihre Konzentration um das 6,67-fache (ACq = -2,74; SEM %
0,14) in der Kontrolle und um das 7,58-fache (ACq = -2,92; SEM % 0,22) in der
Aldosterongruppe. Wie pri-miR-29b-1 zeigte auch -29b-2 keinen Unterschied in der
Abbaurate zwischen Kontrollzellen und solchen, die durch Aldosteron stimuliert
wurden (Abb. 4-12 B, Mitte). Als interne Kontrolle wurde die 18S rRNA bestimmt,
welche weder von Aldosteron noch von Actinomycin D beeinflusst wurde und wéhrend
des Zeitverlaufs stabil blieb (Abb. 4-12 B, rechts).

4.2.2 Einfluss von Aldosteron auf die VVorlaufer-miRs

Da kein Einfluss von miR-29b auf die primdren Transkripte detektiert werden konnte,
wurden die pre-miRs untersucht, als néchste potenzielle Regulationsebene von
Aldosteron (Abb. 4-13).
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Abbildung 4-13: Schema der miR-Reifung. Der Fokus lag hier auf der Vorlaufer-miR (pre-miR).

Fur die miR-29b gibt es zwei Vorlaufer-miRs, pre-miR-29b-1 und pre-miR-29b-2,
welche sich nur geringfiigig in ihrer Sequenz unterscheiden (Abb. 4-14 A). Durch
Aldosteronstimulation der HA-VSMC lielen sich beide pre-miRs signifikant
reduzieren. Wie aus Abbildung 4-14 B hervorgeht, wurde pre-miR-29b-1 1,65-fach
(AACq = -0,72; SEM % 0,28) und pre-miR-29b-2 1,82-fach (AACq = -0,87; SEM =
0,32) reduziert.
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Abbildung 4-14: Pre-miR-29b-Sequenzen und ihre Aldosteronabhangigkeit (publiziert in ). MiR-
29b (rote Sequenz) kann von zwei pre-miR-Vorlaufern generiert werden (A). Nach Stimulation mit 10
nM Aldosteron waren beide pre-miRs signifikant reduziert (B). N =4, n =13

Weitere Versuche mit Actinomycin D sollten Aufschluss tiber die Wirkungsweise des
Steroidhormons Aldosteron auf die pre-miRs geben. Eine Vorinkubation mit dem RNA-
Synthese-Blocker (Abb. 4-15 A) hob den reduzierenden Aldosteroneffekt, beziiglich der
pre-miR-29b-1- und pre-miR-29b-2-Menge, auf (Abb. 4-15 B).
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Abbildung 4-15: Pre-miR-29-Gehalt nach Actinomycin D-Vorinkubation (publiziert in ). HA-
VSMCs wurden fur 1 h mit 5 mg / | Actinomycin D vorinkubiert und anschlieBend fur 24 h mit
Aldosteron stimuliert (A). Durch die Vorbehandlung mit dem RNA-Synthese Blocker konnte der
reduzierende Aldosteroneffekt auf die beiden pre-miRs verhindert werden (B). N=3,n=4

Eine Actinomycin D-Gabe nach vorrangegangener Zellstimulation mit Aldosteron
(Abb. 4-16 A) zeigte, dass binnen 6 h die Konzentrationen der beiden pre-miRs sowie

der internen Kontrolle U6 einem signifikanten Abbau unterlagen (Abb. 4-16 B).

(A) Aldo + ActD

I | ~

[ [T [ =

-20h Oh 1h 3h 6h

(B)  ore-miR-29b-1 pre-miR-29b-2 U6
A
\\ ----- g
Qo
s *x L4 S
# i 2
«Q
# -=- Kontrolle (#) o
© Aldo (*) 10
0 2 4 6 0 2 4 6
Zeitin h Zeitin h Zeitinh

Abbildung 4-16: Pre-miR-Gehalt im Actinomycin D-Zeitverlauf (publiziert in ). HA-VSMCs
wurden zuerst fiir 20 h mit 10 nM Aldosteron und anschlieBend mit Actinomycin D (5 mg /1) fir 1 h, 3 h
und 6 h inkubiert (A). Fir beide pre-miRs war ein signifikanter Abbau messbar, welcher jedoch
unabhéngig von der Inkubation war (B). Die U6 snRNA wurde als interne Kontrolle mitbestimmt,

unterlag jedoch selbst einem zeitlichen Abbau (B). N =3,n=4-5

Pre-miR-29b-1 zeigte dabei einen schnelleren Abbau als pre-miR-29b-2. Unter
Kontrollbedingungen war der Gehalt an pre-miR-29b-2 nach 6 h um das 2,93-fache
(ACq = -1,55; SEM = 0,33) reduziert, wahrend jener der pre-miR-29b-1 sogar um das
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4,12-fache (ACq = -2,04; SEM = 0,27) verringert war (Abb. 4-16 B, links und Mitte).
Ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollzellen und jenen, welche durch

Aldosteron stimuliert wurden, war jedoch nicht nachweisbar.

4.2.3 Aldosteron beeinflusst die Stabilitat reifer miR-29b

Wie bereits unter 4.1 gezeigt, handelt es sich bei miR-29b um eine miR, die durch
Aldosteron reguliert wird. Um naher zu erforschen Uber welche Wege das Steroid-
hormon die reife miR-29b und deren Familienmitglieder beeinflusst, wurden, wie

bereits bei den pri- und pre-miRs, Actinomycin D-Versuche durchgefuhrt (Abb. 4-17).

miR Gen pri-miR pre-miR reife miR

Abbildung 4-17: Schema der miRNA-Reifung. Der Fokus lag hierbei auf der reifen miR.

Als erster Versuchsansatz wurden HA-VSMCs fiir 1 h mit Actinomycin D inkubiert und
anschlieBend fur 24 h mit 10 nM Aldosteron stimuliert (Abb. 4-18 A). Bei der RNA-
Analyse wurde nachgewiesen, dass die Mengen an miR-29a wie auch miR-29c nach
Actinomycin D-Behandlung nur marginal verandert waren (Abb. 4-18 B, links und
rechts). Hinsichtlich der miR-29b konnte durch den RNA-Synthese-Blocker der
Aldosteron-abhangige, reduzierende Effekt aufgehoben werden (Abb. 4-18 B, Mitte).

(A) ActD + Aldo

-1h Oh 24h



Ergebnisse und Diskussion

(B) miR-29a miR-29b miR-29c
11 - 2 0 -1 11 -2
5 T| @ 5
=3 D- o 1 L, & o o
(&) 2) (&) Bl (&) [3)
< 0 +H-1 > = 0 +H-1=
o < O < 0
< = < = < =]
@ J_ @ @
-L (] 2. L il D J_ (1]
T <
'1 ] L) '2 T ] '1 L} ] '2
ActimomycinD - + - + - A
(pre-Inkubation)
Aldo + + + + + +

Abbildung 4-18: Gehalt an reifen miRs nach Actinomycin D-Vorinkubation (publiziert in *?). HA-
VSMCs wurden mit 5 mg / | Actinomycin D fir 1 h vorinkubiert und anschlieend additiv fur weitere 24
h mit 10 nM Aldosteron stimuliert (A). Fir die miR-29a- und miR-29c-Mengen zeichnete sich kein
signifikanter Effekt weder durch Aldosteron noch durch Actinomycin D mit Aldosteron ab. Einzig der
miR-29b-Gehalt wurde durch Aldosteron reduziert. Eine Actinomycin D-Vorbehandlung der Zellen lieR

diesen Effekt verschwinden (B). N = 4; n = 5-6.
Im folgenden Versuch wurden die glatten Gefamuskelzellen mit 10 nM Aldosteron
vorinkubiert und anschlieRend mit Actinomycin D behandelt. Nach 0 h, 1 h, 3hund 6 h

wurde RNA isoliert (Abb. 4-19 A).
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Abbildung 4-19: Gehalt reifer miRs im Actinomycin D-Zeitverlauf (publiziert in ). HA-VSMCs
wurden zuerst fiir 20 h mit 10 nM Aldosteron und anschlieBend mit Actinomycin D (5 mg /1) fir 1 h, 3 h
und 6 h inkubiert (A). Der Nachweis der reifen miRs zeigte, dass die Konzentrationen an miR-29a, wie
auch von miR-29c, unbeeinflusst von Aldosteron waren und Uber den gemessenen Zeitraum relativ
konstant blieben (B). Im Vergleich dazu zeigte miR-29b einen Aldosteron-spezifischen Abbau (B). N = 3;

n=>5
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Die Mengen an reifer miR-29a zeigten einen stabilen Verlauf wahrend der gemessenen
6 h. Die Kontrollzellen sowie die Aldosteron-behandelten HA-VSMCs zeigten in der
miR-29a-Expression keine signifikanten Unterschiede zur 0-Linie (Abb. 4-19 B, links).
Ein &hnlicher Verlauf zeigte sich fur die miR-29c-Mengen. Nach Zugabe von
Actinomycin D blieben sie tber 6 h stabil, unabhangig von der Inkubation (Abb. 4-19
B, rechts). Als einziges Mitglied der miR-29-Familie zeigte miR-29b einen Aldosteron-
abhangigen Abbau nachdem die RNA-Neusynthese durch Actinomycin D gehemmt
wurde (Abb. 4-19 B, Mitte). Besonders 3 h nach Actinomycin D-Behandlung zeigte
miR-29b eine signifikant verringerte Expression um das 1,90-fache (ACq = -0,93; SEM
+ 0,35) verglichen zu Kontrollzellen. Deren miR-29b-Gehalt lag nach 3 h beim 1,01-
fachen (ACq = -0,01; SEM = 0,51) des Ausgangswerts. Allgemein blieb miR-29b in
DMSO-behandelten Zellen tber die gemessenen 6 h &ulerst stabil (Abb. 4-19 B, Mitte).
Als interne Kontrolle wurde die 18S rRNA, wie bei den pri-miRs beschrieben,
verwendet, da diese keinem Abbau unterlag.

4.2.4 Aldosteron reduziert miR-29b ausschlief3lich im Zytosol

Durch Kern-Zytoplasma-Zellfraktionierung wurde ermittelt, in welchem Kompartiment
die Mitglieder der miR-29-Familie durch das Steroidhormon Aldosteron vorrangig

beeinflusst werden.

