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ZUSAMMENFASSUNG

Identifizierung und Charakterisierung von CREM-
SpleiBvarianten im murinen und humanen Herzen

Daniel Sebastian Kranick

In der Progression der Herzinsuffizienz spielen die p-adrenerge Stimulation und die
folgende Aktivierung des cAMP-abhangigen Signaltransduktionsweges eine wichtige
Rolle. Transkriptionsfaktoren wie CREM (cAMP Responsive Element Modulator) und
CREB (cAMP Response Element Binding Protein) regulieren die Transkription ihrer
Zielgene in Abhangigkeit von der Steigerung des cAMP-Levels. Das CREM-Gen besitzt
14 Exons und kann durch sechs intronische Promotoren eine Vielzahl von Isoformen
hervorbringen. Allerdings ist bisher wenig Uber das kardiale Expressionsmuster der
CREM-Isoformen bekannt; es wurde daher in dieser Arbeit in humanen und murinen
Herzen detailliert charakterisiert. Es konnten im murinen Herzen 17 und im humanen
Herzen 12 CREM-SpleiBvarianten identifiziert werden, von denen die Transkripte B-
y-H-Ib, B-F-H-Ia, ®2-C-E-F-H-Ia, y-H-Ia und H-Ia bisher nicht beschrieben wurden.
Eine repressorische Funktion der SpleiBvarianten auf die Transkription liegt nahe, da
in keinem nachgewiesenen Transkript eine vollstandige Transaktivierungsdoméane
vorhanden ist. Unter p-adrenerger Stimulation konnte eine charakteristische Kinetik
mit einem Anstieg der Expression nach 10 Stunden, gefolgt von einem starken Abfall
samtlicher untersuchter SpleiBvarianten im murinen Herzen beobachtet werden. Ein
Vergleich der Expression von CREM-SpleiBvarianten in Herzen von Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie mit nicht insuffizienten Spenderherzen zeigte eine
signifikante Induktion der SpleiBvariante B-H-Ib. Die erhobenen Daten belegen, dass
multiple CREM-Isoformen zur transkriptionellen Regulation der p-adrenergen
Stimulation am Herzen beitragen. Somit kann CREM vor allem durch die inhibitorische

Modulation der Genexpression an der Progression der Herzinsuffizienz beteiligt sein.
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1 EINLEITUNG

1.1 HERZINSUFFIZIENZ

.Bei der Herzinsuffizienz ist das Herz nicht mehr in der Lage, den Organismus mit
ausreichend Blut und damit mit genlgend Sauerstoff zu versorgen, um den
Stoffwechsel unter Ruhe- wie unter Belastungsbedingungen zu gewahrleisten.”
(16,49)

Diese pathophysiologische Definition der Herzinsuffizienz wird durch die
Kardinalsymptome Dyspnoe, Leistungsminderung und kardial bedingte
Odeme komplementiert. Die Symptome der Herzinsuffizienz sind vor allem
durch mangelndes Herzzeitvolumen (HZV) und ungentugenden vendsen
Rlckstrom (erhdhte Vorlast) gekennzeichnet (56).

Die Pravalenz der Herzinsuffizienz steigt mit fortschreitendem Lebensalter
(13,47), ihr Inzidenzgipfel findet sich in der siebten bis achten Lebensdekade
(16). Hierbei kann eine Vielzahl struktureller und funktioneller Stérungen
ursachlich fur eine Herzinsuffizienz sein. Die NHANES-I-Studie beschreibt die
Koronare Herzkrankheit, das Zigarettenrauchen und die Arterielle Hypertonie
als wichtigste Atiologien (44). Unter anderem werden auch nicht-ischdmische
Kardiomyopathien (z.B. Dilatative Kardiomyopathie) als Risikofaktoren fir die
Entwicklung einer chronischen Herzinsuffizienz angefthrt (16).

Die Einteilung der Herzinsuffizienz nach ihrem Schweregrad erfolgt durch die
Klassifikationssysteme der New York Heart Association (NYHA) und der
American College of Cardiology Foundation/American Heart Association
(ACC/AHA) (16).

Zu den pathophysiologischen Charakteristika der Herzinsuffizienz gehort es,
dass kein ausreichender mittlerer arterieller Druck (MAP) aufgebaut werden
kann. Dieser ist jedoch notwendig, um die erforderliche Gewebeperfusion
sicherzustellen. Uber den Frank-Starling-Mechanismus und neurohormonelle
Veranderungen wird ein absinkender MAP kompensatorisch erhdéht. Das
insuffiziente Herz mit systolischer Dysfunktion und erhéhter Vorlast antwortet

so aufgrund des Frank-Starling-Mechanismus mit einem erhdhten



Schlagvolumen (SV). Die Reaktion ist im Vergleich zum gesunden Herzen
allerdings wesentlich abgeschwacht (56).

Zunachst seien die Grundlagen der neurohumoralen Aktivierung und des
kardialen Remodellings bei chronischer Herzinsuffizienz erlautert.

Bei niedrigem MAP werden durch eine Aktivierung des sympathischen
Nervensystems die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin ausgeschittet
(56). Adrenalin wirkt u.a. als Agonist an ai-, a2-, Bi— und B,-Adrenozeptoren,
dies gilt auch fir Noradrenalin wobei hier die Affinitat zu p,—Adrenozeptoren
wesentlich groBer ist, als die flr B,-Adrenozeptoren. Das Arbeitsmyokard des
Herzens hat oai-,Bi— und B.-Adrenozeptoren. Die Aktivierung der
Bi—Adrenozeptoren wirkt sich positiv chronotrop, positiv inotrop, positiv
dromotrop und positiv lusitrop auf das Herz aus. ai-Adrenozeptoren
vermitteln am Herzen eine positiv inotrope Wirkung. Im Gesamtkreislauf
wirkt Noradrenalin hauptsachlich tber a-Adrenozeptoren vasokonstriktorisch
(5). Die Aktivierung von oi- und Bi;—Adrenozeptoren in den peripheren
GefaBen fuhrt zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) (56). Ein abnehmendes zirkulierendes Blutvolumen flihrt
Uber Barorezeptoren zur Ausschittung von Vasopressin (ADH) aus der
Neurohypophyse (5). Zusammenfassend wird durch die sinkende
Herzleistung ein Circulus vitiosus (siehe Abbildung 1) eingeleitet. Durch die
sinkende Durchblutung wird eine neurohumorale Antwort induziert, die
Herzkraft, Puls und Blutdruck erhdhen kann, aber auch schadliche Effekte
hervorruft. So wird durch GefaBverengung die Nachlast erhéht und durch die
sinkende Herzleistung kommt es zur steigenden Vorlast. Langfristig kommt
es zu einem schadlichen Umbau der Herzstruktur, dem kardialen
Remodelling. Diese Folgen der neurohumoralen Aktivierung bewirken auf
Dauer eine weitere Verschlechterung der Herzleistung.

Die Therapie der Herzinsuffizienz beruht auf mehreren Strategien, so gilt es
zunachst Risikofaktoren wie z.B. arterielle Hypertonie und Arteriosklerose zu
therapieren. Ist eine bestimmte Krankheit als wursachlich fir die

Herzinsuffizienz anzusehen, soll diese kausal therapiert werden (16).
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Abbildung 1: Circulus vitiosus bei verminderter kardialer

Auswurfleistung; Abbildung aus (5)

Abbildung 1 veranschaulicht die pharmakologischen Ansatze zur
Unterbindung der neurohumoralen Aktivierung. Dies ist mit einer
Prognoseverbesserung verbunden. Dabei finden folgende Wirkstoffklassen
Anwendung: ACE-Hemmer, Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten (AT:-
Rezeptor-Antagonisten), p-Adrenozeptor-Antagonisten (pB-Blocker), Diuretika
(auch Kaliumsparende Derivate) und Herzglykoside (5). B-Blocker steigern
die Uberlebensprognose signifikant. Die kardioprotektiven Effekte von B-
Blockern beruhen auf einem Antagonismus der langfristigen Folgeschaden
durch B-adrenerge Stimulation. Dadurch steigen die inotropen Reserven des
Herzens wieder an. Durch eine Senkung der Herzfrequenz (HF) kommt es zur
Verlangerung der Diastole und einem gesteigerten koronaren Blutfluss (70).
Auch wird durch eine geringere HF der kardiale Energieverbrauch gesenkt.
Ventrikuldren Arrhythmien wird vorgebeugt (5). Es werden kardiale B-
Adrenozeptoren hochreguliert und die Expression von G-Protein-gekoppelten
Rezeptorkinasen (GRKs) reprimiert (Resensitivierung) (70). Dem kardialen

Remodelling wird also vorgebeugt.



1.2 KARDIALES REMODELLING UND VERANDERTE
GENEXPRESSION BEI HERZINSUFFIZIENZ

Das kardiale Remodelling bei Herzinsuffizienz stellt eine durch
neurohormonelle und chronische, hamodynamische Umstellungen
hervorgerufene, komplexe und ultrastrukturelle Veranderung der
physiologischen Herzstruktur dar (30).

Katecholamine sowie Angiotensin II und Endothelin I aktivieren G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren. Gg-Proteine aktivieren die Phospholipase C (PLC),
sodass Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) gebildet werden.
Der gestiegene IPs-Spiegel induziert durch die Aktivierung des IP3-Rezeptors
eine intrazellulare Ca%*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
(71). Dies fuhrt u. a. Uber den Calcium/Calmodulin-CaMK-HDAC-Signalweg
und den Calcium/Calmodulin-Calcineurin-NFAT-Signalweg zu einer
Hypertrophie der Kardiomyozyten (9,71). Als Mediatoren der pathologischen
kardialen Hypertrophie dienen auch p38, die c-Jun-N-terminal-Kinase (IJNK)
und Teile der MAPK-Signalkaskade (71). Katecholamine aktivieren ebenfalls
durch Stimulation von Gs-Proteinen den cAMP-abhangigen Signalweg, Uber
den die Adenylylcyclase (AC) und somit die Proteinkinase A (PKA) aktiviert
werden (5,71). Die anschlieBende Phosphorylierung von Ziel-Proteinen wie
dem L-Typ Ca?*-Kanal, dem Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2), Phoshoplamban,
dem Myosin Binding Protein c und dem Protein Phosphatase Inhibitor-1 flhrt
zu einer gesteigerten Ca?*-Freisetzung und -Wiederaufnahme und wirkt
dadurch positiv inotrop und lusitrop. Die Hyperphosphorylierung des RyR2
durch anhaltende p-adrenerge Stimulation fuhrt zu Ca?*-Leckstrémen aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum, welche die Kontraktilitat beeintrachtigen
und zu kardialen Arrhythmien fiihren kénnen (72). Uber den Adenylylcyclase-
Signalweg kommt es langerfristig zu Kardiomyozytenapoptose und —nekrose
(71). Die Reexpression pro-apoptotischer embryonaler Gene fuhrt zu einer
Abnahme der kardialen Kontraktilitat. Zusatzlich versteift das Gewebe durch

eine Fibroblastenhyperplasie und gesteigerte Kollagensynthese (30).
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1.3 TRANSKRIPTIONELLE REGULATION DURCH CAMP

1.3.1 Der cAMP-abhdngige Signaltransduktionsweg

Die freigesetzten Katecholamine binden, wie in Abbildung 2 dargestellt, an G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), und stimulieren das Herz B-
adrenerg. Diese GPCRs sind jeweils mit einem heterotrimeren Gs-Protein
verbunden, dessen G.s-Untereinheit dissoziiert und die membrangebundenen
AC aktiviert. Daraufhin synthetisiert die AC zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP). Die
Erhdhung des cAMP-Spiegels fuhrt zur Aktivierung der PKA. Die PKA ist ein
tetrameres Holoenzym mit zwei regulatorischen und zwei katalytischen
Untereinheiten (22). Das cAMP bindet an die regulatorischen Untereinheiten,
woraufhin die katalytischen Untereinheiten vom Zytosol in den Nukleus
migrieren (87). Im Zellkern vermittelt die Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren, wie von CREB und CREM oder auch ATF-1 (Activating
Transcription Factor-1), die Modulation der cAMP-abhangigen Genexpression
(25).

Transkription von
CREM-Isoformen

Abbildung 2: Darstellung des Adenylyicyclase-Signalwegs mit Modulation der CREM-
Expression durch CREB; Nach p-adrenerger Stimulation aktiviert die Gus-Untereinheit des
Gs-Proteins (Gs) die Adenylylcyclase (AC). Diese synthetisiert daraufhin cAMP, das die
regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) bindet und deren katalytische
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Untereinheit zur Migration in den Nukleus anregt. Dort phosphoryliert die katalytische
Untereinheit cAMP-abhédngige Transkriptionsfaktoren, die anschlieBend die CRE-abhédngige
Transkription modulieren kénnen. Ein wichtiger Mechanismus der transkriptionellen
Aktivierung ist die hier dargestellte Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie

beispielsweise CREB.

1.3.2Die Familie der cAMP-abhdngigen Transkriptionsfaktoren

Die Transkriptionsfaktoren CREB (cAMP Response Element Binding Protein),
CREM (cAMP Responsive Element Modulator) und ATF-1 bilden aufgrund ihrer
konservierten, homologen Struktur (wie aus Abbildung 3 ersichtlich wird) eine
eigene Unterklasse von Transkriptionsfaktoren. Sie besitzen eine Basic-
Leucin-Zipper (bZIP)-Domane, mit deren basischen Residuen sie an die DNA
binden und Uber deren Leucin-Zipper-Region die Homo- und
Heterodimerisierung der Transkriptionsfaktoren vermittelt wird. Ein weiterer
Bestandteil dieser Proteine ist die Kinase-Inducible Domain (KID), die auch
als Phosphorylation-Box (P-Box) bezeichnet wird. Die glutaminreichen
Regionen vor und nach der KID, vermitteln eine Transaktivierung. Die PKA
phosphoryliert CREB an der KID und bewirkt damit die Transaktivierung der
Transkriptionsfaktoren (22). CREB, CREM und ATF-1 binden cAMP Responsive
Elements (CREs) in den Promotoren ihrer Zielgene. Die acht Basenpaare (bp)
umfassende, palindromische DNA-Konsensussequenz der CREs (TGACGTCA)
befindet sich oft innerhalb eines Abstandes von 100 bp zur TATA-Box (79).
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Q1 KID Q2 bZIP

2 W 4 a vy 7 8 9 w 11 12
crReB1 [ |[ | | [ P - 0 008 S
2932.3-934 a6 TAA |ATG TAA TAA TAA
B W C E F G Icer X/Y H la Ib
CREM 108 ] ] F [ |
10p12.1-pli.1 ATG  TAA ATG ATG TAA | TAG
ATF1 P - 00O S
12913 ATG TGA

Kinase-inducible domain (KID). CBP Interaktion
Q-rich domain, TAF135 Interaktion

Basic domain, DNA-Bindung

Leucine zipper domain, Dimerisierung
Vorzeitige Stop-Codons

|

Abbildung 3: Gegeniiberstellung der genomischen Organisation der cAMP-abhédngigen
Transkriptionsfaktoren CREB, CREM und ATF-1; Abbildung nach Mayr & Montminy, 2001
(75); Die Lokalisation innerhalb des humanen Genoms ist unterhalb des Gennamens
beschrieben. Die codierenden Abschnitte der Exons sind durch korrespondierende, farbige
Késten dargestellt. Ihre Zuordnung zu den entsprechenden funktionellen Domé&nen kann aus
der Legende entnommen werden. Zusétzlich sind Stopp- und Startcodons durch senkrechte

Striche gekennzeichnet.
1.3.3 CREM: cAMP responsive element modulator

1.3.3.1 Aufbau des CREM-Gens

Das humane CREM-Gen besteht aus 14 Exons und liegt auf dem kurzen Arm
von Chromosom 10 (10p12.1-p11.1, Abbildung 4) (1,42,112). Exons Eund F
kodieren fir die KID in der v. a. Serin!!’, aber auch zusatzliche Serin- und
Threoninresiduen, durch die PKA und andere Kinasen phosphoryliert werden
kdénnen (24,28,40). Dadurch kann die KID Uber das CREB-Binding-Protein
(CBP) mit der RNA-Polymerase II interagieren (42,79). Notwendig fur die
Transaktivierung sind auch die glutaminreichen Domanen t1 und 12, die von
Exons C und G kodiert werden. Sie tragen zur Transaktivierung bei, indem
sie mit Bestandteilen des basalen Transkriptionsapparates der RNA-
Polymerase wie z. B. TAF110 interagieren (8,40,50). Die Domane 12 wirkt
starker transaktivierend, als 11 (63). Die basische Region (BR) der bZIP-
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Domane wird von Exons H (5'-Anteil) und I (3'-Anteil) kodiert, wobei Exons
Ia und Ib fur die alternativen DNA-Bindungsdomanen (DBD I und DBD II)
kodieren (38,40,112). Die DBD I bindet mit geringerer Affinitat an CREs als
die DBD II. CREM-Isoformen kénnen uber ihre bZIP-Doméane untereinander
homo- und heterodimerisieren und mit CREB heterodimere Komplexe bilden
(63). Exon X (Exon ICER) ist in den inhibitorischen Inducible-cAMP-Early-
Repressor (ICER)-Isoformen vorhanden und Exon ¥ wurde zunachst in
complementary DNA (cDNA) humaner endometrialer Stromazellen entdeckt.
Exon W fuhrt, von P1 transkribiert, ein frihes In-Frame-Stoppcodon ein
(41,77). Die Transkription von CREM-mRNA wird durch sechs
unterschiedliche Promotoren reguliert, von denen der ICER-Promotor (P2)
und der smICER-Promotor (P6) cAMP-abhangig induziert werden kdnnen
(23,42,77,98). P2 enthalt vier CREs (auch benannt als CAREs fur cAMP-
Autoregulatory-Responsive-Elements) die jeweils im Tandem als zwei eng
benachbarte Paare organisiert sind (40,77). Im P6-Promotor ist ein Tandem
aus zwei CREs vorhanden, welches eine cAMP-und CRE-abhangige
Transkription ermdglicht (98). P1 wurde als GC-reich und konstitutiv-aktiv
beschrieben, P5 befindet sich vor Exon A und wurde zuerst in humanen T-
Zellen beschrieben (40,42,92). Die Isoformen, welche die Exons ®1 und ©2
enthalten, werden vom P3- und P4-Promoter ausgehend transkribiert
(23,42). Der Aufbau des murinen CREM-Gens ist homolog zum humanen Gen,

wobei anstatt Exon ¥ ein davon abweichendes Exon L beschrieben wurde

(67,74).

P1 P3 P4 Tl KID T2 P2 BR DBDI DBDII
E | 1 ‘ PE Stop Stop
B T MR W R |
A A B 4 81 062 C E F G X v H la Ib

31 97 126 101 ~289 ~113 133 99 143 189 88 36 157 145 148 (bp)
Abbildung 4: Das humane CREM-Gen; Abbildung modifiziert nach Gellersen et al., 2002 (43);
Dargestellt sind, als Kédsten, die Exons des Genes, wobei die codierenden Abschnitte farbig
gehalten sind. Die Annotationen P1 bis 6 bezeichnen die Lokalisation der Promotoren 1 bis 6.
"ATG" definiert die Lage der Startcodons und "Stop" die Lage der Stoppcodons. Ebenfalls
angegeben sind, unter den Exons, deren GréBe in Basenpaaren und dartiber die Doménen, flir
die die entsprechenden Exons kodieren. Die Horizontale zwischen zwei Exons stellt das Intron

dar.
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1.3.3.2 CREM-Isoformen

Das multiexonische CREM-Gen kodiert fir eine schwer Uberschaubare Vielfalt
von SpleiBvarianten und Isoformen. Die Funktion einer Isoform als Aktivator
oder Repressor ergibt sich dabei aus der unterschiedlichen
Zusammenstellung der funktionellen Domanen. Um dies zu ermdglichen,
kdnnen unterschiedliche Transkripte durch alternative Promotorwahl
generiert werden. Diese bringen durch alternatives SpleiBen verschiedene
mMRNAs hervor, welche wiederum durch alternative Translationsinitiation in
unterschiedliche aktivatorische oder repressorische Proteine umgesetzt
werden (27,40,42,63). Verschiedene Polyadenylierungs-Sites flihren zu einer
Regulation der Haltbarkeit der mRNA, wobei die Anzahl der angehangten
Motive umgekehrt-proportional zur Haltbarkeitsdauer der mRNA ist (8,40).
Prototypisch flir aktivierende Isoformen sei hier CREM-t (B-C-E-F-G-y-H-Ib)
angeftihrt. Die Anwesenheit der intakten KID in Kombination mit den
glutaminreichen Domanen 11 (Exon C) und 2 (Exon G) begriindet die
aktivatorische Funktion. Aus der SpleiBvariante CREM-t entsteht durch eine
alternative, interne Kozak-Konsensussequenz in Exon F ebenfalls das
repressorische Protein S-CREM (F-G-y-H-Ib). Die in diesem Protein trunkierte
KID kann deshalb keine transaktivatorische Funktion vermitteln. CREM-a (B-
E-F-y-H-Ia) , CREM-B (B-E-F-y-H-Ib) und CREM-y (B-E-F-H-Ib) fehlen beide
glutaminreiche Domanen und den ICER- und smICER-Isoformen sogar die
KID und die glutaminreichen Domadnen, was deren Funktion als Repressoren
erklart (27,38,40,77,98).
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Tabelle 1: Auswahl aktivatorischer und repressorischer Isoformen des murinen
Crem-Gens; Abbildung nach Foulkes et al., 1996 (40)

Ia

CREM-1

CREM-t1

CREM-12
X CREM-ta

Aktivatoren

x |x [x |x |T

S-CREM
X CREM-q,
CREM-B
CREM-y

X |[x |x |x

Repressoren

ICER-1
ICER-Iy
ICER-II
ICER-IIy

X | X | X |Xx
x

1.3.3.3 Funktionen des Transkriptionsfaktors CREM

Im Folgenden dient der Abschnitt 1.3.3.3 zur Beschreibung der Funktionen
des Transkriptionsfaktors CREM im Organismus, wobei die Funktion von
CREM im Herzen im Abschnitt 1.3.3.4 gesondert dargestellt wird.
Spermatogenese

Mannliche CREM-knock-out-Mduse sind steril. Bei den mannlichen Mausen
findet die Spermatogenese nur bis zum Entwicklungsstadium der runden
Spermatiden statt (12,85). Im Verlauf der Spermatogenese erfolgt ein
physiologischer Wechsel der CREM-Expression von der Expression
inhibitorischer Isoformen zur Expression aktivatorischer Isoformen. CREM-
1 stellt die vorherrschende Isoform in runden Spermatiden dar (28,39). Es ist
fraglich, ob dieser Wechsel FSH-abhangig induziert wird und ob eine
phosphorylierungsunabhangige  Transkriptionsaktivierung  durch  ACT
(Transcriptional Activator of CREM in the Testis) stattfindet (6). Eine FSH-
Stimulation von primaren Sertoli-Zellen flhrt zu einer bis zu zw6If Stunden
anhaltenden Phosphorylierung von CREM-t. Ebenso kommt es durch FSH-
Stimulation zur Induktion von ICER-Isoformen, die wiederum die Expression
des FSH-Rezeptor-Gens reprimieren (78). Im Gegensatz zu gesunden
Probanden konnten bei infertilen Mannern mit einem Reifungsarrest im

Stadium der runden Spermatiden weder durch In-Situ-Hybridisierung CREM-
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MRNA mit der DBD I, noch immunhistochemisch das CREM-z-Protein
nachgewiesen werden (103). Bei Mannern mit Reifungsarrest der
Spermatogenese konnte inakkurates SpleiBen sowie die Expression von
CREM-12 mit Exon y beobachtet werden. In Proben gesunder Probanden war
jedoch CREM-t2 ohne Exon ygefunden worden (6). Die im humanen Hoden
reichlich vorhandenen und die Exons ®1 und ©2 enthaltenden mRNAs wurden
in ihrer Funktion noch nicht genau charakterisiert. Sie codieren Uber
alternative Translationsinitiationscodons flr Aktivatoren und Repressoren
und weisen, in der Ratte und der Maus ein von den Stadien der
Spermatogenese abhangiges Expressionsprofil auf (23,42,53).

