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Die Herzinsuffizienz zahlte 2013 mit 45.815 Fallen zu den drei haufigsten
Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland. Zudem war diese Erkrankung
laut Mitteilung des Statistischen Bundesamtes 2011 der h&ufigste Grund fir einen
stationaren Krankenhausaufenthalt — etwa 380.100 Féalle wurden verzeichnet.

Die Herzinsuffizienz ist vielfach die Folge einer vorangegangenen
Herzmuskelhypertrophie. In  den letzten Jahren wurden  zahlreiche,
molekularbiologische Signalwege der Herzmuskelhypertrophie aufgedeckt. Als
vielversprechendes Kandidatengen wurde das bis dato am Herzen weitgehend
unbekannte Enzym DYRK1A gehandelt. Aufgrund der Lokalisation des DYRK1A-
Gens in der ,Down syndrome cirtical region“ und den haufigen Herzentwicklungs-
und Herzfunktionsstérungen der Trisomie 21, liel3 sich eine bedeutsame Rolle der
Kinase in der Pathogenese der Herzmuskelhypertrophie/-insuffizenz vermuten.

Um die Serin-/Threoninkinase DYRK1A in seiner kardialen Funktion zu untersuchen,
wurde zunachst die adenovirale Uberexpression in Kardiomyozyten eingesetzt.
Mittels quantitativer Realtime-PCR sowie der Proteinbiochemie erfolgte die
guantitative  und  qualitative = Analyse  bekannter = Messparameter  des
sog. ,hypertrophen  Genprogramms®, wie ANF und BNP. Um die
molekularbiologischen ~ Versuche  zu untermauern, wurde mit  Hilfe
immunzytochemischer Verfahren die Kardiomyozytengro3e bestimmt. Bei
Uberexpression von DYRK1A zeigte sich eine Attenuierung des hypertrophen
Genprogramms sowie zytologisch eine Hypotrophie. Konkret milderte die Infektion
mit ADDYRKZ1A die durch Phenylephrin (PE) hervorgerufene, zellulare Hypertrophie
hdchst signifikant ab (p <0,001) und auch auf molekularer Ebene zeigte sich ein

hochst signifikanter Rickgang der durch PE induzierten Hochregulation an mRNA



des hypertrophen Genprogramms (ANF: -67,8%, p<0,001; BNP: -75,8%,
p <0,001). Gleichsinnig reduzierte die Infektion mit AdDYRK1A die durch
Uberexpression von Calcineurin hervorgerufene Zunahme der
Kardiomyozytenoberflache (-78,0%). Diese Abmilderung des zellularen Phanotyps
ging auch mit einer verminderten Induktion von ANF (-60,0%, p < 0,05) und BNP (-
56,0%, p <0,05) einher. Dass tatsachlich die phosphorylierende Funktion von
DYRKZ1A die oben beschriebenen Effekte hervorruft, legte die Kontrolle mit Hilfe der
katalytisch inaktiven Punktmutanten (AdDYRK1A-K188R) nahe, bei der die
antihypertrophen Effekte nicht zu beobachten waren.

Um als Gegenstick dazu die Bedeutung des endogenen DYRK1A zu verstehen,
wurden in einem zweiten Schritt dhnliche Methoden wie bei der Uberexpression
gewdahlt, jedoch kam zusatzlich zu einem adenoviralen Knockdown eine
pharmakologische Hemmung der Kinase zum Einsatz. Es zeigte sich in Konsistenz
mit den Vorergebnissen eine Aktivierung des hypertrophen Genprogramms und
zytologisch eine Hypertrophie. Konkret zeigte sich unter Knockdown des endogenen
DYRK1A mittels AdmiR-DYRK1A eine hochst signifikante Zunahme der
Kardiomyozytenflache um das 1,8-Fache (x 0,05, p < 0,001) und eine Ausschittung
prohypertropher Stimuli (MRNA-ANF: 9,8-fach + 2,8, p <0,05) im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich
unter spezifischer DYRK1A-Hemmung mittels des Pharmakons Harmine eine
deutliche zellulare Hypertrophie (1,6-fach + 0,04, p < 0,001) sowie eine Induktion der
ANF-Expression auf das 2,2-Fache (x 0,2, p <0,05). Auch im Luciferase-Assay war
ein dosisabhangiger Anstieg der Grundaktivitat des NFAT-Reporters durch miRNA-
vermittelten Knockdown auf das 4,3-Fache (+ 0,5, p<0,001) zu beobachten.
Interessanterweise verdoppelte sich der Anstieg nochmals, wenn AdCnA zeitgleich
hinzugegeben wurde. Die pharmakologische DYRK1A-Hemmung durch Harmine
Ubertraf den durch Calcineurin hervorgerufene Effekt wiederum um das 1,5-Fache
(p <0,01).

Um die naheliegende Schlussfolgerung, dass die antihypertrophen Effekte von
DYRKZ1A vorwiegend lber den Calcineurin-/NFAT-Signalweg vermittelt werden, zu
validieren, wurde die Expression der RCAN-Isoformen betrachtet. Wahrend der
Promotor von RCAN 1-4 durch die Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie aktiviert
werden, vollzieht sich die Expression von RCAN 1-1 unabhéngig vom

Calcineurin/NFAT-Signalweg. In Ubereinstimmung mit obigen Ergebnissen zeigte



sich durch Harminebehandlung nur die RCAN 1-4 Expression merklich hochreguliert,
was auf eine gesteigerte Aktivitat des Calcineurin/NFAT-Signalwegs unter Inhibition
von DYKR1A hinweist.

Zusammenfassend konnte durch die vorliegende Dissertationsarbeit DYRK1A
erstmals als neuer Regulator in den Signalkaskaden der kardialen Hypertrophie
eingeordnet werden. Wahrend DYKR1A Agonisten- sowie Calcineurin-induzierte
Hypertrophie in vitro zu inhibieren vermag, flihrt im Umkehrschluss der adenovirale
Knockdown sowie die pharmakologische Hemmung zu einem hypertrophen
Phanotyp. Der antihypertrophe Effekt von DYRK1A wird zumindest teilweise durch

eine gesteigerte Phosphorylierung der NFAT-Transkriptionsfaktoren vermittelt.