Wie in Abbildung 4-20 A (links und rechts) dargestellt, zeigte Aldosteron keinen
Einfluss auf die Verteilung von miR-29a bzw. miR-29c¢ zwischen Kern und Zytoplasma.
Die Menge an miR-29b hingegen wurde als einziges Mitglied der miR-29-Familie
signifikant um das 2,19-fache (AACq = -1,13; SEM % 0,27) im Zytoplasma reduziert
(Abb. 4-20 A, Mitte). Im Nukleus war kein Aldosteroneffekt auf die miR-29b-
Konzentration nachweisbar. Um zu belegen, dass die Fraktionierung von Kern und
Zytoplasma erfolgreich verlaufen war, wurden zum einen die Laktat-Dehydrogenase
(LDH)-Aktivitat gemessen (Vorkommen im Zytosol) und zum Anderen die U6 SnRNA
detektiert, da diese vorrangig im Nukleus lokalisiert ist. Wie aus Abbildung 4-20 B
(links) hervorgeht, sind nur 4,4 % (SEM = 0,51 %) an LDH-Aktivitdt im Nukleus
nachweisbar, verglichen zum Zytoplasma. Hinsichtlich der UG6-Verteilung wurde

gemessen, dass zwischen Kern und Zytosol in der qPCR zirka zwei Zyklen Unterschied
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bestanden (4-20 B, rechts). Demnach war in der Kernfraktion zirka viermal mehr U6
vorhanden als in der zytosolischen Fraktion. Beide Fraktionierungsnachweise belegen

somit, dass die Trennung der Kompartimente erfolgreich verlief.
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Abbildung 4-20: Einfluss von Aldosteron auf die Verteilung der miR-29-Familie zwischen Kern
und Zytoplasma. Die Menge an miR-29a und miR-29c blieben nach Aldosteronstimulation im Kern und
Zytoplasma unverdndert. Demgegeniber wurde der miR-29b-Gehalt einzig im Zytoplasma signifikant
reduziert. Im Kern wurde keine Anderung der miR-29b-Menge detektiert (A). Um zu belegen, dass die
Fraktionierung erfolgreich war, wurde zum einen die Aktivitit von zytosolischer Laktat-Dehydrogenase

bzw. die im Kern lokalisierte U6 bestimmt (B). N = 3-4; n = 6-8

4.2.5 Diskussion

Wahrend der miR-Reifung gibt es verschiedene Prozessierungsebenen, welche durch
Regulatorproteine beeinflusst werden konnen. Um zu untersuchen (ber welchen

Mechanismus Aldosteron die miR-29b reduziert, wurden die Intermediate der miR-
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Reifung bezilglich ihrer Steroidhormon-Regulation untersucht. Versuche, in denen
zusatzlich der Hemmer der RNA-Neusynthese, Actinomycin D, eingesetzt wurde,

sollten Aufschluss Gber genomische bzw. nicht-genomische MR-Effekte geben.
Aldosteron hat keinen Einfluss auf das primare Transkript

Wie in Tabelle 4-1 aufgelistet, zeigte Aldosteron weder allein, noch in Kombination mit
einer blockierter Transkription (durch Actinomycin D) einen Einfluss auf die primdren
Transkripte (pri-miRs). Der Aldosteron-aktivierte MR wirkt demnach nicht als Trans-
kriptionsfaktor an den zwei potenziellen miR-29b-enthaltenden Clustern. Darauf
deuteten auch die Transkriptmengen an miR-29a und miR-29c hin. Beide miRs werden
zwar mit miR-29b co-transkribiert, werden durch Aldosteron jedoch nicht verringert
(siehe 4.1.3). Daraus wird geschlossen, dass die Regulation in der weiterfiihrenden

Prozessierung der primaren Transkripte erfolgen muss.

Tabelle 4-1: Ubersicht Giber miR-29-Intermediate der Reifung beziiglich verschiedener Aldosteron-
stimulationen ohne bzw. mit Actinomycin D.

Inkubation pri-miR-29 pre-miR-29b  reife miR-29b
Aldosteron (Aldo) PN ! !
Actinomycin D — Aldo — - PN
Aldo — Actinomycin D - > l

Aldosteron verringert das Vorlaufer-Transkript nur, wenn die RNA-Neusynthese

stattfinden kann

In der né&chsten miR-Reifungsstufe zeigten die beiden pre-miRs eine signifikante
Reduktion durch Aldosteron. Blockierte man jedoch die RNA-Neusynthese vor oder
nach Aldosterongabe verschwand der Hormon-abhéngige Effekt (Tab. 4-1). Die
Aktivitat des Mikroprozessor-Komplexes (Drosha-Komplex), welcher pre-miRs aus pri-
miRs generiert, kann durch verschiedene Effektormolekile, wie DEAD-box Helikasen,
p53 oder SMAD-Proteine signifikant erhdht werden ***7217>17¢ ‘\\eitere Regulatoren
wie TDP-43 oder LIN-28 beschleunigen ebenfalls die miR-Reifung indem sie mit dem
Drosha- wie auch dem Dicer-Komplex interagieren ***. Durch die zytoplasmatische
RNase Il Dicer, im Komplex mit den Cofaktoren TRBP und PACT, wird die
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Prozessierung von pre-miR zu reifer miR katalysiert **°. RBM3, ein RNA- bindendes
Protein, sowie MCPIP1, eine durch Entzindung induzierte Nuklease, wurden als
spezifische Dicer-Regulatoren identifiziert **>'¥”. Ein Einfluss von Aldosteron auf die
durch Drosha bzw. Dicer katalysierten Prozessierungsschritte ist in unserem Fall aus
den folgenden Grinden unwahrscheinlich. Hemmt man die RNA-Synthese vor
Aldosterongabe, ein Fall in dem das Steroidhormon ausschlieBlich nicht-genomisch
wirken kann, war keine Anderung im pre-miR-Gehalt nachzuweisen. Folglich ist dieser
Aldosteronmechanismus auszuschlieBen. Erfolgte die Aldosteronstimulation vorher,
konnten Uber die transkriptionelle MR-Wirkung potenziell Proteine exprimiert werden,
welche die pri-miR- bzw. die pre-miR-Prozessierung steuern. Die anschlieRende
Blockierung der Transkription zeigte den MR-Effekt auf den RNA-Abbau und schlof}
direkte genomische MR-Effekte auf die pre-miRs aus. Wirde der aktivierte MR
Drosha-regulierende Proteine beeinflussen, missten die pre-miR-Mengen erhoht bzw.
reduziert sein. Gabe es eine MR-abhé&ngige Regulation des Dicer-Komplexes, so wiirde
man einen erhdhten oder verminderten Umsatz der pre-miRs erwarten. Da in beiden
Actinomycin D-Versuchen keine signifikant verdnderten pre-miR-Konzentrationen
detektiert wurden, wird geschlussfolgert, dass beide Prozessierungsschritte Aldosteron-
unabhéngig ablaufen. Eine Hypothese, warum die pre-miRs durch Aldosteron allein
reduziert sind, ist in einer Verschiebung des Fliel3gleichgewichts zwischen pre-miRs
und reifer miR-29b zu finden. Da miR-29b einem verstarkten Abbau unterliegt, wird

mehr pre-miR zu reifer miR prozessiert um das Gleichgewicht zu wahren.

Die Aldosteron-abhangige Verringerung der reifen miR-29b enthélt eine genomische

Komponente

Die Menge an reifer miR-29b, als Endprodukt der miR-Reifung, wird durch Aldosteron
reduziert. Wie der Versuch mit Actinomycin D-Vorinkubation zeigte, konnte eine miR-
29b-Reduktion aufgrund einer nicht-genomischen MR-Wirkung auch hier, wie bei allen
anderen Intermediaten, ausgeschlossen werden, da die miR-29b-Konzentration
unveréndert blieb (Tab. 4-1). Konnte das Steroidhormon jedoch einige Stunden wirken
und erst danach wurde die RNA-Neusynthese blockiert, so erfolgte eine selektive
Reduktion der miR-29b-Menge wie unter Aldosteronstimulation allein. Es ist bereits
bekannt, dass ein Uridin-reiches Element an Position 9 - 11 fiir den schnellen Abbau der

miR-29b verantwortlich ist ?3. Grundlegend ist beschrieben, dass miRs auferst stabil
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sind und Halbwertszeiten zwischen 28 h und 220 h haben kénnen ?®>?°®. Eine hohe
Stabilitat konnten wir fur alle Mitglieder der miR-29-Familie unter Kontroll-
bedingungen sowie fur miR-29a und miR-29c nach Aldosteronstimulation bestatigen.
Einzig die miR-29b-Menge wurde nach Inkubation mit dem Steroidhormon verringert.
Daraus wird geschlussfolgert, dass der Aldosteron-aktivierte MR in seiner Wirkung als
Transkriptionsfaktor direkt oder indirekt ein miR-29b-Bindeprotein steuert, welches die
Halbwertszeit der miR-29b selektiv beeinflusst. Dabei konnte es sich um eine
verminderte Expression eines miR-29b-stabilisierenden Proteins handeln bzw. um eine
erhdhte Expression miR-29b-spezifischer Ribonukleasen. Ein Beispiel fur ein miR-
spezifisches Stabilisierungsprotein ist das QKI. Es wurde fiir miR-20a in humanen
Zellen identifiziert, wobei andere miRs des gleichen Cluster einem Abbau unterlagen
29 Dem, durch unsere Daten nachgewiesenen, selektiven Abbau der miR-29b kénnte
ein vergleichbarer kontroverser Mechanismus zugrunde liegen, der selektiv die
Stabilitat von miR-29b senkt anstatt erhoht.

Aldosteron verringert den miR-29b-Gehalt im Zytoplasma

Untersuchungen zur subzelluldren Regulation reifer miRs durch Aldosteron sollten
weiteren Aufschluss Uber eine potenzielle Kompartimenten-Spezifitat geben. Wie die
Nachweise von LDH und U6 snRNA belegten, konnten wir Zellkern und Zytoplasma
glatter Gefalmuskelzellen erfolgreich trennen. Es ist bekannt, dass miR-29a
hauptsachlich im Zytoplasma vorliegt, wohingegen sich ein Grofteil der miR-29b im
Zellkern befindet. Ein spezielles Hexanukleotid am 3° terminalen Ende der miR-29b ist
dabei fiir den Kernimport verantwortlich *°. Ein miR-29b-selektives Cargoprotein,
CRM1, welches den Transport zwischen Kern und Zytoplasma vermittelt, konnte
ebenfalls identifiziert werden #°. Wir konnten nachweisen, dass Aldosteron den miR-
29b-Gehalt ausschlieBlich im Zytoplasma um zirka die Halfte reduziert. Im Zellkern,
wo hohere Konzentrationen an miR-29b zu erwarten waren, zeigte sich kein Effekt, was
auf eine Zytoplasma-spezifische Regulation hinweist. MiR-29a, die als vorwiegend im
Zytoplasma vorliegend beschrieben wurde, zeigte keine Aldosteronabhangigkeit, genau

wie miR-29c.
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Potenzieller Mechanismus der miR-29b-Regulation

Um unsere Erkenntnisse zur Regulationsebene der miR-29b zusammenzufassen, wurde
eine Hypothese erstellt wie Aldosteron die Stabilitat reifer miR-29b beeinflusst. In

Abbildung 4-21 ist diese schematisch dargestellt.
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Abbildung 4-21: Schema der potenziellen miR-29b-Regulation.

Dabei wirkt der Aldosteron-aktivierte MR Kklassisch als Transkriptionsfaktor an der
DNA, wobei nicht-genomische Effekte fur die miR-29b-Regulation ausgeschlossen
werden konnen (Schritt 1). Er reguliert dabei nicht die Transkription der miR-29b-Gene
(Schritt 2), sondern beeinflusst direkt oder indirekt die Expression eines miR-29b-
selektiven Proteins (Schritt 3). Es ist anzunehmen, dass ein spezifisches miR-

Stabilisierungsprotein reduziert bzw. ein miR-Destabilisierungsprotein erhéht wird.
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Dieses Protein fuhrt zur selektiven Reduktion zytoplasmatischer miR-29b in glatten
Gefalmuskelzellen (Schritt 4). Im Ende fihrt der verstarkte Abbau reifer miR-29b zu
einer Verschiebung des FlieBgleichgewichts, wodurch auch pre-miR-29b-1 und -29b-2

einem erhohten Abbau unterliegen (Schritt 5).

4.3 Wirkung von miR-29b auf den Phanotyp glatter
GefalRmuskelzellen

Der MR verandert in seiner pathologischen Funktion aktiv die Gefallhomoostase.
Diesbezuglich war es wichtig zu untersuchen, ob die Aldosteron-abhdngige miR-29b
ebenfalls einen Einfluss auf Remodeling-Prozesse aufweist. Wichtige Faktoren, die im
Krankheitsverlauf verandert sein kénnen, sind neben der Bildung extrazellularer Matrix,
die Zellmotilitat, das Zellwachstum beziliglich Zellgrofie und Proliferation sowie das
Zelluberleben. Dies sind alles Parameter, welche im Verlauf der Entdifferenzierung
(auch Phénotyp-Wechsel oder phenotypic switch genannt) glatter GefaBmuskelzellen
beeinflusst sein kénnen. Im folgenden Abschnitt wurde durch Uberexpression bzw.
Inhibierung der miR-29b der Einfluss dieser miR auf den phenotypic switch glatter

GefaBRmuskelzellen naher untersucht.