Circadiane Regulation der Melatoninsynthese

Die ICER-Isoformen wurden zuerst in der Zirbeldrise beschrieben. Dort
unterliegt ihre Expression einer ausgepragten circadianen Rhythmik und
nimmt Einfluss auf die Melatoninsynthese (104). Die Kinetik der ICER-
Expression entspricht der eines Early-Response-Gens (97). Wahrend der
Nacht sind die ICER-Expression und die Melatoninsynthese erhdht, nicht aber
tagsiber. Im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) wurde ebenfalls eine
circadiane Expression von ICER-Isoformen nachgewiesen, wo sie ihr
Maximum jedoch tagsiber erreicht. Da in der Nacht noradrenerge,
postganglionare Neurone aus dem Ganglion cervicale superius die
Melatoninsynthese anregen, wird ein Zusammenhang mit der CREM-
Expression vermutet. Dies wird dadurch gestitzt, dass im Promoter des
Schlisselenzyms der Melatoninsynthese, der Serotonin-N-Acetyltransferase
(AANAT), ein CRE vorhanden ist, an das ICER bindet (97,104). CREB steigert
die Expression der Aanat-mRNA auf das uber 100-fache. Der Repressor ICER
moduliert diese Induktion (58).

T-Zell-Physiologie

Die Expression der inhibitorischen Isoform CREM-o wird in humanen T-Zellen
durch die Aktivitat der Promotoren P1 und P5 moduliert. In den aktivierten T-
Zellen von gesunden Menschen wird CREM-a hauptsachlich ausgehend von
P5 transkribiert. Die Transkription wird hierbei durch Dimere der Activator-
Protein-1-Familie (AP-1), zu der die Transkriptionsfaktoren c-Fos und c-Jun

gehoren, induziert. Bei Patienten, die an systemischem Lupus erythematodes
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(SLE) erkrankt sind, wurde eine erhéhte Expression von CREM-a beschrieben.
Durch die erhohte CREM-a-Konzentration wird die Expression von c-Fos
inhibiert und somit die Aktivitat von P5 reduziert. Da bei SLE-Patienten die
Expression der Protein-Phosphatase 2A (PP2A) erhdht ist, wird das
Specificity-Protein-1 (SP-1) vermehrt dephosphoryliert und P1 Uber eine
Konsensus-SP-1-Bindungssequenz induziert (55,92). Interessanterweise
besitzt der Promotor der PP2A ein CRE, an das phosphoryliertes CREB bindet
(105). Die CREM-a-Expression bei SLE unterdrickt die Expression von
Interleukin-2, Interleukin-17 wund der (-Kette des T-Zell-Rezeptors
(93,102,106). In antigenprasentierenden Zellen (APCs) von CREM-knock-
out-Mdusen wurde eine erhohte Expression des auf die T-Zell-Proliferation
kostimulierend wirkenden CD86 beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass
in humanen APCs CREM-a ein Repressor der CD86-Expression ist (4).
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Werden Ratten chirurgischem Stress ausgesetzt, steigt der ICER-mRNA-Level
in der Nebenniere. Nach Hypophysektomie ist keine ICER-Expression in der
Nebenniere nachweisbar. Wird diesen Ratten nun Adrenocorticotropin
injiziert, kann in der Nebennierenrinde durch In-Situ-Hybridisierung die
Expression von ICER nachgewiesen werden (26).
Hepatozytenproliferation

Nach partieller Hepatektomie (PH) wurde in der Ratte eine Induktion von
ICER-mRNA-Isoformen beobachtet (99). Bei CREM-knock-out-Mausen
beobachtete man nach PH eine Abnahme von DNA-Synthese und Mitosen.
Der Proliferationspeak ist wesentlich schwacher und erfolgt zehn Stunden
spater als beim Wildtyp. Eine Modulation der Expression verschiedener
Cycline, von der Cyclin-abhangigen Kinase 2, c-Fos und den Enzymen
Tyrosin-Aminotransferase und Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase wurde
beschrieben. Der Eintritt in die S-Phase der Mitose erfolgt verspatet (100).
Weitere Funktionen in Schilddriise und Pankreas

In der Schilddriise ist CREM an der Modulation der Expression des Natrium-
Iodid-Symporters (NIS) beteiligt, was im Zusammenhang mit der
verringerten Expression des NIS bei Schilddrisenkarzinomen Beachtung
findet (33,88). Auch der Promotor des Insulingens enthalt CREs und wird
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durch CREM-Isoformen reguliert (50). In pB-Zellen wird ICER durch
Hyperglykamie cAMP-abhangig induziert und soll die Insulinexozytose

unterdricken (3).

Wie aus den obigen Erlauterungen hervorgeht, haben die CREM-Isoformen
eine wichtige Rolle in verschiedenen Organsystemen der Vertebraten. So sind
sie in die physiologischen Ablaufe von Fortpflanzung, Zellproliferation,
circadianer Rhythmik und hormoneller Steuerung von Stressreaktionen und

Stoffwechsel integriert.

1.3.3.4 Funktion des Transkriptionsfaktors CREM im Herzen

Die kardiale Expression von CREM-SpleiBvarianten wurde zuerst 1992
nachgewiesen, eine Southern-Blot-Analyse gab Hinweis auf die
repressorischen SpleiBvarianten CREM-o, CREM-B und CREM-y (39). 1998
wurde die mRNA flir CREM-IbAC-X (B-H-Ib) aus humanem Herzgewebe von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und daraus resultierender
Herzinsuffizienz isoliert. CREM-IbAC-X kodiert flir die Proteine HIbI (11 kDa)
und HIbII (9 kDa) (80). Es ahnelt dem in humanen endometrialen
Stromazellen beschriebenen CREM-41,P,2 (B-H-Ia), das flir SS-CREM-a. (HIa)
mit einer Moleklilmasse von 9 kDa kodiert (41). Bei herzspezifischer
Expression von CREM-IbAC-X in der Maus zeigen sich eine Dilatation der
Atrien und eine Hypertrophie der Ventrikel. Eine Zunahme der
linksventrikuldren Druckanstiegsgeschwindigkeit (AP/ Atmax) und der
linksventrikularen Druckabfallsgeschwindigkeit (AP/ Atmin) unter basalen
Bedingungen und Isoprenalinstimulation wird beobachtet. Das Protein-Level
der Sarcoplasmic/endoplasmic-calcium-ATPase 2 (SERCA2) und die Aktivitat
der Protein-Phosphatase-1 sind gesteigert und die Phosphorylierung von
Phospholamban (PLB) verringert. Der Bi-Adrenozeptor wird in diesem Modell
vermehrt exprimiert. Es kommt zur Abnahme der mRNAs flir den
Transkriptionsfaktor dHAND und das kleine G-Protein RhoB. CREM-IbAC-X-
transgene Mause entwickeln Vorhofflimmern und sterben verfriht (83).
Muller et al. charakterisierten die kardiale Funktion von CREM-knock-out-

Mausen. Diese zeigten kardiale Funktionsveranderungen, die denen bei
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humaner Herzinsuffizienz ahnlich sind. Es fand sich eine Abnahme des
maximalen linksventrikularen Druckes (LVPmax), der linksventrikuldren
Druckanstiegsgeschwindigkeit (AP/ Atmax) und der linksventrikuldren
Druckabfallsgeschwindigkeit (AP/ Atmin). Dies wird mit einer Abnahme des
SERCA2-Protein-Levels erklart. Eine Herunterregulation der Bi-Adrenozeptors
auf dem Protein-Level flihrte zu reduzierter inotroper und lusitroper Antwort
auf p-adrenerge Stimulation durch Dobutamin (81,89). Isoda et al. konnten
in einem anderen, murinen CREM-knock-out-Modell mit
volumenunabhangigen, hamodynamischen Messmethoden keine Abnahme
der basalen Kontraktilitdat und Relaxation nachweisen. Bei Stimulation mit
Isoprenalin  konnte lediglich eine abgeschwachte Steigerung der
Herzfrequenz, aber keine verringerte Kontraktilitat festgestellt werden. Auch
konnte kein verminderter SERCA2-Protein-Level, dafiir aber eine Abnahme
von totalem und phosphoryliertem PLB gezeigt werden (52).

Die Rolle von CREM in der Pathophysiologie und Pathobiochemie der
Herzinsuffizienz unterstreichen Ergebnisse, wonach die schadlichen Effekte
einer Bi-Adrenozeptor-Uberexpression in Mausen durch einen Knock-out des
Crem-Gens abgemildert werden. So schitzt der CREM-Knock-out partiell vor
Kardiomyozyten-Hypertrophie, kardialer Fibrose und stellt die beeintrachtigte
linksventrikulare Funktion auf pB-adrenerge Stimulation wieder her. Eine
Hochregulation der Expression des Ryanodin-Rezeptors 2 (Ryr2) auf dem
mMRNA und Protein-Level, sowie der Protein-Level des Tropomyosins 1o und
des kardialen a-Actins wird beobachtet und als ursachlich diskutiert (65).
Uber eine Feedback-Schleife regulieren ICER und die Phosphodiesterase 3A
(PDE3A) die Apoptose von Kardiomyozyten und das SERCA2-Protein-Level.
Kommt es bei Herzinsuffizienz zur Reduktion der PDE3A, steigt die
Kardiomyozytenapoptose an und eine Reduktion des SERCA2-Protein-
Gehaltes wird beobachtet (113).

Kilrzlich konnte eine weitere Gruppe von kleinen CREM-Isoformen, die small
ICER (smICER) genannt wurde, identifiziert werden. Ihre Transkription geht
bei Maus und Mensch vom neu charakterisierten, cAMP-abhdngig
induzierbaren P6-Promotor aus. Es wurden auf dem mRNA-Level die zwei
SpleiBvarianten smICER yHIb und HIb beschrieben. Sie kodieren durch
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alternative  Translationsinitiationscodons fir drei (smICER yHIb)
beziehungsweise zwei (smICER HIb) Proteine, namlich yHIb, HIbI und HIbII.
Die Proteine HIbl und HIbII entsprechen dabei den von Miiller et al.
beschriebenen, von CREM-IbAC-X ausgehend translatierten Isoformen (80).
Im murinen Organismus wird smICER ubiquitar exprimiert, auch in Herz und
Lunge. Die  smICER-Proteine  werden ebenfalls mit erhdhter
Apoptosesensitivitat in Verbindung gebracht, weshalb die Rolle der ICER-
Isoformen u. a. in der Induktion der Kardiomyozytenapoptose neu uberdacht

werden sollte (98).
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2 ZENTRALE FRAGESTELLUNGEN

Auf Grundlage der beschriebenen Rolle B-adrenerger Stimulation und
assoziierter Aktivierung der cAMP Signalkaskade bei der Progression der
Herzinsuffizienz, kommt es zur Phosphorylierung und vermehrten Expression
von SpleiBvarianten aus der Familie der cAMP-abhangigen
Transkriptionsfaktoren. Im Fokus dieser Arbeit stand daher die Identifikation
und Charakterisierung des kardialen Expressionsmusters des CREM-Gens.
Weil eine solche Untersuchung bisher flr keinen Organismus durchgeflihrt
wurde, sollte zunachst untersucht werden, welche CREM-SpleiBvarianten im
murinen und humanen Herzen unter physiologischen Bedingungen exprimiert
werden. Da unter Stress beziehungsweise B-adrenerger Stimulation die
intrazelluldare cAMP-Konzentration ansteigt, ist es von Interesse, ob es unter
diesen Bedingungen zur Veranderung der Gentranskription von CREM-
SpleiBvarianten kommt und ob sich Aussagen (ber eine eventuell typische
Expressionskinetik formulieren lassen. Auf Grundlage der gewonnenen
Erkenntnisse sollte anschlieBend analysiert werden, welche repressorischen
oder aktivatorischen CREM-Isoformen aus den mRNA-SpleiBvarianten

synthetisiert werden kénnten.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 VORGEHENSWEISE

Identifikation der CREM-SpleiBBvarianten

Zunachst wurde die RNA mittels Reverse-Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) in complementary DNA (cDNA)
umgeschrieben. Diese cDNA diente in der folgenden
Polymerasekettenreaktion (PCR) mit CREM-spezifischen Primern als
Template. Die CREM-SpleiBvarianten wurden dann durch
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die einzelnen DNA-Banden daraufhin
ausgeschnitten und aufgereinigt. AnschlieBend wurde die aufgereinigte cDNA
in einen prokaryotischen Expressionsvektor kloniert, um nach Transformation
in der Bakterienkultur amplifiziert zu werden. Die gewonnenen Plasmide
wurden zur Validierung der Inserts mit Restriktionsenzymen verdaut und
sequenziert. Die Identifikation der messenger RNA(MRNA)-Isoformen
erfolgte durch Sequenzvergleich mit dem Programm Geneious (Biomatters,
Auckland, NZ).

Quantitative Analyse von CREM-Splei3varianten

Durch quantitative Real-Time-PCR (gPCR) mit Hydrolyse-Sonden (TagMan-
Sonden) wurde die Expression der unterschiedlichen CREM-SpleiBvarianten
in den Herzen von FVB/N-Mausen unter basalen Bedingungen und nach

Stimulation mit Isoprenalin untersucht.

Luciferase-Reportergen-Analyse und Western-Blot-Analyse von
CREM-SpleiBvarianten

Fir bestimmte SpleiBvarianten erfolgte eine zielgerichtete Mutagenese (PCR
Site-directed Mutagenesis), um sie anschlieBend in einen eukaryotischen
Expressionsvektor klonieren zu kdénnen. Zur Durchfiihrung einer Luciferase-
Reportergen-Analyse wurden nun HEK293-Zellen mit den Vektoren und
einem Luciferase-Reportergenkonstrukt transfiziert und nach Expression der

Isoformen mit Forskolin stimuliert. Die lysierten Luciferase-Assay-Ansatze
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wurden mit einem Microplate Reader ausgelesen. Zusatzlich fand ein
Nachweis der Protein-Expression der transfizierten CREM-Isoformen mittels
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), Western
Blotting und anschlieBender Detektion mittels antikérpervermittelter
Chemolumineszenz statt.

Das methodische Vorgehen kann in der Ubersicht aus der folgenden
Abbildung entnommen werden. Die Abschnittsnummern sind mit aufgefuhrt,

um eine schnellere Orientierung im Kapitel zu ermdglichen.

Ausgangsmaterial : RNA - 3.1

{
RT-PCR - 3.3.1
cD'NA —) (PCR mit Tagman-Sonden - 3.7
PCR-3.3.2/ 5'AF!ACE~PCR -3.3.3
{
Agarosegelelektrophorese - 3.3.4
'
Aufreinigung der DNA - 3.3.5
{
Klonierung - 3.3.7

{

Transformation - 3.3.8
\

Bakterienkultur - 3.3.9

Plasmidextrattion - 3.3.10 —)  PCR Site-directed Mutagenesis - 3.4.1
\ {
Restriktionsverdau zur Verifikation der Inserts - 3.3.11 Aufreinigung der DNA - 3.4.3
Sequenzier!ng -3.3.13 Restriktio'nsverdau -3.4.4
Klonierung in eukaryotische'n Expressionsvektor - 3.4.6
Transformation'\n E.coli - 3.4.7
Bakterienk!\tur -3.4.7
Plasmiclextra'ktion -3.4.7
Restriktionsverdau zur Veri'ﬁkation der Inserts - 3.4.8
Sequenzier!ng - 3.3.13
{

Transfektion in HEK293 - 3.5.1

/

Luziferase-Assay - 3.6 Western-Blot-Analyse - 3.5
Abbildung 5: Arbeitsflussdiagramm der angewandten Methodik, dem Arbeitsschritt ist

die entsprechende Abschnittsnummer zugeordnet.
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3.2 AUSGANGSMATERIAL

Bei dem Ausgangsmaterial handelte es sich um Gesamt-RNA aus
Herzventrikeln sowie um Gesamt-RNA aus Kardiomyozyten. Die Ventrikel-
RNA wurde aus den Herzen von Mausen der Inzuchtlinien C57BL/6 und FVB/N
isoliert. Die C57BL/6-Tiere waren 16 bis 18 Wochen alt und mannlich und die
FVB/N-Tiere acht bis zehn Wochen alt und mannlich. Den FVB/N-Tieren
wurden osmotische Minipumpen (ALZET®/ DURECT Corporation, Cupertino,
USA) implantiert, um sie mit Isoprenalin (3mg/ kg KG/ d) zu stimulieren. Die
chronische Stimulation fand flir 10 Stunden, 24 Stunden sowie 7 Tage statt
(Implantation der osmotischen Minipumpen und Isolation von RNA aus
FVB/N-Tieren durch Herrn Benedikt Fels). Die Kardiomyozyten-RNA wurde
aus isolierten C57BL/6-Kardiomyozyten gewonnen. Aus humanen Proben von
Patienten ohne Herzinsuffizienz (non-failing = NF; wir danken Herrn Univ.-
Prof. Dr. med. Michael B6hm, ehemals KélIn, fiir die freundliche Uberlassung
der Proben aus nicht-insuffizienten, humanen Herzgeweben) und mit
dilatativer Kardiomyopathie (DCM; Ethikvotum Reg.Nr.: 0Xneum) wurde
Ventrikel-RNA isoliert. Es wurden rechte und linke Herzventrikel verwendet.
Die RNA-Isolation erfolgte gemaB der Methode nach Chomczynski und Sacchi
(17,18) mit dem TRIzol® Reagenz der Fa. Life Technologies (Carlsbad, USA)

nach Herstellerangaben.

3.3 IDENTIFIKATION DER CREM-SPLEIBVARIANTEN

3.3.1 Reverse-Transkriptase PCR

Um die mRNA analysieren zu kénnen, wurde die isolierte RNA durch RT-PCR
in Einzelstrang-cDNA (ss-cDNA) umgeschrieben (69). Der Ablauf der Methode
wird durch die unten stehende Abbildung 6 visualisiert. Bei dieser Methode
wurde mit dem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche
Diagnostics, Rotkreuz, CH) gearbeitet. Mittels Random-Hexamer-Primern

wurde eine reprasentative, reverse Transkription der mRNA erreicht.
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Priming-Optionen in der Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

5' 3
AAAAAAAAA mMRNA
TTTTTTTTI Oligo(dT)-Primer

3 5
5 3
AAAAAAAAA . .
L] Sequenzsperzifiischer Primer
3 5
5' 3
T 1101 10 AAAAAAAAA  Random-Primer
3 .

Ablauf der Reverse Transkriptase-Polymeraskettenreaktion

5' 3'
- AAAAAAAAA
@ -

5 ] 3
||‘|HHH‘| AAAAAAAAA
_— cDNA

3 5'

) ® ,

LTI AAAAAAAAA

3 @ 5'

LU ss-cDNA

3 @ 5'

PCR

Abbildung 6: Schema der Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion und ihrer
Priming-Optionen; Abbildung nach (69); die Mdglichkeit, sich bei der RT-PCR drei
verschiedener Priming-Methoden zu bedienen, wird aus der Abbildung ersichtlich. In dieser
Arbeit wurden Random-Primer verwendet, die eine zufédllige Sequenz besitzen und somit
mehrere reverse Transkripte hervorbringen. So kann die mRNA repradsentativ in cDNA
umgeschrieben werden. Des Weiteren ist der Ablauf der RT-PCR abgebildet: 1.Primer-
Annealing; 2. Elongation: 3. Degradation der mRNA,; 4. Single-stranded cDNA (ss-cDNA) kann

nun in der PCR weiter verwendet werden
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Die RT-PCR wurde nach folgendem Protokoll ausgeftihrt:

Reagenzien Endkonzentration pro Probe (ul)
5x Reaktionspuffer 1Xx 4

dNTP-Mix 1 mM 2
Random-Hexamer-Primer 60 uM 2

RNAse Inhibitor 20 Units 0,5
Transkriptor Reverse Transkriptase 10 Units 0,5

Sterile Filterspitzen wurden verwendet und der ganze Ansatz auf Eis
pipettiert. Zunachst wurde 1 pg RNA in 11 pl Nuklease-freiem dH;0
aufgenommen. Aus den oben aufgefihrten Reagenzien wurde ein Mix
hergestellt, der mit der RNA-Probe gemischt wurde und 20 pl Ansatz ergab.
Dieser wurde im GeneAmp® PCR System 9700 Thermocycler (PerkinElmer,
Shelton, USA) nach folgendem Programm inkubiert und im letzten Schritt

denaturiert:

Temperatur (C°) Zeit (min)
25 10

50 60

85 5

AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 min auf Eis geklhlt mit Nuklease-

freiem dH,O auf 100 ul aufgeflllt und bei -20 C° tiefgefroren.

