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1. Einleitung

1.1. Bedeutung von kardiovaskularen Erkrankungen

Laut statistischem Bundesamt sind im Jahr 2011ent§chland 342 233 Menschen an den
Folgen kardiovaskularer Erkrankungen (Herz-Kreidekrankungen) gestorben, 145 555
Manner und 196 678 Frauen. Unter den zehn haufig§telesursachen im Jahr 2011
finden sich vorrangig kardiovaskulare Erkrankunger die chronische ischamische
Herzkrankheit (Platz 1), der akute MyokardinfamRiatz 2), die Herzinsuffizienz (Platz 3),
der Schlaganfall (Platz 6) und die hypertensivezkienkheit (Platz 7). Krankheiten des
Herz-Kreislaufsystems verursachen die hochstendfost unserem Gesundheitssystem
(ca. 37 Milliarden Euro im Jahr 2008) und nehmenAiter drastisch zu (Statistisches
Bundesamt www.destatis.de und Gesundheitsberithtiensg des Bundes www.gbe-
bund.de). Aus der stetig zunehmenden durchsclehigtti Lebenserwartung ergibt sich in
Zukunft eine weitere Zunahme der Patienten mit ikaaskularen Erkrankungen und ein
Anstieg der damit verbundenen GesundheitskostederAuJrsachen von kardiovaskularen
Erkrankungen gehoren unter anderem Hypertonie, héeh6é Cholesterinspiegel
(Hypercholesterinamie), Diabetes mellitus, Ubergitviund Rauchen. Neben diesen
Ursachen sind auch genetische Faktoren beteiligtzdm grof3ten Teil noch unbekannt
sind. Daher ist es von gro3em Interesse, beteiligenetische Faktoren und
Stoffwechselwege zu identifizieren, die zur Entateh kardiovaskularer Erkrankungen
beitragen, um die Erkrankungen besser zu versteleenPathomechanismus zu ergriinden,

und letztendlich besser behandeln oder gar vermmdekdnnen.
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1.2. Entschlisselung des humanen Genoms

Das menschliche Genom und die spezifische Basegabfowurden im
Humangenomprojekt (www.ornl.gov) zwischen 1990 @083 entschlisselt. Das Projekt
identifizierte zwischen 20 000 und 25 000 Gene &&f Milliarden Basenpaaren eines
menschlichen Chromosomensatzes. Uber 99 % der Basendes Genoms sind identisch
zwischen den Menschen. Allerdings tritt ca. all® 8P eine Verdnderung im Genom auf,
so dass das menschliche Genom ungefahr 10 MillioMemanderungen aufweist
(http://ghr.nlm.nih.gov). Das internationale HapM&pojekt, welches im Jahr 2002
startete, hatte sich die Aufgabe gestellt, geneidtarianten im menschlichen Genom der
europaischen, afrikanischen und asiatischen Bexdtke zu identifizieren
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/index.html.en). Hiel fokussiert sich das HapMap
Projekt auf sogenannte Haplotypen, wobei die bgteit Forscher die genetische
Kopplung der Allele im Genom untersuchen. BestimnRegionen, die auf dem
Chromosom nahe beieinander lokalisiert sind, wegineinsam vererbt, woraus sich die
immer gleiche Abfolge der einzelnen Basenaustaus@iegl. single nucleotide
polymorphisms, SNP) ergibt, so dass von einem SMRiaen benachbarten geschlossen
werden kann. Diese Kopplung ist bedingt durch dasdache, dass die Loci so nah
beieinander liegen, dass nahezu keine homologerRakation stattfindet. Hieraus ergibt
sich, dass statt aller 10 Millionen SNPs eine deutberingere Zahl analysiert werden

muss, um das Genom abzudecken.

1.3. Genomweite Assoziationsstudien

Fur eine genaue Analyse genetischer Varianten en&dche nach genetischen Ursachen
bestimmter Erkrankungen bedient sich die medizin@scForschung sogenannter
Microarrays in genomweiten Assoziationsstudien (G¥YADiese Biochips ermdglichen
die automatisierte Untersuchung von bis zu 906 BOA Varianten (SNPs) in einem
Array, so dass ein grof3er Bereich des Genoms abkfederden kann (z.B. Genome-Wide
Human SNP Array 6.0 von Affymetf®. Auf den Biochips befinden sich kurze bekannte
DNA-Fragmente, die je nach Hybridisierung mit dar antersuchenden markierten

replizierten Probanden-DNA unterschiedlich starkéuofeszenzsignale aussenden.
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Isolierte  genomische DNA (500 ng) der Probanden dwimit Hilfe zweier
RestriktionsendonucleaserNgd, Sty) verdaut. An die entstandenen 4 bp langen
Uberhange werden spezifische Adaptermolekiile nifeldier T4 DNA Ligase gebunden.
Nun erfolgt eine Amplifikation der verschieden langFragmente unter Verwendung von
Primern, die die Adaptermolekiile erkennen. Die exrdmigte amplifizierte DNA wird
anschlieBend mit DNasel fragmentiert, mit Biotirratudie terminale Desoxynucleotidyl-
Transferase markiert und mit dem Chip hybridisieNach einer Streptavidin-
Phycoerythrin-Farbung zur Erkennung biotinyliertB(NA werden die rot-orangen
Phycoerythrin-Fluoreszenzsignale detektiert (Absonswellenlange: 450-580 nm,

Emissionswellenlange: 570-590 nm).

Durch den Vergleich der genetischen Varianten e@®emppe erkrankter Probanden mit
einer Kontrollgruppe konnen bestimmte SNPs als wmiiter Krankheit assoziiert
identifiziert werden. Nach Replikation der Datendubiostatistischer Verifizierung der
Assoziation eines SNPs mit einer Krankheit kann fdigtionelle Analyse dieses SNPs
erfolgen. Zunachst werden méglicherweise von deaé@h@erung betroffene Gene in der
Umgebung des SNPs identifiziert, welche anschlidf3ait Hilfe molekularbiologischer
und physiologischer Methoden funktionell analysiertrden (z.B. Untersuchung von
genetisch  verdnderten Tiermodellen, Expressionaaaly im Zellkultursystem,
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen), einerseits eine Kausalitat zu belegen
und andererseits die Pathophysiologie besser ztebemm, so dass mdglicherweise eine
geeignetere Therapie oder sogar die Préaventiongpostischer Erkrankungen erreicht

wird.

In genomweiten Assoziationsstudien wurden bis heider 50 Gene mit Hypertonie
(arterielle Hypertonie, systolisch140 mmHg, diastolisci’*90 mmHg) in Verbindung
gebracht (Simineet al, 2012; The International Consortium for Blood Rres Genome-
Wide Association Studie®t al, 2011; Newton-Chehet al, 2009). Jedoch ist es
grof3tenteils unklar, inwieweit diese Gene zum PRa#ahanismus der Erkrankung
beitragen, da sie meist nicht an bekannten und nsiffbtlich beitragenden
Stoffwechselwegen wie z.B. dem Lipidmetabolismus Berz-Kreislauferkankungen
beteiligt sind. Die aul3erordentlich schwierige lifé@tion der Netzwerke, in denen die

assoziierten Genprodukte miteinander wechselwirkeigt wie komplex polygenetische
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Erkrankungen sind. Hypertonie stellt zudem einesikefaktor flr verschiedene Herz-
Kreislauferkrankungen wie die Herzinsuffizienz, detyokardinfarkt, den Schlaganfall

und die linksventrikulare Hypertrophie (hypertemsierzkrankheit) dar.

1.4. Blutdruck

Eine Klassifizierung der systolischen und diastblen Blutdruckwerte in Bezug auf
Normotonie (normaler Blutdruck) und Hypertonie @nter Blutdruck) erfolgt unter

anderem durch die Deutsche Hochdruckliga e.V. BHgie ist der folgenden Tabelle zu

entnehmen.
Einteilung systolischer Wert [mmHg]  diastolischer WienimHg]
optimal <120 <80
normal 120 bis 129 80 bis 84
hochnormal 130 bis 139 85 bis 89
leichte Hypertonie 140 bis 159 90 bis 99
mittelschwere Hypertonie 160 bis 179 100 bis 109
schwere Hypertonie >180 >110
isolierte systolische Hypertonie >140 <90

Tabelle 1:Klassifizierung der Blutdruckdaten entsprechend der Deesktochdruckliga e.V. DHR

1.5. Linksventrikulare Hypertrophie (LVH)

Bei anhaltender erhodhter Arbeitsbelastung des Herzkirch Sport oder systemische
Hypertonie kommt es zur Zunahme der Wandspannung Mentrikels (Kraft /

Wandquerschnitt) und dies wiederum fuhrt zu eineluvshenzunahme (Hypertrophie) der
Herzmuskelzellen. Die Zunahme der Wanddicke beicigldeibendem Innenradius des
Ventrikels (konzentrisches Remodelling) kompensdket erhohte Arbeitsbelastung und
normalisiert die Wandspannung. Dieser Zusammenhend) aus dem Laplace Gesetz

deutlich.
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K= K = Wandspannung

P = transmuraler Druck (Differenz von Innen- und AaoBruck)
r = Innenradius
d = Wanddicke

Bei einer weiteren Zunahme der Herzbelastung korest zur Dilatation des

hypertrophierten Ventrikels. Daraus ergibt sich rilwke Druckbelastung und der
verdickten Ventrikelwand hinaus ein vergroRerter neimradius (exzentrisches
Remodelling). Da die Wandspannung proportionaldein Radius zunimmt, benétigt das
Herz mehr Kraft, um ein normales Schlagvolumen dauldrn, so dass das Risiko des
Herzversagens (Herzinsuffizienz) oder gar des [bizn Herztods steigt (Lorell &

Carabello, 2000).

Verschiedene Studien zur Haufigkeit der LVH undseesRisikofaktoren ergaben zwar
unterschiedliche Pravalenzen bedingt durch untexdibhe Untersuchungsmethoden und
verwendete Kriterien in unterschiedlichen Populsio, aber es ist unbestritten, dass
Bluthochdruck zu den wichtigsten Risikofaktoren d&fH zahlt und die Kombination
beider Erkrankungen das weitere Risiko kardiovasieul Ereignisse drastisch erhoht. So
wurden beispielsweise im Rahmen der Framinghami&g280 Manner und 2747 Frauen
mittels Echokardiografie untersucht. Die Daten tagigeine steigende Pravalenz fur die
linksventrikulare Hypertrophie mit dem Alter, beidkinern unter 30 von 8% auf 33% ab
70 Jahren und bei Frauen ein Anstieg von 5% auf.48%lieser Studie ergab sich fir
Manner zwischen 32 und 64 Jahren mit Hypertonie LYl ein doppelt bis dreifach
erhohtes Risiko fur kardiovaskuléare Ereignisse @ahlaganfall, koronare Herzkrankheit
und periphere arterielle Verschlusskrankheit (K&nt@92). In einer Population bestehend
aus 2794 norwegischen Probanden (Tromsg Studigbedie Echokardiografie eine
allgemeine LVH-Pravalenz von 15% fur Manner und 984 fur Frauen (Schirmeat al,
1999). Bei Probanden mit milder essentieller Hypa# lag die mittels Echokardiographie
diagnostizierte LVH-Pravalenz bei ca. 20% (Hammendal, 1986), wahrend die LVH
Pravalenz in einer italienischen Population miteassller Hypertonie bestehend aus der
PIUMA Kohorte (n=1686) und der Catanzaro Kohorte289) je nach ausgewahlten

Kriterien zwischen 24% und 40% lag und somit dieufitikeit in einer unselektierten
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Population deutlich Gberstieg. Zudem wurde einedie Beziehung zwischen der durch
Echokardiografie festgestellten linksventrikulardvlasse und dem Auftreten eines
kardiovaskuléaren Ereignisses wie Myokardinfarkitgicher Herztod, Herzinsuffizienz
und Schlaganfall aufgezeigt (Schillaet al, 2000; Verdecchieet al, 1998). In der
spanischen VITAE-Studie, bestehend aus 946 hymsviem Probanden, lag die LVH-
Pravalenz je nach angewendeten Kriterien zwiscl®86 6nd 73%. 51-54% der Patienten
wiesen eine exzentrische und 6-11% der Patientam l@nzentrische Hypertrophie auf.
Somit zeigte diese Studie die Abhangigkeit der LNtkvalenz vor allem von dem
systolischen Blutdruck, aber auch von GeschlechiterABMI sowie den zugrunde
gelegten Auswertungskriterien der LVH (Coetal, 1999). Aus der spanischen Hermex
Studie geht Uberdies hervor, dass ca. 80% derratidiber 55 Jahren mit LVH eine
Hypertonie aufweisen (Félix-Redone@b al, 2012). Zusammenfassend zeigen diese Daten
eine erhodhte Pravalenz der LVH bei Hypertonie urgtevhin eine ausnehmend hohe
Préavalenz von Hypertonie bei Vorliegen einer LVH.

1.6. Interzellulare Kommunikation Gber Gap junctions

Gap junctions (GJ) sind Ansammlungen interzelluld¢anéle, die den Austausch von
lonen und kleinen Molekulen (PcAMP, cGMP, AMP) bis zu einer Grof3e von 1 kDa
(Flagg-Newtonet al, 1979; Loewenstein, 1981; Kumar & Gilula, 1996;e@dnder &
Goldberg, 2003) zwischen benachbarten Zellen enctigyl. Hierdurch kénnen Zellen
somit direkt elektrochemisch miteinander kommumezne

Die Regionen zweier verbundener Plasmamembraneegbawrer Zellen (glatter
Muskelzellen des Jejunums), die eine elektrotomsttommunikation (lonenstréme)
erlauben, wurden 1962 als Nexus beschrieben (De&vdarr, 1962). Die hexagonale
Struktur von Gap junctions wurde erstmals an syseipén Membrankomplexen von
grof3en Neuronen des Goldfisches (Mauthner Zellengigt (Robertson, 1963). Aufgrund
des kleinen Spalts (engl.: gap) von ca. 20 Angstaivischen den gegeniiberliegenden
Zellmembranen wurde diese Art von Zellverbindun@&ap junctions genannt (Revel &
Karnovsky, 1967; Goodenough & Revel, 1970). Goodgho isolierte 1974
unterschiedliche Proteine aus Gap junctions dertefon Ratten, die er aufgrund des

Namens dieser Zellverbindungen (Nexus) als Coneelézeichnete (Goodenough, 1974)
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und zwei Jahre spater die hexagonalen Untereimheiée Gap junctions als Connexon
(Goodenough, 1976).

Connexine durchspannen die Plasmamembran viernthlbesitzen zwei extrazellulare
Schleifen mit jeweils drei konservierten Cysteitees welche essentiell fur die nicht-
kovalente Bindung gegenuberliegender Connexone. sildditerhin weisen sie eine
intrazellulare Schleife zwischen der zweiten unttefr transmembranaren Doméane und
einen in das Zytoplama ragenden N- und C-Termirnafs(Abb. 1). Die intrazelluléare
Schleife und der C-Terminus variieren zwischen cl@eienen Mitgliedern der
Connexinfamilie (Milkset al, 1988; Yeager & Gilula, 1992; Kumar & Gilula, 1996
Dhein, 1998) und verleihen ihnen unterschiedlich@dWulargewichte.

Abbildung 1: Topologie von Connexinen

(A) Ein Connexin besteht aus vier Transmembrand@em&iM1-4), zwei extrazellularen Schleifen, einer
intrazellularen Schleife und jeweils einem in dgsoplama ragenden C- und N-Terminus. Sechs Conaexin
lagern sich zu einem Halbkanal (Connexon) in dexsfAbmembran zusammen, und zwei benachbarte

Connexone bilden einen funktionellen Kanal (B) (Ahbng aus Kumar & Gilula, 1996).

Bis heute wurden 21 Connexine (Cx) im Menschen @@dConnexine in der Maus
identifiziert, wobei es fur 19 humane Connexinee@s entsprechendes Ortholog in der
Maus gibt (Sohl & Willecke, 2004). Connexine werdeach ihrem Molekulargewicht in
kDa bezeichnet, so hat Connexin40 (Cx40) ein Mdkeigewicht von ca. 40 kDa. Viele
der 21 Isoformen kénnen sich in unterschiedlichemKinationen zu einem funktionellen
Kanal zusammenlagern (Abb. 2), woraus sich untezdtibhe PorengrofRen,
Permeabilitdten und Leitfahigkeiten der Kanéle bege(Kumar & Gilula, 1996; Bevaret
al., 1998). Die Leitfahigkeit einzelner Kanale reielun ca. 10 pS bis tber 300 pS, und
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auch die Selektivitat variiert zwischen leicht Aném-selektiven (Cx32) und stark
Kationen-selektiven Kanalen (Cx40, Cx45) (Harri®02). Isoformen, die mit anderen
Connexinen keine Kanale bilden kdnnen, kdnntenesrKempartimentierung wéhrend der
Embryogenese beteiligt sein (Franetsal, 1999). Viele Studien weisen auch auf eine Gap
Junction unabh&ngige Funktion der Connexone alsdlkéam der Plasmamembran hin
(Ebihara, 2003; Goodenough & Paul, 2003; Evahsl, 2006). Durch sie erfolgt die
Freisetzung von z.B. ATP (Stoet al, 2002; Kanget al, 2008), Glutamat (Orellanat al,
2011), NAD (Okudaet al, 2013) oder Calcium in den Extrazellularraum (DeelBet al,
2012; Fioriet al, 2012).

|
(@]
><
2
© 5
= o
8
(&)
Connexon Homomeric Heteromeric Homomeric Heteromeric
Channel Homotypic Homotypic Heterotypic Heterotypic

Abbildung 2: Mdglicher Aufbau der interzellularen Kanéle

Connexone aus identischen Connexinen werden alsommene (1,3), solche aus unterschiedlichen
Connexinen als heteromere Connexone (2,4) bezdictBitden zwei identische Connexone einen
funktionellen Kanal, so ist es ein homotypischen#lg1,2), handelt es sich um unterschiedliche @zane,

bilden sie einen heterotypischen Kanal (3,4) (Adiloilg aus Kumar & Gilula, 1996).

Connexine werden nahezu in Zellen aller Gewebenterachiedlicher Auspragung und in
spezifischen Isoformen exprimiert (Willeclet al, 2002). Zellen, die keine Connexine
exprimieren, sind beispielsweise ausdifferenzieBkelettmuskelzellen, Erythrozyten,
Thrombozyten und Samenzellen. Bereits im 2-Zells b#-Zell-Stadium eines
Mausembryos werden Connexine (Cx31, Cx43, Cx45)yiexgrt (Lo & Gilula, 1979;
Davieset al, 1996). Einige spielen in der Embryogenese eitgcbpridende Rolle, wie der
globale Verlust verschiedener Cx gezeigt hat. Indikaaskularen System finden sich
Cx37, Cx40, Cx43 und Cx45. Auch hier ist die Véueg verschiedener Cx auf bestimmte
Zelltypen sehr spezifisch (Abb. 3) (Kantral, 1992; Dhein, 1998). In GefalRen wird im




Einleitung

Endothel Uberwiegend Cx40 und Cx37 und im glattamsi¢l dagegen vor allem Cx43
aber auch Cx45 exprimiert (de Wit, 2004). Die kavdiskularen Connexine kénnen mit
Ausnahme von Cx40 und Cx43 heterotypische funktien€anale bilden. Dies zeigten
verschiedene Studien, in denen die Cx entwedertituml nach Mikroinjektion in
Xenopus laevi®©ozyten exprimiert (Bruzzoret al, 1993) oder nach Transfektion in HeLa
Zellen exprimiert wurden (Elfganet al, 1995; Rackauskaet al, 2007).

Atrium

/ Cx40, Cx43, Cx45

Ventrikel

/ Cx43, Cx45

Blutgefald
Endothel: Cx40, Cx37
Glatter Muskel: Cx43, Cx45

Abbildung 3: Verteilung der Connexin Isoformen innerhalb deszdas

Connexine haben eine herausragende Bedeutung richiedenste Organfunktionen und
spielen somit bei unterschiedlichsten KrankheitenMiensch und Tier eine Rolle. Ein
guten Uberblick bieten die Ubersichtsarbeiten vaitidgke et al. (2002) und Pfennigest
al. (2011) und einige Beispiele fur die Bedeutung eimer Connexine werden im
Folgenden ausgefiihrt.

Global Cx26-defiziente Mause sterbieruteroaufgrund einer unzureichenden Versorgung
des Embryos Uber die Plazenta mit Nahrstoffen (Bkér al, 1998). Cx26 ist auch an der
Schallwahrnehmung beteiligt. Ein spezifischer Ckztdckout in Epithelzellen des
Innenohres der Maus fiihrt zu einer BeeintrachtigiegyHorvermogens (Cohen-Salmain
al., 2002). Beim Menschen fuhren Mutationen im Cx263@oder Cx31 zu Taubheit und
Hauterkrankungen mit Verhornungsstorungen (Kelselal, 1997; Petersen & Willems,

2006). Mutationen in Cx46 und Cx50 verursachen dimsentribung (Katarakt). Das
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Charcot-Marie-Tooth Syndrom ist eine schwere neegederative Erkrankung mit
Muskelatrophie, die auf Mutationen im Cx32 zurtdkiuen ist. Eine Deletion von Cx37
fuhrte in weiblichen Mausen zur Infertilitéat (Simenal, 1997). Als weiterer Beleg fir die
Rolle von Connexinen in der EmbryonalentwicklungGg45 zu nennen. Cx45-defiziente
Embryos sterbem uteroaufgrund eines dilatierten Herzens und der Felieklung von
BlutgefalRen (Krugeet al, 2000). Zu einer Fehlentwicklung des Herzens félenfalls
der Verlust von Cx43, homozygot defiziente Mauselsn bei oder kurz nach der Geburt
(Reaumeet al, 1995).