4.3.1 MiR-29b reduziert Komponenten der extrazellularen Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) besteht hauptsachlich aus Faserkomponenten und
Grundsubstanz und ist im Interzellularraum lokalisiert. Die Grundsubstanz wird
vorwiegend aus Glykosaminoglykanen, Glykoproteinen (z.B. Fibronektin) und
Adhésionsproteinen gebildet. Die Fasern hingegen bestehen aus verschiedenen
Kollagenen und Elastin. Um zu untersuchen welchen Einfluss miR-29b auf diese
Komponenten hat, wurden Kollagen I, I1l, IV und Fibronektin als Marker fir die

extrazellulare Matrix ausgewéhlt und untersucht.

4.3.1.1 mRNA-Gehalt

Wie aus der Literatur bereits bekannt ist, besitzen die untersuchten Komponenten der
extrazellularen Matrix eine miR-29b-Zielsequenz in ihrem 3'UTR. Eine Regulation

dieser Bestandteile durch miR-29b speziell in glatten GefaBmuskelzellen wurde jedoch
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noch nicht erforscht. Der mRNA-Gehalt an Kollagen I, 111, IV und Fibronektin wurde
mittels gPCR ermittelt.
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Abbildung 4-22: MiR-29b beeinflusst die mRNA-Menge von diversen Kollagenen und von
Fibronektin (publiziert in **). In A7r5 Zellen sowie HA0SMCs zeigte ein Uberschuss an miR-29b eine
reduzierende Wirkung auf EZM. Eine Inhibierung der miR-29b resultierte in einer Erhdhung der
Kollagen IV-mRNA in A7r5 Zellen (A) und der Fibronektin-mRNA in HA0SMCs (B). N = 4-5; n = 4-16

In A7r5 Zellen wurden durch eine erhohte Menge an miR-29b die Kollagen I-, 111- und
Fibronektin-mRNAs signifikant reduziert (Abb. 4-22 A). Die mRNA-Menge von
Kollagen | wurde dabei um das 1,52—fache (AACq = -0,60; SEM % 0,20) gesenkt und
von Kollagen 111 um das 1,37-fache (AACq = -0,46; SEM = 0,11). Der mRNA-Gehalt
an Fibronektin wurde durch miR-29b-Mimic signifikant um das 1,46-fache (AACq = -
0,55; SEM = 0,08) reduziert. Demgegenuber zeigte eine Inhibierung der miR-29b einzig
einen Effekt auf die Kollagen IV-mRNA. Ihr Gehalt wurde um das 1,90-fache (AACq =
0,93; SEM = 0,24) signifikant erhoht (Abb. 4-22 A).

Neben den Untersuchungen der A7r5 Zellen wurden auch lentiviral transfizierte
HA0SMCs beziiglich EZM-mRNA analysiert. Dabei zeigte sich, dass die mRNAs aller
Kollagene sowie von Fibronektin durch eine miR-29b-Uberexpression signifikant
reduziert wurden (Abb. 4-22 B). Durch die stabilere lentivirale Uberexpression erreichte
man zirka dreifach stirkere Effekte verglichen zu den transient transfizierten A7r5
Zellen. Bezogen auf die verschiedenen Komponenten wurden Reduktionen von 2,50—
fach (Kollagen 1) bis 5,80-fach (Kollagen IV) erreicht (Abb. 4-22 B). Die Transfektion
eines Decoy-Inhibitors zeigte keinen Einfluss auf die drei untersuchten Kollagene.
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Einzig die mMRNA-Menge von Fibronektin wurde auf das 2,03-fache (AACq = 1,02;
SEM # 0,17) erhéht (Abb. 4-22 B).

Die direkte Gegeniberstellung der Zelllinie glatter GefaBmuskelzellen A7r5 und den
priméren humanen glatten GefalBmuskelzellen HAoSMC zeigte somit qualitativ ver-
gleichbare Effekte.

4.3.1.2 MiR-29b — mRNA Duplexbildung

Um zu analysieren, wie stark die Bindung der miR-29b an ihr Zieltranskript des
jeweiligen extrazelluldren Matrixproteins ist, wurden in silico miR-29b — mRNA-
Duplexe generiert (RNA-Hybrid-Tool der Uni Bielefeld; http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnahybrid/submission.html) (Abb. 4-23). Der mfe-Wert (minimum free
energy) gibt die jeweilige Bindungsenergie zwischen miR-29b und der mRNA an. Je
negativer der Wert, desto starker ist die Bindung.
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Abbildung 4-23: Duplexbildung der miR-29b mit dem 3'UTR der Zieltranskripte. Die Sequenz der
miR-29b ist in Grin, die des jeweiligen 3°UTRs des Zieltranskripts in Rot dargestellt.

Kollagen | weist von den vier untersuchten Matrixprotein-mRNAs, die hochste

Bindungsenergie im Heteroduplex auf und bindet miR-29b komplementéar tber 17



Ergebnisse und Diskussion

Nukleotide. Die geringste Bindungsenergie besteht zwischen miR-29b und Kollagen IV.
Verglichen zueinander liegen die Bindungsenergien jedoch in einem vergleichbaren

Wertebereich da sie maximal 5,4 kcal/mol auseinander liegen.

4.3.1.3 Protein-Gehalt

Um Aussagen Uber die Protein-Expression diverser Kollagene und von Fibronektin
treffen zu kdnnen, wurden ELISAs durchgefiihrt. Dabei wurde mit dem ZellUberstand

gearbeitet, da es sich bei Kollagenen und Fibronektin um sekretorische Proteine handelt.
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Abbildung 4-24: MIiR-29b beeinflusst die Proteinmenge diverser Kollagene und Fibronektin
(publiziert in ). Kollagen I, 111, IV und Fibronektin wurden beziiglich ihrer miR-29b-Abhangigkeit in
AT7r5 Zellen sowie in HA0SMCs untersucht. In A7r5 Zellen waren alle untersuchten extrazellularen
Matrixkomponenten signifikant reduziert, wenn miR-29b im Uberschuss in den Zellen war. Durch den
miR-29b-Inhibitor war lediglich Kollagen 1V als Protein signifikant erhoht. Bei den lentiviral
transfizierten HA0SMCs zeigten alle Kollagene eine signifikant verminderte Expression durch einen
erhohten miR-29b-Spiegel. Durch Inhibierung der miR-29b waren die Kollagen Ill und IV-Proteine
verstarkt exprimiert. N = 4-6 ; n = 11-36

Durch die Transfektion von 30 nM miR-29b-Mimic wurden alle untersuchten extra-
zelluldren Matrixkomponenten in A7r5 Zellen signifikant reduziert. Bei den Kollagenen
verzeichnete man eine Abnahme von 28,7 % (SEM = 4,5 %) bei Kollagen I, 39,4 %
(SEM = 3,5 %) bei Kollagen Il sowie 23,6 % (SEM = 4,7 %) bei Kollagen 1V. Die
Proteinmenge an Fibronektin sank um 22,4 % (SEM = 3,3 %) (Abb. 4-24 A). Um zu
untersuchen, ob eine Inhibierung der miR-29b den gegensétzlichen Effekt erzielt,

transfizierte man einen spezifischen Inhibitor. Einzig Kollagen 1V wurde um 15,6 %
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(SEM = 7,1 %) erhoht in Resonanz auf die verminderte miR-29b-Menge. Die Expres-
sionsniveaus aller anderen analysierten Komponenten blieben unveréndert (Abb. 4-24
A).

In den lentiviral transfizierten HA0oSMCs wurden vergleichbare Effekte wie in den
transient transfizierten A7r5 Zellen erreicht. Die Uberexpression der miR-29b reduzierte
die Proteinmenge aller untersuchten Kollagene. Fir Kollagen | wurden somit 36,3 %
(SEM = 5,5 %), fiir Kollagen 111 41,7 % (SEM = 10,2 %) und fur Kollagen 1V 22,3 %
(SEM = 6,3 %) weniger Protein gemessen (Abb. 4-24 B). Inhibierung der miR-29b
durch einen Decoy erhohte die Expression von Kollagen Il um 101,5 % (SEM * 26,5
%) sowie von Kollagen IV um 50,0 % (SEM = 6,8 %). Fibronektin zeigte weder auf
miR-29b-Uberexpression (-5,4 % + 11,6 %) noch -Inhibierung (54,2 %, SEM + 30,1 %)
signifikante Verédnderungen (Abb. 4-24 B).

4.3.1.4 Diskussion

Kommt es zu einer krankhaften Vermehrung extrazelluléarer Matrix so spricht man von
einer Fibrose, welche das Gewebe des betroffenen Organs verhdrtet und im fort-
geschrittenen Stadium die Organfunktion einschrankt. Der anti-fibrotische Einfluss von
miR-29b ist in diversen Geweben, wie Niere, Herz, Gefalen aber auch Lunge und Leber
bekannt. Dabei sind die Gene verschiedener extrazellularer Matrixkomponenten, wie
Kollagene, Laminin y1, Fibrillin, Elastin, Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP-2) sowie
Integrin Bl potenzielle Zieltranskripte von Mitgliedern der miR-29-Familie. Eine
verminderte renale Fibrose konnte bereits direkt auf eine gesteigerte miR-29b-

Konzentration zuriickgefiihrt werden 2°

. Weiterhin wurde im Mausmodell belegt, dass
eine tubulointestinale Fibrose mit reduzierter miR-29b-Menge einhergeht. Diese
spezifische Reduktion der miR-29b wurde durch TGF-B- und SMAD3-Signalwege
vermittelt 2%, Vergleichbare Effekte wurden auch im Herzen nachgewiesen, wo TGF-B
wie auch geringe miR-29b-Konzentrationen die Entstehung von Fibrose fordern
229267288 1n der Aortenentwicklung von Mausen halt miR-29b diverse extrazellulare
Matrixkomponenten gering und schiitzt so vor Remodeling ?*°. Des Weiteren spielt
miR-29b in der Pathologie des abdominalen Aortenaneurysma (AAA) eine wichtige

Rolle. Durch eine erhohte miR-29b-Expression und resultierender Verminderung
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verschiedener Matrixproteinen ist die Festigkeit und Stabilitdt der Gefallwand

beeintrachtigt und die Entstehung eines AAA wird begiinstigt %"%%%,

Durch unsere Daten kénnen wir die beschriebene anti-fibrotische Wirkung der miR-29b
auf VSMCs erweitern. Unsere Uberexpressionsversuche stiitzen zudem die Studien zu
AAAs, da eine erhdhte miR-29b-Menge die Proteine von Kollagen I, 11l und IV in
priméren humanen VSMCs reduziert und somit zur Destabilisierung der Gefallwand
beitragen kann. In der A7r5 Zelllinie wurde zusétzlich das Fibronektin-Protein
verringert. Ergdnzend konnte gezeigt werden, dass miR-29b in humanen VSMCs die
mRNA aller untersuchten Kollagene sowie Fibronektin 2- bis 4-fach reduziert.
Betrachtet man diesbeziiglich die Heteroduplex-Bildung, der 3°UTRs mit miR-29b, so
scheinen die d&hnlichen Bindungsenergien zu einem vergleichbaren Abbau der
verschiedenen extrazelluldaren Matrix mRNAs zu fuhren. Weiterhin kann man anhand
der Daten ausschliel3en, dass es sich bei der miR-Regulation um eine Inhibierung der
Translation handelt, da in diesem Fall das Transkript noch immer nachweisbar waére.
Ein Abbau durch endonukleolytische Spaltung oder Deadenylierung ist fur die mMRNAs
der Matrixproteine wahrscheinlich.