3.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur exponentiellen
Amplifikation von DNA (69,84). Ihr Prinzip wird schematisch in Abbildung 7
gezeigt. Die im vorherigen Schritt erzeugte cDNA wurde eingesetzt, um mit
fir das CREM-Gen spezifischen Primern verschiedene mRNA-SpleiBvarianten

zu amplifizieren. Die Primer-Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Softwares
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Primer3 (59,109) und Oligo Calc (57) designt und von der Invitrogen™/ Life
Technologies (Carlsbad, USA) hergestellt. Die Sequenzdaten wurden der
Genomdatenbank Ensembl (34-36) entnommen und mit Hilfe der Software
Geneious (10) analysiert. Aus folgender Tabelle sind die verwendeten CREM-

spezifischen Oligonukleotide zu enthehmen:
Tabelle 2: Ubersicht der in der PCR verwendeten Primer; Erlduterung der Abkiirzungen:
Mm = Mus musculus, Hs = Homo sapiens; Abk. = Abkiirzung,; Dir. = Ausrichtung,; For= sense;

Rev = antisense; Tm = Schmelztemperatur (°C); Ta = Annealingtemperatur (°C)

Spezies Primerbezeichnung Abk. Sequenz Dir. Tm Ta
Mm Mm_CREM_Domain_B B ATGACCATGGAAACAGTTGAA For 58 53
Mm Theta 2 02 ATGGTTTCTGTAGCTGGATCA For 57 52
Mm Mm_CREMExonX2_for X2 ATGGCTGTAACTGGAGATGAAAC For 60 55
Mm Mm_CREMintronexongamma_for P6  CCCATTTTACAGATGAGGAGA For 60 55
Mm Mm_CremExonla_Rev Ia GATTTTCAAGCACAGCCACA Rev 56 51
Mm Mm_CremExonlb_Rev Ib GAACTTCCAGCACTGCGACT Rev 60 55
Mm Mm_Crem_Ia_end_R Iag TTACTCTGCTTTATGGCAATA Rev 56 51
Mm Mm_Crem_Ib_end_R Ibg CTAATCTGTTTTGGGAGAGCA Rev 60 55
Hs Hs_CREMExonB_for hB ATGACCATGGAAACAGTTGAA For 58 53
Hs Hs_CREMExonX_for hX TGGAACACTTTATGTTGAACTG For 60 55
Hs Hs_CREMintronexongamma_for hP6 TTACAGATGAGGAAACTGAACT For 60 55
Hs Hs_CREMExonla_rev hla TTACTCTACTTTATGGCAATAAAG Rev 62 57
Hs Hs_CREMExonlb_rev hlb CTAGTAATCTGTTTTGGGAG Rev 56 51

Werden Primerpaare fir humane Templates abgekiirzt, so wird ein ,h"
hinzugeflugt (z.B. hB-Ia).

28



3

I

5 3

|

3' 5'
I A LIl

5 ‘ 3
3 5'
HIERRRERRRANEEENENE
5' ‘ 3
3 5'
FTTTT T T T T T
I e e o o o B |
5' ‘ 3'
3 5

T I
5' 3

3 5
I I I L

5 3

5
EIREERERRARRAREEREEN

5 3'

L]

Kopien

HENRNNRNRNEEN

o>

Zyklen

5

3 5'

5' 3
[ .

3 l 5
5' 3
o LT
3 [ 5
5 3
EEEEEEEEEEEEEE
NN
3 5"

5 3
T T
3 5'

5' 3'
L Ll e o I
'

3 5'
5 l 3
P

5' 3

g LT

3 5'

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Prinzips der Polymerasekettenreaktion,
2. Primerannealing-1.Zyklus; 3. Elongation-1.Zyklus; 4.

Zyklus; 6.

1. Denaturierung-1.Zyklus;

Denaturierung-2.Zyklus; 5. Primerannealing-2. Elongation-2.Zyklus; 7.

Exponentielle Amplifikation in den folgenden Zyklen
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Die PCRs wurden nach folgenden Protokollen ausgeftihrt:

1. FUr die PCRs zur Identifikation der CREM-SpleiBvarianten in C57BL/6-
Ventrikelhomogenaten (zusmmengefihrte RNA von 3 Tieren) wurde das
GoTag® Flexi DNA Polymerase Kit (Promega, Madison, USA) verwendet.

Reagenzien Endkonzentration Pro Probe (pl)
Nuklease-freies H.0 22

5x Green GoTaq Flexi Buffer 1x (1,5 mM MgCl;) 10

MgCl; (25 mM) 9 mM 18

dNTPs (je 10 mM) je 0,3 mM 1,5
Sense-Primer (10 pM) 0,3 uM 1,5
Antisense-Primer (10 uM) 0,3 uM 1,5

GoTaqg® Flexi DNA 2,5u 0,5

Polymerase (5u/ ul)

Template cDNA 10,0

Der Reaktionsansatz wurde in der obigen Reihenfolge mit sterilen
Pipettenspitzen in sterile 0,2 ml PCR-GefédBe auf Eis pipettiert. Die Reaktion
wurde im GeneAmp® PCR System 9700 Thermocycler nach folgendem

Programm durchgeftihrt:

Reaktionsschritt Zyklen Temperatur Zeit (min)
(C°)

Initiale 1 94 4,0

Denaturierung

Denaturierung 35 94 0,5

Annealing 35 57 0,5

Elongation 35 72 1,0

Finale Elongation 1 72 4,0

Pause 1 4 0o

2. Fiur die PCRs zur Identifikation der CREM-SpleiBvarianten in C57BL/6-
Kardiomyozyten (zusammengefiihrte RNA von 5 Tieren) und in humanen

Proben wurde das Phusion® High Fidelity DNA Polymerase Kit (New England
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Biolabs, Ipswich, USA) eingesetzt. Aufgrund der Proof-Reading-Funktion
dieser thermostabilen DNA-Polymerase (86) konnten die amplifizierten

SpleiBvarianten fur Klonierungen eingesetzt werden.

Reagenzien Endkonzentration Pro Probe (pl)
Nuklease-freies dH,0O 23,5

5x Phusion HF Buffer 1x 10,0

dNTPs (je 10 mM) je 0,2 mM 1,0
Sense-Primer (10 pM) 0,5 uM 2,5
Antisense-Primer (10 uM) 0,5 uM 2,5

Phusion DNA Polymerase 0,5u 0,5

(1u/ ul)

Template cDNA 10,0

Die Reaktionsansatze wurden auf Eis in sterile 0,2 ml-PCR-GefaBe pipettiert.
Dazu wurden sterile Pipettenspitzen benutzt. Die Reaktionen wurden im
Biometra TProfessional Standard Thermocycler (Biometra, Géttingen) und im
GeneAmp® PCR System 9700 Thermocycler nach folgendem Programm
durchgefihrt. Die Annealingtemperatur wurde jeweils 5 °C geringer als der

niedrigste Schmelzpunkt der verwendeten Primer gewahlt.

Reaktionsschritt Zyklen Temperatur Zeit (s)
(°C)

Initialdenaturierung 1 98 30

Denaturierung 35 98 10

Annealing 35 Ta 30

Elongation 35 72 15-30s/ 1 kb

Finalelongation 1 72 420

Pause 1 4 (o)

Ta~ Tm - 5°C

3.3.35'-Rapid Amplification of cDNA Ends-PCR

Die 5'-Rapid Amplification of cDNA Ends-PCR ist eine Methode zur

Amplifikation unbekannter 5'-Enden von messenger RNAs. Ausgehend von
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durch
GSPs) eine
Einzelstrangsynthese des 5'-Endes der mRNA (siehe Abbildung 8). Durch das

einer bekannten, genspezifischen Sequenz erfolgt reverse

Transkription (mittels Gen-spezifischer Primer/

Anhangen mehrerer Desoxycytidintriphosphate wird eine Madéglichkeit
geschaffen, dass am unbekannten 5'-Ende ein sense-orientierter Anker-
Primer (Abridged Anchor Primer), der eine Poly-dG-Sequenz enthalt, binden
kann. In den folgenden Schritten wird die Zielsequenz im Sinne einer Nested

PCR durch Primer vermehrt.

mMRNA
5' A, 3" Annealing von GSP1
<= an mMRNA
‘ GSP1
5' A, 3' Reverse Transkription
33— ——— —mm 5
3 . 5’ Degradation der RNA
Aufreinigung der cDNA
3' CC..CC . 5 Tailing der aufgereinigten

cDNA

5' [C1G|...|G=>
3' CC..CC

a5’ Amplifikation mit GSP2

Abridged Anchor Primer '

< und dem Abridged Anchor
GSP2 Primer
AUAP
5'—G|...|G - 3' Erneute Amplifikation des
= primaren PCR-Produktes
nested mittels AUAP und nested

Abbildung 8: Ubersicht iiber die Arbeitsschritte der 5'-RACE-PCR mit dem 5' RACE
System for Rapid Amplifikation of cDNA Ends, Version 2.0; Abbildung modifiziert nach
(51)

Es wurde das 5' RACE System for Rapid Amplifikation of cDNA Ends, Version
2.0 (Invitrogen™/ Life Technologies) benutzt. Die genspezifischen Primer
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(GSPs) wurden mit Hilfe der Softwares Primer3 (59,109) und Oligo Calc (57)
designt und von der Fa. Invitrogen™/ Life Technologies hergestellt. Als
Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA aus Herzen von 8-10 Wochen alten,
mannlichen FVB/N-Mausen. Die Mause wurden durch osmotische Minipumpen
(ALZET®/ DURECT Corporation, Cupertino, USA) Gber 10 h mit Isoprenalin
(3mg/ kg KG/ d) stimuliert.

Tabelle 3: Ubersicht der in der 5-RACE-PCR verwendeten Primer; Erliuterung der
Abklirzungen: Mm = Mus musculus; Dir. = Ausrichtung; Rev = antisense; Tm =

Schmelztemperatur (°C); Ta = Annealingtemperatur (°C)

Spezies [Primerbezeichnung Sequenz Dir. |Tm |Ta
Mm MmRACE_GSP1_Ib_rev_comp CCTCTATAAGCTTCTT Rev |44 |39
Mm MmRACE_GSP2_Ib_rev_comp ACTCGACTCTCAAGACACTTCAC Rev |61 56
Mm MmRACE_GSPnested_HIb_rev_comp |[CGTCGACATTCTTTAGCAGCTTCCCTGT [Rev |68 |63
Mm MmRACE_GSP1_Ia_rev_comp TTATGGCAATAAAGGT Rev |43 38
Mm MmRACE_GSP2_Ia_rev_comp CTTTGAGGGCCTTGAGTTCC Rev |61 56
Mm MmMRACE_GSPnested_la_rev_comp |[TTCTTTCTTCTTCCTGCGACACTCCCG |Rev |67 62
Protokoll:

Zunachst wurde die reverse Transkription vorbereitet. Der 1x Wash Buffer
wurde angesetzt. Daflir wurde 1 ml Wash Buffer-Konzentrat mit 18 ml dH.O
und 21 ml absolutem Ethanol gemischt. Fir die First Strand cDNA Synthesis

wurde folgender Ansatz pipettiert:

Komponente Menge/Volumen
GSP1 (10pM) 0,25 pl
Sample RNA 1,00 - 5,00 ug

DEPC-Wasser (oder Nuklease-frei) ad 15,50 pl

Dieser Ansatz wurde 10 min bei 70°C inkubiert um die RNA zu denaturieren.
AnschlieBend wurde er eine Minute auf Eis geklihlt. Dem Inhalt des
ReaktionsgefaBes wurden folgende Reagenzien hinzugefligt und alles fir eine
Minute bei 42 °C inkubiert:

Komponente Volumen (pl)
10x PCR Buffer 2,5
25 mM MgCl, 2,5
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10 mM dNTP mix 1,0
0,1 M DTT 2,5

1 pl SuperScript™II Reverse Transkriptase wurde dazugeben. Nach dem
Mischen wurde fur 50 min bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reverse
Transkriptase bei 70 °C 15 min lang denaturiert. Der Reaktion wurde 1 pl
RNase-Mix hinzugefligt. Die Template RNA wurde fur 30 min bei 37°C
degradiert. Der Ansatz wurde auf Eis gekuhlt.

Um die cDNA aufzureinigen, wurde jede Probe mit 120 ul Binding Solution (6
M Nal) versetzt und die DNA-NaI-Lésung auf eine S.N.A.P.-Sdule (Saule mit
Membran auf SiO;-Basis (110)) gegeben. Die Saule wurde bei 13000x g flr
20 s zentrifugiert. Danach fanden 4 Waschschritte mit 400 ul 4 °C kaltem 1x
Wash Buffer statt. Es wurde jeweils bei 13000x g flr 20 s zentrifugiert. Nach
dem letzten Waschschritt erfolgte eine erneute Zentrifugation flir 1 min bei
13000x g. Die gereinigte DNA wurde mit 50 pl auf 65 °C erhitztem, Nuklease-
freiem dH,O bei 13000x g flr 20 s eluiert.

Es erfolgte nun das Anhangen eines homopolymeren 5'-Tails an die cDNA
durch die Terminale-Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT). Folgende

Reagenzien wurden in einem Reaktionsgefal3 angesetzt:

Komponente Volumen (pl)
DEPC-behandeltes Wasser 6,5

5x Tailing Buffer 5,0

2 mM dCTP 2,5
S.N.A.P.-gereinigte cDNA 10,0

Der Ansatz wurde bei 94°C flr 2-3 min inkubiert und anschlieBend 1 min auf
Eis geklhlt. 1 pl TdT wurde dazugegeben und der Reaktionsansatz 10 min bei
37°C inkubiert. Die Inaktivierung der TdT fand fir 10 min bei 65 ° C statt.

Es folgte die PCR cDNA mit homopolymerem dC-Uberstand. Daflir wurde der
Biometra TProfessional Standard Thermocycler (Biometra, Géttingen) auf 94
°C vorgeheizt und der PCR-Ansatz aus folgenden Reagenzien auf Eis in 0,2

ml PCR-ReaktionsgefaBe (Eppendorf, Hamburg) pipettiert:
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Komponente Volumen (pl)

Nuklease-freies dH,0O 31,5
10x PCR Buffer 5,0
25 mM MgCl, 3,0
10 mM dNTP Mix 1,0
GSP2 (10 puM) 2,0
Abridged Anchor Primer (10 uM) 2,0
dC-tailed cDNA 5,0
GoTag® Flexi DNA Polymerase (5u/ 0,5
Ml)

Die PCR wurde nach folgendem Programm ausgeflhrt:

Reaktionsschritt Zyklen Temperatur (C°) Zeit (min)
Initiale Denaturierung 1 94 1,5
Denaturierung 35 94 0,5
Annealing 35 55 0,5
Elongation 35 72 1,0

Finale Elongation 1 72 5,0

Pause 1 4 oo

AnschlieBend erfolgte eine erneute PCR im Sinne einer Nested Amplification.
Hierfir wurden 5 ul der obigen PCR in 495 ul TE-Puffer verdinnt. Der
Thermocycler wurde erneut auf 94 °C vorgeheizt und auf Eis folgende PCR-

Reaktion angesetzt.

Komponente Volumen (pl)
Nuklease-freies dH,O 33,5

10x PCR Buffer 5,0

25 mM MgCl, 3,0

10 mM dNTP Mix 1,0

nested GSP (10 uM) 1,0

AUAP (10 pM) 1,0
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verdinntes PCR-Produkt 5,0
GoTaqg® Flexi DNA Polymerase (5u/ pl) 0,5

Die PCR wurde nach folgendem Programm ausgeflhrt:

Reaktionsschritt Zyklen Temperatur (C°) Zeit (min)
Initiale Denaturierung 1 94 1,5
Denaturierung 35 94 0,5
Annealing 35 55 0,5
Elongation 35 72 1,0

Finale Elongation 1 72 5,0

Pause 1 4 oo

SchlieBlich wurden 20 ul des PCR-Produktes auf ein Agarosegel aufgetragen
und eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. Die getrennten DNA-
Banden wurden ausgeschnitten und mittels Zymoclean™ Gel DNA Recovery
Kit (Zymo Research, Irvine, CA) nach unten aufgefihrtem Protokoll (siehe

3.3.5) aufgereinigt.

1 kb DNA Ladder
100 bp DNA Ladder
GSP2-Ia
GSPnested-Ia

|
|
|
|

Abbildung 9: Agarosegelelektrophose zur Darstellung der 5'-RACE-PCR-Produkte mit
einem GSP fiir Exon Ia; die rot markierten Banden wurden ausgeschnitten und aufgereinigt.
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'1 kb DNA Ladder
100 bp DNA Ladder
GSP2-1b
GSPnested-Ib

Abbildung 10: Agarosegelelektrophose zur Darstellung der 5'-RACE-PCR-Produkte mit
einem GSP fiir Exon Ib; die rot markierten Banden wurden ausgeschnitten und aufgereinigt.

3.3.4 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese stellt eine Methode zur Analyse von
Nukleinsauren dar, die auf der negativen Ladung des Desoxyribose-Phosphat-
Rickgrats beruht. Im elektrischen Feld kénnen Nukleinsauren nach GroBe
aufgetrennt, anschlieBend dargestellt und deren Mengen abgeschatzt werden
(69). Die Nukleinsaure wandert ihrer Ladung entsprechend zur Anode. Flr
das GieBen von Agarosegelen wurde Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

verwendet. Die 50x TAE-Stammldésung wurde nach folgendem Protokoll

hergestellt:

Reagens Masse/ Volumen
Tris (Tris-(hydroxymethyl)- 242,2 g
aminomethan)

Eisessig 57,1 ml

EDTA 17,4 g
(Ethylendiamintetraessigsaure)

Aqua dest. Ad 1,01

Je nach gewlinschter Sensitivitat der Auftrennung wurden verschiedene

Agarosekonzentrationen gewahlt.
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Tabelle 4: Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen unterschiedlicher
Konzentration; Tabelle aus (69).

Agarosekonzentration (in % | Optimaler Auftrennungsbereich
w/v) linearer, doppelstrangiger DNA-
Fragmente (in kb)

0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

1,5 0,23

2,0 0,1-2

Mit 1x TAE-Puffer wurden, je nach erwarteter GréBe der zu trennenden DNA,
1 %ige oder 1,5 %ige Agarosegele hergestellt. Das Volumen des 1x TAE-
Puffers wurde geteilt und eine Halfte in einen Erlenmeyerkolben gegeben.
Darin wurde die abgewogene Agarose aufgenommen und in einem
Mikrowellengerat aufgekocht. Dann wurde die verbliebene Halfte des 1x TAE-
Puffers unter Schwenken hinzugegeben. Zur Visualisierung der DNA wurden
1,5 I Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl- 6-phenyl-
phenanthridiniumbromid) pro 100 ml Gelansatz beigefiigt und die Gele in
vorbereitete 80 ml, 150 ml oder 200 ml Kammern gegossen. Die Gele wurden
in die Gelelektrophoresekammern BlueMarine™ 100 oder BlueMarine™ 200
(Serva Electrophoresis, Heidelberg) eingesetzt. Die Kammern wurden
anschlieBend mit 1x TAE-Puffer beflllt und die Proben mit dem
entsprechenden Volumen 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific)
gemischt. Zur GréBenbestimmung und ungefahren Quantifizierung wurden
der GeneRuler 1 kb DNA Ladder und der GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GroéBenstandard (Thermo Fisher Scientific) mit 6x DNA Loading Dye (Thermo
Fisher Scientific) versetzt und aufgetragen. Danach erfolgten das Auftragen
der DNA-Proben und das Anlegen einer Spannung von 100-200 V flr 45-90

min.
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3.3.5 Aufreinigung der cDNA aus Agarosegelen

Der organische Farbstoff Ethidiumbromid interkaliert durch seine
aromatischen Ringe mit den heteroaromatischen Ringen von Aminosauren
und ermdoglicht es, doppelstrangige DNA ab einer Masse von 10-20 ng visuell
darzustellen. UV-Licht mit Wellenldngen von 254-366 nm regt das
interkalierte Ethidiumbromid an, Licht der Wellenlange 590 nm zu emittieren
(69). Die Darstellung der DNA im Agarosegel erfolgte mit dem
Geldokumentationssystem Fluo-Link (MWG-Biotech, Ebersberg) unter UV-
Licht. Die DNA-Banden wurden mit einer sterilen Skalpellklinge aus dem Gel
extrahiert und in ein Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Zur Praparation der DNA
wurde das Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) verwendet.
Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

Die Proben wurden mit dem dreifachen Volumen ADB (Agarose Dissolving
Buffer) versetzt und bei 50 °C fir 10 min im Thermoblock leicht schittelnd
inkubiert. Die Zymo-Spin-Saulen wurden auf die Luer-Lock-Dreiwegehdahne
des Vac-Man® Vacuum Manifold (Promega), der mit einer Welch® Vacuum
Pump (Gardner Denver, Quincy, USA) verbunden wurde, gesteckt. Die DNA-
Agarose-ADB-L6sung wurde nun unter Vakuum durch die Silikamembran der
Saulen gezogen. AnschlieBend erfolgten zwei Waschgange mit je 200 ul DNA
Wash Buffer. Die Elution der DNA erfolgte durch Zentrifugation der Saulen
mit je 12 pl Nuklease-freiem dH,O bei 13000x g fir 45 s.

3.3.6 Herstellung kompetenter Escherichia coli nach der
Rubidiumchlorid-Methode

Um transformationskompetente Escherichia coli des Stammes XL-1 Blue
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) zu erzeugen, erfolgte zunachst die
Herstellung der Transformation Buffer (TFB) 1 und 2 sowie des Lysogeny-
Broth (LB)-Nahrmediums.
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TFB1-Puffer

Reagenz Masse/ Volumen
(Endkonzentration)

RbCl 0,60 g (100 mM)
MnCl; 0,31 g (50 mM)
KAc 0,15 g (30 mM)
CaCl; 0,06 g (10 mM)
Glycerol 7,50 ml (15 %)
Aqua dest. Ad 50,00 ml

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf pH 5,8 eingestellt. AnschlieBend

erfolgte eine Sterilfiltration der Ldsung.

TFB2-Puffer

Reagenz Masse/ Volumen
(Endkonzentration)

MOPS (4- 0,10 g (10 mM)
Morpholinopropansulfonsaure)

RbCI 0,06 g (10 mM)
CaCl 0,42 g (75 mM)
Glycerol 7,50 ml (15 %)
Aqua dest. Ad 50,00 ml

Der pH-Wert wurde mit KOH auf pH 6,5 eingestellt. AnschlieBend erfolgte

eine Sterilfiltration der L6sung.

