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1. Zusammenfassung 

Das Wilmstumorgen WT1 wurde ursprünglich als Tumorsuppressorgen charakterisiert 

und kodiert ein Zinkfingerprotein. Von den zahlreichen bekannten Proteinvarianten ist 

es die sog. WT1(-KTS) Isoform, die als Transkriptionsfaktor wirkt. Während der 

Embryonalentwicklung wird WT1 hauptsächlich im Urogenitalsystem und Mesothel 

exprimiert, für deren Entwicklung es erforderlich ist. 

Das GATA4 Gen gehört zu einer Familie von 6 Transkriptionsfaktoren mit dem 

gemeinsamen Merkmal einer hochkonservierten DNA-Bindungsdomäne, mit der sie an 

die Nukleotidsequenz (A/T)GATA(A/G) binden. GATA4 wird im Endoderm und 

Mesoderm sowie daraus abgeleiteten Geweben exprimiert und ist in der Embryogenese 

unter anderem für die Epikardentwicklung sowie Gonadendifferenzierung erforderlich. 

WT1 und GATA4 zeigen während der Embryonalentwicklung unter anderem in den 

Gonaden sowie im Epikard phasenweise ein überlappendes Expressionsmuster. Eine 

Inaktivierung der Gene sowohl von Wt1 als auch von Gata4 führt in transgenen Mäusen 

zu ähnlichen Phänotypen mit Störungen der Herz- und Gonadendifferenzierung. 

Darüber hinaus regulieren beide Proteine gemeinsame gonadale Zielgene. Vor diesem 

Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit die Hypothese überprüft werden, dass die 

Expression des GATA4 Gens durch WT1 reguliert wird. 

Wt1-defiziente Mausembryonen (Wt1-/-) wiesen einen signifikant reduzierten Gata4 

mRNA Gehalt in Herz (ca. 50% Reduktion) und Gonaden (ca. 80% Reduktion) 

gegenüber Wildtyp Wurfgeschwistern auf. Mithilfe von 

Immundoppelfluoreszenzfärbungen wurden die WT1 und GATA4 Proteine in 

epikardialen Zellen von murinen embryonalen Herzen (E12.5) sowie in den Gonaden 

adulter Wildtyp Mäuse kolokalisiert. In M15-Zellen aus der Mesonephros/Gonaden-

Region führte eine Hemmung der Wt1 Expression durch siRNA zu einer Reduktion der 

Gata4 mRNA um ca. 50%. Diese Resultate zeigen, dass WT1 während der 

Mausembryogenese für eine normale Expression von GATA4 in den Herzen und 

Gonaden notwendig ist. Um den zugrundeliegenden molekularen 

Regulationsmechanismus weiter zu analysieren, wurden Gata4 Promotor-

Reporterkonstrukte gemeinsam mit WT1(-KTS) Expressionskonstrukten zellulär 

kotransfiziert. Ein signifikanter Einfluss von WT1 auf die Aktivität des Gata4 Promotors 

konnte in diesen Kontransfektionsexperimenten jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Hingegen zeigte der distale Gata4 Enhancer, der für die Ausbildung des lateralen 
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Mesoderms erforderlich ist, eine signifikante Aktivierung durch WT1. Unter Verwendung 

von Deletionskonstrukten konnte der WT1-sensitive Bereich innerhalb des Gata4 

Enhancers auf eine ca. 50 bp lange Sequenz eingegrenzt werden. Die in vivo Bindung 

von WT1 Protein an die Enhancer-Region in M15-Zellen wurde mittels 

Chromatinimmunpräzipitation (ChIP) nachgewiesen. Schließlich konnte im 

Elektrophoresemobilitätsshiftassay (EMSA) eine Bindung von WT1(-KTS) an den WT1-

sensitiven, 50 bp langen Bereich des mesodermalen Gata4-Enhancers belegt werden.  

Zusammenfassend dokumentieren diese Ergebnisse eine direkte Stimulation des 

mesodermalen Gata4-Enhancers durch WT1. Damit wurde ein neuer Mechanismus für 

die Entwicklung des lateralen Mesoderms beschrieben. 
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2. Abstract 

The Wilms’ tumor gene WT1 was initially characterized as tumor suppressor gene and 

is encoding a zinc finger protein. Of the many known protein isoforms it is the WT1(-

KTS) isoform which acts as transcription factor. Throughout embryogenesis, WT1 is 

expressed in the genitourinary system and mesothelium.  

The GATA4 gene belongs to a family of 6 transcription factors which have in common a 

highly conserved DNA binding domain that directs binding to the nucleotide sequence 

element (A/T)GATA(A/G). GATA4 is expressed in the endoderm and mesoderm as well 

as in derived tissues and needed for epicardial development and gonadal differentiation 

during embryogenesis. 