Im Folgenden wird die Bedeutung des Cx40 und Cx&f7en erlautert, da dieser Arbeit

Untersuchungen zu diesen beiden Connexinen zugtieuis.

Cx40 wird im Endothel, in Kardiomyozyten des Atrisimim Erregungsleitungssystem des
Herzens und in Renin-produzierenden Zellen dereNesprimiert (Bruzzonet al, 1993;
Dhein, 1998; Hwan Seul & Beyer, 2000; de Wit, 2084gfligeret al, 2004). In der Maus
entsteht ausgehend vom Cx40 G&jab) ein Transkript, dessen Leserahmen nicht durch
ein Intron unterbrochen wird und dessen codiereReégion im Exon2 gelegen ist
(Hennemanret al, 1992). Im Menschen werden dagegen zwei Transkmigprimiert,
wobei die beiden Transkripte (1A und 1B) diesellierende Region in Exon 2
aufweisen und sich nur in Exon 1 unterscheidenndkapt 1A wird in Endothelzellen
exprimiert (Pfennigeet al, 2012), das Transkript 1B in plazentaren Zytotapasten.
Beide Transkripte sind im Ventrikel und Atrium dé#erzens nachweisbar, jedoch
Uberwiegt in allen Bereichen das Transkript 1A (Byget al, 2003). Die Deletion von
Cx40 hat in der Maus schwerwiegende PhanotypenFolge. Es kommt durch den
ubiquitdren Verlust des Cx40 zu einer verzogerteredtingsausbreitung im Herzen
(Simon et al, 1998), die mit einer erhthten Anfalligkeit fur rAythmien und
Vorhofflimmern einhergeht (Kirchhofet al, 1998; Hagendorfiet al, 1999). Daruber
hinaus wurde ein gehauftes Auftreten von Herzfédlinigen in Cx40-defizienten Mausen
festgestellt (Guet al, 2003). In GefalRen wird Cx40 im Endothel exprimiend ist
essentiell fur die Kopplung der Endothelzellen uhd Ausbreitung vasodilatatorischer
Stimuli entlang dieser Zellschicht. So ist die Aestung endothelabhangiger Dilatationen
nach lokaler Stimulation in der Mikrozirkulation sleCremastermuskels in Cx40-

defizienten Mausen vermindert (de Wit al, 2000; Figueroeet al, 2003; Jobset al,
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2012). Weiterhin sind global Cx40-defiziente Maulsgpertensiv, weisen aber eine
normale Herzfrequenz auf (de Wat al, 2003). Die Hypertonie ist bedingt durch eine
exzessive Freisetzung von Renin. Durch das Fehten Gx40 ist die Kommunikation
innerhalb der Renin-produzierenden Zellen im juldagprularen Apparat der Niere
gestort, wodurch der Perfusionsdruck die Reninsiekren der Niere nicht mehr inhibiert
(Wagneret al, 2007; Wagneet al, 2010). Auch bei vaskuldren Entztiindungsprozessen
kommt Cx40 eine Bedeutung zu. In einem Atherosklenwodell in der Maus fiihrte die
endothelspezifische Cx40-Defizienz zu einer vekstdir Produktion des Vascular Cell
Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) und zu einer verminder Expression der
antiinflammatorisch wirksamen Nukleotidase CD73.idBe fuhrt zu einer verstarkten
Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen und bstgin so die Entstehung der
Atherosklerose (Chadjichristes al, 2009).

Im Gegensatz zu anderen Cx, fur die bereits segeéer Zeit eine ganze Reihe von
Mutationen im Menschen beschrieben wurde, wurder€x¥d0 bisher nur einige wenige
funktionell bedeutende Mutationen in einzelnen \idlien beschrieben. In einer kleinen
Studie wurde der Hypothese nachgegangen, ob Mn&tiom Cx40 codierenden Gen
GJAS speziell im Herzgewebe zu Vorhoffimmern pradispoen, da Cx40 in den
Kardiomyozyten flr die koordinierte elektrische Ad¢rung des Vorhofs relevant ist. In
Gewebeproben des Herzens von 15 Probanden mit Warioern konnten vier
heterozygote Missense-Mutationen jeweils in dangn@embranaren Doméane des Cx40 in
drei Patienten identifiziert werden. Es handeltsiel um eine Keimbahnmutation, die zu
einem Aminosaureaustausch von Alanin zu Serin asitiBo 96 (A96S) fuhrt, und drei
somatische Mutationen (P88S, G38D, M163V) (Goktlal, 2006). GJ Plaques bestehend
aus der A96S Variante wiesen zwar eine dem Wildgmtsprechende zellulare
Lokalisation in Gewebeproben des Vorhofs auf, inikadurmodell zeigte sich jedoch,
dass diese Variante keine bzw. nur eine schwadherische Zellkopplung hervorbringt.
Das Elektrokardiogramm des Patienten wies eineédngdrte P-Welle auf, was die
verzogerte Ausbreitung der Erregung im Vorhof idfext. Das Einfihren dieses
Aminosaureaustausches A96S in das Cx40 der Mausefizn einer Renin-abhangigen
Hypertonie. Die Renin-produzierenden Zellen wiesgre anomale Lokalisation auf3erhalb
der Media der afferenten Arteriolen auf. Aufgruridsér veranderten Lokalisation konnte

die Renin-Sekretion durch den Perfusionsdruck inNiere nicht mehr gesenkt werden

11



Einleitung

(Lubkemeieret al, 2011). Mause, die ein nicht leitfahiges Cx40 det A96S Mutation
exprimierten, zeigten zudem trotz intakter Cx37 #fesgion in Arteriolen des
Cremastermuskles eine verminderte Ausbreitung é@etidithangiger Dilatationen nach
lokaler Stimulation in der Mikrozirkulation (Jobst al, 2012). Desweiteren wird die
funktionelle Bedeutung des Cx40 fur die Erregundiftung im Herzen durch die
Entdeckung von zwei gekoppelten PolymorphismeremRtomotorregion des Transkripts
1A von Cx40 (-44 G>A, +71 A>G) unterstrichen. Dasfiteten dieser Polymorphismen in
der Promotorregion von Cx40 gemeinsam mit einer aflom im Natriumkanal des
Herzens (SCN5A) ist assoziiert mit familiarem Vddidistand (Groenewegemwt al,
2003). AuRerdem waren die zwei Polymorphismen,iéhnie der Verlust des Cx40 in
der Maus, mit einer hoheren Anfalligkeit fur VorAmhmern assoziiert (Firouzet al,
2004). Interessanterweise sind diese PolymorphismeMannern maoglicherweise mit
einem hoheren Risiko an Hypertonie zu erkrankenzigst (Firouziet al, 2006). Diesen
Ergebnissen widerspricht aber eine kirzlich veriffehte Studie an einer grofReren
Kohorte, in der keine Assoziation dieser Polymaspien mit Hypertonie oder koronarer
Herzkrankheit gefunden werden konnte (Pfennigsr al, 2012). Ein weiterer
Polymorphismus in der Promotorregion des anderanskripts (1B) reduziert signifikant
die Expression von Cx40 und ist direkt mit Vorhiofinern assoziiert (Wirkat al, 2011),
obwohl das Transkript 1A quantitativ vermehrt imrign zu finden ist. Trotz der teils
kontroversen Ergebnisse zur funktionellen Bedeutumgn Cx40 bei Herz-
Kreislauferkrankungen wird deutlich, dass Cx40dig funktionelle Kopplung von Zellen

in der Niere, in GefaRen der Mikrozirkulation umd Herzen unerlasslich ist.

Cx57 kommt unter anderem in der Maus vor und wind &jal0 codiert. Als humanes
Ortholog gilt Cx62, welches in der Retina, den &iécken und im Herzen exprimiert wird
(Willecke et al, 2002; Sohlet al, 2003; Sohlet al, 2010). Cx57 mRNA wurde in sehr
geringem Ausmal im Herzen, der Haut, Niere, Lunig®, Eierstécken und Hoden von
Mausen detektiert. Cx57 bildet nach TransfektiomHelia Zellen mit Cx30.3, Cx37 und
Cx43 funktionelle heterotypische Kanale (Manthetyal, 1999). Nachdem durch die
Insertion einesacZ Reportergens in den Leserahmen des Cx57 eine @afiziente Maus

generiert wurde, konnte als Hauptexpressionsort @es/ die Horizontalzellen in der
Netzhaut des Auges (Retina) bestimmt werden (Homlehcal, 2004). Eine schwache

Expression wurde im Thymus gezeigt, jedoch wurdeEkpression des Cx57 auf mRNA
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Ebene in anderen Organen wie von Mantletyal. beschrieben nicht bestatigt. Die
Expression von Cx57 in den Horizontalzellen wurtberdalls immunhistochemisch mit
Cx57-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen (JanBsamhold et al, 2009).
Horizontalzellen sind Neurone, die Informationem Baotorezeptoren (Stéabchen, Zapfen)
an Bipolarzellen weiterleiten. Sie tragen durch derizontale Verschaltung zur
Lichtadaptation und Kontrastwahrnehmung bei. Cx&fizeente Méause weisen reduzierte
rezeptive Felder der Retina auf (Shelktyal, 2006). Ein rezeptives Feld ist ein Bereich
der Retina mit einer bestimmten Anzahl von Photepéaren, deren Information letztlich
auf eine einzelne Ganglienzelle konvergiert. DiezReg des Zentrums eines rezeptiven
Feldes fuhrt zur Hemmung seiner Peripherie. Diesmidung wird durch Horizontalzellen
zwischen den Photorezeptoren des Zentrums und daphrie vermittelt (laterale
Inhibition). Eine VergréRerung der rezeptiven Feld&ihrt zu einer hoheren
Lichtempfindlichkeit und einer geringeren SehschgBunkeladaptation). Die Annahme,
dass durch die Cx57-abhéngige Kopplung der Horapellen die Peripherie der
rezeptiven Felder verandert wird, lasst sich abadntersuchungen zur Lichtadaptation in
Cx57-defizienten Mausen nicht verifizieren. Cx57idente Mause zeigten das gleiche
Verhalten wie Wildtyptiere bezuglich Ortsfrequenz@mzahl der Hell-Dunkel-Perioden
eines betrachteten Musters bezogen auf den Sehyvinketer verschiedenen
Helligkeitsbedingungen (Dededt al, 2008), so dass die Cx57-abhangige Kopplung von
Horizontalzellen keine entscheidende Rolle in denk®ladaptation zu spielen scheint.
Jedoch konnte gquantitativ mittels real-time PCR umohunhistochemisch gezeigt werden,
dass eine Dunkeladaptation die Cx57-Expressionanddn reduziert (Kiharet al, 2006;
Janssen-Bienhol@t al, 2009). Die Bedeutung des Cx57 in den Horizontigzeder
Retina bleibt somit letztlich unklar. Weitere Nath-Blot Analysen an Wildtyp
Kontrolltieren ergaben die Expression von Cx57 &il@dh des Gehirns (Zappakt al,
2010).
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1.7. Ziel der Arbeit

In der Medizinischen Klinik Il des Universitatskiknms Schleswig-Holstein am Standort
Lubeck wurden mittels genomweiter Assoziationsgmdiwei fir Connexine codierende
Gene mit einer Herz-Kreislauferkrankung assozgefunden. Zum einen war das humane
Cx62 Gen GJA1Q mit Hypertonie assoziiert, zum anderen wurde éiegsoziation eines
SNPs im Intron des fir Cx40 codierenden Ge&BIAH mit linksventrikularer
Hypertrophie identifiziert. Dies war der Anlass, um Rahmen der vorliegenden Arbeit
Untersuchungen des Herz-Kreislauf-Systems im gsetetiveranderten Mausmodell
(Cx57%“"™4 ynd Unteruchungen der genomisch®dA5 Sequenz von Probanden der
GWAS und der davon ausgehenden Cx40 Expressiohziufichren.

Die Dissertation ist in zwei Abschnitte gegliedeltn ersten Teil wurden die Cx57
Expression in der Maus und seine Rolle bei der Réigun des arteriellen Blutdruckes in
Cx57-defizienten Mausen und Wildtyp Kontrolltierermittels telemetrischer
Blutdruckmessung untersucht. Im zweiten Teil et®lglie Suche nach funktionellen
Polymorphismen im codierenden Bereich oder im Ptorbereich vonGJAS durch die
Sequenzierung von Patienten-DNA und die funktieneAnalyse der gefundenen

Polymorphismen in Expressionsstudien mit einem Repgen in der Zellkultur.
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2. Material & Methoden

2.1. Material

2.1.1. Substanzen

Substanz

A

Agarose (StarPure Agarose-
Low EEO Standard)
Ampicillin Natriumsalz (>99%)

AquateX (wassriges Eindeckmittel)

B
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
D-galactopyranosid (X-Gal)
Bromphenolblau

Borsaure

D

DMEM Medium
Dimethylsulphoxid (DMSO)

E
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Hersteller

STARLAB GmbH, Hamburg

Carl Roth GmbH & CKG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Ghe GmbH,

Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt /
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

GIBCO, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GHf,
Steinheim

Merck KGaA, Datatk
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Epidermal Growth Factor
Ethanol (>99,8%, p.a.)
Ethidiumbromid (10 mg/ml)

E
FCS

FentanyP-Janssen 0,5mg

Formaldehyd (37%)
FugeneHD Transfektionsreagenz

G
Glycerol (87%)

H
HI-DI™ Formamid
Histose€ Paraffin-Pastillen
HPLC H,0 (LiChrosolV¥)
Hydrocortison

Isofluran Baxter

K
Kaliumacetat (CHCOOK)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KiRQy)

Becton Dickinson Gmbtéjd¢lberg
Carl Roth GmbH & Co. KGylsruhe
Invitrogen GmbH, Kauée

GIBCO, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
JANSSEN Pharmaceutica N.V.,
Beerse, Belgien
Carl Roth GmbH & Co. KG, Isauhe
Roche DiagnosticbH; Mannheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Sclawei

Applied Biosystems, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Taufkirchen

Baxter Deutschland GmbH,

Unterschlei3heim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Laborchemikah
GmbH, Seelze

Merck KGaA, Darmstadt
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Kaliumhexacyanoferrat Il
(K4Fe(CN) x 3H0)
Kaliumhexacyanoferrat Ill
(KsFe(CN})

L

Laufpuffer fir Sequenzer (10x Buffer + EDTA)

L-Glutamin

M
MCDB 131

N

NacCl

NaOH

Neo-Cleaf (Xylolersatz)

O
Oligonukleotide

OptiMEM
P
1x PBS Puffer (Dulbecco’s PBS)

Penicillin / Streptomycin (100x)
POP-7 Polymer

Q

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

ApmiBiosystems, Darmstadt
PAA, Pasching, Osterreich

GIBCO, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

biomers.net GmbH, Ulm
Eurofins MWG Operon, Ebersberg
GIBCO, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PAA, Paschinge@sich
PAA, Paschingt@reich
Applied Biosystems, Darmstadt
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S
SDS

Sephade” (illustra™ Sephade®' G-50
Fine DNA Grade)

T
Terminatormix 3.1

TRIS Base

TRIS-HCI

0,4 % Trypan Blau Losung

Trypton Pepton

X
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-

D-galactopyranosid)

Y
Yeast Extract, Bactd

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Applied Biosystems
BIOMOL GmbH, Hamburg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemielikin
Steinheim
Becton Dickinson, Sparks, MDAUS

Sigma-Aldn Chemie GmbH,
Steinheim

Becton Dickinson, Sparks, MD, USA
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2.1.2. Enzyme

Enzym
RNase A

Ex0oSAP-IT®

T4 DNA Ligase

LigaFast" Rapid DNA Ligation System

Restriktionsendonukleasen

Trypsin-EDTA (1x)

2.1.3. Kommerziell verfigbare Kits
Kit
Taqg Core Kit

(dNTP-Mix, Puffer, MgC}, Tag-Polymerase)

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen DyeEx 2.0 Spin Kit

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Pure Yield" Plasmid Midiprep System

Dual-Luciferas& ReporterAssaySystem

Hersteller
Qiagen GmbH, Hilden

GE Healthcare, Mlnchen
Promega GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
Fermentas GmbH, $n-Rot
New England Biolabs GmbH,

Frankfurt am Main

PAA, Pasching, Osterreich

Hersteller
MP Biomedicals, lllkirch Cedex,
Frankreich
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Applied Bissgms, Darmstadt

Promega GmbH, Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

19



Material & Methoden

2.1.4. Oligonukleotidsequenzen (Primer)

Primer Sequenz 5’- 3 ProduktgroiRe

codierende Region vaBJA5

GJASorl TCC AGA CCT TCA CAG AACATCC
GJASevl GGA CTC CTG CGG CAG ACATGC 658 bp
GJASor2 CAT CCT GAT CCG CACCAC CAT G
GJASev2 ATC AGT TCA GAA GGG ACACGT C 689 bp

Exon 1A umgebende Region

GJAZex1-f1 TTG GTG TGG GCATAG TGG AAATC

GJAZ=EX1-r1 CCTTCC TCT GGC TACTTC ATATC 683 bp
GJAZex1-f2 TCCTGC TGATGC TCC AGG AAA GC

GJA%EX1-r2 ACC TCACTA TCA CAG GAA ATAGC 664 bp

fur die Klonierung in pGENI-T Easy bzw. pGL4.10
GJA5Xhd-for CTCGAG TTG GTG TGG GCATAG TGG AAATC
GJA5HindIll-rev AAG CTT CCT TCC TCT GGC TACTTC ATATC 695 bp

Sequenzierung des Inserts pGEMEasy
Sp6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG
T7 AAT ACG ACT CAC TAT AG

Verkirzung der Exon 1A umgebenden Region
GJA5Xhd-for CTCGAG TTG GTG TGG GCA TAG TGG AAATC
GJA5HindIll-rev AAG CTT CCT TCC TCT GGC TAC TTC ATATC  Nr. 1: 695 bp

GJA5Xhd-for CTC GAG TTG GTG TGG GCA TAG TGG AAATC
GJASHindlll-rev2-wt  AAG CTT CGT ATC TGT CGQCTT CCC TCC TC
GJA5Hindlll-rev2-ko AAG CTT CGT ATC TGT CGCITT CCC TCC TC Nr. 2: 502 bp

GJA5Xhd-for CTCGAGTTG GTG TGG GCATAG TGG AAATC
GJASHindIll-rev3 AAG CTT CCT CCT CCCACTTCTTCCTACTC  Nr: 3: 486 bp
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GJA5Xhd-ford CTC GAG ATG TGG AGG ACT GCT GTG AGG AC
GJASHindlll-rev2-wt  AAG CTT CGT ATC TGT CGQCTT CCC TCC TC
GJASHindlll-rev2-ko AAG CTT CGT ATC TGT CGCITT CCC TCC TC Nr. 4: 275 bp

GJA5Xhd-for5 CTC GAG GTG GAG AGA GAA AGA GTAGGA AG
GJASHindIll-rev5 AAG CTTCTGCTTCTTTTC CTCCTC CCT GG Nr. 5: 193 bp

GJA5Xhd-for6 CTC GAG GAC AGA TAC GAT TAA AAA GAC GG
GJAS5HindIll-rev5 AAGCTTCTGCTTCTTTTCCTC CTC CCT GG  Nr. 6: 151 bp

Die Unterstreichung verdeutlicht jeweils die Erkengssequenz fur ein Restriktionsenzym.