LB-Medium

Reagens Masse/ Volumen
Pepton C 10 g

Hefeextrakt 59

NaCl 5g

Aqua dest. Ad 11

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7 eingestellt und das Medium

anschlieBend autoklaviert.
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Zunachst wurden XL-1-Blue-Ubernachtkulturen angesetzt. Diese erfolgten in
jeweils 5 ml LB, das mit 5 pug/ ml Tetracyclin versetzt wurde. Die Réhrchen
wurden mit Aluminiumfolie lichtundurchlassig gemacht und der Deckel nicht
komplett zugedreht. Die Inkubation erfolgte unter Schitteln bei 37 °C. Am
nachsten Tag wurden 2x 25 ml auf 37 °C vorgewarmtes LB-Medium mit
jeweils 1 ml Ubernachtkultur inokuliert. Die Kultur wurde dann bei 37 °C unter
Schutteln bis zu einer ODsoo von 0,5-0,6 inkubiert. Es erfolgte die Kihlung
der Kultur auf Eis fir 5 min und anschlieBend eine Zentrifugation fir 5 min
bei 4000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in
je 10 ml eiskaltem TFB1 resuspendiert. Die Bakterienlésung ruhte fir 90 s
auf Eis und wurde dann erneut fir 5 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde erneut dekantiert und das Pellet in je 1 ml eiskaltem
TFB2 aufgenommen. Die vereinten Suspensionen kihlten anschlieBend fir 15
min auf Eis und wurden, zu je 100 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

3.3.7 Klonierung der cDNA in einen prokaryotischen
Expressionsvektor

Unter Klonierung versteht man das Einbringen eines beliebigen DNA-

Fragments in einen Vektor, wodurch die Amplifikation in einem

Wirtsmechanismus ermdglicht wird (94). Fur die Klonierung der blunt-ended

PCR-Produkte wurden mit dem CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher

Scientific) gearbeitet. Der Ligationsansatz wurde hierfur auf Eis angesetzt und

gemischt.

Reagenz Volumen/Menge

2x Reaction Buffer 10 pl

PCR-Produkt 3:1 Ratio (molar) zwischen PCR-

Produkt und pJET1.2

pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/ 1 pl
Hl)
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Nuklease-freies dH,0O bis zu 8 pl
T4 DNA Ligase 1l
AnschlieBend wurde der Ansatz bei 22 °C fir 5 min inkubiert und fir die

Transformation verwendet.

3.3.8 Transformation der Plasmide in Escherichia coli

Herstellung von LB-Agarplatten

1 I LB-Medium (3.3.6) wurde mit 15 g Agar (1,5 %) versetzt und autoklaviert.
Entsprechend der Ampicillinresistenz des pJET1.2/blunt Cloning Vector (bla
(ApR)-B-Lactamase-Gen) wurden, nach Abklhlung der Lésung auf 50 °C 100
Mg/ ml Ampicillin zugeftgt.

Transformation

Der Ligationsansatz (3.3.7) wurde zwecks Transformation zu kompetenten,
auf Eis angetauten XL-1 Blue (3.3.6) gegeben (64) und 20 min auf Eis
inkubiert. Die Bakterien wurden Uber 1 min einem Hitzeschock von 42 °C
ausgesetzt. Nach Zugabe von 1 ml auf 37 °C vorgewarmten LB-Mediums
wurde eine Stunde bei 37 °C auf einem Schuttler inkubiert. Durch eine 2 min
andauernde Zentrifugation bei 2000x g wurden die Bakterien pelletiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet daraufhin in 1 ml, 37 °C warmem
LB-Medium resuspendiert. SchlieBlich wurde die gesamte
Bakteriensuspension auf Ampicillin-LB-Agarplatten ausplattiert. Die Platten

wurden Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.3.9 Bakterienkultur zur Vermehrung der Plasmide

Herstellung von Super Optimal broth with Catabolite repression
(SOC)-Ndhrmedium

Reagenz Masse/ Volumen
Pepton C 20,09
Hefeextrakt 50g

NaCl 0,5¢

0,25 M KCI 10,0 ml

2 M MgCl, 5,0 ml
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1 M Glucose 20,0 ml
Aqua dest. Ad 1,01
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7 eingestellt und das Medium

anschlieBend autoklaviert.

Selektion der Klone und anschlieBende Bakterienkultur:

Zur Vermehrung der Plasmide wurden am ndachsten Tag die auf den
Agarplatten gewachsenen Kulturen (pro Agar-Platte 5 Klone), mit sterilen
Pipettenspitzen, aufgenommen. Damit wurden je 5x 3 ml SOC-Medium
angeimpft. Das SOC-Medium wurde zuvor mit 100 ug/ ml Ampicillin versetzt.
Die Vermehrung erfolgte als Ubernachtkultur bei 37°C unter Schitteln und

aeroben Bedingungen.

3.3.10 Plasmidextraktion durch alkalische Lyse

Bei der Plasmidextraktion durch alkalische Lyse handelt es sich um eine
Methode zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien (11). Es wurden

daftr folgenden Lésungen hergestellt:

P1

Reagenz Masse/ Volumen
(Endkonzentration)

2,0 M Tris 2,5 ml (25 mM)

0,5 M EDTA 2,0 ml (10 mM)

Aqua bidest. Ad 100,0 ml

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 8,0 eingestellt und die L&sung
anschlieBend autoklaviert. Kurz vor Gebrauch musste der Lésung 1 % RNAse
(Endkonzentration: 100 pg/ ml) zugesetzt werden.

P2

Reagenz Masse/Volumen

(Endkonzentration)
10 M NaOH 2,0 ml (0,2 M)
20 % SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 5,0 ml (1 %)
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Aqua bidest. Ad 100,0 ml

P3

Reagenz Masse/Volumen
(Endkonzentration)

KAC 29,45 g (3 M)

Aqua bidest. Ad 100,00 ml

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf pH 5,5 eingestellt und die Lésung
anschlieBend autoklaviert.

DNAse-freie RNAse A-Losung (Stocklosung 10 mg/ ml)

Die RNAse A wurd in sterilem, Nuklease-freiem dH,O aufgenommen (10 mg/
ml). Das Reaktionsgefal3 wurde anschlieBend fir 15 min in einem Becherglas
mit Wasser gekocht.

Durchfithrung der Plasmidextraktion

Von den Ubernachtkulturen (3.3.9) wurden jeweils 2 ml Kultur in ein
Reaktionsgefal dberfUhrt. Der nachste Schritt bestand aus 2 min
Zentrifugation bei 5000 rpm. Danach wurde der Uberstand abgenommen und
verworfen sowie das erhaltene Pellet in 300 pl P1 (mit RNAse A)
resuspendiert. Die Lyse wurde mit 300 pl P2 durchgefiihrt; nach Zugabe von
300 pl P3 wurden mit dem sichtbaren Kalium-SDS-Niederschlag Proteine und
genomische DNA gefallt. Nach Mischen des Ansatzes erfolgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt fir 15 min bei 13000 rpm und 4 °C. Der entstehende
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefdB Uberfiihrt und mit 700 pl
Isopropanol gemischt. Die DNA wurde nun bei -20 °C ber 30 min ausgefallt.
Der nachste Zentrifugationsschritt wurde fir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 500 pl
70 %igem, eiskaltem Ethanol gewaschen. Es wurde fir 5 min bei 13000 rpm
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Trocknung des
Pellets erfolgte bei 37 °C auf einem Thermoblock. Zuletzt wurde das Pellet in

20 pl Nuklease-freiem dH,O geldst.
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3.3.11 Restriktionsverdaus zur Validerung der Inserts

Die Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsendonukleasen (REs) gemaB der
Angaben des Herstellers verdaut. Verwendet wurde die RE ApalLl um den
pJET1.2/blunt Cloning Vector (Thermo Fisher Scientific) in zwei Fragmente
spalten zu koénnen. Von diesen zwei Fragmenten besitzt das konstante
Fragment ohne Multiple Cloning Site (MCS) eine GréBe von 1246 bp. Das
Fragment mit der MCS besitzt eine GroBe von 1728 bp, die sich bei
gelungener Klonierung um die GroBe des Inserts vermehrt. Die
Restriktionsverdaus wurden mit Enzymen der Fa. Fermentas/Thermo Fisher

Scientific und der Fa. New England Biolabs durchgefthrt.

Plasmidverdau mit ApalLI (Alw44l) von Fermentas/Thermo Fisher
Scientific

Die folgenden Reagenzien wurden in angegebener Reihenfolge auf Eis

zusammengeben:

Reagenz Volumen/ Masse
Nuklease-freies dH,0 ad 20 pl

10x Fast Digest (Green) Buffer 2 ul

DNA 1 g
Restriktionsenzym 1l

Der Restriktionsansatz wurde bei 37 °C flir 60 min verdaut und das RE
anschlieBend durch Erhitzung auf 80 °C fir 5 min inaktiviert. Da der Fast
Digest (Green) Buffer auch als Ladepuffer dient, konnte die geschnittene DNA

direkt auf ein Agarosegel aufgetragen werden.

Plasmidverdau mit ApaLI von New England Biolabs

Die folgenden Reagenzien wurden in angegebener Reihenfolge auf Eis

zusammengegeben:
Reagenz Volumen/ Masse
Nuklease-freies dH,0 ad 25,00 pl
10x NEBuffer 4 2,50 pl
BSA (Bovine Serum Albumin) 0,25 pl
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DNA 1,00 pg
Restriktionsenzym (10 u/ pl) 0,50 pl
Der Restriktionsansatz wurde bei 37 °C fir 60 min verdaut und anschlieBend
mit 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) versetzt.

Es erfolgte die sofortige Agarosegelelektrophorese.

3.3.12 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration und

Verdiinnung

Nukleinsauren haben, bedingt durch die aromatischen Ringe ihrer Basen, ein
Absorptionsmaximum bei L = 260 nm. Bei der photometrischen Messung der
Absorption einer Lésung bei » = 260 nm in einer Quarzklvette von 1 cm
Schichtdicke hat eine Losung von 50 pg ml* dsDNA, 40 pg ml*t ssDNA oder
33 pyg mlt RNA eine optische Dichte (OD) von 1 (69). Das
Absorptionsmaximum von Proteinen liegt, ebenfalls aufgrund ihrer
aromatischen Reste, bei A = 280 nm. Zur Messung der Reinheit bildet man
den OD260/0OD2go-Quotienten, mit dem man Verunreinigungen durch Proteine
oder RNA bestimmen kann. Bei einem OD2e0/OD2go-Quotienten von 1,8 liegt
eine reine DNA-L6sung vor, bei 2,0 handelt es sich um eine reine RNA-L6sung
und bei Werten, die signifikant unter 1,8 liegen, um eine Kontamination mit
Proteinen oder Phenol (69). Die Konzentrationsbestimmungen wurden mit
dem  BioPhotometer® 6131 (Eppendorf, Hamburg) oder dem
NanoPhotometer® P 300 (Implen, Miinchen) durchgefiihrt. Fiir die Messung
mit dem BioPhotometer® 6131 wurden die Proben 1:50 verdinnt. Bei der
Messung mit dem NanoPhotometer® P 300 wurde jeweils 1 pl unverdlinnte

Probe eingesetzt.

3.3.13 Sequenzierung der SpleiBvarianten
Die Sequenzierung der DNA-Proben wurde durch die. Fa. GATC Biotech
durchgefihrt. Hierfir wurden nach Vorgabe des Dienstleisters 30-100 ng der

entsprechenden Plasmid-DNA-Proben eingesandt. Die Sequenzierreaktion

erfolgte gemaB der Didesoxymethode nach Sanger (96).
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3.4 KLONIERUNG VON CREM-SPLEIBVARIANTEN IN

EUKARYOTISCHE EXPRESSIONSVEKTOREN

3.4.1 PCR Site-directed Mutagenesis der CREM-cDNA

Sequenzierte Plasmide mit den Inserts B-H-Ia, B-H-Ib und B-y-H-Ib wurden
als Template fir eine gerichtete Mutagenese (PCR Site-directed Mutagenesis)
eingesetzt, um Restriktionsschnittstellen zu erzeugen, die ein Umklonieren in
einen eukaryotischen Expressionsvektor ermdéglichten. Die Inserts
entstammen der Kardiomyozyten-RNA von Mausen der Inzuchtlinie C57BL/6.
Es wurde mit den unten gezeigten Primern eine BamHI-Schnittstellle vor Exon
B und eine PstI-Schnittstelle nach den Exonen Ia und Ib eingefiigt.
Mutagenese-Primer flr Exon B und BamHI (Mm_MutBamHI_CREMB_for):
TCAGGATCCTATGACCATGGAAACAGTTGAA
Tm = 65 °C
Mutagenese-Primer fur Exon Ib und PstI(Mm_MutPstI_CREMIb_rev):
TAGCTGCAGTAATCTGTTTTGGGAGAGC

m = 65 °C
Mutagenese-Primer fur Exon Ia und PstI(Mm_MutPstI_CREMIa_rev):
TAGCTGCAGTACTCTGCTTTATGGCAATA
Tm = 64 °C
PCR-Protokoll

Reagenz Endkonzentration Masse/ Volumen
Nuklease-freies dH,0 ad 33,5 pl

5x Phusion HF Buffer 1x 10,0 pl

dNTPs (je 10 mM) je 0,2 mM 1,0 pl
Sense-Primer (10 uM) 0,5 uM 2,5 ul
Antisense-Primer (10 uM) 0,5 uM 2,5 pl

Phusion DNA Polymerase 0,5u 0,5 ul

(1u/ ul)

Template Plasmid-DNA 1,0 ug
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Die Reaktionsansatze wurden auf Eis in sterile 0,2 ml PCR-GefaBe pipettiert.
Dazu wurden sterile Pipettenspitzen benutzt. Die Reaktionen wurden im
Biometra TProfessional Standard Thermocycler nach folgendem Programm
durchgefihrt. Die Annealingtemperatur wurde jeweils 5 °C geringer als der

niedrigste Schmelzpunkt der verwendeten Primer gewahlt.

Reaktionsschritt Zyklen Temperatur Zeit (s)
(°C)

Initiale 1 98 30

Denaturierung

Denaturierung 25 98 10

Annealing 25 61 30

Elongation 25 72 20

Finale Elongation 1 72 420

Pause 1 4 (o)

3.4.2Linearisierung des eukaryotischen Expressionsvektors

Der eukaryotische Expressionsvektor pQE-TriSystem-6 (Qiagen, Venlo, NL)
wurde mit den REs BamHI und Pstl der Fa. Fermentas/Thermo Fisher

Scientific linearisiert.

Reagenz Volumen/ Masse
Nuklease-freies dH,0 ad 20 pl

10 x Buffer R 2 ul

Vektor-DNA 1 g

PstI (10 u/ ul) 1l

BamHI (10 u/ ul) 1 pl

Die Reagenzien wurden in obiger Reihenfolge angesetzt und anschlieBend bei
37 °C fir 90 min inkubiert.
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3.4.3 Aufreinigung der PCR Site-directed Mutagenesis und des

linearisierten Vektors mit DNA Clean & Concentrator™-5

Mit dem DNA Clean & Concentrator™-5-Kit (Zymo Research, Irvine, CA)
erfolgte die Aufreinigung der DNA aus den PCR- und Restriktionsansatzen.
Verwendet wurde folgendes Protokoll:

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 13000 g ausgefihrt. Zu jedem
Volumen DNA-Probe wurden 2-7 Volumina (s. Tabelle) DNA Binding Buffer

gegeben.

Anwendung DNA Binding Buffer : Probe |Beispiel

Plasmid, genomische DNA (>2kb) [2V : 1V 200ul : 100ul
PCR-Produkt, DNA-Fragment 5V . 1V 500pl : 100ul
ssDNA (z.B. cDNA, M13 phage) 7V 1V 700pl : 100l

Nach kurzem, schonendem Mischen wurde der Mix auf eine Zymo-Spin-Saule
in einem SammelgefaB gegeben. Fir 30s wurde zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Dann wurden 200 pl DNA Wash Buffer auf die Saule
pipettiert und diese flir 30 s zentrifugiert. Der Waschschritt wurde
anschlieBend wiederholt. 6-15 pl Nuklease-freies dH.O wurden direkt auf die
Saulenmatrix appliziert und bei Raumtemperatur eine Minute inkubiert. Die
Saule wurde dann auf ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefal3 gesetzt und die
DNA durch 30 s Zentrifugation eluiert.

3.4.4 Restriktionsverdau und Aufreinigung der mutierten CREM-
cDNA

Der Doppelverdau der mutierten CREM-cDNA erfolgte nach dem gleichen
Protokoll wie in 3.4.2, es wurde lediglich der ganze PCR-Ansatz eingesetzt
und nach 1 h, zwecks Templateverdau, 0,2 pl Dpnl (20 u/ pl) (New England
Biolabs) hinzugefligt. Bei der Aufreinigung des PCR-Ansatzes vor dem Verdau
und spater des Restriktionsansatzes wurde auf das Protokoll aus 3.4.3

zuruckgegriffen.
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3.4.5 Abschatzen von DNA-Konzentrationen auf Agarosegelen

Vor der Ligation der sticky-Inserts mit dem linearisierten pQE-TriSystem-6
(Qiagen) wurden die Konzentrationen auf einem Ethidiumbromid-gefarbten
Agarosegel abgeschatzt. Die Einschatzung der Konzentration wird durch
Vergleich der Banden mit denen von GréBenstandards bekannter
Konzentration, in diesem Falle des GeneRuler 1 kb DNA Ladder und des
GeneRuler 100 bp DNA Ladder GréBenstandards, erméglicht.

3.4.6 Klonierung der CREM-SpleiBvarianten in den eukaryotischen

Expressionsvektor

Die Sticky-End-Ligation erfolgte nach folgendem Protokoll. Die Reagenzien
wurden in der angegebenen Reihenfolge dem Ansatz hinzugefiigt. Die T4 DNA
Ligase und der 10x T4 DNA Ligase Buffer wurden von der Fa. Thermo Fisher

Scientific bezogen.

Reagenz Volumen/ Masse
Nuclease-freies dH,O ad 20 pl

10x T4 DNA Ligase Buffer

Lineare Vektor-DNA 100 ng

Insert-DNA 3:1-molare Ratio Uber Vektor
T4 DNA Ligase 1 pl

Die Inkubation erfolgte bei 16 °C Uber Nacht.

3.4.7Vermehrung der Vektoren in Escherichia coli mit

anschlieBender Plasmidextraktion

Die Transformation der Vektoren in XL-1-Blue-Bakterien erfolgte wie in 3.3.8
beschrieben. Hierfiir wurden 10 pl des Ligationsansatzes aus 3.4.6 zu 100 pl
kompetenter Zellen gegeben. Zur Plasmidextraktion wurde das Protokoll aus
3.3.10 angewandt.
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3.4.8 Restriktionsverdau und Sequenzierung der Vektoren zur
Verifikation des Inserts

Der Restriktionsverdau und die Sequenzierung der Vektoren zur Validierung
der Inserts erfolgte wie in 3.3.11 und in 3.3.13 beschrieben.

3.5 NACHWEIS DER CREM-EXPRESSION DURCH SDS-PAGE UND

WESTERN BLOT

3.5.1 Kultur und Transfektion von HEK293-Zellen

Zellkultur

HEK293-Zellen wurden in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), high
glucose (Gibco®/ Life Technologies, Carlsbad, USA) kultiviert, dem 10 %
fetales Kalberserum (FKS) (Lonza, Basel, CH) zugesetzt wurden. Die
antibiotisch-antimykotische Pravention wurde mit Penicillin-Streptomycin
(10,000 U/ mL) (Gibco®) in einer 1:100-Verdinnung (Endkonzentration: 100
U/ ml) durchgefihrt. Die Zellkultur erfolgte im BD53-Inkubator (Binder,
Tuttlingen) bei 5 % CO,. Jeden 2. Tag wurde das Medium gewechselt. Bei
einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen durch Trypsinierung
subkultiviert.

Herstellung von 10x Phosphate Buffered Saline (PBS)

Reagenz Volumen/ Masse
NaCl 80,0 g

KCI 2,09

Na;HPO4 14,4 g

KH2PO4 2,49

Aqua bidest. ad 1,0 |

Mit HClI oder NaOH wurde der pH auf 7,4 eingestellt und der Puffer
anschliessend autoklaviert.

Trypsinierungs-Protokoll fiir 25 cm?2-Zellkulturflaschen

Das Medium wurde abgenommen und die HEK293-Zellen mit 2 ml 1x PBS
gewaschen. Danach wurde 1 ml 37 °C-warme, 0,25 %ige Trypsin-EDTA-
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Losung hinzugegeben. Die Zellen wurden 5-10 min trypsiniert und das
Ablésen unter einem Durchlichtmikroskop kontrolliert. Die Trypsinierung
wurde durch Zugabe von 6 ml DMEM gestoppt. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension mit 19 ml DMEM verdinnt und 25 cm?-Zellkulturflaschen mit
jeweils 5 ml Zellsuspension besat. Ihrer GréBe entsprechend wurden die 75
cm?-Flaschen mit 12,5 ml Zellsuspension besét.

Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einbringen fremder DNA in
eukaryotische Zellen. Es wurde hierzu das TurboFect Transfection Reagent
(Thermo Fisher Scientific) verwendet, eine Lésung kationischer Polymere in
Wasser, die mit DNA positiv geladene Komplexe bilden und mit der
Zellmembran fusionieren (107); eine Methode, die der Lipofektion (31)
ahnlich ist. Die Transfektion von HEK293-Zellen flir den Western Blot fand bei
einer Konfluenz von 70-90 % statt. Je 4 ug Vektor-DNA (pQE-TriSystem-6)
mit den Inserts B-H-Ia, B-H-Ib und B-y-H-Ib (3.4) und 2 pg pEGFP-C1
(Clontech Laboratories, Mountain View, USA) wurden in 500 pl Opti-MEM® I
Reduced Serum Medium (Life Technologies) aufgenommen und mit 2,4 ul
TurboFect Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
versetzt. Der pEGFP-C1-Vektor kodiert fiir eine mutierte Variante des Wildtyp
Green Fluorescent Protein (GFP) mit Absorptionsmaximum bei 488 nm und
Emissionsmaximum bei 507 nm. Die Kotransfektion mit pEGFP-C1 erfolgte
zur Kontrolle der erfolgreichen Transfektion. Nach 15 min Wartezeit wurde
der Transfektionsansatz zu den Zellen gegeben und die Kultur fir 2 Tage

fortgeflihrt, um eine ausreichende Proteinexpression zu erméglichen.
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Abbildung 11: Nachweis der Transfektion von HEK293-Zellen mit pQE-TriSystem-6
und pEGFP-C1; HEK293-Zellen wurden mit dem eukaryotischen Expressionsvektor pQE-TS6
(mit folgenden Inserts, oben: B-H-Ia; unten links: B-y-H-Ib; unten rechts: B-H-Ib) und dem
Expressionsvektor pEGFP-C1 zum Transfektionsnachweis transfiziert. Die Aufnahme erfolgte 2
Tage nach Transfektion mit dem Nikon TI Fluoreszenzmikroskop.