Throughout embryogenesis, WT1 and GATA4 proteins display an overlapping spatio-

temporal expression pattern in gonads and epicardium. Transgenic mice with 

inactivation of the Wt1 and Gata4 genes have similar phenotypes of disrupted cardial 

and gonadal differentiation. Furthermore, both proteins jointly regulate gonadal genes. 

The purpose of this study is to verify the hypothesis that the expression of the GATA4 

gene is regulated by WT1. 

Wt1-deficient mouse embryos (Wt1-/-) showed a significant reduction of Gata4 mRNA 

levels in heart (approx. 50%) and gonads (about 80%) compared to their wildtype 

littermates. Double immunofluorescent stainings revealed a co-localization of WT1 and 

GATA4 proteins in murine epicardial cells (e12.5) and in the gonads of adult wildtype 

mice. Inhibition of Wt1 expression by RNA interference in M15 cells, which are derived 

from the mesonephros/gonad region, resulted in an approx. 50% reduction of Gata4 

mRNA levels. These results show that WT1 is essential for normal expression of 

GATA4 in heart and gonads during mouse embryogenesis. 

To further analyze the regulatory molecular mechanisms, Gata4 promoter reporter 

constructs were co-transfected along with WT1(-KTS) expression constructs. WT1 

protein had no significant effect on the Gata4 promoter activity in these co-transfection 

experiments. However, the distal Gata4 enhancer, required for development of the 

lateral mesoderm, showed a significant activation by WT1. By usage of deletion 

constructs, the WT1-sensitive region within the Gata4 enhancer could be narrowed 

down to a 50 bp long sequence. In vivo binding of Wt1 protein to the enhancer region in 

M15 cells was demonstrated with chromatin immunoprecipitation assay (ChIP). Finally, 

binding of WT1(-KTS) to the WT1-sensitive 50 bp long Gata4 enhancer region was 
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proved by electromobility shift assay (EMSA). In summary, the results document a 

direct stimulation of the mesodermal Gata4 enhancer by WT1. Thereby a new 

mechanism for the development of the lateral mesoderm has been described. 
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3. Einleitung 

Embryogenese (gr. εηβρυον - „ungeborene Leibesfrucht“ und γένεσισ – „Entwicklung“) 

beschreibt den Weg von der befruchteten Eizelle über die Stadien der Furchung, 

Blastulation und Gastrulation bis einschließlich der Ausbildung der Organanlagen 

(Moore und Persaud 2007). Beim Menschen ist die Embryogenese 8 Wochen post 

conceptionem abgeschlossen. Danach erfolgt die Reifung der Organe, die zumeist über 

den Geburtstermin hinausreicht (Moore und Persaud 2007).  

Es ist bemerkenswert, dass zwar alle Zellen des Körpers dasselbe Erbgut besitzen, 

aber trotzdem zu strukturell und funktionell unterschiedlichen Zelltypen differenzieren 

können. Hierfür ist die zeitlich und räumlich koordinierte Expression bestimmter, für die 

Zellspezifizierung relevanter Gene entscheidend. Grundsätzlich kann die Regulation der 

Genexpression auf verschiedenen Ebenen, z.B. der Transkription, dem mRNA Spleißen 

und der Proteintranslation erfolgen, oder durch post-translationale Vorgänge reguliert 

sein (Löffler, Petrides und Heinrich 2007). 

Für eine normale Embryonalentwicklung ist die zell- und gewebespezifische Kontrolle 

der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren von zentraler Bedeutung. 

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, die die Herstellung einer Genkopie 

in Form eines mRNA-Einzelstrangmoleküls steuern (Löffler, Petrides und Heinrich 

2007). Bei der Transkription können verschiedene Stadien unterschieden werden: 

Während der Initiation erfolgt die Rekrutierung der RNA-Polymerasen an den 

Transkriptionsstartpunkt. Elongation bezeichnet die Verknüpfung der einzelnen 

Nukleotide zu einem wachsenden RNA-Strang durch den sog. Elongationskomplex. 

Während der Termination wird die Transkription beendet, und es erfolgt eine 

Polyadenylierung am 3’-Ende der mRNA. Grundsätzlich können Transkriptionsfaktoren 

alle Phasen der Transkription beeinflussen. Sie binden dabei an cis-regulatorische 

DNA-Sequenzen, die sich zumeist in der Promotorregion der von ihnen regulierten 

Zielgene befinden. Cis-regulatorische Elemente außerhalb des Promotors lassen sich 

sog. Enhancern oder Silencern zuordnen (Löffler, Petrides und Heinrich 2007). Durch 

Bindung von Transkriptionsfaktoren an Enhancer und Silencer wird die Transkription 

des betreffenden Gens verstärkt bzw. abgeschwächt. Man vermutet, dass durch 

Anlagerung von Transkriptionsfaktoren eine räumliche Nähe des Enhancers/ Silencers 

zum Initiationskomplex an der Transkriptionsstartstelle hergestellt und dadurch die 
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Transkriptionseffizienz verändert wird (Abbildung 1). Die promotorfernen Enhancer/ 

Silencer vermitteln häufig eine Gewebespezifität der Genexpression. 