Da unsere Versuche gezeigt haben, dass miR-29b durch pathologische Aldosteron-
konzentrationen reduziert wird, war es von Interesse miR-29b-Inhibitor-vermittelte
Effekte zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass die Proteine von Kollagen 111 und IV in
den priméren humanen VSMCs bis zu 100 % erhoht sind. In der A7r5 Zelllinie ist

Kollagen IV sowohl auf mRNA-, wie auch auf Proteinebene erhéht.
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Abbildung 4-25: Hypothese zur Regulation extrazellularer Matrix durch Aldosteron.

Kollagen 11 ist ein Fibrillen-bildendes Protein, welches vorrangig in der Lamina
fibroreticularis vorzufinden ist. Kollagen 1V hingegen bildet ein Faser-Netzwerk und ist
ausschlieBlich in der Basallamina exprimiert. Basallamina und Lamina fibroreticularis
bilden zusammen die Basalmembran, welche das Endothel zu tieferen Gewebsschichten
hin abtrennt. Kommt es zur vermehrten Bildung und Sezernierung der beiden
Kollagene, so ware eine signifikante Verdickung der Basalmembran die Folge. Der
Stoffaustausch und die  Kommunikation zwischen Endothel und glatten
Gefallmuskelzellen wéren gestort und konnten zur Entwicklung vaskuldrer
Erkrankungen beitragen. Eine durch Aldosteron-vermittelte miR-29b-Reduktion wiirde
so effektiv pathologische Remodeling-Prozesse in GefélRen unterstiitzen (Abb. 4-25).
Der Einsatz von miR-29b-Mimics zur Behandlung von Fibrose im Menschen wird

derzeit in praklinischen Studien intensiv erforscht >,

4.3.2 MiR-29b vermindert die Motilitat glatter Gefalimuskelzellen

Die Motilitat glatter GefalBmuskelzellen ist ein weiterer wichtiger Aspekt in der
GefaBpathologie, da sie dadurch zelluldre Liicken erreichen und ausfillen kénnen. Um
die verschiedenen Parameter einzeln zu untersuchen, welche bei der Zellmotilitat
mitwirken, wurden sie mittels Wundheilungs-Assays, Migration (Einzelzellanalyse)

sowie hinsichtlich der Adhérenz glatter Muskelzellen analysiert.

4.3.2.1 Wundheilungs-Assays

Mit Hilfe des Wundheilungs-Assays wird die F&higkeit von Zellen untersucht einen
zellfreien Raum zu besiedeln. Die Versuche wurden in Serum-haltigem Medium
durchgefuhrt, um so nah wie moglich physiologische Bedingungen widerzuspiegeln.
Hierbei spielen neben der Migration auch die Zellproliferation und das Zellvolumen
eine Rolle. Diese Parameter wurden unter 4.3.2.2. und 4.3.3.1. untersucht.

Mittels transient transfizierter A7rS Zellen wurde der ,,Liickenschluss® nach verschie-
denen Zeitpunkten und in Abh&ngigkeit von miR-29b gemessen. Dabei ergab sich, dass
Zellen mit Uberschuss an miR-29b, den zellfreien Spalt nicht so schnell schlieRen

konnten wie mit scramble-miR transfizierte Kontrollzellen. Demgegenuber waren mit
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miR-29b-LNA-Inhibitor transfizierte Zellen in der Lage die Licke schneller zu
schlieBen als die Vergleichsgruppe (Abb. 4-26 A).
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Abbildung 4-26: MiR-29b verlangsamt die Wundheilung bei A7r5 Zellen (publiziert in ). Mittels
Wundheilungsversuchen wurde gemessen, wie schnell die Zellen im Stande waren den zellfreien Raum
zu schlieBen. Verglichen mit Kontrollzellen (scramble) war der Wundverschluss bei Zellen mit miR-29b-
Uberschuss langsamer und deutlich schneller bei Zellen, wo miR-29b inhibiert wurde (A). Die
Zusammenfassung mehrerer Messungen ergab, dass diese Effekte (ber einen Zeitraum von 48 h
signifikant waren (B). N =3-12; n=13-37

Die Auswertung mehrerer Versuche bestatigte die durch Abbildung 4-26 A aufgestellte
Hypothese. Wéhrend Kontrollzellen binnen 6 h bereits 17,71 % (SEM * 1,28 %) der
Flache bedeckt hatten, waren es bei den mit miR-29b-Mimic transfizierten Zellen nur
6,93 % (SEM = 0,08 %). Dieser Effekt zeichnete sich auch nach 24 h und nach 48 h
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signifikant ab (Abb. 4-26 B). Die Inhibierung der miR-29b zeigte einen gegensétzlichen
Einfluss. Der miR-29b-LNA-Inhibitor bewirkte, dass die Zellen bereits nach 6 h 21,93
% (SEM = 1,05 %) der zellfreien Flache bedeckt hatten. Genau wie nach 6 h, so war
dieser Effekt auch nach 48 h signifikant gegentiber den Kontrollzellen (Abb. 4-26 B).

4.3.2.2 Migration (Einzelzellanalysen)

Um die Migration der Zellen separat zu untersuchen wurden Einzelzell-Tracking-
Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden lentiviral transfizierte HAoSMCs verwendet, bei
welchen man durch einen roten Fluoreszenzfarbstoff unterscheiden konnte, welche
Zellen den lentiviralen Plasmid aufgenommen hatten und somit eine miR-29b-
Spezifikation exprimierten (Tab. 4-2, obere Zeile). Untransfizierte Zellen wurden

ebenfalls vermessen und als negative Kontrolle verwendet.

Tabelle 4-2: Migrationswege der lentiviral transfizierten HA0SMCs (publiziert in *?). Als Trans-
fektionsnachweis wurde Crimson (roter Fluoreszenzfarbstoff) als Kontrolle co-exprimiert. Rot leuchtende
Zellen wurden in ihrer Migration nachverfolgt (Overlay-Bilder). Untransfizierte, nicht leuchtende Zellen
wurden als Kontrolle ebenfalls vermessen. Die Routen zeigten deutlich, dass Zellen, welche miR-29b
Uberexprimierten, binnen 4 h langsamer migrierten als solche, bei denen miR-29b inhibiert wurde.

miR-29b-Uberexpression miR-29b-Inhibitor

Transfektionsnachweis

Route der transfizierten
Zellen




Ergebnisse und Diskussion

Bereits bei den Migrationswegen zeigten sich eindeutig gegensétzliche Effekte der miR-
29b-Uberexpression im Vergleich zur miR-29b-Inhibierung. Zellen die einen Uber-
schuss an miR-29b hatten, migrierten in 4 h bedeutend langsamer als Zellen, bei

welchen der miR-29b-Gehalt vermindert war (Tab. 4-2, untere Zeile).
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Abbildung 4-27: MiR-29b inhibiert die Migration lentiviral transfizierter HAoSMCs (publiziert in
2% Durch Uberexpression der miR-29b wurde die zuriickgelegte Wegstrecke der HA0SMCs stark
reduziert (A). Den gegensatzlichen Effekt konnte man bei Zellen verzeichnen, welche reduzierte
Konzentrationen an miR-29b aufwiesen. Im Vergleich zur Kontrolle wurde die Migration signifikant
beschleunigt (A). HA0SMCs, welche mit Kontrollplasmiden transfiziert wurden, zeigten keine
Verdanderungen im Migrationsverhalten (B). N = 5, n = 27-52

Innerhalb von 4 h migrierten untransfizierte HAoSMCs 183,5 um (SEM =+ 8,8 um), was
einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,78 pm / min entspricht (Abb. 4-27 A,
links). Im Vergleich dazu wurde die Distanz deutlich reduziert, wenn die Zellen miR-
29b Uberexprimierten. Binnen 4 h legten diese Zellen nur noch eine Strecke von 100,9
pum (SEM = 7,3 um) zuriick was einer Reduktion um 45,0 % gleich kam, verglichen zur
Kontrolle (Abb. 4-27 A, Mitte). Die Inhibierung der miR-29b hatte eine Erh6hung der
zuriickgelegten Wegstrecke zur Folge. Jene Zellen steigerten ihre Migration um 37,7 %
und legten damit eine Strecke von 252,7 um (SEM % 14,2 um) in 4 h zurlck. Dies
entsprach einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 1,08 pum / min (Abb. 4-27 A, rechts).

HA0SMCs, welche mit den gleichen Plasmiden, jedoch ohne miR-29b-Spezifikation,

transfiziert wurden, zeigten kein verdndertes Migrationsverhalten verglichen zu
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untransfizierten Zellen (Abb. 4-26 B). Die migrierten Wegstrecken lagen hier zwischen
187,9 um (SEM = 15,7 um) fiir die Kontrolle der Uberexpression und 213,8 pm (SEM

+ 12,3 um) fir die Inhibitor-Kontrolle in den gemessenen 4 h.

4.3.2.3 Adhéarenz

Die Adharenz von glatten Gefamuskelzellen ist ein weiterer Faktor, der die Motilitat
beeinflusst. Zellen heften sich vor allem mit der Leitkante ihren Lamellopodien an und
ermdglichen so eine Fortbewegung 2%°. Um effizient zu migrieren, muss ein stetiger
Wechsel zwischen Anheftung und Ablésen der Zell-Untergrund-Kontakte stattfinden
30 Um die Adhdrenz von A7r5 Zellen in Abhangigkeit von miR-29b zu bestimmen,
wurden 24 h nach der Transfektion je 60000 Zellen pro Petrischale angesat. Nach 6 h, in
denen sich die Zellen an den Untergrund anheften konnten, wurden sie gewaschen und

anschlieBend ihre Zellzahl bestimmt.
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Abbildung 4-28: Anzahl haftender A7r5 Zellen 6 h nach
Ansaat. Je 60000 A7r5 Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion angesét und die Zahl an haftenden Zellen nach 6 h
im Casy Zellzdhler ermittelt. Bei den mit scramble-miR
transfizierten Kontrollzellen wurden im Durchschnitt 36473
Zellen gemesssen, wéhrend bei den mit 29b-Mimic bzw. LNA-
Inhibitor Transfizierten nur 27393 bzw. 26287 Zellen anhafteten.
N =3-10; n = 9-24

A Adhédrenz
(% vs. Kontrolle)
)
<

-30
* Die Analyse ergab, dass Zellen, welche einen Uber-

40 \0' .\é ‘@' schuss an miR-29b aufwiesen, eine signifikant
géé&o&@\& \(\(\@ verringerte Adhérenz um 25,6 % (SEM + 55 %)
6"" go’\}y zeigten. Bei Zellen mit verringertem miR-29b-Gehalt
6.\g:q' hafteten 18,0 % (SEM % 7,1 %) weniger Zellen als in

der Kontrollgruppe, was jedoch nicht die Signifikanz
erreichte (Abb. 4-28). Diese Werte zeigen deutlich, dass eine bestimmte Konzentration
an miR-29b fir die Adhdrenz entscheidend ist.

4.3.2.4 Diskussion

Ein wichtiges Merkmal entdifferenzierter VSMCs, wie sie unter pathologischen
Bedingungen vorzufinden sind, ist eine beschleunigte Motilitdt. Besonders fir die
Entstehung von Arteriosklerose ist bekannt, dass sekretorische VSMCs aus der Media

in die Intima einwandern kénnen und dadurch die Bildung von Plaques férdern 2.
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Welche Rolle miR-29b in den verénderten Eigenschaften dieser VSMCs spielt, sollte
hinsichtlich der Zellmotilitat untersucht werden.