3.5.2 Aufbereitung der Zellen durch Sonifizieren

Um die Zellen fir SDS-PAGE und Western-Blot verwenden zu kénnen, wurden
diese zunachst durch Sonifizieren aufgeschlossen. Von den Kulturen wurde
zwei Tage nach der Transfektion das Medium abgenommen und ein
Waschgang mit 4 ml 1x PBS durchgefihrt. Danach wurde das PBS
abgenommen und die Zellen durch Abwaschen mit 1,5 ml 1x PBS und einem
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Nunc™ Cell Scraper (Thermo Fisher Scientific) abgeldst. Die Zellsuspension
wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB uberfihrt und 3,5 min bei 200x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet bei -80 °C

gelagert.

Herstellung der M1-Losung

Reagenz Volumen/ Masse
200 mM EDTA 1 ml
B-Mercaptoethanol 50 pl

Aqua bidest. ad 50 ml

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt und die Lésung vor
Verwendung sterilfiltriert.

Sonifizieren

Die Zellpellets wurden auf Eis angetaut. 1/8 Tablette cOmplete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Diagnostics) wurde in 1,25 ml M1-Lésung
aufgenommen. Pro Pellet wurden 200 pl der M1-Proteaseinhibitor-Lésung
verwendet. Die Zellen wurden auf Eis mit 3 Pulsen a 10 s bei 60 % der
Amplitude durch den HTU SONI-130 MiniFIER-Ultraschallstab (Heinemann,
Schwabisch Gmlind) aufgeschlossen. AnschlieBend wurden die Proben bei
13000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein sauberes,

geklhltes ReaktionsgefaB Uberflhrt.

3.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Bradford (15) beruht auf dem
Farbstoff Coomassie-Brillantblau G 250, der sein Absoptionsmaximum in
Gegenwart von Proteinen von 465 zu 595 nm verschiebt. Die Komplexbildung
des Farbstoffes erfolgt mit basischen und aromatischen Aminosaureresten,
besonders mit Arginin (19). Die Standard-Verdinnungsreihe wurde mit
Rinderserumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) im Dreifach-
Ansatz hergestellt. Dazu wurden 0-10 pg BSA/ 800 ul Aqua bidest. mit jeweils
200 ul Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, Hercules, USA)
versetzt und im BioPhotometer® 6131 (Eppendorf, Hamburg) bei . = 595 nm

die Absorption gemessen. Die zu bestimmenden Proben wurden so verdinnt,
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dass sich die vermutete Konzentration etwa auf der Mitte der Standardkurve
befand. Die Proteinproben wurden mit Aqua bidest. auf 800 ul aufgefillt, mit
200 pl Protein Assay Dye Reagent Concentrate versetzt und ebenfalls
bestimmt. Die jeweilige Proteinmasse und -konzentration wurden anhand der

Korrelation der Probenwerte mit denen der Standardkurve berechnet.
3.5.4 SDS-PAGE und Western-Blot
Zum Nachweis der Proteine wurde eine Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschlieBendem Western-
Blotting (108) durchgefluhrt.

Benotigte Puffer
4x Tris-Glycin-Laufpuffer

Reagenz Masse/ Volumen
Tris Base 50¢g

Glycin 90 g

SDS 8¢

Aqua bidest. ad 2 |

Der pH-Wert wurde kontrolliert und sollte etwa bei pH 8,8 liegen. Er wurde

gemaB Protokoll nicht eingestellt.

2x Lammli-Puffer

Reagenz Masse/ Volumen
Tris Base 1,89 ¢

SDS 25,00 g

Glycerol 50,00 ml
Bromphenol-Blau 1 Spatelspitze
Aqua bidest. ad 250,00 ml

Der pH-Wert wurde mit HCI auf pH 6,8 eingestellt.
1x Towbin-Puffer

Reagenz Masse/ Volumen
Tris Base 3,03 g
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Glycin 15,04 g

Methanol 200,00 ml

Aqua bidest. ad 1,00 |

Der pH-Wert sollte zwischen pH 8,1 und 8,5 sein, wurde aber gemaf Protokoll
nicht eingestellt.
Tris Buffered Saline (TBS)-Puffer

Reagenz Masse/ Volumen
NaCl 9,00 g

Tris Base 1,58 ¢

Aqua bidest. ad 1,00 |

Fiir TBS Tween (TBS-T) Puffer zusatzlich

Tween 20 1,00 ml

Der pH-Wert wurde mit HCI auf pH 7,4 eingestellt.

Durchfiihrung der Tris-Glycin-SDS-PAGE

Die sonifizierten Proben wurden, wie die Gewichtsmarker, bei 95 °C flr 10
min im Thermoblock denaturiert. Die Gelelektrophoresekammer wurde nach
Einsetzen des Gels mit 600 ml 1x Tris-Glycin-Laufpuffer befillt. Zu den
Proben wurde das gleiche Volumen 2x Lammli-Puffer pipettiert. Eingesetzt
wurden 50 pg Protein pro Probe. Als Marker wurden 10 pl des Spectra
Multicolor Low Range Protein Ladders und des PageRuler Prestained Protein
Ladders (beide Thermo Fisher Scientific) verwendet. Das 4-15 % Criterion™
TGX Stain-Free™ Precast Gel (Bio-Rad) wurde mit den Proben und Markern
beflllt und die Gelelektrophorese bei 200 V und 6 °C Umgebungstemperatur
flir 45 min durchgefthrt.

Durchfithrung des Western-Blots

Eine Amersham Protran 0.45 NC Nitrocellulose-Membran (GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont, UK) und 2 Filterpapiere wurden auf GroBe des Gels
zurechtgeschnitten. Der Schaumstoff, die Blotkassette, die Filterpapiere und
die Nitrocellulose-Membran wurden mit Towbin-Puffer bedeckt und
eingeweicht. Das Gel wurde aus der Gelelektrophoresekammer entnommen

und die Blotkassette nach folgendem Schema zusammengesetzt:
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Kathode|Schaumstoff-Filterpapier-Gel-Membran-Filterpapier-
Schaumstoff|Anode

Die Blotkassette wurde in die Transferkammer gesetzt und diese komplett
mit Towbin-Puffer beflillt. Das Blotten der Proteine erfolgte bei 1,5 A und 6
°C Umgebungstemperatur fir 3 h. AnschlieBend wurde der Western-Blot flr
2-3 min durch Schwenken in Ponceau-Rot angefarbt. Das Uberschlissige
Farbreagenz wurde durch 3 Waschschritte a 2-3 min in Aqua bidest entfernt.
Die Membran wurde an der Luft getrocknet. Flir das Blocken freier
Bindungsstellen der Nitrocellulose-Membran wurden 5% Milchpulver in 100
ml TBS-T gelést. Die Membran wurde zurechtgeschnitten und die
Markerbanden eingekerbt. Der Blot wurde fir 10 s in Aqua bidest. gewaschen.
Bei 21 °C Umgebungstemperatur erfolgte das Blocken mit der 5 %igen
Milchpulver-TBS-T-Ldsung flr 1 h auf dem Schittler. Der Tetra-His Antibody,
BSA-free (Qiagen) wurde mit 10 ml 5 %iger Milchpulver-TBS-T-Lésung in
einer 1:1000-Verdinnung angesetzt. Der Blot wurde aus der Milchpulver-
TBS-T-Lésung genommen und 10 s in Aqua bidest gewaschen. Danach wurde
der primare Antikérper-Ansatz auf den Blot gegeben und dieser bei 4 °C auf
einem Schuttler Gber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran
fur jeweils 5 min zunachst mit TBS-Puffer, dann zweimal mit TBS-T-Puffer
und schlieBlich erneut mit TBS-Puffer gewaschen. Der ECL Mouse 1gG, HRP-
linked whole Ab (from sheep) (GE Healthcare Life Sciences) wurde mit 10 ml
5 %iger Milchpulver-TBS-T-Lésung in einer 1:5000-Verdliinnung angesetzt.
Die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper erfolgte bei 21 °C
Umgebungstemperatur flir 2 h auf dem Schittler. Danach wurde der
Western-Blot, wie nach der Inkubation mit dem primaren Antikérper,

gewaschen.

3.5.5Darstellung der Proteine mit dem ChemiDoc™ MP Imaging

System
Die Darstellung der CREM-Isoformen erfolgte mit dem ChemiDoc™ MP

Imaging System (Bio-Rad). Der Western-Blot wurde hierfir aus dem TBS-
Puffer entnommen und auf die Bildplatte des Gerates Uberfihrt. Die Blot-
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Membran wurde fotografiert. 300 pl ECL Western Blotting Substrate
(Promega) wurden auf den Blot pipettiert und dieser blasenfrei mit einer
Gefrierfolie abgedeckt. Die Entwicklung der Chemilumineszenz wurde Uber
180 s verfolgt und fotografiert. Die beiden Fotografien wurden
Ubereinandergelegt, um anhand des Gewichtsmarkers das Gewicht der

luminiszierenden Banden bestimmen zu k6nnen.

3.6 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG VON CREM-

SPLEIBVARIANTEN IM LUCIFERASE-ASSAY

3.6.1 Kultur und Transfektion von HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen wurden, wie in 3.5.1 beschrieben, in einer 24-Well-
Mikrotiterplatte kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70-90 % wurden die Zellen
mit dem pQE-TriSystem-6-Expressionsvektor mit den Inserts B-H-Ia, B-H-Ib
und B-y-H-Ib (3.4), sowie dem pGL4.29[luc2P/CRE/Hygro] Vector (Promega)
und dem pRL-TK Vector (Promega) kotransfiziert. Von den Vektoren pQE-
TriSystem-6 und pGL4.29 Vector wurden jeweils 500 ng/Well in 100 ul/Well
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium aufgenommen und mit 2,1 pl/Well
TurboFect Transfection Reagent vermischt. Von dem pRL-TK Vector wurden
pro Ansatz jeweils 50 ng/Well hinzugefligt. Nachdem der Ansatz 15-20 min
geruht hatte, wurden die Zellen mit je 100 pl Ansatz pro Well transfiziert. Bei
dem pGL4.29 Vector handelt es sich um ein CRE-kontrolliertes Luziferase-
Reportergenkonstrukt, welches die Firefly-Luziferase exprimiert. Die
Kotransfektion mit dem konstitutiv exprimierenden pRL-TK Vector, einem
Renilla-Luziferase-Expressionsvektor, erfolgte als interne Kontrolle zur

Normalisierung der Glihwirmchen-Luziferase-Expression.
3.6.2 Stimulation der transfizierten HEK293-Zellen mit Forskolin
Am Folgetag wurde jeweils die Halfte der Zellkulturen mit 10 pyl 1 mM

Forskolin (in DMSO geldst) stimuliert, die andere Halfte zur Kontrolle mit 10

Ml 1 %iger DMSO-L6sung behandelt. Nach 6 h Stimulation wurde das Medium

58



abgenommen. Die Zellen wurden mit 1x PBS von Mediumresten befreit.
Danach wurden die Zellen mit dem 5x Passive Lysis Buffer der Fa. Promega

lysiert.

3.6.3 Luciferase-Reportergen-Analyse mit Mithras LB 940 Multimode

Microplate Reader

Die Firefly-Luziferase (aus Photinus pyralis) setzt ihr Substrat Luziferin unter
Sauerstoffverbrauch und in Gegenwart der Cofaktoren ATP und Mg?* in
Oxyluziferin, AMP, Pyrophosphat und CO; um. Bei dieser Reaktion erfolgt die
Emission von Licht der Wellenlange A= 562 nm, welches in einem
Luminometer gemessen und in relativen Lichteinheiten quantifiziert ein Mal3
fur die Transkriptionsrate des Reportergenkonstruktes ist (69). Die Renilla-
Luziferase (aus Renilla reniformis) katalysiert die Reaktion von Coelenterazin
(Renilla Luziferin) mit Sauerstoff zu Coelenteramid und CO;, wobei kein ATP
verbraucht und Licht der Wellenldnge L = 480 nm emittiert wird (101). Der
Dual-Luciferase-Assay wurde mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay
System (Promega) im Mithras LB 940 Multimode Microplate Reader (Berthold
Technologies, Bad Wildbad) ausgewertet. Die lysierten HEK293-Zellen (3.6.2)
wurden bei 21 °C Umgebungstemperatur 25 min geschittelt. AnschlieBend
wurden 25 pl Zelllysat aus jedem Well in eine Kavitat einer 96-Well-
Mikrotiterplatte Uberfihrt. 900 ul Luciferase Assay Reagent II (LAR II) wurden
in einem Réhrchen mit dem entsprechenden Ansaugschlauch des Microplate-
Readers angesaugt und nach Einlegen der Mikrotiterplatte jeweils 25 pl pro
Well injiziert. Daraufhin wurden die relativen Lichteinheiten pro Probe in acht
Replikaten ausgelesen und somit die Firefly-Luziferase-Aktivitat bestimmt.
Zur Bestimmung der Renilla-Luziferase-Aktivitat wurden 900 pl des Stop &
Glo® Reagent in einer 1:50 Verdlinnung angesetzt. Diese wurde in einem
Réhrchen ebenfalls mit einem anderen Ansaugschlauch verbunden und pro
Well 25 ul des Reagenz injiziert. Die relativen Lichteinheiten wurden pro Probe

in acht Replikaten ausgelesen.
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3.7 QUANTITATIVE ANALYSE VON CREM-SPLEIBVARIANTEN

DURCH QUANTITATIVE-REAL-TIME-PCR

3.7.1 gPCR mit Hydrolyse-Sonden und dem LightCycler® 48011

Als quantitative-Real-Time-PCR wird eine Variation der PCR bezeichnet, die
den quantitativen Nachweis der DNA-Amplifikation in Echtzeit mittels
Fluoreszenz ermdéglicht (46). Hydrolyse-Sonden (auch TagMan-Sonden als
Portmanteau-Wort aus Tag-Polymerase und Pac-Man) kdénnen verwendet
werden, um die Spezifitat der Methode zu erhdéhen. In diesem Falle wird die
Detektion unterschiedlicher CREM-Isoformen ermdglicht. Durch die 5'-3'-
Exonukleaseaktiviat der DNA-Polymerase (21) koénnen zu amplifizierten
Sequenzen komplementare Sonden zersetzt werden (48). Im Falle der
verwendeten Hydrolyse-Sonden ist das 5'-Ende kovalent mit einem
Fluorophor verknlipft, wohingegen an das 3'-Ende ein Quencher gebunden
ist. Im intakten Zustand absorbiert der Quencher die Fluoreszenz, die vom
angeregten Fluorophor emittiert wird und gibt daftir Energie in Form von
Warme ab. Die Fluoreszenz der hydrolysierten Sonde kann somit nicht mehr
durch Forster-Resonanzenergietransfer absorbiert werden und wird detektiert
(45,68).
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Tabelle 5: : Ubersicht der in der gqPCR mit Hydrolyse-Sonden verwendeten Primer;
Erlduterung der Abklirzungen: Mm = Mus musculus, Hs = Homo sapiens,; Dir. = Ausrichtung;

For = sense; Rev = antisense; Tm = Schmelztemperatur (°C); Ta = Annealingtemperatur (°C)

Spezies | Primerbezeichnung Sequenz Dir.[Tm|Ta
Mm MmRT_CREMintronexon_B_for GGCAAATGACCATGGAAACAGT |For| 60|55
Mm MmRT_CREMExonTheta2_for CAGTGACTACCTCCTAATGGTT For| 60(55
Mm MmRT_CREMintronexonla_rev ATGGCAATAAAGGTCTTTGAGGG |Rev| 60(55
Mm MmRT_CREMintronexonlb_rev CTACTAATCTGTTTTGGGAGAGC |Rev| 59|54
Mm MmRT_CREMExonH_for TCCTACTACTGCTTTGCCAC For| 60(55
Mm MmRT_CREMExonB_E_for CTCTAGCTCAGGTAGCAACAAT |For| 60|55
Mm MmRT_CREMintronexongamma_for |TCCCCATTTTACAGATGAGGAGA |For| 60|55
Mm MmRT_CREMintronexonX_for CCAACATGGCTGTAACTGGA For| 60(55
Mm MmRT_CREMExonB_Gamma_for CTAGCTCAGATGAGGAGACTG For| 60|55
Spezies | Primerbezeichnung Sequenz Dir..Tm|Ta
Hs HsRT_CREMExonB_for GCTCATGTGCAGACTCAGAC For| 60(55
Hs HsRT_CREMExonlIa_rev TTCAAGCACAGCCACACGAT Rev| 60(55
Hs HsRT_CREMExonlb_rev GACTTCCAGCACTGCAACT Rev| 60|55
Hs HsRT_CREMExonB_E_for GCTTTAGCTCAGGTAGCAG For| 59(54
Hs HsRT_CREMExonB_G_for GCTTTAGCTCAGTTGCTATAGC For| 60(55
Hs HsRT_CREMExonX_for GTGGTAGAGGAAACAAGACAGT |[For| 60|55
Hs HsRT_CREMintronexonGamma_for |GTATCCCCATTTTACAGATGAGG |For| 59|54
Spezies | Primerbezeichnung Sequenz Dir.[Tm|Ta
Mm MmRT_HPRT_001_for TCCTCCTCAGACCGCTTTIT For| 58(53
Mm MmRT_HPRT_001_rev CCTGGTTCATCATCGCTAATC Rev| 57(52
Spezies | Primerbezeichnung Sequenz Dir.| Tm|Ta
Hs HsRT_HPRT_001_for GACCAGTCAACAGGGGACATA For| 59|54
Hs HsRT_HPRT_001_rev TCCACAATCAAGACATTCTTTCC |Rev| 57|52
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Tabelle 6: Ubersicht der in der qPCR verwendeten Hydrolyse-Sonden; Erliuterung der
Abklirzungen: Mm = Mus musculus, Hs = Homo sapiens; Klass. = Klasse der Sonde; 5' = 5'-
Modifikation; 3' = 3'-Modifikation; FAM = 6-Carboxyfluorescein; BHQ 1 = Black Hole Quencher
1

Spezies|Sondenbezeichnung Klass. |Sequenz 5' 3

Mm Mm_CREMTaqg_B_H Tagman [GCTCAGCTGCCACAGGTGACATGC FAM [BHQ1
Mm Mm_CREMTaq_B_Gamma |Tagman |CCTACTCTAGCTCAGATGAGGAGACTGACC |FAM |BHQ1
Mm Mm_CREMTag_Gamma_H |Tagman [GGCTGCTGCCACAGGTGACATGC FAM (BHQ1
Mm Mm CREMTaq F H Tagman |ACGGGGCAATACACTGCCACAGGT FAM |BHQ1
Mm Mm CREMTagq F Gamma |Tagman [ACGGGGCAATACAATGAGGAGACTGACC FAM [BHQ1
Mm Mm_ CREMTaq X H2 Tagman |GAAACTGCTGCCACAGGTGACATGCC FAM [BHQ1
Mm Mm_CREMTaq_H Tagman |ACAAGGTGTGGTGATGGCTGCCTC FAM [BHQ1
Spezies|Sondenbezeichnung Klass. [Sequenz 5' 3

Hs Hs_ CREMTaq_ B H Tagman |[CCCTGCTTTAGCTCAGCTGCCACT FAM |BHQ1
Hs Hs_ CREMTaq_Psi_G Tagman |TTCTGCTGATGGATTGAGTTGCTATAGCCC |FAM |BHQ1
Hs Hs_ CREMTaq F H Tagman |CGGGGCAATACACTGCCACTGGT FAM [BHQ1
Hs Hs CREMTag F Gamma |[Tagman |AGACTAGCACGGGGCAATACAATGAGGA FAM |BHQ1
Hs Hs CREMTag G H Tagman |GCCAGGTTGTTGTTCAAGCTGCCACT FAM [BHQ1
Hs Hs_CREMTag_Gamma H [Tagman |GTCACATGGCTGCTGCCACTGGT FAM [BHQ1
Hs Hs_CREMTag_X H Tagman |GGAGATGACACAGCTGCCACTGGTGA FAM [BHQ1

Die Hydrolyse-Sonden wurden von der Fa. Eurofins MWG Synthesis
(Ebersberg) hergestelit. Das 6-Carboxyfluorescein hat ein
Absorptionsmaximum bei 495 nm und ein Emissionsmaximum bei 520 nm,
der Black Hole Quencher 1 hat ein Absorptionsspektrum von 480-580 nm mit

einem Absorptionsmaximum bei 534 nm.

Fir die Quantifizierung des Referenzgens Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase 1 (HPRT1) verwendete Hydrolyse-Sonden aus der Universal
ProbeLibrary (UPL) (Roche):

#95: CTGGGACT mit MmRT_HPRT_001_for und mit MmRT_HPRT_001_rev
#22: CTCCACCA mit HsRT_HPRT_001_for und mit HsRT_HPRT_001_rev

Die UPL-Sonden aus Locked Nucleic Acids (LNA) besitzen eine 5'-Modifikation
mit 6-Carboxyfluorescein und sind am 3'-Ende mit einem Dark Quencher Dye
verbunden. Fir die Ansatze der qPCR wurde das LightCycler® 480 Probes
Master-Kit (Roche) verwendet.

Der Ansatz erfolgte auf Eis. Verwendet wurden 96-Well-Mikrotiterplatten und
sterile Pipettenspitzen mit Filter. Aus humanen Proben von Patienten ohne

Herzinsuffizienz (NF) und mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) isolierte
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Gesamt-RNA wurde als Ausgangsmaterial verwendet. Gesamt-RNA aus
Herzen von 8-10 Wochen alten, mannlichen FVB/N-Mausen wurde eingesetzt.
Ein Teil der Mduse wurde mittels osmotischer Minipumpen (ALZET®/ DURECT
Corporation) Uber 10 h, 24 h und 7 d mit Isoprenalin (3mg/ kg KG/ d)
stimuliert. Eine Standardreihe aus jeweils 10 zusammengefiihrten Proben
wurde unverdinnt und mit den Verdinnungen 1:1, 1:10, 1:20 hergestellt.
Dabei wurden immer entweder NF-oder DCM-Proben sowie bei Mausen die
jeweiligen Proben einer Stimulationsdauer gepoolt. Zunachst wurde der unten
beschriebene Ansatz ohne cDNA-Template gemischt und dann auf die
jeweiligen Wells verteilt. Danach wurden entweder 2 pl der verdinnten cDNA
der Standardreihe, der Proben 1-10 oder das gleiche Volumen Nuklease-

freies H,O flr die Negativprobe hinzugeflgt.