2.1.5. Molekulare DNA GréRenstandards fur die Agarose-Geliektrophorese

Low DNA Mass Ladder 100 bp DNA Ladder HyperLadder
SIZE (bp) ng/BAND
bp
— 10037 100
L —_ 2 — 8000 80
2000 207 — gg% gg
1200 — 1500 d — 000 40
— 3000 30
900 — 2500 25
— 2000 20
400 — &00 — 1500/1517| 1515
00 — 1000 100
— 800 80
oo — 800 60
— 400 40
— 100
— 200 20

2.0% agarose gel
2% agarose gel 1% agarose gel

4 ul per lane
0.5ug/lane 5wl per lane

Www.invitrogen.com wWww.invitrogen.com www.bioline.com
Invitrogen GmbH, Karlsruhe Invitrogen GmbH, Karlsruhe Bioline GmbH,

Luckenwalde
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2.1.6. Vektoren

pGEM® — T Easy Vektor System Promega GmbH, Mannheim
Xmnl 2008
Scal 1820 Magl 2707 l? ll' a7
P pa 4
flnﬂ“\\\ ég” ég
BstZl | 31
Mecol 37
Amp’ Egﬁ?l j%
PGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Maotl 77
BstZI I
Pstl 88
ari Sall 90
Mdel a7
Sac 109
BstXl |18 E
REL :ET g
T spe g
pGL4.10Juc2] Vektor Promega GmbH, Mannheim

Synthetic poly(A)
e signalitranscriptional

‘:....--—--...., pause site
— (for background
Armnp' reduction)
|
f [Baustil | o
| [|Accesl | 15
! [|Kpnl 18
! | |EcolcRI | 24
[ |sacl 26
pGLA.10[/we2] 1 | Nnel o8
Vector = [xhal 34
(4242bp) |\ |Ecorv | 42
[ LB 47
200653 \|Bglistil | &0
e Yhindin | a6
SV40 late
poly(A) signal F:
g
pGL4.74hRIudTK] Vektor Promega GmbH, Mannheim
Z::_::--. Synthetic poly(A)

signalftranscriptional
Eaum site (for )
ackground reduction)

pGLA. T4l hRiuc/TK]
Vector

o021 {4237bp)
2015
VA0 late H;\;Efer
paly(A) signal hfluc P

{
I|'
l
1
472004

www.promega.com
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2.1.7. Bakterienstamm

Escherichia colDH5a
Genetische Marker: 'F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
®80dacZAM15 A(lacZYA-arghuU169, hsdR17( mk*), A—

2.1.8. Zelllinien

Hela Zellen ATCC LGC Standards GmbH, Wesel

Humane epitheliale Zervixkarzinomzelllinie

HMEC-1 Zellen Centers for Disease Control and
Humane mikrovaskuléare Endothelzelllinie Preven{(ioDC), Atlanta, GA, USA
2.1.9. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

4-Well Platten Nunc A/S, Roskilde, Denmark

1 ml Einwegspritze (Plastipik) BD Becton Dickinson, Madrid, Spain
Einmal-Injektions-Kantlen B. Braun Melsungen Agelsungen

Stericaif @ 0,40 x 20 mm (Gr.20)

Aspirationskanulen B. Braun Melsungen AG, Malgen
2,0 x 30 mm Plus 15 my Filter

Prolen& Faden USP 6-0 Ethicon GmbH, Norderstedt

1,5 ml Reaktionsgefal3e Sarstedt AG & Co., Nuctidre
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15 ml konische Zentrifugenréhrchen Greiner Bice@mbH,
Frickenhausen

50 ml konische Zentrifugenréhrchen Greiner Bice@mbH,
Frickenhausen

24-Well Zellkulturplatten Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

75 cnf Zellkulturflaschen Nunc, Roskilde, Danemark

96-Well Platten (PCR) Fisher Scientific GmbHh®erte
+ 8er Deckelketten

MultiScreen-HV 96-Well Platten (0.45 pum Merck Nplbre Ltd., Tullagreen,
Hydrophilic, Low Protein Binding Durapote Carrightwohill, Co. Cork, Irland
Membrane) fiir Sephad&%

+ Versiegelungsfolien fur 96-Well Platten Sarstiedt, Newton, NC, USA

optische 96-Well Platten mit Barcode Applied Bistgyns, Darmstadt
(MikroAmp®) + Septen (Plate Septa 96 Well)

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Numbrecht

sterile Zahnstocher zum Picken der Transformanten

sterile Glasreagenzglaser mit Alukappe schuetebiGmbH, Goéttingen
Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml) Sarstéalt®ACo., Numbrecht
14 ml sterile Polypropylen Réhrchen Greiner Bioed®»mbH,

mit Zwei-Positionen Bellftungsstopfen Frickenhawuse
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2.1.10. Geréate

Gerat
Warmeschrank (kelvitrdt)

Mikroskop Axioplan2 imaging
Kamera AxioCam color
Quecksilberlampe HBO 100
Mikrotom MIKROM HM440E
Paraffin-Streckbad TFB 45
Kuhlplatte Leica EG1130
PhysioTePPA-C10 (Transmitter)
RPC-1 Receiver
APR-1 (Ambient Pressure Reference)
Data Exchange Matrix
Thermocycler:MyCycler
Biometra TGradient
Veriti 96 Well Thermal Cycler
Thermal Cycler 2720
Zentrifuge 5415 D

Kiihlzentrifuge Microfug® 22R

Stand-K(ihlzentrifuge AvarftiJ-30I
Zentrifuge fur 96-Well Platten 5804

Hersteller

Heraeus Instruments, Hanau

Carl Zeiss AG, Obecken

MICROM GmbH, Walldorf

Medite GmbH, Burgdorf

Leica Microsystems NasklGmbH,

Nussloch

Data Sciences Internati¢b&l),

Roermond, Netherlands

BIO-RAD Laboratories GmbH
Minchen

Biometra GmbH, Goéttingen

Applied Biosysteni3armstadt

Applied Biosystems, Darmista

Eppendorf AG, Hamburg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Eppendorf A@mburg
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Brutschrank Heraeus-Typ B5028

Brutschrank 2735

Inkubator/Schittler innovy 4300

Wasserbad GFL.Typ 1003

3130 xI Genetic Analyzer (Sequencer)

Agarose-Gelelektrophoresesystem:
HE 99X Submarine Electrophoretic Unit

Electrophoresis Power Supply

LKB GFP200/400

UV-Kontaktlampe Chroma 43

CCD Black and White Video Camera
Module XC-ST70

Digital Graphic Printer UP-D895

Thermomixer compact

Cellometef" Auto T4

von Nexcelom Bioscience

Schttler fur Zellkulturplatten
(EASIA Shaker)

Mithras LB 940 Mikroplattenleser

Heraeus Instrumeétasau

Kottermann GmbH & Co KG,

Uetze/Hanigsen

New Brunswick/Eppendorf AG,
Hamburg

Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel

Applied Batsyns, Darmstadt

AmershamdBiences, Uppsala,

Schweden

Biostad, SainteeJ@Québec, Kanada

Laborgerate Vetter Gmkesloch
SONY, Los Ange@s, USA

SONY, Los Angel&A, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

MEDGENIX Diagnass GmbH,
Ratingen

Berthold Techogiles GmbH &
Co. KG Bad Wildbad
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NanoDrop 1000 Spektralphotometer
von Thermo Scientific

Flockeneisbereiter AF100

SG Reinstwassersystem

Autoklav-CS/VEKT

Magnetriihrer MR3002

Peglab Biotecgm® GmbH,
Erlangen

FRIMONT S.P.A. - SCOTAWICE
SYSTEMS, Pogliano Milanese,
Mailand, Italien

Hassa Laborbedarf, Liibeck

Webeco Hygiene in Medizin ubabor
GmbH & Co. KG, Selmdorf

Heidolph Instruments Gmbl€&.
KG, Schwabach
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2.1.11. Software

Software
Microsoft Word 2002

Intercooled Stata 8

Bibus Version 1.1.0 (Freeware)

DSI Dataquest A.R.T" Version 4.2

SigmaPlot 2001

SeqScape 2.5

Sequence Analysis

MikroWin 4.41

Hersteller

Microsoft Corporation

StataCorp LP, College &tafl X,
USA

Data Sciences International (DSI),

Roermond, Netherlands

Systat Software GmbH, Erkrath

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Mikrotek Laborsysteme GmbH,
Overath
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2.1.12.  Lo6sungen fur die p-Galaktosidasefarbung

2.1.12.1. Fixierungslésung
4% Formaldehyd in 1x PBS

2.1.12.2. Waschpuffer
1x PBS verdunnt aus 5x PBS
1x PBS: 8 mM NgHPO, x 2 H,0
2 mM KH,PO,
137 mM NacCl
3 mM KCI
pH 7,3

2.1.12.3. 1x Farbelésung
5 mM KsFe(CN} x 3 H,O

5 mM KsFe(CN)

20 mm MgC} x 6 HO

0,1 % SDS (Stock:20%)
0,1% TWEEN'20

2.1.12.4. X-Gal-Loésung
Stock: 100 mg/ml DMSO

2.1.12.5. X-Gal-Farbel6sung

Die X-Gal-Farbel6sung wird vor Gebrauch immer fhismgesetzt.

Zu 49,5 ml der 1x Farbelésung werden 500 pl deraX-&ocklésung gegeben, so dass
eine X-Gal Endkonzentration von 1 mg/ml erreichtdwDiese Losung ist dunkel gelagert
ca. 1 Woche haltbar.

2.1.12.6. Stopplésung
1% (w/v) EDTA
in 50 ml Fixierungslosung (4% Formaldehyd in 1x PBS
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2.1.13.  Probenladepuffer fir die Agarose-Gelelektrophorese

Glycerol 30%
Bromphenolblau 0,1%
in 1x TBE Puffer

2.1.14.  TBE-Puffer fur die Gelelektrophorese

1x TBE 18,8 g Tris Base (89 mM)
55 g Borséaure (89 mM)
4ml 05MEDTA (2mM)
ad 1| A. dest
pH75-7,8

2.1.15.  Luria-Bertani (LB) Broth Medium

10 g Yeast Extract
20 g Trypton Pepton
20 g NaCl

ad 1| A. dest.

autoklavieren

LB-Medium wurde fur die selektive Anzucht voB. coli DH50 mit verschiedenen
Konstrukten nach dem Autoklavieren mit 1 ml/l Amjie angereichert (Stock: 100

mg/ml, EK 0,1 mg/ml).

Fur selektive LB-Platten wurden vor dem Autoklaeied6 g Agarose je Liter LB-Medium
und nach dem Autoklavieren 1 ml Ampicillin (Stod0 mg/ml, EK: 0,1 mg/ml) und 1 ml
X-Gal (Stock 40 mg/ml in DMSO, EK: 0,04 mg/ml) hirgeben.
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2.1.16.  Puffer fur Plasmidpraparationen (Mini)

P1: TRIS-HCI 50 mM

EDTA 10 mM
RNase 100 pg/mi

P2: NaOH 0,2M
SDS 1%

P3: K-Acetat 3M
pH 5,5

2.1.17. Mause

Herr Prof. Dr. rer. nat. Klaus Willecke generieam Institut fir Genetik der Universitét
Bonn Connexin57 defiziente Méuse und stellte sie treundlicherweise fur unsere
Versuche zur Verfigung (Hombaehal, 2004). Anstelle des Cx57 wird in diesen Mausen
die B-Galaktosidase unter dem endogenen Cx57-Promofmingiert. Cx5F“'**~Mause
und ihre Wildtypwurfgeschwister wurden fur die Rluickmessungen und3-
Galaktosidasefarbungen verschiedener Organe veeteDte Tiere waren zwischen drei
und 15 Monaten alt, und waren maénnlichen und wahblh Geschlechts. Die
Blutdruckmessungen am wachen Tier erfolgten nach ne@migung des
Tierversuchsantrages (V312-72241.122-2) unter Beidctigung des deutschen

Tierschutzgesetzes.
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2.2. Methoden

2.2.1. Entparaffinierung von Schnitten

15 min bei 62°C in den Wéarmeschrank

2 x 5 min Neo-Cledt (Xylolersatz)

2 X 2 min 100% EtOH

2 min 96% EtOH

2 min 80% EtOH

2 min 70% EtOH

Eindecken mit Aquatéx(wassriges Eindeckmittel)

2.2.2. Telemetrische Messung des arteriellen Blutdrucks

Der arterielle Blutdruck wurde mittels eines Kklgine Druckabnehmers mit
radiotelemetrischem Transmitter (DS| Physi¢RA-C10) in der Arteria carotis
communisam Ubergang zum Aortenbogen gemessen (Abb. 4)Maigs wurde mit dem
Inhalationsanésthetikums Isofluran (Baxter) nadiett. Die Einleitung der Narkose
erfolgte mit 10% Isofluran in Qund die Erhaltung der Narkose mit 1-2% IsoflunarGs.
Die Maus wurde zunachst in Bauchlage gelagert. N&otheichen eines tiefen
Narkosestadiums erfolgte ein kleiner Hautschnitkdi neben der Wirbelsaule. Durch
vorsichtige Spreizbewegungen einer in den Hauticlemgefihrten Schere wurde am
Rucken eine subkutane Tasche fur den Transmittenrge Das Einfillen von steriler
NaCl-Losung (0,9% w/v) erleichterte das Einfihres dransmitters in die Tasche. Nach
Umlagerung der Maus in Ruckenlage wurde der Halehdeinen ca. 1,5 cm langen
Hautschnitt entlang der Trachea eroffnet. Der Kiagthdes Transmitters wurde mit Hilfe
einer Aspirationskanule unter der Haut vom RuckenHals6ffnung hindurchgefuhrt. Die
SpeicheldriseGlandula submandibularg¢svurde auf der linken Seite von der Trachea
geldést und etwas nach aul3en verlagert. Neben @mhéa, etwas tiefer gelegen, ist die
pulsierende Arteria carotis communis lokalisietie @urde proximal der Bifurkation von
umliegendem Gewebe befreit. Anschliel3end wurdendinene Baumwollfaden unter ihr
hindurchgefiihrt. Mit dem ersten, cranialen Fadermrdeuder Blutfluss in deArteria

32



Material & Methoden

carotis communiollstandig durch einen Knoten unterbunden und @efil3 Gber den
Faden fixiert. Der caudale Faden diente zu einaerarséblen Unterbinden des Blutstroms,
indem mit einer Arterienklemme die Schlaufe um @efald leicht unter Zugspannung
gesetzt wurde und hierbei auch das Gefal3 etwaS@arfinung gebracht wurde. Mit einer
umgebogenen feinen Injektionskanile wurde Areria carotis communisnahe des
cranialen Knotens eingestochen. Die umgebogene |Kahénte ebenfalls zum Aufhalten
des Lochs, um den Katheter des Transmitters inQG&&( einzufihren. Der Katheter
wurde dann zunadchst mit dem mittleren Faden undneieinfachen Knoten vorsichtig
fixiert. Durch das LOsen der caudalen Schlaufe kender Katheter in dem Gefald
vorgeschoben werden. Um eine gute Positionierusgkagheters zu erreichen, sollte er
ca. 1 cm weit eingefuhrt werden. AnschlieBend wardée Baumwollfaden um den
Katheter und das Gefal® verknotet, die Speicheldziisgckverlagert und die Schnitte an
Hals und Riicken mit einem Proléh&SP 6-0 Faden verndht. Zur Schmerzlinderung,
wurde Fentanyl (0,05 mg/kg KG) intraperitoneal weesacht. Nach der Wundversorgung
wurde die Inhalationsnarkose beendet. Die Mausgtdabereits nach wenigen Minuten
wieder das Bewusstsein.

Der Blutdruck der Mause wurde drei- bis viermallitig Uber 13 Tage fur jeweils funf
Minuten gemessen. Die pulsierenden Druckschwankumaggden vom Gel innerhalb des
Katheters auf den Druckwandler Ubertragen und deert§Vradiotelemetrisch an eine
Empfangerplattform (RPC-1) Ubertragen, auf der Mauskafig steht. Die dazugehdrige
Software ermittelt neben dem systolischen, mittlared diastolischen Blutdruck auch die
Herzfrequenz der Tiere.

Am Ende der Messungen wurden die Mause durch ewm@peritoneale Gabe von
Pentobarbital (Narcor&n0,8 g/kg KG) getotet.
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fight carrotid

vwﬁhio-oephclic

R brachio-cephalic ; [
Quelle: DSI International //\\ l/\

Abbildung 4: Lage des Katheters in dérteria carotis communigli) und des Druckabnehmers (re) in der

| &
’\ left carotid ’? \\<51l

Maus.

2.2.3. p-Galaktosidasefarbung

Nach erfolgter Blutdruckmessung Uber 13 Tage wurdda Mause durch die
intraperitoneale Gabe von Narcofefd,8 g/kg KG) getdtet. Da in diesen Mausen [glie
Galaktosidase anstelle des Cx57 unter dem endogérB@-Promotor exprimiert wird
(Cx57%°#1*ZMause), konnte mittel§-Galaktosidasefarbungen verschiedener Organe auf
die Expression von Cx57 geschlossen werden. Efgerfdie Entnahme von Herz, Lunge,
Niere, Milz, Leber, Aorta, Cremastermuskel, Augédesophagus und Lymphknoten
unterschiedlicher Lokalisation (mesenterial, in@iliincervical, popliteal, axillar). Die
Organe wurden von Fett befreit und in 1x PBS gespiah sie von Blut zu saubern. Die
Cremastermuskel sowie die Aorta und der Oesophagusden mit Hilfe von
Insektennadeln in einer mit einem Silikonelastonarsgegossenen 4-Well Platte
ausgebreitet und fixiert, wahrend die Organe iz&ime Wells gelegt wurden. Die Gewebe
wurden in 4% FA in 1x PBS Uber einen Zeitraum vOm8n bis zwei h je nach Dicke des
Gewebes fixiert. Nach der Fixierung wurden die @& x 5 min in 1x PBS gewaschen.
Die Augen wurden nach dem Waschen mit einer fei@efal3schere an der Hornhaut
entlang vorsichtig kreisformig eingeschnitten. Dankonnte die Linse und der Glaskorper

entfernt werden. Anschlieend wurde die Retina igbtig von der Aderhaut und
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Lederhaut getrennt. Die Netzhdute wurden ebenfatis Nadeln in einem mit
Silikonelastomer ausgegossenen Well ausgebreitetOByane wurden fur 30 min dunkel
bei RT in einer X-Gal-Farbelésung (X-Gal EK: 1 m¢¥/rnmkubiert, danach erfolgte die
Inkubation UN und dunkel bei 4°C (18-24 h). X-Gstl dlas Substrat d@rGalaktosidase,
sodass in den Zellen, in denen dieses Enzym exgmtimird, X-Gal zunachst gespalten
wird. Das Spaltprodukt oxidiert anschlieRend an ldgit und dimerisiert zu dem blauen
Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo (Abb. 5Pie Farbreaktion wurde am nachsten
Tag mit 1% EDTA und 4% FA in 1x PBS gestoppt. DuB®vebe (Oesophagus, Aorta,
Cremastermuskel, Retina) wurden sofort mit einersswgen Eindeckmittel (Aquat@
eingedeckt, und konnten nach dem Trocknen mikraskiowerden. Ganze Organe wurden
in Paraffin eingebettet, um am Mikrotom Schnitteisolien 2 und 10 pm Dicke
anzufertigen. Die Schnitte wurden anschlieRend ldeioe Alkoholreihe entparaffiniert,

eingedeckt und mikroskopiert.

HO l\_l,_.f_‘pH

a0 Galaclosidase i OH

Hﬂ&/&lsq i Eﬂ"— Br ,-fl _,"
Gk sy A oe

N SN

X-Gal H H
(5-Brama-4-chlong-3-Indaly 5-Broma-g-cliars-

f-O-Gataciopyranosihe | J-hydroyindale

cl
Br 7 H
N~ -
& \']’/f\r_ T ) Detecting as
— b . bl - blue precipitate
H n
|
5,5%Dibroma-i 4'-dichlorcindigo

X-Gal hydrolysis with 8 -galactosidase.