 

 

Abbildung 1: Modell zur Wirkung von Transkriptionsfaktoren an promotorfernen Enhancern. Die Bindung 
von Transkriptionsfaktoren an cis-regulatorische Enhancerelemente stellt eine enge räumliche Beziehung 
zum Initiationskomplex im Bereich der Transkriptionsstartstelle her. Auf diese Weise wird die 
Transkription durch Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen an den Promotor 
verstärkt. TF: Transkriptionsfaktor, L: Ligand, MP: Mediatorprotein, IK: Initiationskomplex mit 
Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerase, TS: Transkriptionsstartstelle. (Nach Löffler, Petrides und 
Heinrich 2007) 

 

Mutationen von Transkriptionsfaktoren, die für eine normale Embryogenese erforderlich 

sind, können beim Menschen krankheitsrelevante Entwicklungsdefekte verursachen. 

Beispiele hierfür sind die Transkriptionsfaktoren WT1 und GATA4 bzw. deren 

kodierende Gene.  

 

3.1 Wilms-Tumor-Protein (WT1) 

Das humane Wilmstumor-Gen WT1 ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 (11p13) 

lokalisiert und hat eine Gesamtlänge von ca. 50 kb (Call et al. 1990, Gessler et al. 1990, 

Haber et al. 1991). Es wurde ursprünglich aufgrund inaktivierender Mutationen, die in ca. 

10% der Wilms-Tumoren nachweisbar sind, als ein Tumorsuppressorgen charakterisiert 

(Haber et al. 1991, Hastie 1994). Wilms-Tumoren (Nephroblastome) sind maligne 

Nierentumoren, die zumeist im Kindesalter mit einer Häufigkeit von ca. 1:10.000 

Enhancer 
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auftreten. Sie entstehen aus persistierenden Resten embryonalen Nierengewebes und 

gelten als das Resultat einer gestörten Nierenentwicklung (Hastie 1994). 

Die 10 Exons des WT1 Gens kodieren für ein Protein mit vier C-terminalen Cys2His2 

Zinkfingern, über die eine Bindung an Nukleinsäuren erfolgt (Abb. 2, Call et al. 1990, 

Gessler et al. 1990, Scholz und Kirschner 2005). Im N-terminalen Proteinabschnitt 

befinden sich die transkriptionelle Aktivierungs- und Repressionsdomäne (Abb. 2, 

Scholz und Kirschner 2005, Wang et al. 1993, Hastie 1994, Roberts 2005, Scharnhorst 

2001). Weitere funktionell wichtige Proteindomänen sind ein Autoassoziations- und 

RNA-Erkennungsmotiv sowie ein nukleäres Lokalisationssignal (Scholz und Kirschner 

2005, Roberts 2005, Scharnhorst 2001, Englert et al. 1995, Kennedy et al. 1996, 

Depping et al. 2012). Mehr als 30 verschiedene WT1-Proteinvarianten mit molaren 

Massen zwischen 33 und 62 kDa wurden bislang beschrieben (Bruening und Pelletier 

1996, Scharnhorst 2001, Dallosso et al. 2004, Hohenstein und Hastie 2006). Die 

Vielzahl der Proteine entsteht durch unterschiedliches mRNA Spleißen, 

Translationsbeginn an verschiedenen Start-Codons, RNA-Editing und post-

translationale Modifizierungen (Haber et al. 1991, Sharma et al. 1994, Bruening und 

Pelletier 1996, Scharnhorst 2001, Dallosso et al. 2004, Roberts 2005). Zu den 

wichtigsten Spleißvarianten gehört die Insertion von 17 Aminosäuren durch den 

Gebrauch von Exon 5, und die Insertion von drei Aminosäuren (Lysin, Threonin, Serin 

[+KTS]) zwischen den dritten und vierten Zinkfinger durch Verwendung einer 

alternativen Spleißdonorstelle in Exon 9 (Abb. 2, Haber et al. 1991, Scholz und 

Kirschner 2005). Die WT1(-KTS) Varianten, denen die Tripeptid-Insertion fehlt, binden 

an GC-reiche DNA-Sequenzen mit dem Konsensusmotiv 5’-

GCG(T/G)(G/A)GG(C/A)G(G/T)-3’ und wirken als Transkriptionsfaktoren (Rauscher et 

al. 1990, Hartwig et al. 2010, Scharnhorst 2001). WT1-Zielgene kodieren unter anderem 

für Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Zelladhäsionsmoleküle, zelluläre 

Strukturproteine und Signalmoleküle (Mayo et al. 1999, Wagner et al. 2005a, 

Übersichten in Scharnhorst 2001 und Roberts 2005). Die WT1(+KTS) Isoformen 

besitzen eine höhere RNA-Bindungsaffinität als die WT1(-KTS) Varianten und wurden 

als Regulatoren von RNA-Spleißprozessen postuliert (Kennedy et al. 1996, Englert et al. 