Reagenz Endkonzentration Volumen (pul)
Nuklease-freies dH,O 5,8
Sense-Primer (10 uM) 0,5 uM 1,0
Antisense-Primer (10 0,5 UM 1,0

HM)

Hydrolyse-Sonde (10 0,1 uM 0,2

HM)

2x Probes Master 1x 10,0
cDNA-Template 2,0

45 Zyklen PCR wurden nach folgendem Programm im LightCycler® 480II
(Roche) ausgeflhrt:

Reaktionsschritt  Temperatur Zeit (s) Ramp Rate (°C/ s)
Initiale 95 10 4,4

Denaturierung

Zyklus:

Denaturierung 95 10 4,4

Annealing 60 30 2,2

Extension 72 5 4,4

Gefolgt von:
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Cooling 40 10 1,5
Die Detektion der freigesetzten Fluoreszenz erfolgte im Extensionsschritt des

Zyklus.

3.7.2 Quantifizierung der Daten

Die quantitative Analyse der Rohdaten erfolgte mit der REST 2008-Software
Version 2.0.7 (90) (Corbett Research/ Qiagen und Michael W. Pfaffl). Die
Expression des Zielgens wurde auf die Expression des Referenzgens HPRT1
normalisiert. Aus den Crossing-Point (Cp)-Werten zweier Gruppen wurden die
Mittelwerte £ Standardfehler bestimmt. Die Reaktionseffizienz wurde in die
Berechnung des Standardfehlers einbezogen. Die Signifikanztestung
zwischen den Mittelwerten der Kontrolle und den Mittelwerten der
Vergleichsgruppe erfolgte durch den Pair Wise Fixed Reallocation

Randomisation Test® (91).
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4 ERGEBNISSE

4.1 IDENTIFIKATION VON CREM-SPLEIBVARIANTEN

Im Folgenden werden die SpleiBvarianten, um Verwechslungen vorzubeugen,
durch ihre Exonzusammenstellung beschrieben, da bei der Benennung der
mRNA-Isoformen uneinheitlich vorgegangen wurde. So wird beispielsweise
die SpleiBvariante B-E-F-H-Ia als CREM-a(41,112) bezeichnet diese
Benennung wurde vorher jedoch bereits flr die SpleiBvariante B-E-F-y-H-Ia

(40) vergeben. Die Benennung der Exons erfolgt nach Walker et al. (112).

4.1.1 Identifizierte CREM-SpleiBvarianten im Herzen der Maus

CREM-SpleiBvarianten in C57BL/6-Ventrikelhomogenaten

Mit Hilfe der dargestellten Methodik (Ubersicht: Abbildung 5) gelang es, in
Gesamt-RNA aus Herzhomogenaten von C57BL/6-WT-Tieren sechs
SpleiBvarianten zu identifizieren. Transkribiert ausgehend von P1 oder P5
wurden mRNA-Isoformen mit beiden DBDs gefunden, wie in den unten
gezeigten Abbildungen dargestellt wird. Mit der DBD I sind es B-H-Ia, B-E-F-
H-Ia. Die DBD II enthalten die Isoformen B-H-Ib, B-y-H-Ib, B-E-F-H-Ib und
B-E-F-y-H-Ib. Eine heteronukleare RNA (hnRNA) B-H-Ia-Ib, aus der die
Isoformen B-H-lIa oder B-H-Ib gespleiBt werden kénnen, wurde ebenfalls

sequenziert.
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Tabelle 7: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit den Primerpaaren B-Ia und B-Ib
amplifiziert werden konnten; die Buchstaben in der zweiten Zeile reprédsentieren den
Aufbau des Crem-Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die

farbliche Codierung entspricht Abbildung 4.
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Abbildung 12: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P1/P5 in Gesamt-RNA von
Mduseherzen; gezeigt werden Agarosegelelektrophoresen von Polymerasekettenreaktionen
auf cDNA aus Herzhomogenaten von C57BL/6-WT-Tieren. Den Banden sind die
entsprechenden sequenzierten CREM-SpleiBvarianten zugeordnet. Die nicht bezeichneten

Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten identifiziert werden.
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Abbildung 13: Ubersicht der identifizierten CREM-SpleiBvarianten in C57BL/6-
Ventrikelhomogenaten; die sequenzierten Isoformen sind farblich entsprechend Abbildung

4 kodiert und dem Promotor zugeordnet.

CREM-SpleiBvarianten in Kardiomyozyten-RNA von C57BL/6-
Madusen
In Kardiomyozyten-RNA von C57BL/6-WT-Tieren wurden ausgehend vom

P1/P5-Promotor sechs SpleiBvarianten identifiziert (siehe Abbildung 14), von
denen vier die DBD I und zwei die DBD II besitzen. Die DBD I enthielten die
Isoformen B-H-Ia, B-y-H-Ia, B-E-F-H-Ia und B-E-F-y-H-Ia. Die SpleiBvariante
B-E-F-H-Ia hat eine Lange von 654 bp. Da sie aus zwei DNA-Banden isoliert
wurde, von denen eine auf der Hohe von etwa 550 bp und die andere auf der
Héhe von etwa 700 bp lief, kann man annehmen, dass die Isoform zur 700-
bp-Bande gehdrt. Bei den SpleiBvarianten, deren Lange nicht mit der DNA-
Bande, aus der sie aufgereinigt wurde, Ubereinstimmt, wird von einer
Kreuzkontamination beim Ausschneiden der Banden ausgegangen. Die
Isoformen B-H-Ib und B-y-H-Ib werden als einzige Isoformen mit der DBD II
in Kardiomyozyten-RNA exprimiert. Drei Proben wiesen die hnRNA B-H-Ia-Ib
auf.
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Tabelle 8: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit den Primerpaaren B-Iag und B-Ibg
amplifiziert werden konnten; die Buchstaben in der zweiten Zeile reprédsentieren den
Aufbau des Crem-Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die

farbliche Codierung entspricht Abbildung 4.
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Abbildung 14: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P1/P5 in Kardiomyozyten-RNA
von Mé&useherzen; gezeigt werden Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cONA von Kardiomyozyten-RNA von C57BL/6-WT Tieren. Den
Banden sind die entsprechenden sequenzierten CREM-SpleiBvarianten zugeordnet. Die nicht
bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten identifiziert werden.

68




Transkribiert ausgehend von P4 fand sich in Kardiomyozyten-RNA von
C57BL/6-WT-Tieren auch eine mRNA-Isoform beginnend mit Exon ©2 (siehe
Abbildung 15). Exon ©2 wurde, wie von Gellersen et al. (42) fur
SpleiBvarianten der Testes beschrieben, an Exon C gespleiBt, um die Isoform
©2-C-E-F-H-Ia zu generieren.

Tabelle 9: Ubersicht der SpleiBvariante, die mit dem Primerpaar ©2-Iag amplifiziert
werden konnte; die Buchstaben in der zweiten Zeile reprdasentieren den Aufbau des Crem-
Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die farbliche

Codierung entspricht Abbildung 4.
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Abbildung 15: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P4 in Kardiomyozyten-RNA von
Mduseherzen; gezeigt werden Agarosegelelektrophoresen von Polymerasekettenreaktionen
auf cDNA von Kardiomyozyten-RNA von C57BL/6-WT Tieren. Der Bande ist die entsprechend
sequenzierte Isoform zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-

SpleiBvarianten identifiziert werden.

Auch die ICER-SpleiBvarianten X-H-Ia und X-H-Ib werden in murinen
Kardiomyozyten exprimiert (siehe Abbildung 16). Es fanden sich hingegen

keine Isoformen, die Exon y enthalten.
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Tabelle 10: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit den Primerpaaren X2-Iag und X2-
Ibg amplifiziert werden konnten; die Buchstaben in der zweiten Zeile représentieren den
Aufbau des Crem-Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die

farbliche Codierung entspricht Abbildung 4.

100 bp DNA Ladder

o
Q
°
o
[}
-
<
=
(a]
-}
X
-

X2-Iag
X2-Ibg

= X-H-la X-H-1b mg—

Abbildung 16: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P2 in Kardiomyozyten-RNA von
Mé&useherzen,; gezeigt werden Agarosegelelektrophoresen von Polymerasekettenreaktionen
auf cDNA von Kardiomyozyten-RNA von C57BL/6-WT Tieren. Den Banden sind die
entsprechenden sequenzierten CREM-SpleiBvarianten zugeordnet. Die nicht bezeichneten

Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten identifiziert werden.

Der neu identifizierte P6 bringt in C57BL/6-WT-Kardiomyozyten zwei smICER-
SpleiBvarianten mit unterschiedlicher DBD hervor, wie aus Abbildung 17

ersichtlich ist. Die langeren smICER-Isoformen y-H-Ia und y-H-Ib konnten

isoliert werden.
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Tabelle 11: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit den Primerpaaren P6-Iag und P6-
Ibg amplifiziert werden konnten; die Buchstaben in der zweiten Zeile représentieren den
Aufbau des Crem-Gens, die Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons (im Falle
des griinen Pfeiles beginnt der Primer im Intron). Die farbliche Codierung entspricht Abbildung

4.

100 bp DNA Ladder

1kb DNA Ladder
100 bp DNA Ladder
1kb DNA Ladder
P6-1bg

P6-Iag

- -H-Ia
—agfjmmm -H-Ib

Abbildung 17: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P6 in Kardiomyozyten-RNA von
Md&duseherzen; gezeigt werden Agarosegelelektrophoresen von Polymerasekettenreaktionen
auf cDNA von Kardiomyozyten-RNA von C57BL/6-WT Tieren. Den Banden sind die
entsprechenden sequenzierten SpleiBvarianten zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden

konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten identifiziert werden.

Zusammenfassend werden in C57BL/6-Kardiomyozyten, wie in Abbildung 18
dargestellt, elf SpleiBvarianten exprimiert. Die Expression dieser Isoformen
wird von funf Promotoren moduliert, wobei von den Promotoren P1/P5, P2
und P6 ausgehend Transkripte mit beiden DBDs generiert werden. Lediglich
©2-C-E-F-H-Ia codiert fur eine glutaminreiche Domane. Dahingegen gibt es
von P4 ausgehend keine Isoformen mit der DBD II und Uberhaupt keine, die
ausgehend von P3 entstehen. In drei SpleiBvarianten ist eine KID vorhanden.

B-H-Ia/Ib und B-E-F-H-Ia sind auch mit Exon yvorhanden. Kein Transkript
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ausgehend von P1/P5, das die DBD II enthalt, codiert fir eine KID. ICER-und
smICER-mRNAs sind mit beiden DBDs vorhanden. Die ICER-Isoformen
enthalten kein Exon y, im Kontrast sind die smICER-SpleiBvarianten nicht

ohne dieses Exon vorhanden.

P1/P5

D EaC
P2 6

P
I | (S .

Abbildung 18: Ubersicht der Identifizierten CREM-SpleiBvarianten in C57BL/6-

Kardiomyozyten; die sequenzierten Isoformen sind farblich entsprechend Abbildung 4

kodiert und nach Promotoren geordnet.

Durch 5'-RACE identifizierte CREM-SpleiBBvarianten in FVBN-
Ventrikelhomogenaten

Die 5'-RACE-PCR mit der Gesamt-RNA der isoprenalinstimulierten FVB/N-
Herzen zeigte die Expression von sechs unterschiedlichen Transkripten, wie
sie in Abbildung 19 dargestellt werden. Die vier smICER-SpleiBvarianten y-H-
Ia, H-Ia, y-H-Ib und H-Ib werden von P6 ausgehend transkribiert und weisen
eine bisher unbekannte 5'-UTR auf. Sie entsprechen den von Seidl et al. (98)
beschriebenen smICER-Transkripten mit DBD I oder II und alternativem
Gebrauch des Exons y. Ausgehend vom ICER-Promotor P2 konnten die zwei
ICER-Isoformen X-y-H-Ia und X-y-H-Ib identifiziert werden. ICER-Transkripte

ohne Exony wurden im Ausgangsmaterial nicht nhachgewiesen.
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Abbildung 19: Ubersicht der durch 5'-RACE identifizierten CREM-SpleiBvarianten in
FVB/N-Ventrikelhomogenaten; fiir die 5'-RACE-PCR wurde cDNA von FVBN-Tieren, die 10h
mit Isoprenalin (3mg/kg KG/d) mittels osmotischen Minipumpen stimuliert wurden, als

Template verwendet. Es wurde ein vorher unbekannter 5'-UTR in Exon y gefunden.

4.1.2 Identifizierte CREM-SpleiBvarianten im Herzen des Menschen

CREM-SpleiBvarianten in humanem, nicht-insuffizientem
Herzgewebe

Zehn SpleiBvarianten konnten in humanem Herzgewebe von Patienten ohne
Herzinsuffizienz sequenziert werden (Ubersicht siehe Abbildung 20). Dies
sind, ausgehend von P1/P5, die sechs Isoformen B-H-Ib, B-F-H-Ia, B-G-H-Ia,
B-¥-G-H-Ia, B-E-F-H-Ia und B-E-F-H-Ia, ausgehend vom ICER-Promotor die
drei SpleiBvarianten X-H-Ia, X-H-Ib und X-y-H-Ib und ausgehend vom
smICER-Promotor das Transkript y-H-Ia. Durch die Exons F, G und ¥ werden
frihzeitige Stopcodons eingefihrt, die den offenen Leserahmen (ORF)
unterbrechen. Die SpleiBvarianten B-G-H-Ia und B-¥Y-G-H-Ia sowie
Isoformen mit Exon ¥ wurden von Gellersen et al. in humanen endometrialen
Stromazellen beschrieben (41). Allerdings enthielten die Isoformen mit Exon

Y entweder die KID oder die zweite glutaminreiche Domane. Die ICER-



Variante X-y-H-Ib konnte nicht mit der ersten DBD identifiziert werden. Weder
konnte das smICER-Transkript y-H-Ia mit zweiter DBD, noch konnten

Isoformen ohne Exon y sequenziert werden.

P2

frw 7

Abbildung 20: Ubersicht der sequenzierten CREM-SpleiBvarianten in

Ventrikelhomogenaten von Patienten ohne Herzinsuffizienz (Non-Failing); die
sequenzierten Isoformen sind farblich entsprechend Abbildung 4 kodiert und den Promotoren

zugeordnet.

CREM-SpleiBvarianten in humanem, insuffizientem Herzgewebe von
Patienten mit DCM

In humanem DCM-Herzgewebe konnten sechs Isoformen identifiziert werden
(Ubersicht siehe Abbildung 21), die ausgehend von P1/P5 transkribiert
werden. Es handelt sich um die Transkripte B-H-Ia, B-H-Ib, B-G-H-Ia und B-
G-H-Ib, B-E-F-H-Ia und B-E-F-H-Ib. Es sind jeweils beide DBDs vertreten,

wobei zwei Isoformen die glutaminreiche Transaktivierungsdomane 12
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kodieren und zwei weitere Isoformen die KID. Durch Exon G wird ein

frihzeitiges Stoppcodon eingeflihrt.

Abbildung 21: Ubersicht der sequenzierten CREM-SpleiBvarianten in
Ventrikelhomogenaten von Patienten mit DCM; die sequenzierten Isoformen sind farblich

entsprechend Abbildung 4 kodiert und dem Promotor zugeordnet.

Nachfolgende Abbildungen zur Identifikation von CREM-
SpleiBvarianten in humanem Herzgewebe

Bei den nachfolgenden Abbildungen wurden, wie oben beschrieben, die
sequenzierten SpleiBvarianten sowohl dem Herzgewebe von DCM-Patienten
als auch NF-Herzgewebe zugeordnet. Diese Zuordnung wurde aufgrund des
korrespondierenden  Migrationsverhaltens der CREM-cDNA in der
Agarosegelelektrophorese getroffen. Dies lasst vermuten, dass die
Transkripte, obwohl sie teilweise nicht in DCM- und NF-Proben sequenziert

werden konnten, dennoch in beiden Ausgangsmaterialien vorhanden sind.
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Abbildung 22: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P1 in Gesamt-RNA von
humanen Herzen; die Abbildung zeigt Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cDONA aus Herzhomogenaten humaner Proben von Probanden
mit und ohne DCM. Den DNA-Banden sind die entsprechenden CREM-SpleiBvarianten
zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpeiBvarianten

identifiziert werden.

Tabelle 12: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit dem Primerpaar hB-Ia amplifiziert
werden konnten; die Buchstaben in der zweiten Zeile reprédsentieren den Aufbau des CREM-
Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die farbliche
Codierung entspricht Abbildung 4. Es handelt sich um eine kumulative Auffihrung der in NF-
und DCM-Herzen identifizierten SpleiBvarianten, die mit dem Primerpaar hB-Ia amplifiziert
werden konnten (separat: Abbildung 20 und Abbildung 21).

9
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1 kb DNA Ladder
100 bp DNA Ladder
NF hB-Ib

DCM hB-Ib

—— B-F-H-Ia
B-E-F-H-Ib & B-G-H-Ib ————
B-H-Ib >

Abbildung 23: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P1 in Gesamit-RNA von
humanen Herzen; die Abbildung zeigt Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cDNA aus Herzhomogenaten humaner Proben von Probanden
mit und ohne DCM. Den DNA-Banden sind die entsprechenden CREM-SpleiBvarianten
zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten

identifiziert werden.

Tabelle 13: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit dem Primerpaar hB-Ib amplifiziert
werden konnten; Die Buchstaben in der zweiten Zeile reprdsentieren den Aufbau des CREM-
Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die farbliche
Codierung entspricht Abbildung 4. Es handelt sich um eine kumulative Aufflihrung der in NF-
und DCM-Herzen identifizierten SpleiBvarianten, die mit dem Primerpaar hB-Ib amplifiziert

werden konnten (separat: Abbildung 20 und Abbildung 21).
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Abbildung 24: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P2 in Gesamt-RNA von
humanen Herzen; die Abbildung zeigt Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cDNA aus Herzhomogenaten humaner Proben von Probanden
mit und ohne DCM. Den DNA-Banden sind die entsprechenden CREM-SpleiBvarianten
zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpeiBvarianten

identifiziert werden.

Tabelle 14: Ubersicht der SpleiBvariante, die mit dem Primerpaar hX-Ia amplifiziert
werden konnte; die Buchstaben in der zweiten Zeile reprdsentieren den Aufbau des CREM-
Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die farbliche

Codierung entspricht Abbildung 4.
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Abbildung 25: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P2 in Gesamt-RNA von
humanen Herzen; die Abbildung zeigt Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cDONA aus Herzhomogenaten humaner Proben von Probanden
mit und ohne DCM. Den DNA-Banden sind die entsprechenden CREM-SpleiBvarianten
zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten

identifiziert werden.

Tabelle 15: Ubersicht der SpleiBvariante, die mit dem Primerpaar hX-Ib im NF-Herzen
amplifiziert werden konnte; die Buchstaben in der zweiten Zeile reprédsentieren den Aufbau
des Crem-Gens, die roten Pfeile die Lage der Primer in den entsprechenden Exons. Die farbliche

Codierung entspricht Abbildung 4.
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Abbildung 26: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P6 in Gesamt-RNA von
humanen Herzen; Die Abbildung zeigt Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cDNA aus Herzhomogenaten humaner Proben von Probanden
mit und ohne DCM. Den DNA-Banden sind die entsprechenden CREM-SpleiBvarianten
zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten

identifiziert werden.

Tabelle 16: Ubersicht der SpleiBvarianten, die mit den Primerpaaren hP6-Ia und hP6-
Ib in NF-Herzen amplifiziert werden konnten; Die Buchstaben in der zweiten Zeile
représentieren den Aufbau des Crem-Gens, die Pfeile die Lage der Primer in den

entsprechenden Exons (im Falle des griinen Pfeiles beginnt der Primer im Intron). Die farbliche

Codierung entspricht Abbildung 4.
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Abbildung 27: Nachweis von CREM-SpleiBvarianten ab P6 in Gesamt-RNA von
humanen Herzen; Die Abbildung zeigt Agarosegelelektrophoresen von
Polymerasekettenreaktionen auf cDNA aus Herzhomogenaten humaner Proben von Probanden
mit und ohne DCM. Den DNA-Banden sind die entsprechenden CREM-SpleiBvarianten
zugeordnet. Die nicht bezeichneten Banden konnten nicht als CREM-SpleiBvarianten

identifiziert werden.

4.1.3 Translation der CREM-Isoformen

Virtuelle Translation der identifizierten CREM-SpleiBvarianten

Mit Hilfe der Software ATGpr (95) wurden die identifizierten cDNA-Sequenzen
auf putative Kozak-Sequenzen hin untersucht (60-62). Als Grenzwert flr die
Wertung als putative Kozak-Sequenz wurde eine programmspezifische
Reliabilitat von 0,1 gewahlt. Wurden in der Literatur Kozaksequenzen
beschrieben, die von dem Programm mit einer geringeren Reliabilitat
bewertet wurden, so wurden diese trotzdem berlicksichtigt. Anhand dieser
Kozak-Sequenzen erfolgte die virtuelle Translation der cDNAs in ihre
Aminosauresequenz durch die Geneious-Software. Es fallt auf, dass im
Herzen eine Vielzahl an cDNAs, neben einzelnen langeren Proteinen nur eine
begrenzte Anzahl kurzer Repressoren hervorbringt. So kénnen beispielsweise
die SpleiBvarianten B-H-Ib, X-H-Ib und y-H-Ib ein langeres (X-H-Ib und y-H-
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Ib) oder trunkiertes Protein (B1-H und B2-H) codieren, durch alternative
Translationsinitiation kdnnen jedoch von allen mRNAs die Proteine H1-Ib und
H2-Ib (entsprechend HIbI und HIbII) generiert werden.
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Tabelle 17: Translation

Kozaksequenzen (Sequenzanalyse erfolgte mit den Programmen ATGpr (95) und

aus den

sich

ergibt

Proteine

Zusammenstellung  der

die
Exonzusammenstellungen der cDNAs, wobei fiir den Fall, dass mehrere Kozak-Sequenzen in

(10));

Geneious

einem Exon vorhanden sind, die resultierenden Proteine entsprechend nummeriert wurden.

ihrer zugehdrigen

Die SpleiBvarianten und zugehérigen Proteine sind entsprechend

geordnet.