Abbildung 5: Hydrolyse von X-Gal durch dig-Galaktosidase. Durch Oxidation und Dimerisierungseeht

der blaue Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigaww.tcichemicals.com).
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2.2.4. PCR an genomischer DNA

Mittels der Polymerasekettenreaktion wurden anaselr DNA von Patienten spezifische
Sequenzen des Cx40 codierenden Gahas5amplifiziert. Die codierende Region und die
Exon 1 umgebende Region v&JAS5 wurden jeweils in zwei Teilen amplifiziert (siehe
nachfolgende Sequenz). Fir die gewiinschten DNA be wurden sequenzspezifische
Primer eingesetzt (siehe S. 20 und S. 21). Die rRelgsekettenreaktion ist eine
molekularbiologische Methode zur Vervielfaltigungrnv DNA Abschnitten durch ein
thermostabiles Enzym, der sofagPolymerase. DieTagPolymerase ist eine DNA-
Polymerase aus dem gram-negativen Bakteriinermus aquaticuslhre maximale
Enzymaktivitat liegt bei 72°C. Die Synthese eind$ADStranges entlang einer Matrize ist
abhangig von einer freien Hydroxylgruppe am 3-Ender DNA. Daher ist ein
spezifisches Oligonukleotid (Primer) notwendig, dash durch Komplementaritat an die
einzelstrangige DNA (ssDNA) nach der Denaturieramdagert und so einen kurzen
doppelstrangigen DNA (dsDNA) Abschnitt mit freier-@H-Gruppe fir die Tag
Polymerase zur Verfigung stellt. Das Enzym bendfigt® als Cofaktor fiir die Synthese
der dsDNA aus Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTiser der Abspaltung zweier
Phosphatgruppen. Die Syntheserate liegt je naclinBedgen zwischen ca. 35 und 150
Nukleotiden in der Sekunde. Die Tag-Polymerase tihesizudem 5-3’
Exonukleaseaktivitat, die es ermoglicht dsDNA, die Synthese entlang der Matrize
storen konnte, zu spalten. Sie verfiigt hingegem kbme 3’-5 Exonukleaseaktivitat und
ist daher nicht in der Lage falsch eingebaute Basearkennen und zu entfernen (proof-

reading Funktion).
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Sequenz des Transkriggs]JA5201 der Ensembl Datenbank mit Exon 1A und Exon 2:
5’ stromaufwarts vosJA5gelegene Sequenz
untranslatierter Bereich (UTR)

lila:
Intron

schwarz codierender Bereich mit nummerierten Basen

........................................ gcttagttcattggtgtggg forl
cat agt ggaaat cccaaaaaaggctt gttat gt gagt gaacaccctcttttttctgatga

t gggaaaaggat gggaagagggat ct ctt gggcagt gccaattttcctgctgatgctcca for2
ggaaagccat ggcct gggaagt ct gaggcgacgcagcagaggggt gggcaggaagagact
t agggaggt ggt gcaccagcggcccgggggagaggcaat gt ggaggact gect gt gaggac
aaggacaacaggcagacagacagggggagggct gcagggaggagggggct ct gcct cct t
gggggccagggaaggggageacagt gaget gagget acgaggaggt ggagggaagaagac
ttttagagcaaagact ct aagagcacaaaagagagagaggggagggagggat t cagaggg
gaaaaggggt ggagagagaaagagt aggaagaagt gggaggagggaaggcgacagat acg

ATTAAAAAGACGGT GGAAGAGGAACAACT GACAGGCT CAAGAGCAAAAAGCGT GGGCAGT
TGGAGAAGAAGCAGCCAGAGT GT GAAGAAGCCCACGGAAGGAAAGT CCAGGGAGGAGGAA
AAGAAGCAG

G aagagt agact t gaat t t gaacagct aaaact acaagt ggat at gaagt agccagagg revil
aagggagct t ggat t ct aggct ggat aaaaacaaagctctttctttctacctgtgagttt
attccttacccctcccgcet atttcct gt gat agt gaggt at ggat at at t aaaaaggaag  rev2
gtttagcgaagcagcagata. ................... actttgaatcttctctttct
ttttatttttgct gggaaaggagagcgaacttttcgttggttgetttgacttctaagttg
cattttcttaaagaacccatt ggat ggat ggat cagt ggaat cccagaacat gat agaca
ttccagaccttcacagaacatccttcttcttttctctctttctctctctcccatttgcag forl

1 AAGTTTTGGCATCTGI TCCCTGGCT GTGCCAAGAT GGCCGAT TGGAGCT TCCTGGGAAAT
28 TTCCTGGAGGAAGIACACAAGCACT CGACCGT GGTAGGCAAGGTCTGECTCACTGICCTC
88 TTCATATTCCGTATGCTCGI GCTGGEGCACAGCTGCTGAGT CTTCCTGCGEEEGATGAGCAG
148 CGCTGATTTCCGGTGTGATACGATTCAGCCT GGCTGCCAGAATGT CTGCTACGACCAGECT
208 TTCCCCATCTCCCACATTCGCTACTGGGTGCTGCAGATCATCTTCGTCTCCACGCCCTCT
268 CTGGTGIACATGGECCACGCCATGCACACT GTGCGCAT GCAGGAGAAGCGCAAGCTACGG
328 GAGGCCGAGAGGGECCAAAGAGGT CCCEGEECTCTGECTCT TACGAGT ACCCGGT GGCAGAG
388 AAGGCAGAACT GTCCT GCT GGGAGGAAGGGAAT GGAAGGAT TGCCCTCCAGGGCACTCTG
448 CTCAACACCTATGTGTGCAGCATCCTGATCCGCACCACCATGGAGGTGEECTTCATTGTG  for2
508 GGCCAGTACTTCATCTACGGAATCTTCCTGACCACCCTGCATGTCTGCCGCAGGAGICCC  revl
568 TGICCCCACCCGGTCAACTGTITACGTATCCCGGCCCACAGAGAAGAATGTICTTCATTGTIC
628 TTTATGCTGGECTGIGECTGCACTGTCCCTCCTCCTTAGCCTGECTGAACTCTACCACCTG
688 GGCTGGAAGAAGATCAGACAGCGATTTGT CAAACCGCGGECAGCACATGGECTAAGTI GCCAG
748 CTTTCTGGCCCCTCTGTGGGCATAGI CCAGAGCT GCACACCACCCCCCGACTTTAATCAG
808 TGCCTGGAGAATGGCCCT GGGCGAAAATTCTTCAATCCCTTCAGCAATAATATGGCCTCC
868 CAACAAAACACAGACAACCTGGTCACCGAGCAAGTACGAGGT CAGGAGCAGACTCCTGEG
928 GAAGGTTTCATCCAGGT TCGT TATGGCCAGAAGCCT GAGGT GCCCAATGGAGT CTCACCA
988 GGICACCGCCTTCCCCATGGCTATCATAGT GACAAGCGACGT CTTAGTAAGGCCAGCAGC
1048 AAGGCAAGGTCAGATGACCTATCAGTGIGACCCTCCTTTATGCGAGGAT CAGGACCAGGT
GGGAACAAAGGAGGCTCAGAGAAGAAAGACGTGTCCCTTCTGAACTGATGCTTTCTCACT  rev2
GICATCACTGCTTGCCTCCTTTGAGCCCCGEGT CTCAATGACGT TCCTCATTAATTCTAG
AAACTATAACCAGGCGECT CTGGGATAGT AAGAGAGGT GACAACCCACCCAGACTGCAGTTC
CCTCCCCACCCTCTACCCAGTATACGAAGCCTTTCAGATTACTCATGAAACAGGGTAGAG
GGAAAGAAGGGAAGCAT GCCAAAAGCT GGCCTGGAAGGGATAGCCAGAGGGATAGAATGA
CTCTCTCTCTACATACCAGCAGCATACCAAATGCGTI TCTCTAAGT TCCTACCTCCTTGAC
CTGATCACCCT CCCT CCT CCAAGGAAGAGCT CAAAGT TCCCAGCCAATAGACAGCATGAA
TCAAGGAACTTGCATTATATGTGCTCTTGAATCTGT TGTCTCCATGGACCATTCCTCGGA
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GIAGT GGTGAGATGCECCT TGGGT TGCCCTTGECTTCTCCTCCCTCTACTCAGCCTTAAAA
AGGCCCTTCTTGGAACT TTACCAGCAGCCTCAGCTTTACAAATGCCCTTGGTATGTACCTCT
GGCAAATGCCCCACCTTGGTGATGT TGCAACCTTTCCTTCTGCTAGGGT GTACACCTAGC
CTGITGCAGGT GT CAGCCCT GCTAGGGAGT CACTGTACACACAAACTCTACTGGAATTCCT
GCCAACATCTGIT CACCCTGCAGCTCCTTTACAGI TCAATCCAATGATAGAAACCATCCCT
TCCCTTTCTCCCTTGGCTGI TCACCCAGCCAT TCCCTGAAGGCCTTACCAACAGGAATAT
CCAAGAAGCTGT TGT CCCCTCTCGAACCCT GACCAGATCAT CAGCCACT GAGGCCAGT GG
AATTTCCCCAGGCCT TGT TAAAACAAAGAAAGCATTGTACCTCTCAGATTCCCCTTGTGG
AAAAAAAAATTCT GCTGT GAAGAT GAAAATAAAAAT CGAGAGAAAACACT GGAAAACT AT
TTTCCCCTCCTATTTACTTCCTTTGCTGACTGCCAACT TAGT GCCAAGAGGAGGT GTGAT
GACAGCTATGGAGGCCCCCAGATCTCTCTCTCCTGGAGCGCT TTAGCAGGGEGCAAGGAAAT
AGTAGGGGAATCTCCAGCT CTCTTGGCAGGGCCTTTATTTAAAGAGCGCAGAGATTCCTA
TGTCTCCCTAGT GCCCCTAAT GAGACT GCCAAGT GGGGGECTGTAGAAAAGCCTTGCCTTC
CCCAGGGATTGGCCTGGTCTCTGTATTCACTGGATCCATAATGGGITGCTGITGITTTGG
ATGAAGGTAAACCGATGCTTGGAATTGGAAACT GAGACT TATAGAGCGATTATTACATTAT
TAAAATGCACGT GTGTGT GT GT GT GGGT GCT GATGGGAT GGGTAAAGCCT TGEGGAGT CC
TGAAATAAGGAAAGGAAACCACAGAGAAACTTGTGTCTTCCTGCTCTCCTCTCCGECTCGC
CTGGCAGI TATTAACCTAAACAGATAGCCACAAGAGGT TGGGACAGAGGAGGGTAAAGEC
TCAGAAGGAGGT TCAACCT CTGACTCACCTGCCCATCTCTGGGECCCTCTCCTGACACTTG
GATCCTATTGI TGGGT GGAAAGATAAAT GAGAGT GGAGAGGT GGAGGAAAGT GACTAGCGA
TGCCATTTAGGAAGGAAT GT CTGATCAT CCCGGGT CCCTGGAGEGGACACCTTTTAATCT
ATTGCCTAGCATTAATATTTTCTCTCCTTCTATCTCTGAAATGT TTTATGAAATGAGTGT
TCTTGAATTAGAAATTCTGTGGGATCAATCT TTGATGGT GAGGGT TTTAGAAAGGAAAAA
TATAGTAAAATGTGTAATTTGTCTTAATAAAATCTATCTCTACATCTA

tctctcttttgttgtccacttcatact gt gact acaagagaaggat ggcagactt ggt gg
ggaggggagcgct t ggact at acccat cagt aagccagt aat gcaaagagcttt gaagt ¢
aggcat gcaat ggt t aaaat t ccagtt gtt aact t acat ct ggact ccagcaagacaat ¢
tctgagccttggtttcttcatctgtaaactgggeccccattaat at ct acct cat ggggcet
gtt aact gagct gt t aagt acct cat agggct gt t aact gagt t gact gt aaagagttta
gcagagt gct t gggaaat aacagt cattacatggtaattgttgttattatctgattattt
ttgttattgttttgaatacacagtatttgaaaat gggat gttgagggat gattccagaac
ttccctttatcaagcccacaat ct gcct aat gt gat cagagt aact cacattattctatt
ctaacaattagaacagaatt...... ...

einfacher Reaktionsansatz: Menge: Endkonzentration:
DNA ca. 50 ng
10x Puffer mit MgCJ 2,5ul 1x Puffer

1,5 mM MgCl,
dNTP Mix (je 10 mM) 0,5 ul 0,2 mM je dNTP
Primer forward (10 pM) 1,0 ul 0,4 uM
Primer reverse (10 pM) 1,0 ul 0,4 uM
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 pl 1U
HPLC H,0 ad 25 pl
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PCR-Protokoll:

1. initiale Denaturierung 95°C 5 min

2. Denaturierung 95°C 45 s

3. Annealing 63/57/65°C 45 s 30/35 Zyklen
4. Elongation 72°C 45 s

5. finaler Syntheseschritt 72°C 5 min

6. Abkihlen / Pause 4°C

PCR Produkte wurden anschlieBend mit HPLO luf eine Endkonzentration von ca. 20
ng DNA/ul verdinnt (fir ExoSAP Ansatz).

2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung von PCR Produkten, Plasmid-DNA oB&A-Fragmenten hinsichtlich
ihrer GréRe und Menge erfolgte durch eine horidengéektrophoretische Auftrennung in
einem 1%-igen Agarosegel. Hierzu wurde die Agarhseh Aufkochen in der Mikrowelle
in 1-fachem TAE-Puffer oder TBE-Puffer gel6st unasehlieend mit 2,5 pl/100 mi
Ethidiumbromid (EtBr Stock 10 mg/ml) versetzt. NHilfe eines Gelschlittens und eines
Kammes wurde ein Agarosegel gegossen. Das Gel vinelee mit 1-fachem TAE-Puffer
oder TBE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer gelBgn DNA-Proben wurden jeweils
2-5 ul Probenpuffer aus Bromphenolblau zur Sichtbarmaghdes Laufs und Glycerol
zum Beschweren der DNA beigefligt, bevor sie in @eltaschen pipettiert wurden.
Bromphenolblau wandert in 1%igen Agarosegelen fine#& 300 bp grofRen dsDNA
Molektlen. Fur eine GréRenbestimmung der aufgetennDNA wurde ein
GroRRenstandard aufgetragen. Die Elektrophoresdgfaa. 30 - 60 min bei einer
konstanten Spannung von 120 Volt. Aufgrund der treggeladenen Phosphatgruppen
wandert die DNA zur Anode. Durch die Zugabe vonrEtem Gel konnte die DNA unter
ultraviolettem Licht (UV-Licht) anschlieRend sichtbgemacht und fotografiert werden.
EtBr interkaliert zwischen die Basenpaare der DN dadurch nimmt die Fluoreszenz
bei Anregung durch UV-Licht zu. Bilder der geleledghoretischen Auftrennung der
verschiedenen PCR-Produkte befinden sich im Anladngeite 100.
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2.2.6. Aufreinigung der PCR Produkte mittels ExXoSAP-IT®

Verbleibende Primer und dNTPs in PCR Produkten &anriir darauf folgende
Anwendungen wie die Sequenzierung einen Storfakdostellen. Daher werden diese mit
Hilfe von ExoSAP-IT hydrolysiert. ExoSAP-IT enthalt die Exonuclease | und die
Shrimp alkalische Phosphatase. Die Exonucleaseul bmzelstrdngige DNA und die
Shrimp alkalische Phosphatase verbleibende dNTPNunleosiden und anorganischem
Phosphat ab. Fir die Aufreinigung von 5 pl verd@BmrmPCR Produkt wurden jeweils 2 pul
ExoSAP-IT® verwendet. Es folgte eine Inkubation von 15 mind®C im Thermocycler,
gefolgt von einer Enzyminaktivierung fir 15 min b&0°C. Die aufgereinigten PCR
Produkte wurden nun direkt in die jeweilige SequB&R eingesetzt.

2.2.7. Sequenzierung

Die Sequenzierung beruht auf der Didesoxy- oderh akiettenabbruchmethode nach
Sanger. Zugrunde liegender Mechanismus ist die nraigsekettenreaktion. Bei der
Sequenz-PCR wird die DNA ebenfalls ausgehend voerespezifischen Primersequenz
amplifiziert, wobei allerdings nur ein einzelnerirRer eingesetzt wird und damit nur ein
DNA-Strang exponentiell vervielfaltigt wird. Nebeaten herkdmmlichen dNTPs werden
bei dieser Methode auch Didesoxynukleosidtriphosph@dNTPs) verwendet. Die
ddNTPs sind je nach Base unterschiedlich fluoreapankiert. Sobald es zum Einbau
eines ddNTPs kommt, findet ein Abbruch der weite@ymthese statt, da der DNA
Polymerase keine freie 3'-OH-Gruppe zur Verfuguteps Theoretisch kommt es an jeder
Basenposition einmal zum Einbau eines ddNTPs unditdaum Kettenabbruch. So

entstehen viele unterschiedlich grol3e einzelstggn@NA Fragmente. Diese Fragmente
werden anschlieBend mittels Sephadex aufgereimigtHi-Di ™ Formamid versetzt, und

in einem 16-Kapillar-Sequenzierer in einem Polykrnydgel ihrer Groél3e nach

aufgetrennt. Anhand der dann durch einen Laser inbedeén Abfolge der

Fluoreszenzsignale der Fragmentenden, kann am &riddie Basenabfolge in der DNA-

Sequenz geschlossen werden.
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2.2.7.1. Sequenz-PCR

einfacher Reaktionsansatz: Menge: Endkonzentration:

DNA (aus ExoSAP-IT Ansatz)  ca. 20 ng

5x Sequenz Puffer 1,5 pl 0,75x Puffer
Primer (10 puM) 0,5 ul 0,5 uM
Big Dye Terminator v3.1 1,0 pl

Ready Reaction Mix
HPLC H,0 ad 10 pl

PCR-Protokoll:

1. initiale Denaturierung 96°C 2 min

2. Denaturierung 96°C 15s

3. Annealing 63/57/48°C 5s 25 Zyklen
4. Elongation 60°C 1 min

5. Abkuhlen / Pause 4°C

2.2.7.2. Aufreinigung der Sequenz-PCR Produkte mit Seph&d&xquenzierung

Sephadex ist ein Dextran, welches nach Quellunge éddule zur Gelfiltrations-
Chromatographie darstellt. Die Vorbereitung der Haelex-Platte erfolgte nach
Herstellerangaben. Die PCR Produkte wurden mit ijjswi® ml HPLC HO verdinnt,
bevor sie auf die Sephadex Saulen pipettiert wurderlO pl des aufgereinigten Sequenz-
PCR Produkts wurden anschlieBend 10 pl HMDiFormamid gegeben, bevor die
elektrophoretische Auftrennung und Fluoreszenzdietekim 16-Kapillar Sequenzer
gestartet wurde. Die Zugabe von Formamid dientStabilisierung der ssDNA und der
Vermeidung von Sekundarstrukturbildung. Die Flueezzzdetektion erfolgte Uber 24 s.
Eine erste Uberpriifung der Rohdaten erfolgte mifeHdes Programms Sequencing
Analysis. Die genaue Auswertung in Bezug auf Veesndgen der Basenabfolge den sog.

SNPs (single nucleotide polymorphisms) erfolgte lriite des Programms SeqgScape.
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2.2.8. Einbringen einer DNA-Sequenz in einen Vektor — Ligaon

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte durch demsatz der T4 DNA Ligase und
dem entsprechenden Puffer der Firma Promega. DaatArolumen variierte zwischen 10
und 25ul. Es wurde fir einen Ansatz stetsilunverdinnte T4 DNA Ligase verwendet.
Das isolierte DNA-Fragment wurde im Verhaltnis v8ril zum linearisierten Vektor
eingesetzt. Die Ligation erfolgte bei 17°C uUber Mabzw. 1 h bei RT, wenn die

FastLigase von Promega verwendet wurde.

2.2.9. Transformation eines Vektors inE. coli DH5a

Fur die Transformation wurden die kompetenten Zelte coli DH50. zunachst langsam
auf Eis aufgetaut. Zu 501 kompetenten Zellen wurden 3(B des Ligationsansatzes in
vorgeklhlte 14 ml Réhrchen mit Zwei-Positionen Blidgsstopfen gegeben und fir 10
min auf Eis inkubiert. Um die Fluiditat der Membraa zu beeinflussen, dass die DNA
aufgenommen wird, erfolgte eine Inkubation fur 2nmbei 42°C im Wasserbad.
Anschliel3end wurden die Zellen kurz auf Eis abgékitevor sie mit 45Qul fliissigem
LB-Medium versetzt wurden. Zur Regeneration detetelurden sie fur 45 min bei 37°C
und 250 Upm im Brutschiittler inkubiert. AnschlieBamurde der Transformationsansatz
auf entsprechendes Selektivmedium (LB Amp X-Gabpdattiert (1 x 15Qu, 1 x 350 pl)
und im Brutschrank bei 37 °C tber Nacht inkubiert.
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2.2.10. Isolierung von Plasmid-DNA ausE. coli DH5a nach der Methode der
alkalischen Lyse (Mini)

Die Plasmidisolation erfolgte aus Flussigkulturgir die Flussigkulturen (3 ml LB + 3 pl
Amp) wurden am Abend zuvor Einzelkolonien der Tfamsation von den selektiven
Agarplatten mit einem sterilen Zahnstocher gepickter Zahnstocher mit der
Einzelkolonie wurde in das sterile Réhrchen ubatfiind verblieb dort. Nach UN Kultur
bei 37°C im Brutschuttler (250 Upm) wurden 1,5 meérdKulturen in sterile
ReaktionsgefaRe uberfiihrt und 5 min bei 5000 UpivRdezentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschlielRend verworfen. Das Pellet wurdedihd kaltem Lysis-Puffer (P1) durch
Vortexen resuspendiert. Danach wurden g00NaOH/SDS-L6sung (P2) zugegeben und
durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Es folgte émkubationszeit von 3 min bei RT
zur vollstandigen Lyse der Bakterien. Zu den lysierZellen wurden nun 300 einer
eiskalten Kalium-Acetat-Losung (P3) gegeben. Esdewrneut gut gemischt und 5 min
auf Eis inkubiert. Das Protein fallt durch die Zbgader Salzlésung aus, wahrend die
Plasmid-DNA in Lésung bleibt. Nach der Inkubatioriolgte eine Zentrifugation fur 15
min bei 4 °C und 10000 Upm. Der klare Uberstanddeuin ein neues Reaktionsgefar
uberfihrt und mit 50Qul eiskaltem 100%-igen EtOH durch Schwenken verntisgs
schloss sich ein erneuter Zentrifugationsschritt 20 min bei 4 °C und 13000 Upm an.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet nX;8070 %-igem Ethanol gewaschen.
Nach einer Zentrifugation von 5 min bei RT und 13Q0om wurde der Uberstand erneut
verworfen und das Pellet getrocknet. Das Pelletdeunach der Trocknung in 14
sterilem A. dest. aufgenommen. Eine Analyse derlieiden Plasmide erfolgte
anschlie3end nach einem Restriktionsverdau mieHidr Agarose-Gelelektrophorese.
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2.2.11.  Isolierung von reiner Plasmid-DNA ausE. coli DH5a fur die Transfektion
(Midi)

Zur Transfektion von Zellen wird besonders reinesRiid-DNA bendtigt. Diese wurde mit
Hilfe des PureYield Plasmid Midiprep Systems der Firma Promega aus rh00
transformierterE. coli DH5a UN-Flussigkultur nach Herstellerangaben isolieftr
Transformation wurden jeweils 0,5 pl isolierte ia-DNA und 50 pl kompetente Zellen
E. coli DH5a eingesetzt, die anschlieBend in 450 ul flissig@¥Medium aufgenommen
wurden. Der Transformationsansatz wurde nach émkebationszeit von 45 min bei 37°C
und 250 Upm im Brutschittler in 100 ml LB Amp fliedJN-Kultur tiberfiihrt. Mit Hilfe
des Nanodrops wurde anschliel3end die KonzentrdgoRlasmide bestimmt.