Durch Wundheilungsversuche zeigte sich, dass eine erhbhte miR-29b-Menge bereits
nach 6 h die SchlieBung der zellfreier Flache verzogert, eine miR-29b-Inhibierung
jedoch diesen Prozess beschleunigt. Auch wenn die Versuche in Serum-haltigem
Medium stattfanden und die SchlieBung des zellfreien Raums daher von Migration und
Proliferation abhing, war nach 6 h noch kein Proliferationseffekt zu erwarten. Demnach

war der Unterschied nach 6 h ausschlieBlich auf die Migration zurtickzufuhren.

Um eindeutigere Aussagen Uber die Migration treffen zu kénnen, wurden Einzelzell-
Trackings durchgefuhrt, in denen primére humane VSMCs mit nachweisbar hoher bzw.
geringer miR-29b-Konzentration einzeln verfolgt wurden. Als Kontrollen dienten
untransfizierte Zellen und solche, die mit Plasmiden ohne miR-29b-Spezifikation
(Kontrollplasmide) transfiziert wurden. Verglichen zu beiden Kontrollgruppen wurde
die Migration durch miR-29b-Uberexpression um 45 % reduziert, wohingegen eine
Inhibierung der miR-29b die Migration um 38 % beschleunigte. Diese inverse
Korrelation zwischen Migration und miR-29b-Menge erklart die Effekte der Wund-
heilungsversuche. Eine vergleichbare Regulation wurde in multiplen Myelomzellen

nachgewiesen, wo eine gesteigerte miR-29b ebenfalls die Migration beeintrachtigte .

Ein pro-migratorischer Effekt der miR-29b wurde in human Brustkrebszellen belegt %2
In VSMCs fordert oxLDL die miR-29b-Expression sowie die Migration, wobei der
direkte Zusammenhang der zwei Effekte nicht gezeigt wurde 2°. Die miR-29b-
abhangige Migration scheint anhand dieser Studien ein komplexer und Zelltyp-
spezifischer Prozess zu sein, der nicht vereinheitlicht werden kann. Fir VSMCs kénnen
wir jedoch Klar definieren, dass eine reduzierte miR-29b, wie es durch Aldosteron
induziert werden kann, die Migration erh6ht und damit zum Remodeling beitragen

kann.

Um effizient migrieren zu kénnen ist ein Gleichgewicht aus Anheftung und Abldsen der
VSMCs notwendig. Unsere Untersuchungen zur Adhérenz glatter Gefalmuskelzellen
zeigten, dass ein Uberschuss an miR-29b die Adhérenz signifikant reduzierte. Unsere
Daten stiitzend, wurde in Nierenzellen durch hohe miR-29b-Mengen Integrin B1, ein

wichtiges Adhadsionsmolekiil, vermindert exprimiert, was potenziell die Anheftung der
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Zellen beeintrachtigt®. Eine Inhibierung der miR-29b zeigte in unsere Zellen keinen
signifikanten Effekt auf die Adhésion, sodass wir schlussfolgern, dass die Adhdrenz
keinen Einfluss auf Aldosteron-vermittelte Gefalverédnderungen hat und weiterhin auch
nicht in die miR-29b-induzierten Unterschiede der Wundheilungsversuche involviert ist.
Die Regulation der Zell-Anheftung scheint sich in VSMCs klar von der in Krebszellen
zu unterschieden, wo Zellen mit hoher Adhdrenz eine erhéhte Konzentration an miR-
29b aufweisen 2%,

4.3.3 MiR-29b reguliert die Proliferation glatter Gefamuskelzellen,
lasst die Zellgrofde jedoch unbeeinflusst

Im Prozess der Zellvermehrung (Proliferation) ist ein enges Zusammenspiel aus

Zellteilung sowie GrolRen- / Volumenzunahme der Zelle Vorraussetzung. Zur naheren

Charakterisierung der VSMCs wurden Proliferation sowie ZellgroRe als einzelne

Parameter, beztglich ihrer Abhéngigkeit von miR-29b, untersucht.

4.3.3.1 Proliferation

Um die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen zu bestimmen, wurde die Zellzahl nach
0 h (Ausgangswert), 24 h und 48 h mit Hilfe des CASY Zellzéhlers ermittelt.

Bei den mit miR-29b-Mimic transfizierten A7r5 Zellen zeichnete sich bereits nach 24 h
eine signifikant hohere Zellzahl ab verglichen zur Kontrolle. Hier lag die Proliferatios-
rate 28,3 % (SEM * 6,9 %) hoher als bei den mit scramble-miR transfizierten Zellen
(Abb. 4-29). Nach 48 h waren sowohl bei den Zellen mit miR-29b-Uberschuss als auch
bei jenen, welche eine geringere miR-29b-Menge aufzeigten, eine signifikant erhohte
Zellzahl messbar. Wahrend die Proliferation von den mit miR-29b-Mimic transfizierten
Zellen um 175,4 % (SEM % 17,9 %) anstieg, erhohte sich die Proliferation bei den miR-
29b-LNA-Inhibitor-Zellen um 122,0 % (SEM = 8,3 %) verglichen zum Ausgangswert
(Abb. 4-29).

Abbildung 4-29: Ein verénderter
*kk

200~ scramble Gehalt an miR-29b férdert die
O3 miR-29b-mimic T Proliferation (publiziert in #?). Die
] — AT7r5 Zellen zeigten eine gesteigerte
== 150 miR-296-LNA Inhibiter * Proliferation sowohl bei
S f Uberexpression (24 h und 48 h) als
= % 100+
w -
N £ g
<R
~ 501
0_

1
24 h 48 h



Ergebnisse und Diskussion

auch bei Inhibierung der miR-29b (48 h). N = 3-10; n = 9-26

4.3.3.2 Zellgrolie

Die ZellgroRe wurde durch Ermittlung des mittlere Durchmesser von A7r5 Zellen sowie
von HA0SMCs unter Verwendung des CASY Zellzéhlers ermittelt. Die dargestellten

Werte wurden 72 h nach der Transfektion und 48 h nach der Einsaat generiert.

(A) A7r5 (B)  HAosMC (transient)
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Abbildung 4-30: MiR-29b zeigt keinen Einfluss auf die ZellgréRe (publiziert in *®). Bei den A7r5
Zellen (A) sowie bei den HAoSMCs (B) hatte eine Uberexpression bzw. eine Inhibierung der miR-29b
nach 48 h keinen Effekt. N = 3-10; n = 9-26

Weder bei den A7r5 Zellen noch bei den HA0oSMCs war ein miR-29b-abhangiger
Effekt erkennbar. Wéhrend die A7r5 Zellen einen Durchmesser zwischen 22,0 um und
22,4 pum aufwiesen, waren die priméren HAoSMC Zellen Kkleiner. Ihr Durchmesser lag
zwischen 20,1 pm und 20,6 pm, unabhdngig von der miR-29b-Konzentration.
Zusammenfassend kann man sagen, dass miR-29b weder eine Hyper- noch eine

Hypotrophie glatter GefaBmuskelzellen ausléste (Abb. 4-30).

4.3.3.3 Diskussion

Zellproliferation definiert sich zum einem uber die Zellteilung, wie auch Uber eine
Zunahme in der Zellgrolie, auch Hypertrophie genannt. Eine gesteigerte Proliferation ist

ein wichtiges Merkmal dedifferenzierten glatter GefaBmuskelzellen des sekretorischen
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Phanotyps. Deswegen sollte der Einfluss von miR-29b auf das Zellwachstum néher

charakterisiert werden.

Eine Uberexpression der miR-29b zeigte nach 24 h wie auch nach 48 h eine gesteigerte
Proliferation glatter GefaBmuskelzellen. In VSMCs, in welchen miR-29b inhibiert
wurde, detektierte man ebenfalls eine erhthte Proliferation, jedoch erst nach 48 h.
Demnach besteht zwischen miR-29b und der VSMC-spezifischen Proliferation ein
nicht-linearer Zusammenhang, in dem hohe wie auch geringe miR-29b-Konzentrationen
die Zellvermehrung begiinstigen. Dieser Gegensatz und die Zeitverzdgerung zwischen
den miR-29b-Effekten lassen verschiedene intrazelluldre Regulationswege vermuten.
Wie aus diversen Krebszelllinien bekannt ist, wirkt miR-29b proliferationshemmend,
weswegen diese miR in malignem Gewebe oft stark reduziert ist *'"*®. Dabei sind
Zellzyklus-steuernde Proteinkinasen, wie CDK6 oder CDK42, Zieltranskripte der miR-
29b. Durch eine verminderte Expression von CDK42 und p85a aktiviert miR-29b p53,
einen Tumorsuppressor, welcher an der Kontrolle des Zellzyklus, der Apoptose und der
DNA-Reparatur beteiligt ist >?®*, Ein Einfluss von miR-29b auf die Proliferation tber
die Kontrolle von CDKs ware auch fur unsere Zellen vorstellbar, muss jedoch in
weiterfihrenden Studien belegt werden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine reduzierte
miR-29b-Menge unter physiologischen Bedingungen die Proliferation glatter GefaR-
muskelzellen langfristig erhéhen und dadurch zu Remodeling-Prozessen im

Kreislaufsystem beitragen kann.

Bezliglich der ZellgroBe wurde in Mausen mit pathologischer linksventrikuléaren
Hypertrophie gezeigt, dass unter diesen Bedingungen miR-29b konstant bleibt, wéhrend
miR-29a und miR-29c reduziert werden 2*°. Fiir VSMCs konnten wir bestatigen, dass
miR-29b keinen Einfluss auf die Zellgrofle hat und ein direkter Zusammenhang

zwischen beiden auszuschlieflen ist.

4.3.4 MiR-29b verschiebt das Verhaltnis zwischen Nekrose und
Apoptose

Der Zelltod ist ein weiterer wichtiger Parameter, der in Remodeling-Prozesse involviert

ist und in zwei Arten unterschieden wird. Wahrend die Nekrose einen pathologischen

Zelluntergang darstellt, spricht man bei der Apoptose vom physiologischen oder
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programmierten Zelltod. Beide Arten wurden hinsichtlich ihrer Abh&ngigkeit von miR-
29b untersucht.

4.3.4.1 Nekrose

Als Marker fir die Nekrose wurde die Menge an Laktat-Dehydrogenase (LDH)
gemessen. Dabei handelt es sich um ein ubiquitdr vorkommendes zytoplasmatisches
Enzym, was durch seinen Umsatz von NADH verhéltnisméafig leicht nachweisbar ist.
Geht eine Zelle in die Nekrose, so werden ihre zytoplasmatischen Bestandteile
freigesetzt. Der direkte Vergleich zwischen LDH-Aktivitat im Zelluberstand und im
Zelllysat gibt daher Aufschluss tiber den Nekrose-Status einer Zelle.