Spezies

und

Promotoren

Bl-ZH eI-TH *el-H-A el-H-A 9d
QI-2H ‘aI-TH ‘qI-H-X aI-H-X
Bl-ZH "eI-TH ‘el-H-X el-H-X ud
QI-ZH +qI-TH ‘qI-H-9 '9-79 '9-19 aI-H-9-9
B[-ZH ‘eI-TH ‘eI-H-9 'D-74 9-19 e[-H-9-9
el-ZH ‘Bl-TH 'e[-H-4 '4-¢4g '4-19 el-H-4-9
Bl-ZH ‘BI-TH ‘BI-H-DO ‘ISd-74 'ISd-Td|  EI-H-9-th-g
I-ZH +qI-TH ‘qI-H-4 ‘qI-H-4-3-29 'qI-H-4-3-19 qI-H-4-3-9
el-ZH ‘eI-TH ‘el-H-d ‘e[-H-4-3-79 ‘el-H-4-3-19 el-H-4-3-9
aI-2H ‘qI-TH ‘H-29 ‘H-19 aI-H-9
Bl-ZH ‘eI-TH ‘H-29 ‘H-19 el-H-4 Gd/1d| suaides owoH
qI-zH ‘qI-TH al-H
el-ZH ‘el-TH el-H
B-ZH ‘el-TH *qI-H-A qr-H-A
Bl-ZH BI-TH ‘el-H-A el-H-A 9d
aI-2H ‘qI-TH ‘qI-H-A ‘qI-H-A-X qr-H-A-x
Bl-ZH eI-TH +el-H-A ‘e[-H-A-X el-H-A-X
QI-ZH ‘qI-TH ‘qI-H-X aI-H-X
B[-ZH ‘el-TH eI-H-X el-H-X ud
B[-ZH ‘eI-TH +eI-H-d ‘el-H-4-3-D-76| el-H-4-3-D-76 vd
aI-2H ‘qI-TH ‘qI-H-A 'qI-H-A-24 ‘qI-H-A-T4 ‘AI-H-A-4-3-€9 ‘AI-H-A-4-3-29 ‘qI-H-A-4-3-19| qI-H-A-4-3-9
BI-ZH ‘eI-TH +el-H-A e[-H-A-74 "el-H-A-T4 ‘el-H-A-4-3-€9 ‘e[-H-A-4-3-79 ‘e[-H-A-4-3-19| ©el-H-A-4-3-9
QI-ZH *qI-TH +qI-H-4 ‘qI-H-4-3-€9 ‘qI-H-4-3-29 'qI-H-4-3-19 qI-H-4-3-9
el-ZH ‘el-TH ‘Bl-H-d ‘el-H-4-3-€9 ‘el-H-4-3-29 ‘e[-H-4-3-19 el-H-4-3-9
qI-2H ‘qI-TH ‘qI-H-A ‘H-29 ‘H-19 qr-H-A-g
Bl-ZH ‘BI-TH +eI-H-A 'H-79 'H-19 el-H-A-g
qI-2H ‘qI-TH ‘H-29 ‘H-19 aI-H-g
el-ZH ‘el-TH 'H-29 'H-T14 el-H-g Gd/Td| snjnosnw sny
ouis}oid ._me usuLIoJosT| Jojowoid mo_an_m
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Translation der murinen CREM-SpleiBvarianten B-H-Ia, B-H-Ib und B-
y-H-Ib

Mittels der in 3.4 und 3.5 beschrieben Methodik gelang es, die
SpleiBvarianten B-H-Ia, B-H-Ib und B-y-H-Ib zu exprimieren und
darzustellen. Fir jede SpleiBvariante sind zwei Proteinbanden erkenntlich.
Der angehéngte 10x His-Tag mit klonierungsbedingtem Uberhang hat eine
Molekllmasse von 2,4 kDa. Geht man von obiger virtueller Translation aus,
erwartet man fur H1-Ia (11,1 kDa) mit His-Tag eine Bande bei 13,5 kDa und
fur H2-Ia (9,1 kDa) eine Bande bei 11,5 kDa; fir H1-Ib (11,0 kDa) erwartet
man die Bande bei 13,4 kDa und fur H2-Ib (9,1 kDa) bei 11,4 kDa. Die Bande
fur y-H-Ib (11,6 kDa) wird bei 14,0 kDa und die Bande fur H1-Ib (11,0) bei
13,4 kDa erwartet. Vergleicht man diese Molekllmassen mit der unten
abgebildeten Western-Blot-Analyse, erkennt man, dass die errechneten
Werte mit den erzielten Ergebnissen konsistent sind. Es fallt auf, dass die

SpleiBvariante B-y-H-Ib nicht in H2-Ib translatiert wird.
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Abbildung 28: Western-Blot-Analyse der in HEK293-Zellen translatierten Proteine der
CREM-SpleiBvarianten B-H-Ia, B-H-Ib und B-y~H-Ib; die Darstellung erfolgte mittels
Tetra-His Antibody, BSA-free (Qiagen). Angegeben ist die Molekiilmasse in kDa.
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4.2 QUANTIFIZIERUNG DER CREM-SPLEIBVARIANTEN

4.2.11Isoformen im Herzen der Maus im physiologischen Zustand und

unter Isoprenalinstimulation

Die Quantifizierung der CREM-SpleiBvarianten im murinen Herzen erfolgte
mittels gPCR und Isoform-spezifischen Hydrolyse-Sonden (3.7.1). Nach
zehnstundiger Isoprenalinstimulation (3.2) konnte in den FVB/N-Herzen eine
signifikante Induktion aller untersuchten Isoformen im Vergleich zu den
Ausgangswerten beobachtet werden (siehe Abbildung 29), trotzdem nur P2
und P6 durch cAMP induzierbar sind. Die Expressionskinetik der untersuchten
SpleiBvarianten zeigte in allen Fallen eine Abnahme der Expression zu den
Stimulationszeitpunkten 24 Stunden und sieben Tage im Vergleich zum Zehn-
Stunden-Peak. Der geringsten Induktion unterlagen die SpleiBvarianten B-H-
Ib (1,7-fach) und B-H-Ia (1,5-fach), deren Expression anschlieBend nach 24-
stindiger und siebentagiger Isoprenalinstimulation wieder auf das
Ausgangslevel zurickfiel (siehe Abbildung 30). Die Transkripte B-E-F-H-Ib
(3,2-fach) und B-E-F-H-Ia (2,2-fach) unterlagen nach zehn Stunden einer
starkeren Induktion (siehe Abbildung 31). B-E-F-H-Ib war auch nach 24
Stunden noch signifikant induziert (2-fach) und fiel erst nach sieben Tagen
auf das Ausgangsniveau ab. Die Expression von B-E-F-H-Ia erreichte ihre
Ausgangswerte bereits nach 24 Stunden und blieb auch nach siebentagiger
Isoprenalinstimulation konstant. Die smICER-Isoformen waren zum
Zeitpunkt zehn Stunden signifikant induziert (y-H-Ib: 3,7-fach und y-H-Ia:
3,6-fach) und wiesen nach weiterer Stimulation Uber 24 Stunden und sieben
Tage ihr basales Expressionsniveau auf (siehe Abbildung 33). Der starksten
Induktion unterlagen die ICER-SpleiBvarianten, wie aus Abbildung 32
enthommen werden kann. Sie waren zu allen gemessenen Zeitpunkten
signifikant hochreguliert (X-H-Ib: 10 h vs. basal = 33,4-fach; 24 h vs. basal
= 11,3-fach; 7 d vs. basal = 2,9-fach/ X-H-Ia: 10 h vs. basal = 21,6-fach;
24 h vs. basal = 5,1-fach und 7 d vs. basal = 2,5-fach).
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Abbildung 29: Induktion der CREM-Expression in FVB/N-Ventrikeln nach 10 h
Isoprenalinstimulation; die Mduse wurden lber implantierte osmotische Minipumpen (Fa.
Alzet) mit 3 mg/ kg KG/d stimuliert. Um die Crem-mRNA-Expression zu quantifizieren, wurden
gPCRs mit spezifischen Hydrolyse-Sonden durchgefiihrt. Die Daten werden als Mittelwerte +
Standardfehler angegeben (n=10;, *=p<0,05 vs. basale Expression der CREM-

SpleiBvarianten).
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Normalisierte mRNA-Level (relativ zu Oh)
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Abbildung  30: Induktion der Isoformen B-H-Ia und B-H-Ib durch
Isoprenalinstimulation; die Méduse wurden (ber implantierte osmotische Minipumpen (Fa.
Alzet) mit 3 mg/ kg KG/d stimuliert. Um die mRNA-Expression der Isoformen zu quantifizieren,
wurden qPCRs mit spezifischen Hydrolyse-Sonden durchgefiihrt. Die Daten werden als

Mittelwerte £ Standardfehler angegeben (n=10; *=p<0,05 vs. basale Expression).
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Normalisierte mRNA-Level (relativ zu Oh)
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Abbildung 31: Induktion der Isoformen B-E-F-H-Ia und B-E-F-H-Ib durch
Isoprenalinstimulation; die Mduse wurden Uber implantierte osmotische Minipumpen (Fa.
Alzet) mit 3 mg/ kg KG/d stimuliert. Um die mRNA-Expression der Isoformen zu quantifizieren,
wurden gPCRs mit spezifischen Hydrolyse-Sonden durchgefiihrt. Die Daten werden als
Mittelwerte + Standardfehler angegeben (n=10; *=p<0,05 vs. basale Expression).
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Abbildung 32: Induktion von ICER durch Isoprenalinstimulation; die Mduse wurden (ber
implantierte osmotische Minipumpen (Fa. Alzet) mit 3 mg/ kg KG/d stimuliert. Um die ICER-
mRNA-Expression zu quantifizieren, wurden qgPCRs mit spezifischen Hydrolyse-Sonden
durchgefihrt. Die Daten werden als Mittelwerte * Standardfehler angegeben (n=10;

*=p<0,05 vs. basale Expression).
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Abbildung 33: Induktion von smICER durch Isoprenalinstimulation; die Mdause wurden
Uber implantierte osmotische Minipumpen (Fa. Alzet) mit 3 mg/ kg KG/d stimuliert. Um die
smICER-mRNA-Expression zu quantifizieren, wurden qPCRs mit spezifischen Hydrolyse-
Sonden durchgefiihrt. Die Daten werden als Mittelwerte = Standardfehler angegeben (n=10;
*=p<0,05 vs. basale Expression).

4.2.21soformen in nicht-insuffizienten, humanen Herzen und

insuffizienten Herzen von DCM-Patienten

Die Expression von CREM-SpleiBvarianten in nicht-insuffizienten, humanen
Herzen und insuffizienten Herzen von DCM-Patienten wurde mittels qPCR und
spezifischen Hydrolyse-Sonden verglichen (3.7.1). Die Ergebnisse der
Transkriptionsanalyse sind in Abbildung 34 dargestellt. Eine signifikante
Induktion konnte fur die Isoform B-H-Ib (1,8-fach) gezeigt werden. Die

anderen untersuchten SpleiBvarianten, die ausgehend von P1/P5 transkribiert
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werden (B-H-Ia, B-E-F-H-Ia, B-E-F-H-Ib und B-G-H-Ia), waren im
insuffizienten Herzen zwar starker exprimiert, jedoch war dieser Anstieg der
Transkription nicht signifikant. Die Transkription der ICER-SpleiBvarianten X-
H-Ia und X-H-Ib wies in dieser Stichprobe keinen signifikanten Unterschied
auf. Tendenziell war die Transkription der SpleiBvarianten X-H-Ia und X-H-Ib

erniedrigt.
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Abbildung 34: Induktion der SpleiBvariante B-H-Ib bei DCM; Gesamt-RNA wurde aus non-
failing Herzen und aus Herzen von an DCM erkrankten Patienten isoliert. gPCRs mit
spezifischen Hydrolyse-Sonden wurden durchgefiihrt um die CREM-mRNA-Expression zu
guantifizieren. Die Daten werden als Mittelwerte * Standardfehler angegeben (n=4-9;
*=p<0,05 vs. NF).

4.3 LUZIFERASE-REPORTERGEN-ANALYSE VON CREM-

ISOFORMEN

Konsistent mit den Ergebnissen von Miller et al. fur die Proteine HIbI und
HIbII aus humanem CREM-IbAC-X (80), konnten die Proteine der murinen
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Transkripte B-H-Ia (HIal und HIall) und B-H-Ib (HIbI und HIbII) ebenfalls
als Repressoren der CRE-vermittelten Transkription charakterisiert werden
(siehe Abbildung 35). Wahrend die basale Transkription nicht signifikant
inhibiert wurde, kam es bei Stimulation mit Forskolin zu einer signifikanten
Repression der CRE-abhangigen Reportergenvektoren. (Repression: B-H-Ia
+ FSK vs. Ctrl. + FSK = 0,33 und B-H-Ib + FSK vs. Ctrl. + FSK =0,78).
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Abbildung 35: Kleine CREM-Proteine vermitteln Repression der CRE-abhéngigen
Transkription; HEK293-Zellen wurden mit dem  CRE-kontrollierten Luziferase-
Reportergenkonstrukt pGL4.29[luc2P/CRE/Hygro] und einem Renilla-Luziferase-Kontrollvektor
(TK-Luc Renilla) transfiziert. Eukaryotische Expressionsvektoren (pQE-TS 6) mit den
SpleiBvarianten B-H-Ia und B-H-Ib wurden kotransfiziert und die Assays entweder mit DMSO
oder Forskolin behandelt. Die Daten werden als Mittelwerte £ Standardfehler angegeben (n=3;
*=p<0,05 vs. Ctrl+FSK).
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5 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die SpleiBvarianten des CREM-Gens im Herzen zu
charakterisieren. Zunachst wurden die unter physiologischen Bedingungen
vorhandenenen CREM-SpleiBvarianten in murinen und humanen Herzen
identifiziert. AnschlieBend wurde die Frage eroértert, ob es zur Veranderung
der mRNA-Spiegel dieser SpleiBvarianten unter B-adrenerger Stimulation
beziehungsweise Stress kommt. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde
virtuell analysiert, welche CREM-Isoformen aus den mRNA-SpleiBvarianten
synthetisiert werden kénnten. Fur zwei murine SpleiBvarianten wurden die
Translation in Proteine und eine nachfolgende funktionelle Charakterisierung

mittels Luziferase-Reportergen-Analyse durchgeflihrt.

Im Herzen der Maus wurden insgesamt 17 SpleiBvarianten identifiziert: Acht
transkribiert vom P1/P5-, eine vom P4- und jeweils vier vom P2- und P6-
Promotor. Im C57BL/6-Kardiomyozyten waren die Isoformen mit der zweiten
DBD (ausgehend vom P1/P5-Promotor) weniger abundant als im C57BL/6-
Ventrikelhomogenat. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass die
SpleiBvarianten mit der ersten DBD, die als abundante Formen in
Kardiomyozyten identifiziert wurden, auch im Ventrikelhomogenat vorhanden
sein mussen. Eine Erklarung daflir kbnnte sein, dass die SpleiBvarianten mit
der zweiten DBD hauptsachlich von anderen kardialen Zelltypen wie
beispielsweise Fibroblasten oder Endothelzellen exprimiert werden.

Ob die gleichen Isoformen mit unterschiedlichen DBDs dabei eine
unterschiedliche Funktion haben und somit verschiedenen Zwecken dienen
kdnnen, wird kontrovers diskutiert. Fenaroli et al. konnten mittels
Heterokaryon-Experimenten zeigen, dass CREM-Proteine einem aktiven,
temperaturabhdngigen Transport vom Nukleus in das Zytoplasma
unterliegen. Dabei stellten sie fest, dass ein intrinsisches Exportsignal am C-
Terminus den Transport reguliert. CREM-Isoformen mit der DBD II unterlagen
in HeLA/3T3-Heterokaryons einem quantitativ wesentlich starkeren Export
als die entsprechenden Isoformen mit der DBD I. Eine zytosolische

Modifikation des Transkriptionsfaktors, beispielsweise durch Chaperone, wird
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vermutet (32). Die Ergebnisse von Misund et al. hingegen zeigen, dass in
HEK293-Zellen mit Uberexpression von entweder ICER-I oder ICER-
ITy gleichfalls eine starke Repression eines CRE-regulierten Reportergens
stattfindet. Diese Repression ist durch beide Isoformen gleich effizient, was
auf eine ahnliche Funktion schlieBen Iasst. Anzumerken ist jedoch, dass sich
ICER-I und ICER-IIynicht nur durch die unterschiedlichen DBDs, sondern
auch die Anwesenheit von Exon y unterscheiden (76). Ebenfalls ist eine
Beeinflussung der Transkriptionsregulation durch distale Promotorelemente
wie Enhancer und Silencer oder durch die Interaktion mit basalen
Promotorelementen wie z.B. der TATA-Box denkbar. Diese Elemente kdnnten
mit strukturell verschiedenen CREM-Isoformen in unterschiedlicher Art
interagieren. Eine Abhangigkeit der CREM-Proteinfunktion vom lokalen
Kontext der CRE-Sequenzen in der genomischen DNA ist mdglich (20,54).

Im humanen Herzen gelang die Identifikation von insgesamt 12
SpleiBvarianten. Acht Transkripte werden ausgehend vom P1/P5-Promotor
transkribiert, zusatzlich konnten drei ICER-SpleiBvarianten und eine smICER-
SpleiBvariante sequenziert werden. Wahrend aus den Herzen von DCM-
Patienten nur Isoformen, die ausgehend von P1/P5 transkribiert werden,
isoliert werden konnten, fanden sich im Ventrikelhomogenat von humanen
NF-Herzen auch ICER- und smICER-SpleiBvarianten. Diese Unterschiede sind
allerdings eher methodisch bedingt, da die Vorgehensweise zur Identifikation
der SpleiBvarianten nur qualitative Aussagen zulasst. Der Ansatz, durch die
Klonierung einer groBen Probenanzahl und die Sequenzierung vieler Klone
falsch negative Ergebnisse zu minimieren, kann diese nicht ausschlieBen. Im
Fall der humanen NF- und DCM-Proben wiesen die CREM-cDNAs in den
Agarosegelelektrophoresen der PCRs ein korrespondierendes
Migrationsverhalten auf. Deshalb kann man vermuten, dass die Transkripte,
obwohl sie teilweise nicht in DCM- und NF-Proben sequenziert werden
konnten, dennoch in beiden Ausgangsmaterialien vorhanden sein kénnen.

Beim Vergleich der in murinen und humanen Geweben bzw. Zellen
identifizierten SpleiBvarianten fallt auf, dass in beiden Geweben jeweils acht
SpleiBvarianten ausgehend vom P1/P5-Promotor transkribiert werden.

AusschlieBlich im murinen Herzen sind von diesem Promotor ausgehend
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transkribierte SpleiBvarianten mit Exon vy vorhanden, im humanen
Herzgewebe finden sich hingegen Transkripte mit trunkierter KID, der
zweiten transaktivatorischen Domane ohne KID und eine SpleiBvariante mit
Exon W¥. Konnten in humanem Herzgewebe drei ICER-Isoformen
nachgewiesen werden, waren es vier im murinen Herzen. Im humanen
Herzen konnte auch lediglich eine smICER-SpleiBvariante gegenlber vier
Varianten im murinen Herzen identifiziert werden. Weder im humanen, noch
im murinen Herzen konnten aktivatorische CREM-r-SpleiBvarianten
nachgewiesen werden, sondern neben der SpleiBvariante ©2-C-E-F-H-Ia
deren Funktion fraglich ist, nur Repressoren. Die von Lewin et al. aufgestellte
Hypothese, die Hochregulation von CREM-Zielgenen im murinen CREM-
Knock-Out deute auf eine repressorische Funktion von CREM im Herzen der
Maus hin (66), kann somit gestutzt werden.

Interessanterweise entspricht die Expressionskinetik der quantifizierten
Transkripte im murinen Herzen unter Stimulation mit Isoprenalin einer Early-
Response-Kinetik, wie sie von Molina et al. fur ICER-SpleiBvarianten
beschrieben wurde (77). Nach einem kurzfristigen, signifikanten Anstieg der
Gentranskription kam es unter chronischer Isoprenalinstimulation bei allen
untersuchten SpleiBvarianten, zu einer abnehmenden CREM-Transkription.
Diese fiel, mit Ausnahme der untersuchten ICER-SpleiBvarianten (mRNA-
Level nach 7 Tagen im Vergleich zum Ausgangswert immer noch signifikant
erhdht), wieder auf ein basales Level ab.

In dieser Arbeit wurde die Induktion von SpleiBvarianten nachgewiesen, die
ausgehend von den CRE-unabhangigen Promotoren P1, P5 und P4
transkribiert werden. Als Erklarungsansatz fir die Induktion der CRE-
unabhangigen Transkription des P1-Promotors lassen sich die Ergebnisse von
Rauen et al. anfuhren. Ein erhdhtes cAMP-Level kann zu einer erhdhten
Expression der Protein-Phosphatase 2A (PP2A) durch Bindung von
phosphoryliertern CREB an deren Promotor flhren. Dies wiederum ruft eine
vermehrte Dephosphorylierung von SP-1 hervor. SP-1 kann den P1-Promotor
Uber eine Konsensus-SP-1-Bindungssequenz induzieren (55,92,105). Ebenso
kdénnte ein von Martianov et al. beschriebenes Binden von phosphoryliertem

CREB an Non-CRE-Bindungsmotive oder unvollstéandige CREs in den
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Promotoren P1, P5 und P4 fir die Induktion der CREM-Transkription

ursachlich sein (73).

5.1 BESCHREIBUNG DER SPLEIBVARIANTEN

5.1.1SpleiBvarianten, die ausgehend von P1/P5 transkribiert
werden

2011 wurden der P1-und der P5-Promotor von Juang et al. und Rauen et al.
genauer charakterisiert. Wahrend P1 (wie im vorherigen Abschnitt
beschrieben) eine Konsensus-SP-1-Bindungssequenz besitzt, die durch von
der PP2A dephosphoryliertes SP-1 aktiviert wird, unterliegt P5 einem anderen
Regulationsmechanismus (55). Der P5-Promotor besitzt eine Konsensus-AP1-
Bindungssequenz, an die der AP1-Proteinkomplex aus c-Fos/c-Jun-Proteinen
bindet (55).

5.1.1.1 SpleiBvarianten, die eine Kinase Inducible Domain

enthalten

B-E-F-H-Ia und B-E-F-H-Ib

Das Transkript B-E-F-H-Ia wurde von Gellersen et al. als CREM-«a in humanen
endometrialen Stromazellen beschrieben (41). In dieser hier vorliegenden
Arbeit wurde es in Ventrikelhomogenaten und Kardiomyozyten von C57BL/6-
Mausen sowie humanen Ventrikelhomogenaten von Patienten mit DCM und
NF-Herzen identifiziert. Es handelt sich um eine im Herzen abundant
exprimierte und zwischen den Spezies konservierte SpleiBvariante. Nach
zehn Stunden B-adrenerger Stimulation kam es im Herzen der Maus zu einer
signifikanten Induktion der SpleiBvariante, die im Sinne einer Early-
Response-Kinetik nach weiterer Stimulation auf ein basales Level abfiel. Das
Fehlen von transaktivatorischen Domanen und die mégliche Translation zu
den repressorischen Proteinen H1-Ia und H2-Ia legen eine repressorische
Funktion nahe. Diese ist auch von Foulkes et al. fur die verwandte
SpleiBvariante CREM-y (B-E-F-H-Ib) beschrieben (38). Behr und Weinbauer
wiesen die Expression von CREM-y in humanen Hoden gesunder Manner nach

(7). Die Isolation der Isoform aus Ventrikelhomogenaten von C57BL/6-
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Mausen und Ventrikelhomogenaten von Patienten mit DCM und NF-Herzen
bestatigt die bereits genannte Southern-Blot-Analyse von Foulkes et al. aus
dem Jahr 1992 (39). Auch hier kam es nach zehn Stunden B-adrenerger
Stimulation des murinen Herzens zu einer signifikanten Induktion der
SpleiBvariante, die auch nach 24 Stunden noch signifikant induziert war und
im Sinne einer Early-Response-Kinetik nach weiterer Stimulation auf ein

basales Level abfiel.