2.2.12. Restriktionsverdau

Der Verdau von DNA mit spezifisch schneidenden fdginsendonukleasen erfolgte in
Ansatzen von 15-5@l unter dem Einsatz von 10-40 Units (NEB) bzw. 6,2 FDU
(Fermentas Fast Digest) des Enzyms und dem entsmden Puffer. Wenn es fur das
Enzym nétig war, wurde dem Ansatz BSA zugesetzt. Raktionsansatz wurde fur 1-2 h
bei 37 °C inkubiert. Durch eine Hitzebehandlung 2@min bei 65 °C wurde das Enzym
inaktiviert. Die gespaltene DNA wurde mittels AgseeGelelektrophorese uberpruft.
Bilder der gelelektrophoretischen Auftrennung dersehiedenen Spaltprodukte nach
Restriktionsverdau befinden sich im Anhang ab SHI@

2.2.13. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach dem Verdau der DNA mit spezifischen Restrildendonukleasen und
anschlieBender gelelektrophoretischer Auftrennungrder das gewinschte Fragment
zunachst unter kurzer Beleuchtung mit UV-Licht adesm Gel ausgeschnitten. Die
Isolierung des DNA-Fragments aus der Agarose ddoigit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen nach Herstellerdrega
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2.2.14.  Transfektion von HeLa und HMEC-1 Zellen & Reportergen-Assay

Zur Analyse der Expressionsaktivitat der Cx40-Segaa durch die Bestimmung der
Luciferaseaktivitat wurden die konstruierten Pladenimit dem Transfektionsreagenz
FUGENE® HD in die humane Epithelzelllinie eines Zervixkaems (HelLa) und in
humane mikrovaskuldre Endothelzellen (HMEC-1) elimgeht. Die Zelllinien wurden fir
die Transfektion in 24-Well Platten mit 30.000 (r#g@lbzw. 40.000 (HMEC-1) Zellen pro
Well ausgesat und fur 24 h kultiviert. Die Kultimmg von HelLa Zellen erfolgte in
DMEM mit 10% FCS und 1% Pen/Strep, die von HMECE€lleh in MCDB 131 Medium
mit 10% FCS, 1% Pen/Strep, 10 mM/I L-Glutamin, 1@/ml epidermalem
Wachstumsfaktor und 1 pg/ml Hydrocortison bei 3MCBrutschrank mit 5% C@ Die
Zellzahl in den Kulturen wurde mit dem Nexcelom &ience Cellomet&f bestimmt.
Hierzu wurden 20 pl 0,2%ige Trypan-Blue-L6ésung m@ pl Zellsuspension in die
Zahlkammer pipettiert. Die Zellen wurden am daraldenden Tag mit 600 ng Plasmid-
DNA je Well transfiziert. Zur Kontrolle der Transfi@gonseffizienz wurde das Renilla-TK-
Plasmid kotransfiziert (25 ng/Well). Zunachst egtel der Austausch des Mediums gegen
jeweils 400 pl Medium ohne Antibiotika. Dann wurd#@0 pl/Well eines vorbereiteten
Transfektionsmixes langsam zu den Zellen getropft.

Der Transfektionsmix setzte sich aus dem zu tralesénden konstruierten Plasmid (600
ng/Well), dem Renilla-TK-Plasmid (25 ng/well), eme Transfektionsmedium
(OptimMEM 100 pl/Well) und dem TransfektionsreagéRnGENE® HD 1 pl/Well fiir
HelLa und 1,5 pl/Well fuir HMEC-1 Zellen) zusammererMix wurde anschlie3end fur
20 min bei RT inkubiert, um die Bildung von Liposem zu ermdglichen, die
endozytotisch aufgenommen werden, so dass trangegmiderte Zellen vorlagen. Die 24-
Well Platten wurden erneut fir 24 h im gBrutschrank inkubiert. Am dritten Tag
erfolgte die Messung der Luciferaseaktivitat mitféldes Dual-Luciferase Reportssay
Systems von Promega. Bei vorhandener Promotortiktigrfolgte ausgehend von der in
pGL4.10 eingebrachten Cx40-Sequenz die Expresseriaefly-Luciferase-Gensug?2).
Ausgehend vomhRLucGen des Vektors pGL4.74 unter der Kontrolle eifrt®V/-TK-
Promotors wird die Renilla-Luciferase exprimieradDDual-Luciferase ReportAssayKit
enthalt einen Lysispuffer, eine Substratlosung diie Firefly-Luciferase, sowie eine
Losung, welche die Firefly-Luciferaseaktivitat spopund zusatzlich die Substratlésung flr

die Renilla-Luciferase enthalt, so dass die MessiergBiolumineszenz durch aufeinander
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folgende Zugabe der L6sungen nacheinander erfolgem (Abb. 6). Nachdem das
Medium entfernt wurde und die Zellen zweimalig feiveils 500 pl 1x PBS gewaschen
wurden, erfolgte eine 20 minutige Inkubation dedlete mit 100 ul Lysispuffer. Die
Biolumineszenz von 20 pl des Lysats wurden im BedhMithras LB 940
Mikroplattenleser gemessen. Zunéchst erfolgte dieraatisierte Zugabe von 50 pl der
Firefly-Substratlosung. Nach einer Inkubationszein 2 s wurde die Lumineszenz fur die
Dauer von 10 s gemessen. AnschlieRend erfolgt@uimbe von 50 ul der Stop&Glow-
Lésung, die zum einen die Firefly-Luciferase Reaktistoppte und zum anderen das
Substrat fur die Renilla Luciferase bereitstell#ach erneuter Inkubationszeit von 2 s
wurde die Renilla-Aktivitdt anhand der Lumineszdiiz 10 s gemessen. Die Firefly-
Luciferase Aktivitaten wurden anschlielend auf denilla-Luciferase Aktivitaten
normalisiert, um Unterschiede der Transfektiongedfiz in den verschiedenen

Experimenten zu berucksichtigen.

Recombinant Firefly _
HO _ COOH Luciferase O N
s
— S —
@ v J/+ATP+CI Ma2* j J/ +AMP+PP +CO,,+Light
g
Beetle Luciferin Oxyluciferin
SN e
M
o / \ Renilla ’—“\ )—OH
¢ /0, Luciferase =\ +CO,+Light
NN - /N
L
H
HO
Coelenterazine Coelenteramide

Abbildung 6: Biolumineszente Reaktionen katalysiert von derfBiroben) und Renilla Luciferase (aus:
Dual-Luciferas& ReporterAssaySystem Technical Manual, Promega)
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2.2.15. Statistik

Die statistische Auswertung der durchgefiihrten t$niehungen erfolgte mit Hilfe der
Software Intercooled Stata 8. Angegeben sind jeweler Mittelwert plus/minus

Standardfehler. Als  statistisch  signifikant galt n ei Ergebnis bei einer

Irrtumswabhrscheinlichkeit kleiner als 5%.

Bei der Auswertung der Herzfrequenz, des sytolischmittleren und diastolischen
arteriellen Druckes wurden die Daten mittels ANOWAd anschlie3ender Bonferroni-
Korrektur fur multiples Testen auf signifikante @rechiede gepruft.

Die Verteilung der Genotypfrequenzen beziglich 88iPs in der Promotorregion von
GJA5 wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests auf Abweiogen vom Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht geprtft. Die Assoziation der SNPs miypertonie und LVH wurde mit

Hilfe des Cochran Armitage Trend Tests in der Ammaleines additiven Modells (hetero-
und homozygot veranderte Variante erhdhen das Bklragsrisiko; Allel beeinflusst

dosisabhéngig die Erkrankung) und des Fisher's £Xasts in der Annahme eines
rezessiven Modells (nur die homozygot verandertgavite tragt zum Erkrankungsrisiko
bei) bestimmit.

Promotoraktivitaten in Reportergéssaysn HelLa und HMEC-1 Zellen wurden mit Hilfe
des ungepaarten t-Tests oder einer ANOVA mit amsi8ahder Bonferroni-Korrektur fur

multiples Testen auf signifikante Unterschiede gépr
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3. Ergebnisse

3.1. Bedeutung von Cx57 fur die Blutdruckregulation

Diesen Untersuchungen lag die Assoziation einagesimucleotide polymorphisms (SNPs)
im GenGJA1Q welches im Menschen das Cx62 und in der MausCd&s kodiert, mit
Hypertonie zugrunde. Um die Bedeutung des Cx57emuB auf die Blutdruckregulation
aufzuzeigen und einen mdglichen Pathomechanismudgdentifizieren, erfolgte die
telemetrische Blutdruckmessung in Cx57-defizient@ireren und entsprechenden
Kontrollen. Die Expression von Cx57 wurde in gesti veranderten Tieren mittefls
Galaktosidasefarbung entnommener Organe untersfinktelle des Cx57 wird in diesen
Mausen dig-Galaktosidase unter dem endogenen Cx57-Promopomeiert.

3.1.1. Telemetrische Blutdruckmessung bei Cx57-defizientefieren

Der arterielle Blutdruck wurde drei- bis viermabligh tUber 13 Tage fir jeweils funf
Minuten telemetrisch im wachen Tier gemessen (Abl, B, C) und anschlielRend tber
den Tag gemittelt. Untersucht wurden Wildtyp May&x57 +/+), heterozygote Cx57
Mause (Cx57 +/-) und homozygot Cx57-defiziente MAULX57 -/-). Aus dem

Drucksignal war es mit Hilfe der dem System zugejdir Software maoglich, die

Herzfrequenz zu berechnen. Dies erfolgte ebenfatigeden einzelnen Messtag (Abb. 7
D).
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Abbildung 7: Telemetrische Messung des arteriellen Blutdrucke€) und der Herzfrequenz (D) uber 13
Tage nach Implantation des Druckabnehmers am T#tjt@&lwerte des systolischen (A), diastolischer), (B
mittleren arteriellen Druckes in mmHg (C) und darkfrequenz in Schlagen/Minute (D) in Wildtyp-Manse
(Cx57 +/+ n=7), heterozygoten Cx57 Mausen (Cx57 n59) und homozygot Cx57-defizienten Mausen
(Cx57 -/- n= 8}t SEM.

Am Tag 1 der Messung sind die arteriellen Druckeden verschiedenen Genotypen
jeweils hoher als im weiteren Verlauf der Messubgs ist wahrscheinlich bedingt durch
die Implantation des Druckabnehmers. Daher wurdenén Vergleich der Genotypen die
Mittelwerte der arteriellen Dricke und der Herzfreqz von Tag 2-7 und Tag 8-13

ermittelt und statistisch ausgewertet (Abb. 8).
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Abbildung 8: Mittelwerte des systolischen, mittleren und diisthien arteriellen Druckes und der
Herzfrequenz von Tag 2-7 (A, B) und Tag 8-13 (C,iD$EM. Gemessen wurden Wildtyp-Méause (Cx57
+/+, weild), heterozygote Cx57 Mause (Cx57 +/-, pnawnd homozygot Cx57-defiziente Mause (Cx57 -/-,
schwarz). *P<0,05 (ANOVA nach Bonferroni korrigiert

Der Mittelwert des mittleren arteriellen Druckesder ersten Messwoche (Tag 2-7) lag in
Cx57 +/+ Tieren bei 111+2 mmHg, in Cx57 +/- Tiefeei 109+3 mmHg und bei 1172
mmHg in Cx57 -/- Tieren. Ein signifikanter Untergath im mittleren arteriellen Druck
zeigte sich lediglich zwischen den heterozygoted wen Cx57-defizienten Tieren
(P=0,04). In der zweiten Messwoche (Tag 8-13) wiediendrei Gruppen einen ahnlichen
mittleren arteriellen Druck auf. Der systolischéedelle Druck war sowohl in der ersten
Messwoche als auch in der zweiten Messwoche utiedich zwischen den
heterozygoten und den Cx57-defizienten Tieren (@-&gP=0,02; Tag 8-13P=0,03). Der
Mittelwert des diastolischen arteriellen Druckeseuschied sich weder in der ersten noch

in der zweiten Messwoche zwischen den drei Genatyfach die Herzfrequenz war nicht
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verschieden zwischen den Genotypen innerhalb dereiljgen Messwoche. Ein
Unterschied zwischen den Blutdruckmessungen undHgrzfrequenz innerhalb eines
Genotyps zwischen der ersten und der zweiten Wahgte sich lediglich in der

Herzfrequenz in heterozygoten Cx57 Tieren, welaheder zweiten Woche héher war
(P=0,003).
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3.1.2. Expression von Cx57

Die Cx57-Defizienz in der Maus wurde erreicht, imddie codierende Region des Cx57
durch die codierende Region dasZ Gens ersetzt wurde, sodass die defiziente Maus das
Enzym B-Galaktosidase unter der Kontrolle des endogenesy Gcomotors exprimierte.
Anhand einer B-Galaktosidasefarbung entnommener Organe bzw. ariggér
Paraffinschnitte konnte die Aktivitit des Cx57 Potars bestimmt werden, was
Ruckschlisse auf die zellulare Lokalisation von TrHaubt. Dig-Galaktosidasefarbung
erfolgte in Retina, Aorta, Lunge, Leber, Milz, NeerlLymphknoten (mesenterial, axillar,
inguinal, zervikal, popliteal), Musculus cremast&gesophagus sowie dem Herzen von
Cx57 +/+, Cx57 +/- und Cx57 -/- Mausen. Eine chaeaktische Blaufarbung, als
Ausdruck derp-Galaktosidase Aktivitat, in Zellen heterozygoterduhomozygot Cx57-
defizienter Tiere zeigte sich lediglich in der Rat{Abb. 9).

Retina Cx57 +/+ Retina Cx57 +/-
PE~ -2z ®R, -PE
ONL ONL
OPL ook
INL
INL
IPL 'y

Abbildung 9: p-Galaktosidasefarbung der Retina einer Cx57 +/+3dW#nks) und Cx57 +/- Maus (rechts).
Es zeigte sich eine deutlichB-Galaktosidase Aktivitdt in der Retina der Cx57 #aus. (PE=
Pigmentepithel, S/Z= Stabchen und Zapfen im Auflemd Innensegment, ONL= &ulere Kornerschicht,
OPL= &ulRere plexiforme Schicht, INL= innere Korwgisht, IPL= innere plexiforme Schicht). Der
Malstabsbalken entspricht 100 pm.
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Da die weiteren entnommenen Organe keine Blauf@rlawuiwiesen und sich somit das
gleiche Bild im Wildtyp wie in den heterozygotendumomozygot Cx57-defizienten Tieren
zeigte, werden im Folgenden nur exemplarisch Bilder Organe aus Cx57 +/- oder
Cx57 -/- Tieren gezeigt (Abb. 10, 11, 12). Diesgtedass siclfi-Galaktosidase Aktivitat

weder in der glatten Muskulatur noch in Endothééreder GefalRe (Aorta, Arteriole des
Musculus cremaster), und auch in anderen Orgarsedeal Retina, nicht nachweisen liel3.

Der Promotor des Cx57 scheint somit nur in derriReaktiv zu sein.

Aorta Cx57 -/- Arteriole im Musculus cremaster Cx57
W R N S
, b - ) s
1‘ ‘ . "" ‘\J oA : P EC
& “\ <’/,_‘; : / \,
- g ’ SMC
\ & E =
T /
Herz Cx57 -/-
7k » ?

Abbildung 10: B-Galaktosidasefarbung der Aorta und des Musculsnasters mit einer Arteriole
(SMC=glatte Muskelzelle; EC=Endothelzelle) einer5Cx+/- bzw. Cx57 -/- Maus (obere Reihg)-
Galaktosidasefarbung (unten links) und HE-Farbunmgen rechts) des Herzens Cx57 -/- Maus. Es zeigte
sich keineB-Galaktosidase Aktivitat. Der Maf3stabsbalken eitgpd 00 pum.
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Lymphknoten (mesenterial) Cx57 +/-

Iz Cx57 -/-

M

Vena
centralis

Leber Cx57

centralis

Farbung (rechines mesenterialen Lymphknotens

B-Galaktosidasefarbung (links) und HE
der Milz (Mitte) und der Leber mit Venaentales (unten) einer Cx57 +/

Abbildung 11
(oben)

-/- Malgs.

bzw. Cx57

zeigte sich kein@-Galaktosidase Aktivitat. Der MaR3stabsbalken emtipd 00 pm.
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Lunge Cx57 -/-

Oesophagus Cx57 -/-

S

Abbildung 12: p-Gal- (li) und HE-Farbung (re) der Lunge mit Ductaklveolaris, Arteria pulmonalis,
Alveolen und Bronchiolus respiratorius (oben), Nére mit Glomeruli (Mitte) und des Oesophagus €at
einer Cx57 -/- Maus. Es zeigte sich kefh&alaktosidase Aktivitat. Der MalRstabsbalken eitgpr 00 pm.
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3.2. Untersuchungen zur Assoziation des Cx40-Gens mit

linksventrikularer Hypertrophie

Im zweiten Teil erfolgte die Suche nach funktioaellPolymorphismen im codierenden
Bereich und im Promotorbereich des fir Cx40 codiéem GensGJAS durch die
Sequenzierung von Patienten-DNA. Nachfolgend wwetee funktionelle Analyse der
Polymorphismen mittels Reporterg@ssaysdurchgefuhrt. Es standen 178 DNA-Proben
von Probanden der genomweiten Assoziationsstudi&/erfigung, die homozygot einen
mit LVH assoziierten SNP im Intron deGJA5 aufwiesen (A>G, rs791295). Die
Haufigkeit des selteneren Allels an dieser Posi(amor allele frequency =MAF) betragt
laut des internationalen 1000 Genomes Projekt inRenbank dbSNP des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) 0,333araus ergibt sich eine
Genotypfrequenz fir die homozygot seltene Variaote 11%. Im Menschen werden zwei
Transkripte ausgehend vd@BJAS zellspezifisch exprimiert. Die Transkripte 1A ufé,
jeweils ausegehend von Exon 1A bzw. Exon 1B, hatieselbe codierende Region in
Exon 2 (Abb. 13). Transkript 1A wird in Endothelesl exprimiert, das Transkript 1B in
plazentaren Zytotrophoblasten. Beide Transkripted Sim Ventrikel und Atrium des
Herzens nachweisbar, jedoch Uberwiegt in allen iBleea des Herzens das Transkript 1A
(Dupayset al, 2003). Aufgrund dieses Expressionsmusters unddgor Hintergrund der
Assoziation mit linksventrikularer Hypertrophie wler bei der Sequenzierung der Fokus
auf das Transkript 1A gelegt.

GJAS
-I-_ZI.> ' -l-_:l_> ATG
intron
g5' | eX0N 1A [y frmed H exon 2 { 3
-521 +98 exon 1B

Abbildung 13: Genomische Anordnung des humanen Cx40-codierendes@ AL Der Pfeil markiert den
mit LVH assoziierten SNP im Intron d€3JA5 Gens (rs791295). Ausgehend von diesem Gen werden

zellspezifisch die Transkripte 1A und 1B exprimi&eide haben dieselbe codierende Region in Exon 2.
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3.2.1. Sequenzierung der codierenden Region vOBJAS

Nachdem die codierende Region V@&JAS5 in Exon 2 von 178 Probanden der GWAS
mittels PCR amplifiziert wurde, erfolgte eine Aufigung der Produkte, bevor sich die
Sequenz-PCR anschloss. Unter den 178 ProbandeBW&S waren 26, bei denen eine
linksventrikulare Hypertrophie diagnostiziert wur@=i den verbleibenden 152 Probanden
war der Status des linken Ventrikels unbekannt. Bexjuenzierung der codierenden
Region des Cx40 Gens (1077 bp) zeigte keine Andemmler Basenabfolge in den 178

untersuchten Probanden.