Unter Beachtung, dass Aldosteron eine Verringerung der miR-29b-Menge hervorruft,
zeigten unsere Ergebnisse eine gesteigerte LDH-Freisetzung nach Aldosteronstimula-
tion wie auch durch den miR-29b-Inhibitor (Abb. 4-31 A). Durch Aldosteron stieg die
LDH-Aktivitat um 17,4 % (SEM % 9,7 %), durch den Inhibitor um 15,4 % (SEM = 6,5
%) signifikant an. In den A7r5 Zellen wie auch in den lentiviral transfizierten
HA0SMCs zeigte sich ein leichter, jedoch signifikanter, anti-nekrotischer Effekt bei
miR-29b-Uberschuss. In den A7r5 Zellen sank das LDH um 12,5 % (SEM + 2,7 %) und
in den HA0SMCs um 25,3 % (SEM = 5,1 %) signifikant ab (Abb. 4-31 A, B).
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Abbildung 4-31: MiR-29b wirkt leicht anti-nekrotisch in glatten Gefalimuskelzellen (publiziert in
2%%) LDH-Messungen in A7r5 Zellen und HA0SMCs wiesen auf einen leicht anti-nekrotischen Effekt der
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miR-29b hin. Wéahrend Aldosteron und der miR-29b-Inhibitor in A7r5 Zellen zu einer leichten Erhdhung
der LDH-Konzentration flihrten, zeigte sich eine dezente Verringerung durch miR-29b-Mimic (A). H,O,
(2,5 mM) wurde als Positiv-Kontrolle der Nekrose verwendet (A). In den lentiviral transfizierten
HAO0SMCs zeigte eine Uberexpression wie in den A7r5 Zellen einen anti-nekrotischen Effekt, wihrend
der Inhibitor keine Verdnderung bewirkte (B). N = 4-15; n = 12-69

Der miR-29b-Inhibitor hatte keinen Einfluss auf die Nekrose in HA0SMCs. Als Positiv-
Kontrolle wurden A7r5 Zellen mit 2,5 mM Wasserstoffperoxid stimuliert, was eine
LDH-Zunahme von 373,6 % (SEM + 22,2 %) im Zelluberstand zur Folge hatte. Im
direkten Vergleich dazu waren die miR-29b-abhé&ngigen Effekte eher gering.

4.3.4.2 Apoptose

Um die Apoptose-Rate diverser Zellen zu beurteilen, wurde die Aktivitat von Caspase-3

in den Zelllysaten gemessen.

Durch Uberexpression der miR-29b zeigte sich in den A7r5 Zellen und den HAoSMCs
ein leichter pro-apoptotischer Effekt (Abb. 4-32 A, B). Dabei stiegen die Werte um 22,4
% (SEM % 9,8 %) in A7r5 Zellen und in lentiviral transfizierten HAoSMCs um 29,6 %
(SEM = 11,2 %) an. Waren A7r5 Zellen mit Aldosteron stimuliert, so stieg auch die
Apoptose moderat an, was vermuten lasst, dass der pro-apoptotische, wenn auch
geringe, Aldosteroneffekt (ber miR-29b-unabhangige Signalwege vermittelt wird. Die

Caspase-3-Aktivitat stieg in diesem Fall um 17,1 % (SEM = 11,2 %).
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Abbildung 4-32: MiR-29b zeigt einen leicht pro-apoptotischen Effekt in glatten GefaBmuskelzellen
(publiziert in *®). In A7r5 Zellen fihrten eine Aldosteronstimulation sowie ein miR-29b-Uberschuss zur
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geringen, jedoch signifikanten Zunahme an Caspase-3-Aktivitat. Eine miR-29b-Inhibierung zeigte keinen
Effekt im Gegensatz zu H,0, (2,5 mM), welches als Positiv-Kontrolle der Apoptose eingesetzt wurde
(A). Ein ebenfalls dezent pro-apoptotischer miR-29b-Effekt konnte in den lentiviral transfizierten
HA0SMCs gezeigt werden, wo die Caspase-3-Aktivitat bei miR-29b-Uberexpression anstieg und abnahm
wenn miR-29b inhibiert wurde (B). N = 4-15; n = 12-66

Ebenso wie bei der Nekrose diente die Inkubation mit 2,5 mM Wasserstoffperoxid als
Marker fiir den Zelltod. Hier zeigte sich eine Steigerung der Apoptose um 74,8 % (SEM
+ 22,5 %) verglichen zu Kontrollzellen (Abb. 4-32 A). Wie auch schon bei der Nekrose
nahm miR-29b nur moderat Einfluss auf die Apoptose und damit den physiologischen
Zelltod.

4.3.4.3 Diskussion

Um zu untersuchen welche Wirkung miR-29b auf den Untergang von VSMCs hat,
wurden Nekrose und Apoptose untersucht.

Bei der Nekrose erfolgt eine Schadigung der Zellstrukturen, wodurch Bestandteile des
Zytoplasmas freigesetzt werden. Als Folge werden Entzlindungszellen angelockt,
welche die Inflammation des Gewebes fordern. In den VSMCs konnte belegt werden,
dass eine Uberexpression an miR-29b die Freisetzung an LDH reduziert und eine
Inhibierung der miR-29b in A7r5 Zellen die Nekrose fordert. Aldosteron, welches miR-
29b spezifisch reduziert, fiihrte ebenfalls zu erhohter Nekrose glatter GefaRmuskel-
zellen, ein vergleichbarer Effekt der auch durch miR-29b-Inhibierung erreicht wurde.
Dennoch waren die Effekte verhéltnismaRig klein, da eine H,0,-Behandlung ein
weitaus hoéheres Mal} an Nekrose induzierte. In der Literatur wurde ein Zusammenhang

zwischen miR-29b und Nekrose bislang noch nicht beschrieben.

Die Apoptose ist verglichen zur Nekrose ein programmierter Zelltod, welcher laut
Definition das umliegende Gewebe nicht beeintrachtigt und keine Entziindungsprozesse
verursacht. Intrazellulére Proteasen, sogenannte Caspasen, vermitteln diesen gerichteten
Zelltod. Caspase-3 vermittelt gezielt die Chromatin-Kondensation wie auch die DNA-
Fragmentierung und ist eine ubiquitdr und quantitativ hdufig vorkommende Caspase,
weswegen sie in unseren Versuchen als Apoptose-Marker verwendet wurde *°*3%. In
VSMCs fuhrte eine hohe Konzentration an miR-29b zu einer erhdhten Aktivitat von
Caspase-3, wahrend eine Inhibierung in den Primérzellen die Apoptose reduzierte.

Verglichen zur H;O0,-Kontrolle zeigte miR-29b demnach einen leichten pro-
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apoptotischen Einfluss. Der Apoptose-fordernde Effekt von Aldosteron scheint
hingegen nicht durch miR-29b-Reduktion erklarbar zu sein und lasst zusatzliche
intrazellulare Regulationswege vermuten. Der pro-apoptotische Einfluss von miR-29b
wurde bereits in verschiedenen Tumorzelllinien beschrieben, wo Onkogene wie Mcl-1,
Tcl 1 oder der Transkriptionsfaktor Sp 1 als Zielgene der miR-29b bestétigt wurden. So
induziert eine hohe Mcl-1-Expression, wie es durch miR-29b-Reduktion hervorgerufen
wird, anti-apoptotische Effekte und tragt so zur Tumorprogression bei. Eine Uber-
expression der miR-29b in multiplen Myelomzellen hingegen verringert Mcl-1 und

282,303 Eine

wirkt pro-apoptotisch indem es die Caspase-3-Aktivierung fordert
vergleichbare inhibitorische Wirkung zeigt miR-29b beziglich Tcl 1 in chronischer
lymphatischer Leukamie 2. Ein weiteres Zielgen von miR-29b ist Sp 1, welches im
multiplen Myelom Einfluss auf das Zelliberleben hat und das Zellwachstum begunstigt.
Es wurde gezeigt, dass sich miR-29b und Sp 1 gegenseitig regulieren kénnen, wobei
eine miR-29b-Uberexpression das Zellwachstum inhibiert sowie die Apoptose fordert
2™' Diesen pro-apoptotischen Effekt der miR-29b aus Tumorzellen konnten wir fiir
glatte Gefalmuskelzellen belegen, wobei involvierte Regulatorproteine fiir diesen

Zelltyp noch nicht charakterisiert wurden.

Hinsichtlich ihrer Wirkung auf Nekrose und Apoptose, zeigte miR-29b eine Janus-
kopfige Regulation. Durch eine verringerte miR-29b-Expression, wie sie durch
pathologische Aldosteronkonzentrationen erreicht wird, begunstigt man die Nekrose
wohingegen die Apoptose verringert wird. Auch wenn die Quantitat der Effekte
vergleichsweise gering ist, konnte eine Verschiebung des Nekrose-Apoptose-Gleich-
gewichts zugunsten der Nekrose zur pathologischen Aldosteronwirkung in Gefalen
beitragen indem ein pro-inflammatorisches Milieu begunstigt wird. Wie durch Ma et al.
beschrieben wurde, sind die Transkripte von Interferon y und Interleukin-8 direkte
Zielgene von miR-29b, was die These einer entzindungshemmenden und anti-

nekrotischen Wirkung der miR-29b stiitzt 2",

4.3.5 Zusammenfassung des miR-29b-Einflusses auf den Phanotyp-
Wechsel glatter GefaBmuskelzellen

Der Phéanotyp-Wechsel (phenotypic switch) glatter GefaBmuskelzellen von kontraktil zu

sekretorisch ist ein Prozess, der vor allem wéhrend vaskularer Remodeling-Prozessen
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auftritt. Es ist bekannt, dass verschiedene miRs darauf Einfluss nehmen kdnnen. Am
besten beschrieben ist dabei das miR-143/145-Cluster. Ein Defizit beider miRs
beglnstigt den sekretorischen Phanotyp von VSMCs sowie den Verlust der
Kontraktionsfahigkeit. Ein reduzierter Blutdruck sowie eine gestorte Antwort auf
Gefalverletzungen konnte in Mé&usen mit miR-143/145-Doppelmutation nachgewiesen

werden 21%%° Die

Identifizierung von miR-29b, als Aldosteron-regulierte miR, hat
daher das Potenzial die pathologischen Effekte von MR/Aldosteron im Gefalisystem
naher aufzuklaren. Aufgrund dessen sollte der Einfluss von miR-29b in VSMCs

beziglich verschiedener Remodeling-Parameter untersucht werden.

Es konnte belegt werden, dass eine verringerte miR-29b-Konzentration den
sekretorischen Phénotyp glatter GefaBmuskelzellen fordert, indem vermehrt
extrazelluldre Matrix gebildet, die Migration beschleunigt, die Proliferation erhoht
sowie das Verhdltnis zwischen Nekrose und Apoptose zugunsten der Nekrose
verschoben wird (Abb. 4-33). Die Zelladhdrenz und die ZellgroRe scheinen durch

geringe miR-29b-Konzentrationen unbeeinflusst zu sein.

vsMmC
extrazelluldre T e loranresn TR Nekrose-
Matrix T igration ©* Adhédrenz <> roliferation ™  Zellgrole ¢ Apoptose-
Verhaltnis

Abbildung 4-33: Geringe miR-29b-Mengen beglnstigen den sekretorischen Phanotyp glatter
GefalRmuskelzellen.

Durch die Dedifferenzierung glatter Gefamuskelzellen verlieren die Zellen ihre
Fahigkeit zur Kontraktion. Sekretorische VSMCs fordern zudem das Remodeling von
GeféaBen. Reduzierte miR-29b-Konzentrationen wurden auch in undifferenzierten
skeletalen Muskelzellen nachgewiesen, in welchen TGF- eine Differenzierung
verhindert . In Osteoblasten fordert miR-29b ebenfalls den differenzierten Phanotyp
indem es anti-osteogene Faktoren inhibiert und die Produktion extrazelluldrer Matrix
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verhindert MiR-29b beginstigt demnach die Differenzierung verschiedener

Zelltypen, ein Effekt, den wir flir VSMCs bestétigen konnten.
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4.4 Aldosteron steigert die Migration glatter Gefalimuskel-
zellen durch Reduktion der miR-29b

Um zu Kklaren, ob die durch Aldosteron ausgeldsten pathologischen Prozesse tatséchlich
uber miR-29b vermittelt werden, wurden erneut Einzelzell-Migrationsexperimente
durchgefuhrt. Fir diese Versuche wurden HAoSMCs verwendet, welche mit 250 Viren
pro Zelle transfiziert wurden. Es galt zu klaren, welchen Effekt Aldosteron auf die
Migration glatter GefaBmuskelzellen hat und welche Rolle eine konstant hohe bzw.
geringe miR-29b-Menge dabei spielt.