B-E-F-y-H-Ia und B-E-F-y-H-Ib

Lediglich in C57BL/6-Kardiomyozyten konnte das Transkript B-E-F-y-H-Ia in
dieser Arbeit identifiziert werden. Es wurde bereits 1991 von Foulkes et al.
als Repressor CREM-a beschrieben (38). Eine Southern-Blot-Analyse,
ebenfalls von Foulkes et al. durchgefiihrt, gab Hinweis auf eine Expression
der SpleiBvariante im murinen Herzen (39). Nach den Ergebnissen von
Fenaroli et al. unterliegt CREM-a einem geringen zytoplasmatisch-nukledaren
Transport (32). CREM-a unterdriickt die Expression des Transkriptionsfaktors
c-Fos und verringert somit Uber einen Feedbackmechanismus seine eigene
Transkription Uber den P5-Promotor (92). Die repressorische SpleiBvariante
B-E-F-y-H-Ib wurde von Foulkes et al. als CREM-p bezeichnet (38). Sie konnte
in dieser Arbeit nur aus C57BL/6-Ventrikelhomogenaten isoliert werden. Die
oben genannte Southern-Blot-Analyse von Foulkes et al. wies Banden nach,
die mit der Lange der hier isolierten SpleiBvariante B-E-F-y-H-Ib vergleichbar

waren (39).

5.1.1.2 SpleiBvarianten ohne (volilstindige) KID

B-H-Ia, B-H-Ib und B-H-Ia-Ib

Gellersen et al. und Inada et al. beschreiben die SpleiBvariante B-H-Ia als
CREM-A1,P,2, beziehungsweise CREM-17. Sie wird in humanen
endometrialen Stromazellen und Inselzellen des Rattenpankreas exprimiert
(41,50). Sie konnte in dieser Arbeit in C57BL/6-Ventrikelhomogenaten,
C57BL/6-Kardiomyozyten und humanen Ventrikelhomogenaten von

Patienten mit DCM nachgewiesen werden. In der Luziferase-Reportergen-

97



Analyse konnte eine repressorische Funktion nachgewiesen werden. Die von
Miller et al. aus humanen Herzen isolierte SpleiBvariante CREM-IbAC-X (80)
konnte aus allen untersuchten humanen und murinen Ausgangsmaterialien
isoliert werden. Behr und Weinbauer isolierten sie aus humanen Hoden mit
normaler Spermatogenese und benannten sie CREM AC-G, 5 (7). Bei Patienten
mit Spermatogenese-Arrest auf dem Level der Spermatozyten war diese
SpleiBvariante im Hoden das einzig nachweisbare CREM-Transkript, wobei
von Bldcher et al. nicht zwischen B-H-Ia und B-H-Ib unterschieden wurde
(14). Nach zehnstindiger, B-adrenerger Stimulation waren die Transkripte B-
H-Ia und B-H-Ib im murinen Herzen signifikant induziert. Die Frage von Isoda
et al., ob CREM-IbAC-X in Herzen von DCM-Patienten, nicht aber in NF-Herzen
exprimiert werde (52), muss verneint werden, da der Nachweis in dieser
Arbeit auch in NF-Proben gelang. Dennoch ist es das einzige Transkript, fur
welches im Vergleich zum NF-Herzen eine signifikante Induktion im DCM-
Herzen festgestellt werden konnte. In der Luziferase-Reportergen-Analyse
lieB sich die Charakterisierung als Repressor durch Mdller et al. bestatigen
(80). Die heteronukledre RNA B-H-Ia-Ib wurde auch von Behr und Weinbauer
aus dem Hoden eines infertilen Patienten mit einem Reifungsarrest im
Stadium der runden Spermatiden isoliert. Sie wurde als CREM AC-G,«
beschrieben (7). In dieser Arbeit konnte das Transkript in
Ventrikelhomogenaten und Kardiomyozyten von C57BL/6-Mausen
nachgewiesen werden. Walker et al. beschrieben CREM AC-G mit der
Exonzusammensetzung B-X-H-Ia, das sie aus Rattenspermatiden isoliert
hatten (111). Interessant ist, dass der Leserahmen aufgrund eines
zusatzlichen Guanosins nicht unterbrochen wurde, was zur Translation eines
17 kDa schweren Proteins fihren wirde. Die Untersuchungen von Mdller et
al. konnten diese Guanosinbase jedoch nicht nachweisen, sodass es zum

Abbruch des Leserahmens kommt (80).

B-y-H-Ia und B-y-H-Ib

Inada et al. beschrieben die Isoform B-y-H-Ia (CREM-17X) in pankreatischen
Inselzellen von Ratten (50). In dieser Arbeit wurde sie in C57BL/6-
Kardiomyozyten nachgewiesen. Analog zu den Ergebnissen fir die Isoform B-
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H-Ia liegt eine repressorische Funktion nahe. Die SpleiBvariante B-y-H-Ib
wurde in dieser Arbeit aus Ventrikelhomogenaten und Kardiomyozyten von
C57BL/6-Mausen isoliert. Bisher ist sie in der aktuell vorliegenden Literatur
nicht beschrieben. Sie kodiert flir die repressorischen Proteine y-H-Ib und
HIbI (siehe Abbildung 28).

B-F-H-Ia

Das in der aktuell vorliegenden Literatur nicht beschriebene Transkript B-F-
H-Ia wurde in Ventrikelhomogenaten von humanen NF-Herzen
nachgewiesen. Es kann eine repressorische Funktion angenommen werden,
da die KID nicht komplett ist und keine transaktivatorische Domanen
vorhanden sind. Die SpleiBvariante kann fur die funktionellen Proteine F-H-
Ia, H1-Ia und H2-Ia kodieren.

5.1.1.3 SpleiBvarianten mit transaktivatorischer Doméne

B-G-H-Ia und B-G-H-Ib

Gellersen et al. beschrieben die SpleiBvariante B-G-H-Ia (CREM-41,P) 1997
in humanen, endometrialen Stromazellen (41). In dieser Arbeit wurde der
Nachweis fir eine Expression in Ventrikelhomogenaten von humanen DCM-
und NF-Herzen erbracht. Eine repressorische Funktion auf die PKA-abhangige
Gentranskription in der Luziferase-Reportergen-Analyse in primaren,
undifferenzierten, endometrialen Stromazellen und der uterinen Sarkom-
Zelllinie SKUT-1B ist bekannt (41). Das Transkript B-G-H-Ib wurde von Behr
und Weinbauer im Jahr 2000, als CREM AC-F, beschrieben. Es handelt sich
um eine inhibitorische SpleiBvariante, die im humanen Hoden exprimiert wird.
Eine Reportergen-Analyse zur funktionalen Charakterisierung wurde jedoch
von den Autoren nicht vorgenommen, weshalb es sich um eine Vermutung
aufgrund der Zusammensetzung der Exons handelt (7). In dieser Arbeit

wurde es aus Ventrikelhomogenaten humaner DCM-Herzen isoliert.
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B-¥-G-H-Ia

In der oben erwahnten Arbeit von Gellersen et al. wurde die SpleiBvariante
B-¥Y-G-H-Ia (CREM-¥A1,P) ebenfalls aus humanen, endometrialen
Stromazellen isoliert. Hier konnte sie aus Ventrikelhomogenaten von
humanen NF-Herzen isoliert werden. Auch diese SpleiBvariante hat eine
inhibitorische Funktion, wie mit oben beschriebener Methodik untersucht
wurde (siehe B-G-H-Ia und B-G-H-Ib). Sie kodiert flir den kleinen Repressor
G-H-Ia (SS-CREM-t2a) (41).

5.1.2 SpleiBvariante, die ausgehend von P4 transkribiert wird

SpleiBvarianten mit Exons ®1 und 02, wie die Isoform ©2-C-E-F-H-Ia, werden
von Daniel et al. und Gellersen et al. als spezifisch fir Hodengewebe
beschrieben. Gellersen et al. entdeckten zwei CRE-dhnliche Elemente im P3-
und P4-Promotor, konnten jedoch in nachfolgender Luziferase-Reportergen-
Analyse von P3-/P4-Promotor-Konstrukten keine cAMP-abhangige Induktion
nachweisen (23,42). Die SpleiBvariante ©2-C-E-F-H-Ia konnte hier in
Kardiomyozyten von C57BL/6-Mdusen nachgewiesen werden. Da die
SpleiBvariante sowohl fur die Proteine ®2-C-E-F-H-Ia und F-H-Ia, als auch fur
die kleinen Repressoren H1l-Ia und H2-Ia kodiert, ist eine funktionale
Einordnung nicht eindeutig mdglich. Um eine entsprechende aktivatorische
oder inhibierende Funktion zu belegen, sind weitere Experimente, wie z.B.

eine Luziferase-Reportergen-Analyse, notig.

5.1.3ICER-SpleiBBvarianten

Die stark repressorischen ICER-Isoformen X-y-H-Ia (ICER-I), X-H-1Ia (ICER-
Iy), X-y-H-Ib (ICER-II) und X-H-Ib (ICER-IIy), die von Molina et al. zuerst fur
die Rattenhypophyse identifiziert wurden, finden sich alle im murinen Herzen
(77). Folco et al. konnten bereits 1997 beschreiben, dass die ICER-
Genexpression auch in primaren Kardiomyozyten lber die Bindung von
phosphoryliertemm CREB an die CAREs im P2-Promotor cAMP-abhangig
induzierbar ist. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ICER-Isoformen
Uber das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert werden (37). Sowohl beim

Menschen, als auch im murinen Organismus gelang Ding et al. der Nachweis,
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dass es bei Herzinsuffizienz durch p-adrenerge Stimulation zu einer Reduktion
des PDE3A-Protein-Levels kommt. Dies fluhrt, wie auch Yan et al.
beschreiben, zu einem Anstieg des intrazelluldaren cAMP-Levels mit
ansteigender Phosphorylierung von CREB. Uber die Bindung von CREB an
CAREs kommt es zu einer Induktion des P2-Promotors mit folgender
Erhéhung des ICER-Protein-Levels (es wird durch die Autoren nicht zwischen
den vier verschiedenen ICER-Isoformen unterschieden). Die reduzierten
PDE3A-Protein-Level fuhren ebenfalls zu einer geringeren Expression des
antiapoptotischen Proteins Bcl-2. Es kommt aufgrund der hohen ICER-
Protein-Level zu einer verstarkten Kardiomyozyten-Apoptose und einer
Reduktion des SERCA2-Protein-Gehaltes (29,113). In der vorliegenden Arbeit
konnten ICER-Iy und ICER-IIy aus Kardiomyozyten von C57BL/6-Mausen
isoliert und ICER-I und ICER-II in den Ventrikelhomogenaten
isoprenalinstimulierter FVB/N-Mause nachgewiesen werden. In
Ventrikelhomogenaten  humaner NF-Herzen konnten alle ICER-
SpleiBvarianten bis auf ICER-I identifiziert werden. Die Expression der
Transkripte X-H-Ia und X-H-Ib war im murinen Herzen unter
Isoprenalinstimulation stark induziert und ging auch nach sieben Tagen trotz
eines starken Abfalls nicht auf ein basales Level zurlck. Seidl et al.
quantifizierten die ICER-mRNA-Level unter chronischer Stimulation mit
Isoprenalin im murinen Herzen unselektiv fur alle ICER-SpleiBvarianten. Der
Peak der ICER-Expression lag bei einer signifikanten Erhéhung nach drei
Stunden, trotz starken Abfalls der Expression war diese auch nach zehn und
24 Stunden noch signifikant erhdéht und kehrte erst nach siebentdgiger
Stimulation auf ein basales Level im Vergleich zur Ausgangskonzentration
zuriuck (98). Die Ergebnisse von Seidl et al. legen nahe, dass der Expressions-
Peak der in dieser Arbeit untersuchten ICER-Isoformen ebenfalls wesentlich
vor zehn Stunden liegen kdnnte. Die Expression der ICER-SpleiBvarianten X-
H-Ia und X-H-Ib war im Ventrikelhomogenat humaner DCM-Herzen im
Vergleich zu NF-Herzen tendenziell erniedrigt. Dies kontrastiert mit den
Ergebnissen von Ding et al., die (allerdings unselektiv fur alle ICER-
Isoformen) eine signifikante Erh6hung des ICER-Protein-Levels in den Herzen

von DCM-Patienten feststellen konnten (29). Eventuell ergeben sich diese
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Unterschiede durch den Ausschluss der Isoform ICER-I, die in dieser Arbeit
nicht quantifiziert werden konnte. Madglicherweise ergibt sich diese
Diskrepanz auch durch den unterschiedlichen methodischen Ansatz, da in
dieser Arbeit die Transkription, in der Arbeit von Ding et al. jedoch die

Translation von ICER analysiert wurde.

5.1.4 smICER-SpleiBvarianten

Aus Ventrikelhomogenaten von isoprenalinstimulierten FVB/N-Mausen
wurden die smICER-SpleiBvarianten y-H-Ib, H-Ib, y-H-Ia und H-Ia, aus
Kardiomyozyten von C57BL/6-Mausen die Transkripte y-H-Ia und y-H-Ib und
aus Ventrikelhomogenaten humaner NF-Herzen lediglich die Isoform y-H-Ia
isoliert. Seidl et al. beschrieben die smICER-Isoformen y-H-Ib und H-Ib im
murinen Herzen, die ausgehend von dem cAMP-abhangig induzierbaren P6-
Promotor transkribiert werden (98). Die in dieser Arbeit sequenzierten
SpleiBvarianten y-H-Ia und H-Ia sind in der Literatur bisher nicht beschrieben.
In dieser Arbeit wurden im murinen Herzen die SpleiBvarianten y-H-Ia und y-
H-Ib nach zehnstlndiger Isoprenalinstimulation signifikant induziert und
fielen bereits nach 24 Stunden auf ihr basales Expressionslevel ab. Die
Quantifizierung von Seidl et al. zeigte einen signifikanten Anstieg der
smICER-Transkription nach drei, zehn und 24 Stunden. Der
Transkriptionspeak lag bei drei Stunden; anschlieBend fiel der mRNA-Level
kontinuierlich ab, bis er nach sieben Tagen ein basales Niveau im Vergleich
zu den Ausgangswerten erreichte. In der Luziferase-Reportergen-Analyse in
HEK293- und 16HBE140-Zellen erwies sich smICER als Inhibitor der CRE-
abhangigen Transkription an den cAMP-induzierbaren P2- und P6-Promotoren

sowie dem Somatostatin-Promotor (98).

5.2 AUSBLICK

Mit dieser Arbeit konnte das Expressionsmuster der CREM-SpleiBvarianten im
murinen und humanen Herzen charakterisiert werden. Es gelang die
Identifikation der bisher nicht beschriebenen SpleiBvarianten B-y-H-Ib, B-F-
H-Ia, ®2-C-E-F-H-Ia, y-H-Ia und H-Ia. Es fallt auf, dass das CREM-Gen sehr

viele mRNA-Isoformen hervorbringt, aus denen dann vergleichsweise wenige
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Proteine translatiert werden. Das ausschlieBliche Vorkommen von
repressorischen SpleiBvarianten, die allesamt die kleinen Inhibitoren HIbI,
HIbII beziehungsweise HIal und HIalIl kodieren, wirft die Frage auf, weshalb
die repressorische Modulation der Genexpression durch CREM in diesem MaBe
konserviert ist. Moglicherweise tragt die Vielfalt an Repressoren zur
Feinregulation der Inhibierung der Expression von Zielgenen bei. Dies kann
durch den von Fenaroli et al. beschriebenen, aufgrund der DBD
unterschiedlichen, zytoplasmatisch-nukledaren Transport der CREM-Proteine
mit etwaiger zytoplasmatischer Modifikation oder Degradation der Isoformen
geschehen (32). Die von Folco et al. nachgewiesene Degradation von ICER
durch das Ubiquitin-Proteasom-System stellt eine weitere
Regulationsmoglichkeit der Expression von Zielgenen dar (37). Es ist
wahrscheinlich, dass auch andere Isoformen diesem Abbauweg unterliegen.
Die Early-Response-Kinetik, der die Expression des Crem-Gens unter B-
adrenerger Stimulation unterliegt, deutet darauf hin, dass CREM wiederum in
einem komplexen Zusammenspiel mit weiteren Transkriptionsfaktoren
Einfluss auf das kardiale Remodelling bei Herzinsuffizienz nehmen kdnnte. Ein
direkter, langfristiger Regulationsmechanismus scheint wenig plausibel, da
die induzierten CREM-SpleiBvarianten unter chronischer
Isoprenalinstimulation zu einem starken Abfall der Transkription bis hin zum
Ausgangslevel neigten. Davon waren lediglich die Transkripte X-H-Ia und X-
H-Ib ausgenommen, die auch nach sieben Tagen noch signifikant induziert
waren (allerdings auch auf einem deutlich geringeren Level als zum Zeitpunkt
zehn Stunden). Mdglicherweise tragt eine immer wiederkehrende Induktion
Uber Jahre zur Entstehung der Herzinsuffizienz bei. Vor dem Hintergrund
einer gesteigerten Expression der SERCA2, des pBi-Adrenozeptors und
erhdhter Aktivitdt der PP1, sowie Anzeichen der Herzinsuffizienz und
verfrihtem Tod durch Arrhythmien bei herzspezifischer Expression von
humanem CREM-IbAC-X in der Maus (82) ist es bemerkenswert, dass die
SpleiBvariante CREM-IbAC-X in Herzen von DCM-Patienten signifikant
induziert war. Es stellt sich hier die Frage, ob diese SpleiBvariante indirekt zu
den molekularen Umbauvorgangen im insuffizienten Herzen beitragen

kdnnte, Dbeispielsweise durch Inhibition anderer transkriptioneller
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Repressoren. So ist eine erhdhte Expression von CREM-IbAC-X mit einer
gesteigerten Expression der SERCA2 verbunden.

ICER und die PDE3A regulieren die Apoptose von Kardiomyozyten und das
SERCA2-Protein-Level Uber eine Feedback-Schleife. Kommt es bei
Herzinsuffizienz zur Reduktion der PDE3A, steigt die Apoptoserate der
Kardiomyozyten an und eine Reduktion des SERCA2-Protein-Gehaltes wird
beobachtet (29,113). Im murinen Herzen waren ICER-SpleiBvarianten zwar
unter chronischer Isoprenalinstimulation signifikant induziert; da ICER jedoch
bei DCM-Herzen im Vergleich zu NF-Herzen auf einem niedrig-basalen Level
exprimiert wird, ist fraglich, ob dieser Mechanismus im humanen Herzen
langfristig zur Progression einer Herzinsuffizienz beitragt. Es bleibt die Frage,
welchen Anteil smICER an der durch ICER verursachten Kardiomyozyten-
Apoptose bei Herzinsuffizienz hat.

Die weitere funktionelle Charakterisierung der identifizierten Isoformen und
eine Betrachtung des Zusammenspiels dieser Transkriptionsfaktoren mit
potentiell relevanten Zielgenen wie z.B. dHAND, RhoB, Ryr2, Tropomyosin
la und a-Aktin (66) kann einen zukinftigen Ansatz zum weiteren Verstandnis
der Pathobiochemie der Herzinsuffizienz darstellen. Ein pharmakologisches
oder gentherapeutisches Eingreifen in diese Genregulation des insuffizienten
Herzens kénnte einen neuen therapeutischen Ansatz darstellen, der ohne die
negativ inotrope Wirkung der heutigen Medikation mit p-Adrenozeptor-
Antagonisten auskommt. Unter diesem Aspekt sind die Ergebnisse von Frau
Beatrix Scholz interessant, die den Einfluss von HDAC-Inhibitoren auf den
Phanotyp von CREM-IbAC-X-transgenen Mausen untersucht hat. So kam es
unter Behandlung mit Valproat zu einer Abschwdchung des atrialen
Remodellings. Eine Reduktion des Auftretens von Vorhofflimmern konnte
beobachtet werden (2).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der Progression der Herzinsuffizienz spielen die p-adrenerge Stimulation
und die folgende Aktivierung des cAMP-abhdngigen
Signaltransduktionsweges eine wichtige Rolle. Transkriptionsfaktoren wie
CREM (cAMP Responsive Element Modulator) und CREB (cAMP Response
Element Binding Protein) regulieren die Transkription ihrer Zielgene in
Abhangigkeit von der Steigerung des cAMP-Levels. Das CREM-Gen besitzt 14
Exons und kann durch sechs intronische Promotoren eine Vielzahl von
Isoformen hervorbringen. Allerdings ist bisher wenig Uber das kardiale
Expressionsmuster der CREM-Isoformen bekannt; es wurde daher in dieser
Arbeit in humanen und murinen Herzen detailliert charakterisiert. Es konnten
im murinen Herzen 17 und im humanen Herzen 12 CREM-SpleiBvarianten
identifiziert werden, von denen die Transkripte B-y-H-Ib, B-F-H-Ia, ®2-C-E-
F-H-Ia, y-H-Ia und H-Ia bisher nicht beschrieben wurden. Eine repressorische
Funktion der SpleiBvarianten auf die Transkription liegt nahe, da in keinem
nachgewiesenen Transkript eine vollsténdige Transaktivierungsdomane
vorhanden ist. Unter B-adrenerger Stimulation konnte eine charakteristische
Kinetik mit einem Anstieg der Expression nach 10 h, gefolgt von einem
starken Abfall samtlicher untersuchter SpleiBvarianten im murinen Herzen
beobachtet werden. Ein Vergleich der Expression von CREM-SpleiBvarianten
in Herzen von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie mit nicht
insuffizienten Spenderherzen zeigte eine signifikante Induktion der
SpleiBvariante B-H-Ib. Die erhobenen Daten belegen, dass multiple CREM-
Isoformen zur transkriptionellen Regulation der p-adrenergen Stimulation am
Herzen beitragen. Somit kann CREM vor allem durch die inhibitorische
Modulation der Genexpression an der Progression der Herzinsuffizienz

beteiligt sein.
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