3.2.2. Sequenzierung der Promotorregion vorGJAS

Da die codierende Region der 178 Probanden keiserBaranderungen aufwies, erfolgte
die Sequenzierung einer Region bestehend aus dieédrder 5’ stromaufwarts vo@JAS
gelegenen Region und der 5-UTR mit Exon 1A (773 lipe Sequenzierung deckte zwel
Polymorphismen an Position -44 bp in der 5’ strofwéuts gelegenen Region v@aJAS
(G>A, rs35594137) und +71 bp in Exon 1A (A>G, rs32588) auf, welche von
Groenewegert al. bereits beschrieben wurden (Groenewegieal, 2003) (Abb. 14 und
15). Die beiden Genloci liegen innerhalb eines LIbcRs (LD = linkage disequilibrium),
zwischen ihnen besteht ein Kopplungsungleichgewislst Messzahl fiir das LD ergab die
Online Software SNAP DPrime (D) = 1.000
(http://www.broadinstitute.org/mpg/snap/ldsearchgw). Aufgrund der Tatsache, dass
die beiden Genloci so nah auf dem Chromosom beidara liegen, dass keine
Rekombination zwischen ihnen stattfindet, werdengameinsam vererbt. Wenn somit an
Position -44 bp das seltene Allel vorliegt, istsdeuch an Position +71 der Fall. Daher
beziehen sich die Ergebnisse in der folgenden Awsfig nur auf Position -44 bp. Von
den 178 Probanden wiesen 30 (17%) den homozygéigkauGenotyp (-44GG), 72 (40%)
den homozygot seltenen Genotyp (-44AA) und 76 (48%) heterozygoten Genotyp (-
44GA) auf. Die Genotypen der untersuchten 178 Rdda lagen im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht P=0,45). Auffallig war jedoch die Haufigkeit des homygot seltenen
Genotyps (-44AA) in der untersuchten, mittels Int®NP vorselektierten Kohorte. In der
Literatur wurde das Auftreten des homozygot setie@enotyps zwischen 5 bis 7% in
Kontrollgruppen (Groenewegeet al, 2003), (Pfennigeret al, 2012) beschrieben.
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Laut Datenbank dbSNP liegt die minor allele fregquenMAF) fur die beiden

Polymorphismen (-44 bp, rs35594137; +71 bp, rs12882 im internationalen 1000
Genomes Projekt bei 0,222. Daraus ergibt sich @eeotypfrequenz fur die homozygot
seltene Variante von 5%. Ein Vergleich der vorsiteten Kohorte mit der

Kontrollgruppe der Arbeitsgruppe um Pfenniger et zdigte einen hochsignifikanten
Unterschied der Genotypfrequenz&x(,0001).

GJAS
+_l> ' . ' -EI_» ATG
' intron
5' | exon1A —/— H|exon2 ¢ 3
-521 +98 exon 1B

Abbildung 14: Genomische Anordnung des humanen Cx40-codierenésis @JAS Der Pfeil im Intron

markiert den mit LVH assoziierten SNP (rs791295k Bfeile an Position -44 bp in der 5’ stromaufwart
gelegenen Region (rs35594137) und +71 bp in Exon (641552588) markieren die identifizierten
Polymorphismen, die mit einer verstarkten Haufigk@!<0,0001) in der untersuchten, vorselektierten

Kohorte auftraten.

Abbildung 15: (nachste Seite) Einzelsequenzen zweier ProbandeatieuRegion -44 bp (A) und +71 bp (B)
des GengsJAS Die Region um Position +71 bp ist revers sequehzDie obere Sequenz zeigt jeweils das
haufige Allel der beiden Positionen (-44G und +14/4’-3’ Richtung) und die untere Sequenz weistgdsv
das seltene Allel auf (-44A und +71G in 5’-3’ Righp).
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Um eine genauere Aussage Uber das Auftreten dderbé?olymorphismen in Probanden
mit kardiovaskularen Vorerkrankungen treffen zu rk@m, wurde die Kohorte in eine
normotensive (n=29), eine hypertensive (n=112) et Gruppe mit bekannter LVH
(n=26) aufgeteilt (Tab. 2). Da von 11 der 178 Prumlmn keine klinischen Daten zur
Verfigung standen, verkleinerte sich die Kohortedig folgenden Betrachtungen auf 167
Probanden. Die Probanden wurden als hypertensighita wenn entsprechend den
Leitlinien der Deutschen Hochdruckliga der systdies arterielle Druck 140 mmHg oder
der diastolische Druck 90 mmHg Utberschritt, bzwnmwedie Probanden blutdrucksenkende
Medikamente einnahmen. Die Genotypfrequenzen der @ruppen lagen im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht (normotensi®?=0,76; hypertensivP=0,62; LVH: P=0,68). In
der Annahme eines additiven genetischen Modellgielchem die exprimierten Allele den
Phanotyp so beeinflussen, dass die Anzahl eingmnderten Allels die Effektgrof3e der
Erkrankung bestimmt, zeigte sich ein Trend zur Asg®mn des SNP Lokus mit
Hypertonie P=0,076) und LVH P=0,088). In der Annahme eines rezessiven Modaills, i
dem nur das homozygote Vorliegen des veranderteelsAlzur Entstehung einer
kardiovaskuléaren Erkrankung beitragt, konnte eigatliche Assoziation des homozygot
seltenen Genotyps (-44AA) mit Hypertoni®=0,033) und LVH P=0,027) gezeigt
werden. Da sich in der Literatur ein Hinweis aué dieschlechtsspezifische Assoziation
der homozygot seltenen Variante mit Hypertonie din@rirouziet al, 2006), erfolgte eine
weitere Aufteilung der Gruppen nach dem Geschlelent Probanden (112 Manner, 55
Frauen) (Tab. 2). Erstaunlicherweise zeigte siclthnaer geschlechtsspezifischen
Aufteilung sowohl in der Annahme des additivenalsh in der Annahme des rezessiven
Modells ein Trend zur Assoziation des homozygotesein Genotyps mit Hypertonie
(additiv: P=0,088; rezessiw=0,058) lediglich in der ménnlichen Gruppe. Es teegich in
der mannlichen Gruppe keine deutliche Assoziatiesm ltbomozygot seltenen Genotyps mit
LVH (additiv: P=0,152; rezessivw’=0,102).

Die Blutdruckdaten der Probanden mit LVH waren deidinbekannt. Jedoch haben ca.
80% der Patienten tber 55 Jahren mit LVH eine Hypoé (Félix-Redondet al, 2012).

Daher wurden diese beiden Gruppen zusammengefasistgegen die normotensive
Gruppe in Bezug auf das Auftreten der homozygdeseh Variante getestet. In der nicht
nach Geschlecht gruppierten Gesamtkohorte (n=16iQtez sich eine Assoziation des

homozygot seltenen Genotyps im additivédP=F,061) und im rezessiverP£0,022)
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Modell mit der kardiovaskularen Erkrankung. Nach geschlechtspezifischen Aufteilung
bestatigte sich die bereits angedeutete TendenAgsoziation des homozygot seltenen
Genotyps mit der Erkrankung (additi?=0,061; rezessivP=0,058) in der ménnlichen

Gruppe, wahrend in der weiblichen Gruppe keine Asgion zu belegen war (additiv:

P=0,512; rezessiw=0,324).

Durch die Sequenzierung wurden in einem einzelmebdhden mit Cx40 Intron SNP und
LVH vier weitere Polymorphismen aufgedeckt (-451C¥3791284; -202A>G, rs791285;
-21G>C, rs791286; +130G>A, rs1692137). Der einz@raband trug an den vier Genloci
jeweils die heterozygote Variante. Laut NCBI Datamb dbSNP liegt die minor allele
frequenzen (MAF) fur die Positionen -451 bp / -2i1/b+130 bp bei jeweils 0,018 und fir
die Position -202 bp bei 0,045. Die Frequenzen stamerneut aus dem 1000 Genomes
Projekt. Aus den Frequenzen ergeben sich die imtgoten Genotypfrequenzen von 4%
bzw. 9%.
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homozygot heterozygot  homozygot P-Wert OR 1 OR 2 P-Wert OR
haufig selten (additiv) (additiv) (additiv) (rezessiv)(rezessiv)
(-44GG) (-44GA) (-44AA)

beide Geschlechter (n=167)

Normotonie (n=29) 21% (6) 58% (17) 21% (6)

Hypertonie (n=112) 15% (17) 42% (47) 43% (48) 0,076 1,7 ,03 0,033 29

LVH (n=26) 15% (4) 35% (9) 50% (13) 0,088 2,0 4,0 0,027 3,7

méannlich (n=112)

Normotonie (n=17) 23% (4) 59% (10) 18% (3)

Hypertonie (n=85) 14% (12) 42% (36) 44% (37) 0,088 2,0 1 4, 0,058 3,6

LVH (n=10) 10% (1) 40% (4) 50% (5) 0,152 2,8 8,0 0,102 4.4

weiblich (n=55)

Normotonie (n=12) 17% (2) 58% (7) 25% (3)

Hypertonie (n=27) 18% (5) 41% (11) 41% (11) 0,636 1,3 1,7 0,477 2,0

LVH (n=16) 19% (3) 31% (5) 50% (8) 0,450 15 2,3 0,253 29

Tabelle 2: Haufigkeiten der Cx40 Genotypen in der Gesamtheiér duntersuchten Probanden und in den geschlechigfisphen Gruppen.

Die Genotypfrequenz ist in Prozent (Anzahl) derfaralen angegebeR-Werte und dazugehdrige Odds Ratios (OR) wurden wi@geAnnahme eines additiven genetischen

Modells fiir Vergleiche der hypertensiven bzw. LVHu@pe mit der normotensiven Gruppe mit Hilfe des Canhkrmitage Trend Tests ermittelt und fir den Verdieier

Gruppen unter der Annahme eines rezessiven genetisglodells mit Hilfe des Fisher's Exact Tests. Inditiden Modell vergleicht OR 1 den heterozygoten dém

homozygot haufigen Genotyp und OR 2 den homozygjtdreen mit dem homozygot haufigen Genotyp.
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3.2.3. Funktionelle Analyse der Polymorphismen mittels Reprtergen-Assay

Inwieweit die durch die Sequenzierung aufgedeckBolymorphismen in der 5
stromaufwarts gelegenen Region und im Exon 1A de<k40 codierenden Ger&IA5
die Genexpression verandern, wurde mit Hilfe eiDaal-Luciferase Reportergekssays
untersucht. Hierzu wurde durch den Einsatz seqpez#tscher Oligonukleotide eine 683
bp umfassende DNA-Sequenz (von -521 bp bis +162abplifiziert, die entweder das
haufige Allel an Position -44 bp und +71 bp in Basensequenz, die zwei SNPs (bzw. das
seltene Allel) oder die vier veranderten Positiodes einzelnen Probanden enthielt, und in
den Vektor pGEM-T Easy Vektor inseriert. Die anschlieBende Sedeemzg des Inserts
stellte sicher, dass keine zusétzlichen Mutatiomender Sequenz entstanden und
vorhanden waren. Nach einem Restriktionsverdau evutals Cx40-Fragment in einen
Vektor mit einem promotorlosen Firefly-Luciferasagidoniert (pGL4.10uc2] Vektor).
Anschlieend erfolgte eine Transfektion von humandtpithelzellen eines
Zervixkarzinoms (HeLa) und humanen mikrovaskulaEerdothelzellen (HMEC-1) mit
den verschieden Konstrukten und dem alleinigen &fekals Kontrolle. Eine
Kotransfektion des Vektors pGL4.HRIudTK], welcher fir die Renilla-Luciferase
kodiert, diente der anschlieRenden NormalisierumgFirefly-Luciferase Aktivitaten, um
Schwankungen in der Transfektionseffizienz zu besiahtigen.

Die inserierte Sequenz, bestehend aus einem TieB’ddromaufwarts gelegenen Region
und der 5-UTR mit Exon 1A des Cx40 Gens mit demwgis haufigen Allel (-44G,
+71G), zeigte eine signifikante Promotoraktivitdit Vergleich zum leeren Kontrollvektor
pGL4.10Juc2] (Ratio Firefly/Renilla: -44G 1,67 vs. Kontroll@ 15, P=0,003) in HelLa-
Zellen. Es kann somit angenommen werden, dass dre-Rromotorelemente fur die
RNA-Polymerase Il (TATA-Box, Initiatorelement) iredklonierten Sequenz von -521 bp
bis +162 bp enthalten waren. Die Sequenz mit ddtersn Variante der zwei
Polymorphismen zeigte im Vergleich zur Sequenz maitfigem Allel eine unveranderte
Promotoraktivitat (Ratio Firefly/Renilla: -44A 1,87Die Sequenz mit den vier in einem
einzelnen Probanden identifizierten Polymorphismeduzierten die Promotoraktivitat
(Ratio Firefly/Renilla: 4 SNPs 1,01) im VergleichrzAktivitat der unveranderten Sequenz
in HelLa Zellen. Es verblieb jedoch eine deutlichgpieéssion ausgehend von der

inserierten Sequenz mit vier Basenaustauschen ngldfeh zum Kontrollvektor.
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Im Menschen und der Maus wird Cx40 unter andereigndothelzellen exprimiert. Dort
tragt es mal3geblich zur GefalRregulation bei, indsrbenachbarte Zellen koppelt und so
den elektochemischen Informationsfluss entlang @efale ermdéglicht. Daher erfolgte
ebenfalls eine Transfektion der verschiedenen Kokt in humane mikrovaskulare
Endothelzellen (HMEC-1). Die 683 bp umfassende &egion GJAS mit dem haufigen
Allel der Polymorphismen zeigte in HMEC-1 Zelleneekalls Promotoraktivitat im
Vergleich zum Kontrollvektor (Ratio Firefly/Renilla44G 4,5 vs. Kontrolle 0,6). Diese
wurde wie in den HelLa Zellen nicht von den zweiyRarphismen beeinflusst (Ratio
Firefly/Renilla: -44A 4,7). Im Gegensatz zu den ldeZellen blieb die Promotoraktivitat
ausgehend von der Sequenz mit den seltenen Altidervier Polymorphismen ebenfalls
unverandert (Ratio Firefly/Renilla: 4 SNPs 4,3).bAdung 14 fasst die Ergebnisse der
Reportergen-Assays in HeLa (Abb. 16 A) und HMEC4dleh (Abb. 16 B) zusammen.
Die Werte wurden fir die Darstellung auf das Wigkgnstrukt normalisiert. Hierfur
wurde die Luciferase Aktivitat des Konstrukts ména h&aufigen Allel in jedem einzelnen
Experiment gleich 100% gesetzt und alle weiterenivi{iiten zu dieser ins Verhéaltnis

gesetzt.
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Abbildung 16: Mit Hilfe von ReportergerAssaysermittelte relative Promotoraktivitat einer 683 bp
umfassenden Sequenz bestehend aus einem Teil seo®iaufwarts gelegenen Region und der 5'-UTR mit
Exon 1A des fir Cx40 kodierenden GeB3A5 mit dem haufigen Allel (-44G), mit dem selteneriehl(-
44A) und den vier Polymorphismen (4 SNPs) in HeRa ynd HMEC-1 Zellen (B). Die Sequenz mit dem
haufigen Allel (-44G) zeigte deutliche Promotoraiktit in beiden Zelllinien und wurde auf 100% skai,
worauf die weiteren Aktivitdten normalisiert wurdeBie zwei in der untersuchten Kohorte haufig
aufgetretenen Polymorphismen (-44A) beeinflusstenPdomotoraktivitat weder in HeLa noch in HMEC-1
Zellen. Die vier in einem einzelnen Probanden idieidrten Polymorphismen reduzierten die
Promotoraktivitdt in Hela, jedoch nicht in HMEC-lellen. n=4 Messungen je Zelllinie als 4-fach

Bestimmung, ***P<0,001 vs. weitere Konstrukte (ANOVA nach Bonferr&airigiert).

Um die Cx40-Promotorregion naher einzugrenzen ureh cEinfluss der zwei
Polymorphismen (-44A, +71G) auf die Expression genau untersuchen, erfolgte die
Klonierung verschieden langer Segmente der zuveersuchten 683 bp langeBJAS
Sequenz mit dem haufigen und seltenen Allel ant®osi44 bp und +71 bp in einen
Vektor mit einem promotorlosen Firefly-LuciferasagépGL4.10[uc2]). Die 683 bp
Sequenz wurde sowohl vom 5- als auch vom 3-Endekiwzt (Abb. 17). Der
ReportergerAssayerfolgte in Hela-Zellen. Die Verkirzung der Sequemt dem haufigen
Allel um das Exon 1A auf 490 bp (2. Konstrukt vé&21 bp bis -31 bp) beeinflusste die
Promotoraktivitdt der Sequenz in HelLa-Zellen im §leich zur 683 bp Sequenz nicht
(Ratio Firefly/Renilla: 2. Konstrukt 10,2 vs. 1. Kstrukt 10,6). Eine weitere Verkiirzung
des 3’-Endes (3. Konstrukt von -521 bp bis -47 i)l im darauffolgenden Schritt auch
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eine zusatzliche Verkirzung des 5-Endes (4. Kokstvon -294 bp bis -31 bp) fuhrte
ebenfalls zu keiner Anderung der Promotoraktivatéggehend von der inserierten Sequenz
(Ratio Firefly/Renilla: 3. Konstrukt 9,4 und 4. Kstrukt 8,8). Erst eine weitere
Verkirzung des 5 Endes (5. Konstrukt von -83 bg bi98 bp) flhrte zu einer
verminderten Promotoraktivitat, welche sich jedeatiterhin vom leeren Kontrollvektor
(pGL4.10Juc?2]) unterschied (Ratio Firefly/Renilla: 5. Konsttuk,5 und Kontrollvektor
1,7). Eine Verkirzung der 5’ stromaufwarts V@dA5gelegenen Region auf bis zu -41 bp
(6. Konstrukt von -41 bp bis +98 bp) fuhrte zum Mst der Promotoraktivitat der
inserierten Sequenz in Hela-Zellen (Ratio Firefifla: 6. Konstrukt 2,0). Diese
Ergebnisse der Reporterg@ssaysmit der Cx40 Sequenz mit dem haufigen Allel sind i
der Abbildung 18 A in Form der relativen Lucifera&ktivitat dargestellt. Die einzelnen
Aktivitaten wurden prozentual zum Konstrukt mit dangsten Cx40 Sequenz und dem
haufigen Allel ins Verhaltnis gesetzt. Es erfolgebenfalls die Klonierung der
unterschiedlich langen Cx40-Sequenzen mit denrszitéllelen an den Positionen -44 bp
und +71 bp (-44A, +71G), falls in der Sequenz dit¢ha vor das promotorlose Firefly-
Luciferasegen in den Vektor pGL4.10§2]. Die Transfektion der Konstrukte mit dem
seltenen Allel in HeLa Zellen ergab keine Untersdei in den Promotoraktivitdten im
Vergleich zu den Aktivitdten ausgehend von denriagen Cx40 Sequenzen mit dem
haufigen Allel (relative Luciferase Aktivitdt in Ab 18 B; Ratio Firefly/Renilla: 1.
Konstrukt 7,1; 2. Konstrukt 10,1; 4. Konstrukt 8R;Konstrukt 3,7; 6. Konstrukt 2,1). Das
3. Konstrukt enthielt nur eine Sequenz stromaufsvéddr Polymorphismen, daher gibt es

kein zweites Konstrukt mit einem seltenen Allel.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des fiir Cx40-codierendensGJA5 mit einem Teil der 5’
stromaufwarts gelegenen Region, der 5-UTR mit Egén Exon 1B und Exon 2 (obere Reihe). Darunter
folgend die in Reportergefissays verwendeten Konstrukte 1-6 mit der Angabe der rigs@ée in
Basenpaaren (bp). Sie enthielten unterschiedliclkerjuéhzen desGJA5Gens (angegeben durch
Nummerierung), welche fir die Insertion in einenkiée mit einem promotorlosen Firefly-Luciferasegen
(pGL4.10Juc?]) mit RestriktionsschnittstellenXpd, Hindlll) versehen wurden. Die Promotoraktivitat
ausgehend von den inserierten Sequenzen wurde Tracisfektion in HelLa-Zellen bestimmt. Die Pfeile
entsprechen den zwei in der Kohorte haufig auftidde@ Polymorphismen (-44A, +71G) und dem zur
Selektion der Kohorte gewéhlten SNP im Intron @IA5(rs791295).
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Abbildung 18: Relative Promotoraktivitdt ausgehend von sechschéden langen Cx40-Sequenzen vor
einem Luciferase-Reportergen (siehe Abb. 17) ohAge haufiges Allel) und mit (B, seltenes Allel)
Polymorphismen (-44A, +71G) und dem leeren Vekt@l$4.10[luc2] als Kontrolle (K) bestimmt nach
Transfektion in HeLa-Zellen. Die Promotoraktividgr einzelnen Konstrukte wurde jeweils auf das $éag
Konstrukt Nr. 1 (683 bp) mit dem haufigen Allel nualisiert. Eine Verkirzung der 5’ stromaufwarts von
GJA5gelegenen Region von -521 bp auf bis zu -294 mékukt Nr. 4) fihrte zu keiner Veranderung der
Promotoraktivitat. Die weitere Eingrenzung der Potonregion bis zur Base -83 (Konstrukt Nr. 5) raédue

die Aktivitat, wahrend eine Verkiirzung bis auf -Bfh (Konstrukt Nr. 6) zum vollstandigen Verlust der
Promotoraktivitat fihrte. Es bestanden keine Uitdesie zwischen der Promotoraktivitat der Sequemnzién
dem haufigen (A) und dem seltenen Allel an Positibh bp und +71 bp (B). Da das Konstrukt Nr. 3 eine
Sequenz de&JA5Gens enthielt, in dessen Umfang kein Polymorphsshag (siehe Abb. 13), gibt es hierzu
keine aufgezeigte Promotoraktivitat (N/A fir notadable). n=5 Experimente als Vierfachbestimmung
ausgefuhrt. #P<0,05 vs. Konstrukt Nr. 1 (ungepaarter t-Test nBcmferroni korrigiert). *: P<0,05 vs.

leeren Kontrollvektor (ungepaarter t-Test nach Borahi korrigiert).
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4, Diskussion
4.1. Die Regulation des arteriellen Blutdrucks erfolgt unabh&ngig
von Cx57

In der vorliegenden Arbeit wurden UntersuchungenhMansmodell vor dem Hintergrund
der Assoziation des humanen fir Cx62 codierendensG&JA10 mit Hypertonie
durchgefuhrt. Das murine Ortholog zum humanen G6Zx57 (Willeckeet al, 2002;
Sohl et al, 2003). Die telemetrischen Blutdruckmessungen aohen Cx57-defizienten
Mausen zeigten keine Unterschiede im arteriellemcrzu Wildtyp Kontrollen. Auch die
Herzfrequenzen waren gleich. Diese Ergebnisserdadere Schluss zu, dass Cx57 in der

Maus zur Regulation des arteriellen Blutdrucks uh& nicht notwendig ist.