4.4.1 Aldosteron beschleunigt die Migration

Die HA0oSMCs wurden bereits 24 h vor und wahrend der Messung mit 10 nM
Aldosteron stimuliert. Es zeigte sich, dass durch die Stimulation die Migration
untransfizierter Kontrollzellen signifikant erhoht wurde. Wéhrend HA0oSMCs, die mit
DMSO als Kontrolle inkubiert wurden, durchschnittlich 169,2 um (SEM = 5,0 um) in 4
h zurtck legten, migrierten Aldosteron-stimulierte Zellen 230,9 um (SEM % 6,4 um) im
gleichen Zeitfenster. Das entsprach einer zusatzlichen Wegstrecke von 61,7 pum und
damit einer Erhéhung um 36,5 % (Abb. 4-37). Damit wurde durch Aldosteron ein

vergleichbarer Effekt erzielt, wie durch eine Inhibierung der miR-29b.
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< Abbildung 4-34: Die Migration von VSMCs wird durch
= ] Aldosteron erhéht (publiziert in ). Durch Einzelzell-
£ 2004 Tracking-Analysen wurde gemessen, dass die Kontrollzellen
:' innerhalb von 4 h 169,2 um migrierten. Zellen welche mit 10
N nM Aldosteron stimuliert wurden, erreichten 230,9 um und
g 100 waren damit signifikant schneller. N = 12; n = 108-129
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4.4.2 Die Wirkung von Aldosteron wird durch Konstanthalten der
miR-29b aufgehoben

Der Effekt von Aldosteron wurde ebenso an lentiviral transfizierten HA0SMCs

gemessen, welche kontinuierlich hohe bzw. geringe Mengen an miR-29b exprimierten.
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Diese Untersuchungen ergaben, dass Uberexpression bzw. Inhibierung der miR-29b den
stimulierenden Aldosteroneffekt hinsichtlich der Zellmigration aufhoben. Die Weg-
strecke binnen 4 h betrug bei den Zellen, die miR-29b Uberexprimierten, 113,7 pum
(SEM £ 12,4 um) unter Kontrollbedingungen und 131,0 um (SEM % 8,9 um) bei
Aldosteron-stimulierten Zellen, was sich nicht signifikant unterschied (Abb. 4-38 A).
Ebenfalls kein Aldosteroneffekt war bei Zellen mit miR-29b-Inhibierung erkennbar.
Wahrend diese HA0SMCs unter DMSO-Inkubation (1 : 1000) durchschnittlich 264,1
um (SEM £ 13,5 pum) migrierten, wurde bei Aldosteron-stimulierten Zellen, welche
eine verringerte miR-29b-Menge aufwiesen, nur eine Erh6hung um 24,7 um (SEM =
17,4 um) erreicht (Abb. 4-38 A).
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Abbildung 4-35: Aldosteronwirkung auf die Migration spezifisch transfizierter HA0SMCs
(publiziert in ?*®). Der migrationsfordernde Effekt von Aldosteron wird durch ein Klemmen der miR-29b
auf hohem bzw. nierdigem Niveau aufgehoben (A). Die Zellen hingegen, welche zur Kontrolle ohne miR-
29b-Spezifikation transfiziert wurden, zeigten eine erh6hte Migration nach Aldosteronstimulation (B). N
=3,n=25-36

Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, welche mit Plasmiden ohne miR-29b-Spezifikation
transfiziert wurden, eine deutliche Antwort auf Aldosteron. In beiden Kontrollen
erhohte das Steroidhormon die Migration signifikant um 53,7 % bzw. 50,5 % (Abb. 4-
38 B). Aus diesem Datensatz lieR sich erkennen, dass die Aldosteron-induzierte
Migration glatter Gefalmuskelzellen durch miR-29b vermittelt wird.
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4.4.3 Diskussion

Das Steroidhormon Aldosteron ist ein bekannter Mediator von Remodeling-Prozessen
im Herz-Kreislaufsystem. Es wurde im Menschen gezeigt, dass hohe Aldosteron-
konzentrationen zu Herzhypertrophie sowie interstitieller Herzfibrose fuhren >,
Weiterhin konnte ein durch Aldosteron induziertes Remodeling im Rattenherzen sowie
GeféaBverdickungen und Entziindung durch Gabe von Spironolakton, einem MR-
Antagonisten, verhindert werden '*°, Wahrend dieser Prozesse nimmt Aldosteron
unter anderem Einfluss auf die Kollagenbildung, Inflammation, oxidativen Stress sowie
die Zellmotilitat. So steigert Aldosteron sowohl tber Expression von Osteopontin wie
auch durch Regulation von RhoA und Rho-assoziierter Kinasen die Migration glatter
GefaBmuskelzellen %%, Eine durch Aldosteron gesteigerte Migration um 36,5 %
konnten wir in human primdaren VSMCs (HA0SMCs) bestatigen, wodurch das
Steroidhormon potenziell das Remodeling in humanen GefaRen beglnstigt. Dieser
stabil nachzuweisende Effekt war Grundlage fir Untersuchungen, die klaren sollten, ob
Aldosteron die gesteigerte Motilitat ber eine miR-29b-Reduktion vermittelt. Dazu
wurden HA0SMCs lentiviral transfiziert, sodass die endogene miR-29b auf konstant
hohen (4,4-fach) bzw. konstant geringem Niveau (-10,1-fach) fixiert wurde. In beiden
Fallen bewirkte eine Aldosteronstimulation keine gesteigerte Migration der VSMCs,
wie sie unter Kontrollbedingungen nachzuweisen war. Betrachtet man die Daten der
miR-29b-Inhibierung sind jedoch zwei Falle mdglich. Zum einen ist es denkbar, dass
Aldosteron aufgrund des geringen miR-29b-Spiegels nicht mehr wirken konnte.
Zweitens konnten die Zellen bereits ihr Migrationslimit erreicht haben, wodurch ein
moglicher Aldosteroneffekt ebenfalls nicht sichtbar ware.

Aus den gewonnenen Daten wird geschlussfolgert, dass die Konzentrationen an miR-
29b so hoch bzw. gering waren, dass Aldosteron diese spezielle miR nicht mehr
regulieren konnte und dartiber keinen Einfluss mehr auf die Migration hatte. Demnach
ist bewiesen, dass Aldosteron eine gesteigerte VSMC-Migration tber eine Reduktion
der endogenen miR-29b bewirkt (Abb. 4-39).

vaskularer Stress VsMmC —> Migration P
durch Aldosteron
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Abbildung 4-36: Aldosteron bewirkt eine gesteigerte Migration glatter Gefalimuskelzellen durch
Reduktion der miR-29b.
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4.5 Erreichte Transfektionsmengen an miR-29b

4.5.1 ...in primaren humanen glatten GefaRmuskelzellen (HAoSMC)

Um Versuche nachzustellen, die so nah wie mdglich humane physiologische
Bedingungen widerspiegeln, ist die Verwendung primérer Zellen unumgénglich. Der
Nachteil gegentber etablierten Zelllinien liegt allerdings in der schwierigen
Handhabung und einer schlechten Transfizierbarkeit. Aufgrund dessen wurden die
primédren humanen aortalen glatten Gefamuskelzellen zum einen lentiviral und als
weiterer Ansatz mit einem Lipofektion-Transfektionsreagenz transfiziert (Fugene HD

von Promega).

Lentivirale Transfektion

In der lentiviralen Transfektion wurde ein roter Fluoreszenzfarbstoff (Crimson) als
Kontrolle verwendet, wodurch man transfizierte Zellen leicht bestimmen und
quantifizieren konnte (Tab. 4-3). Die Transfektionseffizienz betrug im ersten Trans-
fektionsansatz mit 200 MOI z 80 - 90 %, erkennbar an den rot leuchtenden Zellen. Im
zweiten Ansatz mit 250 MOI waren im Vergleich lediglich 30 — 60 % der Zellen
transfiziert (Tab. 4-3). Auf die quantifizierte Vitalitat und Morphologie der Zellen hatte

die Transfektion mittels Lentivirus keinen Einfluss.

Tabelle 4-3: Lentivirale Transfektion priméarer aortaler, glatter GefalRmuskelzellen (HAoSMC). Bei
der Transfektion von 200 Viren / Zelle wurden hohe Effizienzen von 80 — 90 % an transfizierten Zellen
gemessen. Wurden 250 Viren / Zelle transfiziert, erreichte man wesentlich geringere Ausbeuten an
transfizierten HAoSMCs. Eichskala = 50 pm

miR-29b Uberexpression miR-29b Inhibierung

200 Viren/ Zelle

Uberexpression der reifen miR-29b
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250 Viren / Zelle

Uberexpression der pre-miR-29b-1

Sobald eine stabile Transfektion erreicht war, wurde tber mehrere Passagen RNA
isoliert und die miR-29b- sowie die U6 snRNA-Menge als Kontrolle durch TagMan
gPCR quantifiziert. Die erreichten Expressionsniveaus an miR-29b nach Uber-

expression bzw. Inhibierung sind im Folgenden dargestellt.

(A) 200 Viren / Zelle (B) 250 Viren / Zelle
44 o - 16
1- - 2
3 o R

o Q o Q
O 0 - +-1 o O 04 - +/-1 ©
< ~2 < 5
< = < =

-1- L2 €« -2 -4 @

D (1]
* % -4- * %% i -16
'2 T T '4 T T
o @“Q o @‘9
2 R &? R
< O N O
R i ) <
© \J @ &
S S
& ® &
& & & &
& &

Abbildung 4-37: Erreichter Transfektionsgehalt an miR-29b in lentiviral transfizierten HA0SMCs.
Aus beiden Abbildungen ist ersichtlich, dass eine Uberexpression der miR-29b durch Klonierung der
reifen miR-29b (A) sowie auch der pre-miR-29b1 (B) zu einem Anstieg der endogenen miR-29b-Menge
fiihrte. Eine Inhibierung oder Abnahme der miR-29b-Menge wurde durch Transfektion eines Decoy-
Plasmids erreicht. Je mehr Viren pro Zelle zur Transfektion eingesetzt wurden, desto starker war die

Uberexpression bzw. die Inhibierung der miR-29b. N = 4-5, n = 5-7
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Im ersten Transfektionsdurchgang mit 200 Viren pro Zelle wurde mithilfe der
Uberexpression das 1,44-fache (AACq = 0,52; SEM =+ 0,4) des miR-29b-Gehalts
erreicht, verglichen zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu fiihrte die Inhibierung mittels
Decoy-Plasmid zu einer Reduktion der miR-29b-Menge um das 2,38-fache (AACq = -
1,25; SEM % 0,37) (Abb. 4-34 A). Wesentlich hohere Effekte konnten im zweiten
Transfektionsansatz nachgewiesen werden. So erzielte man durch Uberexpression der
pre-miR-29b und 250 Viren pro Zelle eine Erhéhung der miR-29b-Konzentration um
das 4,37-fache (AACq = 2,13; SEM % 0,51). Durch den Einsatz des héheren Virentiters
verringerte sich die Menge an miR-29b mittels Inhibierung um das 10,1-fache (AACq =
-3,34; SEM + 0,36) (Abb. 4-34 B).