Die Expressionsdaten des Cx57 unterstitzen diedgertog. Erste Northern-Blot
Hybridisierungen zeigten eine Cx57 mRNA Expression Herzen, der Haut, Niere,
Lunge, den Eierstocken und Hoden der Maus (Mantbieyal, 1999). Nachfolgende
Northern-Blot Analysen anderer Arbeitsgruppen kenntliese Expressionsdaten nicht
bestatigen. Es konnte lediglich eine deutliche Cx8RNA Expression in der Retina
(Hombachet al, 2004; Ciolofanet al, 2007), und in Teilen des Gehirns von Mausen
nachgewiesen werden, welche durch real-time PCRitiggswurde (Zappalat al, 2010).
FUr Untersuchungen zur Cx57 Expression unabhéangigspezifischen Antikbrpern und
zur weiteren funktionellen Analyse wurden Cx57-dieinte Mause generiert, in denen die
B-Galaktosidase unter dem endogenen Cx57-Promotpringiert wird (Cx57“%%
Mause). Anhand vorp-Galaktosidasefarbungen von Organen dieser Cx5Zielefer
Mause konnte in der Retina die genaue Lokalisaties Cx57 bestimmt werden. Cx57
wird in den Horizontalzellen am Ubergang der innef@rnerschicht (inner nuclear layer,
INL) zur auf3eren plexiformen Schicht (outer plerifolayer, OPL) exprimiert (Hombach
et al, 2004). Western-Blot-Analysen und immunhistologesdviethoden bestatigten die
Protein-Expression in den Horizontalzellen der Ret{Ciolofanet al, 2007; Janssen-
Bienholdet al, 2009) und in Teilen des Gehirns (Zappeial, 2010). Uber die Aktivitat
des Cx57 Promotors in anderen Organen dieser gehetiodifizierten Maus wurde bisher
nicht berichtet.
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In der vorliegenden Arbeit erfolgte eifiegGalaktosidasefarbung von Retina, Aorta, Lunge,
Leber, Milz, Niere, Lymphknoten, Musculus cremasteesophagus sowie dem Herzen
solcherlacz-tragenden, Cx57-defizienten Mause. Da diese Malisg3-Galaktosidase
unter dem endogenen Cx57-Promotor exprimierten.eltete eine Blaufarbung des
Gewebes die Aktivitat des endogenen Cx57 Promatoi lasst eine physiologische
Expression von Cx57 vermuten. Als einziger Expassort von Cx57 konnte hier
ebenfalls die Retina identifiziert werden. Es zeigich lediglich ein Unterschied in der
Lokalisation der Blaufarbung innerhalb der RetinaVergleich zu den veréffentlichten
Daten der Gruppe um Hombaehal. Die Blaufarbung beschrankte sich nicht nur auf de
Ubergang der inneren Kérnerschicht zur dauRererifptexen Schicht, sondern war in der
vorliegenden Arbeit neben der &ulReren plexiformamcBt und der inneren Koérnerschicht
auch in der inneren plexiformen Schicht und derdglan Zellschicht zu detektieren. Die
Blaufarbung lasst jedoch keinen direkten Schlussli@uAuspragung der endogenen Cx57
Promotoraktivitat zu, da die Blaufarbung nicht qufamerbar ist. Au3erdem kann anhand
der Blaufarbung nicht auf das Vorhandensein fumidiler Cx57 Kanéle in der Membran
der Horizontalzellen geschlossen werden, so dasstesll trotz Anwesenheit von Cx57

benachbarte Zellen nicht miteinander kommunizidi@men.

Aufgrund des Fehlens von Cx57 in kardiovaskularega®en, wie den Blutgefalen und
dem Herzen, und der in der vorliegenden Arbeit tifieirerten Normotonie Cx57-
defizienter Mause, ergeben sich verschiedene Iriaponsmaglichkeiten zur Assoziation
des humanen fir Cx62 codierenden G&a3A10Q mit Hypertonie. Mdglicherweise ist das
murine Cx57, wie von Sohgt al. 2003 und 2010 beschrieben, trotz einer Identiit d
Aminosauren von 78 % und einer Nukleotididentit@ih B2% nicht das adéaquate Ortholog
zum humanen Cx62. Von den 21 im Menschen idergifien Connexinen haben zwei
(Cx59, Cx25) kein murines Ortholog (Sohl & Willegk#04). Auch das unterschiedliche
Expressionsmuster von Cx57 und Cx62 deutet aufcherdene Funktionen dieser
Connexine in den verschiedenen Spezies hin. Im &age zu Cx57 in der Maus wird
Cx62 im Menschen neben der Retina auch im Skelskeiwund im Herzen exprimiert
(Sohl et al, 2003; Sohlet al, 2010). Daher kénnten pathophysiologische Vorgadge
einer Krankheitsassoziation mit dem humanen Cx@2rliagen, moglicherweise nicht im
Tiermodell vorliegen und auch nicht darstellbans@isher gibt es in der Literatur keine

Hinweise auf Krankheiten im Menschen, die auf Vdginngen im GJA10
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zuruckzufihren sind. Andererseits kann auch niakgaschlossen werden, dass es sich bei
der Assoziation desGJA10 um ein falsch positives Ergebnis in der genomweite

Assoziationsstudie handelt.

Ungeachtet der Diskrepanz bezlglich der Ortholagid des Expressionsmusters des
murinen Cx57 und des humanen Cx62 lasst sich édistst dass der Verlust von Cx57 in

der Maus keinen Einfluss auf den arteriellen Blutétrhat.

4.2. Assoziation von SNPs in der Promotorregion vorGJAS mit

Hypertonie und LVH

Die Basis fur den zweiten Teil der Promotionsarligitiete die gefundene Assoziation
eines SNPs im Intron des fir Cx40 codierenden GB8445 mit linksventrikularer
Hypertrophie in Patienten. Zur Klarung dieser Asstian wurde nach funktionellen
Polymorphismen irGJA5in 178 Probanden der genomweiten Assoziationssigesucht.
Die untersuchten Probanden wiesen daher alle déhrSF91295 im Intron vo@JA5auf.

In der codierenden Region d€sJA5in Exon 2 wurde bei keinem der 178 untersuchten
Probanden ein Basenaustausch identifiziert, so bessllen von der Expression eines
funktionellen Cx40 auszugehen ist. Um mdgliche Ralgphismen in der Promotorregion
zu identifizieren, die das Expressionsniveau vod@rodifizieren, wurde eine Region,
die den putativen Promotor des Transkripts 1A eftthbestehend aus einem Teil der 5’

stromaufwarts voisJAS5gelegen Region und der 5’-UTR mit Exon 1A, sequenz

Im Menschen werden zwei Transkripte (1A, 1B) ausgehvon GJAS zellspezifisch
exprimiert, welche dieselbe codierende Region iorER haben. Transkript 1A wird in
Endothelzellen exprimiert (Pfennigest al, 2012), das Transkript 1B in plazentaren
Zytotrophoblasten. Im Ventrikel und Atrium des Hmmg sind beide Transkripte
nachweisbar, jedoch Uberwiegt in allen BereichenTdanskript 1A (Dupayst al, 2003).

Aufgrund dieses Expressionsmusters und vor demeKjnind der Assoziation mit
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linksventrikularer Hypertrophie wurde bei der Sewmgierung der Fokus auf daSJAS
Transkript 1A gelegt.

In  der untersuchten Region wurden mittels Sequemzie zwei im
Kopplungsungleichgewicht stehende Polymorphisméa bp G>A, rs35594137; +71 bp
A>G, rs11552588) identifiziert. Die Polymorphismeamrden bereits in verschiedenen
Kohorten identifiziert. Jedoch beschreiben diesadi®h kontroverse Assoziationen mit
Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Einerseits stehen isieZusammenhang mit familiarem
Vorhofstillstand (Groenewegeet al, 2003), einer héheren Anfalligkeit des Vorhofs fur
Flimmern (Firouziet al, 2004) und einem erhohten Risiko fur M&nner an étiggnie zu
erkranken (Firouzet al, 2006). Andererseits wird in einer weiteren Stuakeichtet, dass
in einer groReren Kohorte keine Assoziation diésaymorphismen mit Hypertonie oder
koronarer Herzkrankheit zu finden war (Pfennigeral, 2012). Von den 178 Probanden
der vorliegenden Arbeit wiesen 30 (17%) den homoz¥gufigen Genotyp, 72 (40%) den
homozygot seltenen Genotyp und 76 (43%) den hetgoden Genotyp der beiden SNP-
Loci auf. Obwohl die Genotypverteilung im Hardy-Weerg-Gleichgewicht lagP€0,45),
war die Haufigkeit des Auftretens der homozygotesein Variante auffallig. Das mit 5 bis
7% in der Literatur und der Datenbank dbSNP besbbne Auftreten des homozygot
seltenen Genotyps in gesunden Kontrollgruppen (@Gwegenet al, 2003; Pfennigeet
al., 2012) ist signifikant unterschiedlich im Vergleieu der Haufigkeit des homozygot
seltenen Genotyps in der in dieser Arbeit untersurchKohorte (40%, 72 von 178
Probanden, P<0,0001 vs. Auftreten des homozygot seltenen Gegotyn der
Kontrollgruppe von Pfennigeet al). Mdglicherweise liegt dem 6 bis 8-fach erhdhten
Auftreten des homozygot seltenen Genotyps die Veken der Kohorte zugrunde. Die
178 Probanden der in dieser Arbeit untersuchteroilietwiesen alle einen SNP im Intron

von GJA5auf, welcher in der GWAS mit linksventrikularer prtrophie assoziiert war.

Nach der Zuordnung der Kohortenmitglieder entspgadh ihres kardiovaskularen
Krankheitshildes zeigte sich der homozygot selt&smotyp (-44AA) in der Annahme
eines rezessiven Modells, in dem nur das homozygotikegen des veranderten Allels zur
Entstehung einer kardiovaskuldren Erkrankung kgitraowohl mit LVH als auch mit
Hypertonie assoziiert. In der Annahme eines adelitiModells, in welchem die Anzahl der
exprimierten seltenen Allele den Phanotyp in kuringa Art und Weise beeinflussen, so

dass die Anzahl eines seltenen Allels die Effekdgréhestimmt, stellte sich lediglich ein
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Trend zur Assoziation dar. Die Assoziation war rnegsanterweise im mannlichen
Geschlecht vorhanden und fand sich nicht in derbedien Probanden der Kohorte. Da
ca. 80% der Patienten Uber 55 Jahren mit LVH aucl Eypertonie aufweisen (Félix-
Redondoet al, 2012) und verschiedene Studien eine erhdhte Rriwaler LVH bei
Hypertonie gezeigt haben (Kannel, 1992; Verdecdhiaal, 1998; Cocaet al, 1999;
Schirmeret al, 1999), wurden die Probanden mit LVH und Hyperom einer Gruppe
zusammengefasst und gegen die normotensive GrupBeaug auf das Auftreten des
homozygot seltenen Genotyps untersucht. Dies eejad Assoziation des homozygot
seltenen Genotyps sowohl im additiven als auch ezessiven Modell mit der
kardiovaskularen Erkrankung, welche wiederum numiénnlichen Geschlecht zu finden
war.

Die Assoziation der beiden SNP Loci mit Hypertomierangig im mannlichen Geschlecht
ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von &riet al. aus den Niederlanden, bei
der der homozygot seltene Genotyp in einer Subpipul ihrer Gesamtkohorte von 177
mannlichen Probanden mit Hypertonie assoziiert V888 der mannlichen Probanden
waren hypertensiv, von denen wiederum 7% den hoguizseltenen Genotyp aufwiesen
(Firouzi et al, 2006). Sie ist jedoch kontrar zu dem Ergebnisre8tudie von Pfenniget
al., bei der keine Assoziation mit Hypertonie in eigeil3eren Kohorte von 786 Schweizer
Probanden beider Geschlechter festgestellt werdemt&. Von 411 hypertensiven
Probanden wiesen 3% den homozygot seltenen Geaafyn der normotensiven Gruppe
aus 375 Probanden hatten 6% den homozygot selteapatyp (Pfennigeet al, 2012).
Aufgrund der Vorselektion der hier untersuchten #&wé anhand des mit LVH
assoziierten SNPs im Intron vdB@JA5 erhohte sich das Vorkommen des homozygot
seltenen Genotyps drastisch. Falls eine Assoziatier Polymorphismen mit
Bluthochdruck oder LVH tatsachlich vorhanden istllte sie in dieser Kohorte deutlich
werden. Um in einer nicht-vorselektierten Kohornté @benso viele Trager des homozygot
seltenen Genotyps bei einer Genotypfrequenz von zafbkommen, muisste die zu
untersuchende Kohorte statt aus nur 167 Probandemakannten Blutdruckdaten aus
1340 Probanden bestehen. Zudem wirde die Assazidéo SNPs mit Hypertonie in der
vorselektierten Kohorte die grol3e Anzahl hypertegrsiProbanden erklaren (67%, 112 der
167 untersuchten Probanden).

In der Annahme des additiven Modells fihrte dasliggen des heterozygoten Genotyps

im Vergleich zum homozygot haufigen Genotyp im mi&men Geschlecht zu einer
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Verdopplung des Risikos an Hypertonie zu erkrani@ads Ratio = 2,0). Der Vergleich
des homozygot haufigen Genotyps mit dem homozygléereen ergab einen vierfachen
Anstieg des Risikos an einer Hypertonie zu erkrankaR = 4,0). Daher sollten die beiden
Polymorphismen inGJA5 (-44A, +71G) als Risikofaktor fur Hypertonie in tBacht

gezogen werden.

Zusatzlich zu den zwei bisher beschriebenen Polghismen wurden in einem einzelnen
Probanden bei der Sequenzierung der putativen Rooragion vier weitere
Basenaustausche identifiziert (-451C>T, rs79128202A>G, rs791285; -21G>C,
rs791286; +130G>A, rs1692137). Der einzelne Probaumes fiur jede Position den
heterozygoten Genotyp auf. Laut NCBI Datenbank db3idgen die Frequenzen dieser
Polymorphismen fir den heterozygoten Genotyp inedeopaischen Bevolkerung bei 0%.
Die ethnische Herkunft dieses Probands war jedoshekannt und aufgrund des
einmaligen Auftretens lassen sich keine Assoziatiormit Hypertonie oder LVH

berechnen.

Die funktionellen Konsequenzen der identifiziert&olymorphismen beziglich der
Genexpression von Cx40 wurden mit Hilfe von RepgeaAssaysin humanen
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa) und hosra mikrovaskularen
Endothelzellen (HMEC-1) untersucht. Eine 683 bpassénde DNA-Sequenz (-521 bp bis
+162 bp), die neben der 5-UTR mit Exon 1A aucheeaifeil der 5’ stromaufwérts von
GJAS gelegenen Region und somit den putativen Promenthielt, zeigte deutliche
Promotoraktivitat (6 bis 9-fach hohere Aktivitat Mergleich zum leeren Kontrollvektor)
in HeLa und HMEC-1 Zellen. Die zwei im Kopplungsilgighgewicht stehenden
Polymorphismen (-44A, +71G) beeinflussten die Primraktivitat der inserierten Sequenz
aber weder in HeLa noch in HMEC-1 Zellen. Die weziteren in dem einen Probanden
identifizierten SNPs hingegen reduzierten die Promaktivitat der GJAS Sequenz in
HeLa Zellen deutlich (41%). Es verblieb aber wéitereine signifikante Promotoraktivitat
im Vergleich zum leeren KontrollvektoP€0,001).

Die Verkirzung deiGJA5 Sequenz in Reportergenkonstrukten sowohl vom SleEals
auch vom 3’-Ende, um die Region mit Promotoralditvih&dher einzugrenzen und einen
maoglichen Einfluss der SNPs zu untersuchen, ergad @nveranderte Aktivitat bis zu

einer Reduktion auf -294 bp in HeLa Zellen. Einatere Verkirzung auf bis zu -83 bp
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fuhrte zu einer Abnahme und bis zu -41 bp zur Abiéimg der Promotoraktivitat. Daraus
ergab sich eine Sequenz von 263 bp (-294 bp bisbf®1 die vermutlich den Core-
Promotor und wichtige Transkriptionsfaktorbindelstel fir die Expression von Cx40
enthielt. In dieser Sequenz sind beispielsweisef foutative Bindestellen fir den
Transkriptionsfaktor Spl enthalten (Dupatsal, 2003), der neben GATA4 entscheidend
die Cx40 Promotoraktivitat in Ratte und Mensch fiegtu(Bierhuizenet al, 2000; Firouzi
et al, 2006). Das Vorhandensein essentieller Spl Bietlestin der 5’ stromaufwarts von
GJAS5 gelegenen Region erklart zudem die Abnahme dem&wraktivitdt bei einer
Verklrzung der Sequenz auf bis zu -83 bp, da duigse Verkirzung vier Spl
Bindestellen entfernt wurden. In allen untersuctenstrukten fiihrte das Vorhandensein
der Polymorphismen nicht zu einer Anderung der Ptonaktivitat. Beide Positionen
liegen zudem nicht in putativen Bindungsstellen &6 oder GATA4.

Diese Ergebnisse sind kontrdr zu Reporter§ssaysin einer Linie von glatten
Muskelzellen der thorakalen Aorta der Ratte (A7iB)denen die seltenen Varianten zu
einer Reduktion der Promotoraktivitdt um 65% fluhi{@roenewegeret al, 2003). Fur
diese Studien wurden zwar nicht mit den vorliegendéonstrukten identische
Reportergenkonstrukte kloniert, sie enthielten d@rRegion von -177 bp bis +98 bp von
GJAS5 jedoch war dieses Konstrukt entweder vollstamligen hier untersuchten enthalten
(Konstrukt 1: -521 bp bis +162 bp) bzw. nur um @ameich des Exon 1A unterschiedlich
(Konstrukt 4: -294 bp bis -31 bp), sodass diegdférdivergenten Befunde nicht urséchlich
sein sollte. Anzunehmen ist eher ein Zelltyp-spsatfer Effekt der SNPs, denn auch die
vier weiteren identifizierten Polymorphismen bekis$ten die Promotoraktivitdt nur in
HeLa Zellen und nicht in HMEC-1 Zellen. Da das Taipt 1A vorrangig in
Endothelzellen exprimiert wird (Dupay al, 2003) und Cx40 nicht bzw. nur in glatten
Muskelzellen einiger Leitungsgefal3e exprimiert wigkschien die Verwendung der
HMEC-1 Zelllinie flur ReportergeAssays als am wenigsten artifiziell. Da die
Polymorphismen -44A und +71G das Risiko einer Hipee oder LVH
geschlechtspezifisch zu verandern scheinen, widemvorliegenden Arbeit und in einer
anderen Studie gezeigt werden konnte (Firoezial, 2006), treten moglicherweise
zusatzliche Probleme bei der Durchfihrung von Zdfilkexperimenten auf. Zelllinien
sind zum einen nicht von beiden Geschlechtern gediiund von manchen Zelllinien ist

das Geschlecht unbekannt, so dass die AuspragungheraPolymorphismen eventuell
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nicht die Situation im Organismus widerspiegeltLB&ellen sind eindeutig weiblichen
Ursprungs (Gebarmutterhals) und HMEC-1 Zellen siréohnlichen Ursprungs (Vorhaut).

Zu beachten ist ebenfalls, dass Polymorphismen en $equenz stromaufwarts der
codierenden Region eines Gens nicht nur die mRNAré&Ssion sondern auch die
Translation sowie zuvor und anschlieBend ablaufeitmdifikationen beeinflussen
kénnen. So konnte fur die Polymorphismen in TraipsKkrA gezeigt werden, dass sich die
Cx40 mRNA Menge im Gewebe des Vorhofs nicht zwisctien Genotypen unterschied,
jedoch das Vorhandensein des heterozygoten (-4446&) seltenen Genotyps (-44AA) zu
einer Reduktion des Cx40 auf Proteinebene fuhrteal@@upiet al, 2012). Daher kann
auch anhand der in der vorliegenden Arbeit durdifggéén ReportergeAssaydrotz eines
unveranderten Luciferasesignals kein Rickschluds diei Menge funktioneller Gap

junctions bestehend aus Cx40 in den ProbandenaniPdlymorphismen gezogen werden.

In der Maus, in der lediglich ein einziges Cx40r&kxipt exprimiert wird, fihrt die Cx40-
Defizienz zu einer Hypertonie (de Wat al, 2003). Das Fehlen von Cx40 verhindert die
Kommunikation zwischen den Renin-produzierendentagbomerularen Zellen in der
Niere. Dadurch inhibiert der Perfusionsdruck in tiéere die Reninsekretion nicht mehr
und es kommt zu einer Renin-abhéngigen Hypertahiagheret al, 2007; Wagneet al,
2010). Da weder bekannt ist welches Cx40 Transkiipt Renin-produzierenden
juxtaglomerularen Zellen der Niere des Menscherrigwert wird, noch Plasma-Renin-
Spiegel in den untersuchten Probanden bestimmtemuyidt es derzeit nicht moglich die
Assoziation der Polymorphismen @GJAS5 mit Hypertonie bzw. LVH in eine Verbindung

mit der Reninsekretion zu bringen.

Seit der Entschlisselung der Basenabfolge des heim&enoms und der Identifikation
genetischer Varianten im menschlichen Genom im Rahdes internationalen HapMap
Projekts Anfang des neuen Jahrtausends gewinnennwrer mehr Einblicke in die

Vielzahl der beteiligten Komponenten menschlichetr&kungen und ihrer komplexen
Zusammenhange. Genomweite Assoziationsstudien decktetig neue an einer
Erkrankung beteiligte Faktoren auf, so dass dibgutysiologischen Mechanismen immer
komplizierter werden. Darum wird es noch viel Z@it Anspruch nehmen, bis die

Wissenschaft diese einzelnen Loci und ihre Bedeutum Netzwerk der komplexen

76



Diskussion

Pathophysiologie verschiedener Erkrankungen zuetees und letzlich in sie einzugreifen
weil3, um Erkrankungen zu verbessern, heilen odervgediindern zu konnen. Fur das
Cx40 konnte eine Assoziation mit Hypertonie und Lyékeigt werden, welche vorrangig
im mannlichen Geschlecht vorliegt. Inwieweit dielypaorphismen im Cx40 Transkript
1A zu einer gestdrten Kommunikation in den Reniogpizierenden Zellen der Niere und

einem damit verbundenen Renin-Exzess fuhren, bteildaren.
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5. Zusammenfassung

Die stetige Zunahme kardiovaskularer Erkrankungewnar Bevolkerung und die damit
verbundenen Kosten erfordern hochsten Einsatz inEderschung moglicher Ursachen
und deren Behandlung. Doch gerade Erkrankungen wwi& Hypertonie oder

linksventrikulare Hypertrophie sind multifaktorielbedingte Krankheiten, was das
Auffinden der unterliegenden Pathomechanismen wasl Eingreifen in diese erheblich
erschwert. Genomweite Assoziationsstudien (GWA®)oglichen eine genaue Analyse
genetischer Varianten einer bestimmten Kohorte @iné nachfolgende Assoziation von
Polymorphismen (SNP) mit Erkrankungen. Durch disoaserten SNPs in der GWAS
werden Gene in der unmittelbaren Umgebung des 3hNPErkrankungen in Verbindung

gebracht, die diese hervorrufen oder beeinflussénnén. Das pathophysiologische
Verstandnis dieser Zusammenhhéange kann letzten@iikhankungen verstehen helfen,

Behandlungen ermdéglichen oder Erkrankungen gaiinveem.

In der vorliegenden Dissertation wurden Untersugennzu zwei in GWAS identifizierten
Connexin-Genen (Cx) durchgefihrt. Zum einen dasanenCx62 GenGJA1Q, welches
mit Hypertonie assoziiert war, zum anderen das menm@x40 GenGJAH, welches mit
linksventrikularer Hypertrophie (LVH) assoziiert w&onnexine sind die Strukturproteine
der Gap junctions (GJ), welche den morphologisdBaunstein fir den direkten Austausch
von elektrischen und chemischen Signalen zwischemad¢hbarten Zellen bilden. Sie
werden nahezu ubiquitdr exprimiert und ermoégliclzeB. die Erregungsfortleitung im
Herzen und die Fortleitung von GefaRantworten agtldes Endothels und des glatten
Muskels.

Cx57 ist das murine Ortholog zum humanen Cx62. Daimarde in wachen Cx57-
defizienten Mausen und entsprechenden Wildtyp Kudltieren der Blutdruck telemetrisch
Uber mehrere Tage gemessen. Der systolische, dstolische und der mittlere arterielle
Druck waren in heterozygoten und homozygot Cx57zaften Tieren nicht verschieden
vom Wildtyp. Lediglich der systolische Druck warhemozygot Cx57-defizienten Tieren
erhoht und unterschied sich signifikant von hetggoren Tieren. Die Herzfrequenz war in
allen Genotypen nicht voneinander verschieden.eDiggebnisse zeigen, dass Cx57 in der

Maus nicht zur Regulation des arteriellen Blutdsuak Ruhe beitragt. Diese Folgerung
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Zusammenfassung

wird von Expressionsdaten des Cx57 gestutzt. EiGalaktosidasefarbung verschiedener
Organe dieser Maus, in der dexZ Gen unter der Kontrolle des endogenen Cx57
Promotors exprimiert wird und diese Farbung als drep flur die Cx57 Expression
verwendet werden kann, zeigte lediglich in der Re@ine deutliche Blaufarbung.

Zur Untersuchung der Assoziation vdBJA5 mit LVH wurde nach funktionellen
Polymorphismen im codierenden Bereich und im Prombareich vorGJA5in Patienten-
DNA gesucht. Diese Bereiche wurden in 178 ProbardEenGWAS, die den mit LVH
assoziierten SNP im Intron des GJAS aufwiesen, esexjart. Der codierende Bereich von
GJA5wies bei keinem Probanden Auffalligkeiten auf, vaas ein potentiell funktionelles
Protein schlie3en lasst. Jedoch wurden in der Piamegion zwei bereits in der Literatur
beschriebene SNPs identifiziert, die in der voldedeten Gesamtkohorte mit Hypertonie
und LVH assoziiert waren. Diese Assoziation des ¢mygot seltenen Genotyps war
interessanterweise im mannlichen Geschlecht vodraiid=112) und fand sich nicht bei
Frauen (n=55). Funktionelle Auswirkungen der in pletativen Promotorregion vdBJAS
gelegenen zwei Polymorphismen (-44A, +71G) wurdei buciferase-Reportergen-
Assaysin HeLa und HMEC-1 Zellen untersucht. Die zwei ggBelten Polymorphismen
beeinflussten die Promotoraktivitat der inserie®&guenz weder in HeLa noch in HMEC-
1 Zellen. In einem einzigen Probanden wurden vieiteve heterozygot vorliegende
Polymorphismen identifiziert, welche die Promotdiakit der GJAS Sequenz in HelLa

Zellen deutlich reduzierten (41%).

Zusammenfassend liel3 sich fir die AssoziationGlBs10mit Hypertonie im Menschen in
der Maus kein pathophysiologischer Zusammenharigtélien. Dagegen zeigte sich eine
Assoziation zweier bereits beschriebener Polymarpkn in der putativen Promotorregion
des GJA5 mit Hypertonie und LVH in einer mittels Cx40 IntrdSNP praselektierten
Kohorte. Die Relevanz der Polymorphismen fur did@¥unktion bleibt leider unklar, da
die Cx40 Expression durch diese unveréandert blieb.
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9.1. Gelelektrophorese-Bilder

=
— e P G SEs S G G G S T S e G S G G e G G e e P S 658 bp

M

-
_..———-u-—n--—-ﬂ-:-u--l-—--ﬁ-uuc-— 689 bp

M = Low DNA Mass Ladder

Abbildung 19: PCR der codierenden Region va@®JA5 am Beispiel der Probanden 1-26 mit zwei

verschiedenen Primerpaaren (Primerpaar 1 oben hp3Bagment; Primerpaar 2 unten = 689 bp Fragment)
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Abbildung 20: PCR der Exon 1 umgebenden Region @5 am Beispiel der Probanden 1-26 mit zwei
verschiedenen Primerpaaren (Primerpaar 1 = 68 &gntent oberes Gel; Primerpaar 2 = 664 bp Fragment

unteres Gel).
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M = 100 bp DNA Ladder

Abbildung 21: PCR der Exon 1 umgebenden Region von GJA5 mit Pnimeit Schnittstellen fur die
Restriktionsendonukleasetiindlll und Xhd eines Probanden mit dem homozygot seltenen Gpnt4
AA, +71 GG, Lane 1), eines Probanden mit dem homgotzhaufigen Genotyp (-44 GG, +71 AA, Lane 2)
und eines Probanden mit vier heterozygot veranddrsitionen (-451 CT, -202 AG, -21 GC, +130 GA,
Lane 3). Es ergab sich eine Fragmentgré3e von p95 b

M

713--------.-—— — - e we oo g e e

bp

M = Hyperladder |

Abbildung 22: EcoRIl Restriktionsverdau der Plasmidpraparationen {(Maer pGEM Klone mit der
Sequenz der Exon 1 umgebenden Region @JAS5 mit seltenen Allelen (-44 A, +71 G, Lane 1-8), mit
haufigen Allelen (-44 G, +71 A, Lane 9-16) und migér veranderten Positionen (-451 T, -202 G, -21 C,

+130 A, Lane 17-24) vor der Sequenzierung einzelflene. Der Restriktionsverdau ergab eine erwartete
Fragmentgrof3e von 713 bp.
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Abbildung 23: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau der sequenzierten pGEM Kloiiteder Sequenz der Exon
1 umgebenden Region v@UJA5 mit seltenen Allelen (-44 A, +71 G, Lane 3, 4){ mmdufigen Allelen (-44
G, +71 A, Lane 6, 7) und mit vier veranderten Rosén (-451 T, -202 G, -21 C, +130 A, Lane 9, 1) f

anschlieBende Fragmentisolation und Klonierungen Hindlll / Xhd gespaltenen Vektor pGL4.10E2].
Die erwartete Fragmentgrof3e lag bei 693 bp.

693 bp

Abbildung 24: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau einiger pGL4.10¢2] Klone mit der Sequenz der Exon 1
umgebenden Region vdBJA5 mit seltenen Allelen (-44 A, +71 G, Lane 1-8), iéufigen Allelen (-44 G,
+71 A, Lane 10-17) und mit vier veranderten Posgio (-451 T, -202 G, -21 C, +130 A, Lane 19-26) zur
Kontrolle der inserierten Sequenzen. Das erwaRetgment war 693 bp grof3.
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Abbildung 25: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau von reiner Plasmid-DNA aus Mrdaparationen der drei
pGL4.10Juc?] Klone mit der Sequenz der Exon 1 umgebenden Regim GJAS5 mit seltenen Allelen (-44
A, +71 G, Lane 2), mit haufigen Allelen (-44 G, +&1Lane 3) und mit vier veranderten Positionerb{-Z,
-202 G, -21 C, +130 A, Lane 4) zur Kontrolle desdrierten Sequenzen vor der Transfektion von Zellen
Das erwartete Fragment war 693 bp groR3.

Abbildung 26: PCR an reiner Plasmid-DNA pGL4.10¢2] mit der inserierten Sequenz mit den haufigen
oder den seltenen Allelen an Position -44 bp untl bf¥ zur Verkirzung der putativen Promotorregion vo
GJAS Es wurden Primer verwendet, die ehtiadlll- bzw. Xhd- Schnittstelle aufwiesen. Die PCR ergab ein
Fragment fir das 2. Konstrukt mit haufigem/seltenaliel einer Grof3e von 502 bp (Lane 1, 2), ein
Fragment fir das 3. Konstrukt einer Grof3e von 486Uane 3), ein Fragment fir das 4. Konstrukt rimieen
haufigen/seltenen Allel einer GroRe von 274 bp f@.ah 5), ein Fragment fir das 5. Konstrukt mit
haufigen/seltenen Allelen einer GroRe von 193 bpn@ 6, 7) und ein Fragment fur das 6. Konstrukt mit
einem haufigen/seltenen Allel einer GréRe von 15{lane 8, 9).

104



Anhang

Abbildung 27: EcoRI Restriktionsverdau der Plasmidpréaparationen {Mier pGEM Klone mit dem 2.
Konstrukt mit haufigem Allel an Position -44 bp (bBp).

Abbildung 28: EcoRI Restriktionsverdau der Plasmidpraparationen {Mier pGEM Klone mit dem 2.
Konstrukt mit seltenem Allel an Position -44 bp @Bp, Lane 1-12) und der pGEM Klone mit dem 3.
Konstrukt (504 bp, Lane 13-24).

Abbildung 29: EcoRI Restriktionsverdau der Plasmidpraparationen {Mier pGEM Klone mit dem 4.
Konstrukt mit haufigem Allel an Position -44 bp @Bp, Lane 1-8), der pGEM Klone mit dem 4. Konstruk
mit seltenem Allel an Position -44 bp (293 bp, L& #&6) und der pGEM Klone mit dem 5. Konstrukt mit
haufigen Allelen an Position -44 bp und +71 bp (BplLane 17-24).
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Abbildung 30: EcoRI Restriktionsverdau der Plasmidpréaparationen {Mier pGEM Klone mit dem 5.
Konstrukt mit seltenen Allelen an Position -44 bdu71 bp (211 bp, Lane 1-8), der pGEM Klone mitnde
6. Konstrukt mit haufigem Allel an Position +71 (69 bp, Lane 9-16) und der pGEM Klone mit dem 6.
Konstrukt mit seltenem Allel an Position +71 bp Y1, Lane 17-24).

M = Hyperladder |

Abbildung 31: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau der sequenzierten pGEM Klonedan unterschiedlich
langen Sequenzen der Exon 1 umgebenden RegiorGudd 2. Konstrukt mit haufigen/seltenen Allelen
und einer FragmentgréfZe von 500 bp (Lane 1, 2s)irkin Fragment des 3. Konstrukts mit einer Gnifde
484 bp (Lane 3, links), ein Fragment fir das 4. &arkt mit einem haufigen/seltenen Allel und ei@gbRe
von 273 bp (Lane 4, 5, links), ein Fragment delKdnstrukts mit haufigen/seltenen Allelen einer Gr&fdn

191 bp (Lane 1, 2, rechts) und ein Fragment dé&ofAstrukts mit einem haufigen/seltenen Allel eitgbRe
von 149 bp (Lane 3, 4, rechts). Die Fragmente wuraleschlieBend aus dem Gel extrahiert und in den
Hindlll / Xhd gespaltenen Vektor pGL4.10E2] inseriert.
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Abbildung 32: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau einiger pGL4.10¢2] Klone mit dem 2. Konstrukt mit
haufigem (500 bp, Lane 1-6) und seltenem Allel (3) Lane 7-12) an Position -44 bp und einiger
pGL4.10Juc?] Klone mit dem 3. Konstrukt (484 bp, Lane 13-18).

Abbildung 33: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau einiger pGL4.10¢2] Klone mit dem 4. Konstrukt mit
haufigem (273 bp, Lane 1-6) und seltenem Allel (Bp3Lane 7-12) an Position -44 bp.
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Abbildung 34: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau einiger pGL4.10¢2] Klone mit dem 5. Konstrukt mit
haufigen (191 bp, Lane 1-7) und seltenen Alleledl(bp, Lane 8-14) an Position -44 bp und +71 bp und
einiger pGL4.10uc2] Klone mit dem 6. Konstrukt mit haufigem (149 bW@ne 15-21) und seltenem Allel
(149 bp, Lane 22-28) an Position +71 bp.

500bp  484bp 273 Dbp 191 bp 149 bp

M = Hyperladder |

Abbildung 35: Hindlll / Xhd Restriktionsverdau von reiner Plasmid-DNA aus Midaparationen der
verschiedenen pGL4.10E2] Klone Konstrukt 2-6 mit den unterschiedlich lang8equenzen der Exon 1
umgebenden Region vaBJA5 mit haufigen und seltenen Allelen zur Kontroller deserierten Sequenzen
vor der Transfektion von Zellen (2. Konstrukt: Lan&; 3. Konstrukt: Lane 3; 4. Konstrukt: Lane 4,55
Konstrukt: Lane 6, 7; 6. Konstrukt: Lane 8, 9).
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9.2. Abkurzungsverzeichnis

A

A. dest destilliertes Wasser (Aqua destillatum)

ad auffillen auf (lat.: zu, nach)

ATP Adenosintriphosphat

B

C

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

Cx Connexin

D

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphate (ddATP, d&GddTTP,
ddCTP)

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTO Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.: deoxyriboraiclacid)

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat (dATP, dGTP, BTACTP)

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure

DSI Fa. Data Sciences International

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EtOH Ethanol

F

FA Formaldehyd

FCS Fotales Kalberserum (engl.: fetal calf sgrum
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GJ

H
HelLa Zellen
HMEC-1 Zellen
HPLC

H20

IP3

K

K-Acetat (CHCOOK)

KH2POy
KCI

K4Fe(CN)} x 3 H,0

KsFe(CN)
KG

L
LB

M
Mg**
MgCl, x 6 H,O

N

Na, EDTA

NaCl

NaHPO, x 2 H,0

Gap junctions

Epithelzelllinie eines Zervixkarzinemwon Henrietta Lacks
engl.: human microvascular endotialells
High Performance Liquid Chromatography

Wasser

Inositol-1,4,5-triphosphat

Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat Il
Kaliumhexacyanoferrat Ill

Kdrpergewicht

Luria-Bertani Medium fUE. coli

Magnesium

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat
Natriumchlorid

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
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NaOH

0]
O,
OH-Gruppe

P
P1, 2 bzw. 3
PBS

RT

ssDNA
SDS
SNP

T
TAE Puffer
Taq DNA Polymerase

TBE Puffer
™

U
UN
UV-Licht

Natriumhydoxid

Sauerstoff

Hydroxylgruppe

Pufferl, 2 bzw. 3
phosphatgepufferte Salzlésung
(engl. phosphate buffered saline)

registrierte Warenmarke

Raumtemperatur

einzelstrangige Desoxyribonukleinsdure
Natriumdodecylsulfat (engl.: Sodium dodestyfate)

engl.: single nucleotide polymorphism

Tris-Acetat-EDTA Puffer
DNA Polymerase disermus aquaticus
Tris-Borsaure-EDTA Puffer

unregistrierte Warenmarke (engl.: Trade Mark)

Uber Nacht
ultraviolettes Licht

111



Anhang

viv Konzentrationsangabe: volume per volume

wiv Konzentrationsangabe: weight per volume

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacigpnosid
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Bereitstellung der GWAS Daten und Herrn Prof. Der. rnat. Frank Kaiser fur die

freundliche Aufnahme im Institut fur HumangenetilOhne Ihre Unterstitzung,

Anregungen und Diskussionen hatten diese Proje&kd durchgefuhrt werden kénnen.

Ein groRes Dankeschon méchte ich Frau Rita Meusspmachen. Sie hat mich in allen
Hohen und Tiefen durch die letzten Jahre begleitétht nur ihre hervorragende
technische Assistenz sondern auch ihre Menschlichike ihr Verstandnis haben mich

unterstitzt und gestarkt. Wenn es keine Zufallg gidnn sollte dies wirklich so sein.

Herrn Dr. rer. nat. Markus Bottcher danke ich fig drenzenlose Hilfsbereitschaft und
Freundschaft. Wie ist es nur moglich, dass es Mensgibt, die annahernd jedes Problem
l6sen, jedes Gerat zum Funktionieren bringen undemda sind, wenn man sie braucht?
Herzlichen Dank, aber die Zeit unseres Buro-WG-bsbwar einfach zu kurz. Zudem
mochte ich Herrn Dr. med. Volker Schmidt danker, mé mit viel Geduld und grol3er
Sorgfalt gezeigt hat, wie man eine Maus fur dieawitalmikroskopie operiert, und Herrn
Alexander Jobs, fir die Einweisung in die Blutdnmelssung bei Mausen. Vielen Dank fur

den guten Start in der Arbeitsgruppe.

Mein besonderer Dank gilt meiner Familie, wie schdsss es Euch gibt. Obwohl ihr nah
und fern seid, ihr glaubt an mich und seid fir ma#y auch wenn es nicht immer so

einfach ist. Tausend Dank.
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