Transiente Transfektion

Unter Verwendung eines Lipofektion-Transfektionsreagenzes (Fugene HD von
Promega) konnten die priméren glatten Gefalmuskelzellen erfolgreich transfiziert
werden. Durch 10 nM miR-29b-Mimic wurde der miR-29b-Gehalt auf das 19,1-fache
(AACq = 4,25; SEM = 0,17) erhoht. Der miR-29b-LNA-Inhibitor (10 nM) verringerte
die Menge an endogener miR-29b um das 13,2-fache (AACq = -3,72; SEM = 0,37)
(Abb.3-35).
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Abbildung 4-38: Erreichter Gehalt an miR-29b durch
Transfektion mit Fugene HD in HAoSMCs. Durch die
Uberexpression der miR-290 durch  Mimic  wurden
Konzentrationen vom 19,1-fachen (10 nM) der Kontrolle
erreicht. Der miR-29b-LNA-Inhibitor senkte die miR-29b-
Menge auf das 13,2-fache (10 nM) signifikant ab. N = 5; n = 5-
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45.2 ... in immortalisierten A7r5 Zellen

Bei den A7r5 Zellen handelt es sich um eine immortalisierte Ziellinie glatter
Gefallmuskelzellen aus der Aorta der Ratte. Die transiente Transfektion erfolgte mit

Fugene HD von Promega.

sxk Abbildung 4-39: Erreichter Gehalt an miR-29b
durch Transfektion mit Fugene HD in A7r5 Zellen.
Unter Nutzung von 30 nM miR-29b-Mimic wurde eine
3,2-fache Uberexpression der miR-29b erreicht. Der
antisense-Inhibitor (30 nM) zeigte keine signifikante
Reduktion der miR-29b-Menge, wohingegen der
LNA-Inhibitor den miR-29b-Gehalt um das 2,91-fache
reduzierte. N = 3, n = 8-9
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& & Inhibierung wurden je 30 nM der Oligo-

nukleotide eingesetzt. Durch miR-29b-Mimic

&“Q: erreichte man das 3,19-fache (AACq = 1,67,

SEM = 0,34) der endogenen Menge unter

Kontrollbedingungen. Durch Einsatz des antisense-Inhibitors erreichte man keine

signifikante Reduktion der miR-29b-Konzentration in A7r5 Zellen. Unter Einsatz eines

LNA-Inhibitors konnte der miR-29b-Gehalt hingegen um das 2,91-fache (AACq = -
1,54; SEM =+ 0,41) vermindert werden (Abb. 4-36).

4.5.3 Diskussion

In dieser Arbeit wurde sowohl die lentivirale wie auch die transiente Zelltransfektion
angewendet um verschiedene Mengen an miR-29b in den unterschiedlichen Zellen zu
erreichen. Bei der lentiviralen Transfektion von HAoSMCs wurde durch Transfektion
von 200 Viren / Zelle eine miR-29b-Regulation von 1,4- bzw. -2,3-fach erreicht, Werte,
wie sie auch unter physiologischen Bedingungen erreicht werden, z.B. durch
Aldosteron, welches miR-29b um das 1,5-fache reduziert. Die Daten zur extrazelluldren
Matrix-Synthese, die Migrationsversuche mittels Einzelzell-Tracking sowie die
Analysen zum Zelltod spiegeln daher sehr wahrscheinlich den physiologischen Zustand
in VSMCs wider. Konstante, deutlich hohere bzw. geringere Konzentrationen an miR-

29b, wie sie im 2. Durchgang erreicht wurden (4-fach bzw. -10-fach), eigneten sich fur
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Versuche, in denen die miR-29b-Konzentration konstant auf einem hohen bzw.
niedrigen Niveau fixiert werden sollte. Aldosteron konnte so keine Wirkung mehr auf
miR-29b vermitteln, was fir unsere weiterfiihrenden Migrationsanalysen von Nutzen
war. Ein groRer Vorteil der lentiviralen, verglichen zur transienten, Transfektion liegt in
der prézisen ldentifizierung transfizierter Zellen. Zusammen mit den miRs / Decoys
wird ein roter Fluoreszenzfarbstoff exprimiert, welcher transfizierte Zellen eindeutig
bestimmen lasst. In der transienten Transfektion hingegen sind lediglich Populations-

studien maglich.

Durch die transiente Transfektion von A7r5 Zellen wurden, wie auch durch die
lentivirale Transfektion des 1. Durchgangs der Primérzellen, vergleichbare Mengen an
miR-29b erreicht. Aus den eingesetzten Transfektionsmengen und den erreichten miR-
Spiegeln lasst sich schlieBen, dass miR-29b eine hdchst abundante miR in diesen glatten
Gefalmuskelzellen zu sein scheint. Aufgrund der Regulation im 3,2 bzw. -2,9-fachen
Bereich sind die in A7r5 Zellen durchgefuhrten Versuche gut vergleichbar mit den
erreichten Aldosteroneffekten auf miR-29b und erlauben Ruckschlusse auf die
pathophysiologische Rolle des Steroidhormons in GefaBmuskelzellen. Im Falle des
antisense-Inhibitors in A7r5 Zellen ist es wahrscheinlich, dass dieser zu einem Silencing
der miR flhrt und nicht zum Abbau, da ein miR-Nachweis immer noch moglich war.
Die Daten aus den Luciferase-Reporter-Assays bestatigten jedoch seine Wirksamkeit.
Weitaus hohere bzw. geringere Konzentrationen an miR-29b wurden durch die
transiente Transfektion in HA0SMCs erreicht (-13- bzw. 19-fache Verdnderung des
endogenen Gehalts). Sie wurden in der ZellgroRenbestimmung eingesetzt und zeigten

trotz der groRen Differenz zur physiologischen miR-29b-Konzentration keinen Einfluss.
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5 Zusammenfassung und Bedeutung

Ein durch das endogene Steroidhormon Aldosteron aktivierter Mineralokortikoid-
Rezeptors (MR) stellt ein wichtiges Regulatorsystem der Salz- und Wasserhomdostase
und damit des Blutdrucks im menschlichen Korper dar. Ein tUberaktiver MR bzw. eine
erhohte  Aldosteronkonzentration konnen dariber hinaus zu pathologischen
Remodeling-Effekten in Gefalen flhren. Klassischerweise wirkt der aktivierte MR als
Transkriptionsfaktor an Hormon-responsiven Elementen (HRES) seiner Zielgene. Der
nah verwandte Glukokortikoid-Rezeptor (GR) kann ebenfalls an diese Elemente binden,
ohne pathologische GefaRveranderungen zu bewirken, sodass zusatzliche MR-

Signalwege postuliert werden miissen.

Als einen moglichen molekularen Mechanismus fiir pathologische MR-Wirkungen
untersuchten wir die Expression von microRNAs (miRs). MiRs sind kleine endogene
RNA-Molekile, welche die Genexpression post-transkriptionell beeinflussen kénnen
und deren kritische Rolle in Herz-Kreislauf-Erkrankungen bereits beschrieben wurde.
Daher stellen sie potenzielle Regulatoren dar, welche die pathologischen MR /

Aldosteroneffekte erklaren kénnten.

Durch diese Arbeit konnte miR-29b als eine durch aktivierten MR verringert
vorkommende miR in glatten GefaBmuskelzellen in Kultur und in vivo, jedoch nicht in
Endothelzellen, identifiziert werden. Dieser Effekt war ausschliellich im Zytosol, nicht
aber im Nukleus, detektierbar. Die Tatsache, dass die Konzentrationen der zwei
primdren miR-29-Transkripte, sowie die der beiden weiteren miR-29-Familien-
mitglieder, miR-29a und miR-29c, durch Aldosteron unveréndert blieben, fihrt zu der
Schlussfolgerung, dass der MR keinen direkten Einfluss auf die Transkription der miR-
29b hatte. Weiterhin konnte durch Versuche mit einem Blocker der RNA-Neusynthese
(Actinomycin D) eine nicht-genomische MR-Wirkung auf die Reifung der miR-29b
ausgeschlossen werden. Einzig eine Aldosteroninkubation vor RNA-Neusynthese-
Hemmung zeigte einen spezifischen Abbau der reifen miR-29b und lasst schlie3en, dass
der MR die miR-29b-Stabilitat negativ beeinflusst. Wir vermuten, dass die Expression
eines miR-Stabilisierungs- oder -Abbauproteins reguliert wurde, wodurch die Stabilitat

der reifen miR-29b selektiv abnahm. Eine durch Aldosteron verringerte Konzentration
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an Vorlaufer-miRs (pre-miRs) liele sich dann durch eine Verschiebung des
FlieRgleichgewichts zwischen reifer miR und pre-miR erklaren (Abb. 5-1).

vaskularer Stress
durch Aldosteron

/¢ %\\
7 pri-miR-29 <> \
miR-29b <>

\
S Zytosol

extrazelluldre | Migration > | Proliferation Nekrose- Adharenz <>  ZellgroRe <>
Matrix Apoptose-
Verhaltnis T

Abbildung 5-1: Zusammenfassung der neuen Erkenntnisse. Pathologische MR-Aktivierung (10 nM
Aldosteron) bewirkt eine Reduktion der reifen miR-29b im Zytol glatter GefdBmuskelzellen, jedoch nicht
im Nukleus. Wahrend die priméren Transkripte unbeeinflusst sind, zeigen auch pre-miR-29b-1 und -2
eine Aldosteron-abhéngige Verringerung. Die beiden weiteren Mitglieder der miR-29-Familie, miR-29a
und miR-29c, sind hingegen unabhangig von Aldosteron. Eine reduzierte miR-29b-Menge beginstigt den
phenotypic switch glatter Gefalmuskelzellen, indem es die Bildung extrazellularer Matrix beglnstigt, die
Migration sowie die Proliferation erhoht und das Verhaltnis von Apoptose und Nekrose zugunsten des
parainflammatorischen Milieus verschiebt. Auf die Zelladhérenz und die ZellgréRe von VSMCs haben
reduzierte miR-29b-Konzentrationen keinen Einfluss.

Des Weiteren wurde die Rolle von miR-29b im phenotypic switch glatter GefaR-
muskelzellen untersucht. Eine verringerte miR-29b-Menge verursachte dabei eine
vermehrte Bildung an extrazellul&rer Matrix. Insbesondere die Zunahme von Kollagen
Il und 1V, welche in der Basalmambran und dem anschlieBendem Bindegewebe
(Lamina fibroreticularis) von GefaRen vorkommen, wurde in glatten GefaBmuskelzellen
nachgewiesen. Neben der allgemein gesteigerten Fibrosierung der Gefalwand, wiirde
eine Verdickung der Basalmembran die Kommunikation zwischen Endothel und
tieferen Zellschichten abschwéchen und so zusétzlich zum Remodeling beitragen.
Weiterhin wurde durch eine reduzierte miR-29b-Konzentration, wie es Aldosteron
bewirkte, die Migration und die Proliferation gesteigert, beides Merkmale des
undifferenzierten Phénotyps glatter GefaBmuskelzellen. Zudem begtnstigte ein geringer

miR-29b-Gehalt ein pro-entzindliches Zellmilieu, da es das Verhéaltnis zwischen
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Nekrose und Apoptose zugunsten des ungerichteten Zelltods verschob. Durch
nekrotische Zellen werden verschiedene Entziindungszellen angelockt, welche durch die
Ausschittung von Zytokinen eine Inflammation und letztendlich vaskuléres
Remodeling fordern. Zelladhdrenz sowie Zellhypertrophie sind ebenfalls im
Zusammenhang mit pathologischen GeféaRveranderungen bekannt, waren jedoch durch

geringe miR-29b-Mengen unbeeinflusst.

Unsere Migrationsanalysen lassen auf einen Zusammenhang zwischen erhohter MR-
Aktivierung, miR-29b und vaskuldarem Remodeling schlie}en. Dabei konnte Aldosteron
die Migration glatter Gefalmuskelzellen nur steigern, wenn es die endogene miR-29b
reduzieren konnte. MiR-29b ist demnach zumindest teilweise in die pathologischen
vaskularen Remodeling-Effekte von Aldosteron involviert. Durch diese Erkenntnisse
erlangt miR-29b eine zentrale Bedeutung in der Aldosteron-induzierten Entstehung von
Gefallerkrankungen und hat das Potenzial als Therapeutikum Anwendung zu finden.
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