1995, Larsson et al. 1995, Übersicht in Scharnhorst 2001).  

 

 

 



 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 2: Organisation des WT1 Gens (A) und Domänenstruktur von WT1 Protein (B). R bezeichnet 
die Repressionsdomäne, A die Aktivierungsdomäne. Zn, Zinkfinger. Grün markiert sind in Abb. B die 
beiden wichtigsten Spleißvarianten: Spleißvariante 1 ist das für 17 Aminosäuren (17AA) kodierende Exon 
5, Spleißvariante 2 in Exon 9 bezeichnet die Insertion dreier Aminosäuren (Lysin-Threonin-Serin, KTS) 
zwischen den dritten und vierten Zinkfinger. Die Zahlen in B entsprechen den Positionen der 
Aminosäuren (Abbildung A modifiziert nach Scholz und Kirschner 2005, B modifiziert nach Roberts 2005).  

 

Während der Embryonalentwicklung wird WT1 hauptsächlich im Urogenitalsystem und 

Mesothel exprimiert (Pritchard-Jones et al. 1990, Buckler et al. 1991, Armstrong et al. 

1992). Ein besonders hohes Expressionsniveau ist in den Nieren- und Gonadenanlagen 

nachweisbar (Call et al. 1990, Pelletier et al. 1991, Mundlos et al. 1993). Im Verlauf der 

Entwicklung nimmt die WT1 Expression ab, so dass im Organismus des Erwachsenen 

WT1 nur noch in wenigen Zelltypen, u.a. in den Podozyten der Nierenglomeruli und im 

Epikard, gebildet wird (Armstrong et al. 1992, Mundlos et al. 1993, Moore et al. 1999, 

Scholz und Kirschner 2011).  

WT1 ist für die normale Embryogenese erforderlich. Mausembryonen mit homozygotem 

Wt1-Gendefekt (Wt1-/-) sind ab dem 13. Entwicklungstag letal. Ein phänotypisches 

Merkmal der Knockout-Mutanten ist das weitgehende Fehlen der Nieren- und 

Gonadenanlagen (Kreidberg et al. 1993, Davies et al. 2004). Weitere 

Entwicklungsdefekte betreffen unter anderem die Milz, Nebennieren, die neuronalen 

A 

B 

Autoassoziationsdomäne Zinkfingerdomäne 

RNA-Erkennungsmotiv nukleäre Lokalisation 
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Zellen der Retina sowie das Riechepithel und blutbildende System (Herzer et al. 1999, 

Moore et al. 1999, Wagner et al. 2002a, Wagner et al. 2005b, Alberta et al. 2003).  

Die meisten WT1 exprimierenden Zelltypen besitzen die Eigenschaft, zwischen einem 

undifferenzierten mesenchymalen Zustand und einer epithelialen Differenzierung 

wechseln zu können. Diese Vorgänge, die WT1 erfordern, werden als mesenchymal-

epitheliale bzw. epithelial-mesenchymale Transition (MET bzw. EMT) bezeichnet. Ein 

Beispiel für MET ist die Epithelbildung in Nieren und Gonaden aus unreifen 

mesenchymalen Vorläuferzellen während der Embryogenese (Pritchard-Jones et al. 

1990, Davies et al. 2004, Hohenstein und Hastie 2006). EMT, d.h. die Entwicklung 

mesenchymaler Zellen aus Epithelgewebe, ist für die Entwicklung kardiovaskulärer 

Progenitorzellen im embryonalen Epikard von zentraler Bedeutung. Das Epikard ist ein 

Mesothel, das im Bereich des Sinus venosus aus dem Proepikard entsteht und die 

äußere Herzoberfläche bedeckt (Männer et al. 2001). Während der Herzentwicklung 

erlangen epikardiale Zellen durch EMT einen mesenchymalen Phänotyp, der ihnen die 

Einwanderung in das benachbarte Herzmuskelgewebe ermöglicht (Wessels und Pérez-

Pomares 2004). Dort differenzieren die Mesenchymzellen zu Kardiomyozyten, 

interstitiellen Fibroblasten und Gefäßzellen (Mikawa und Gourdie 1996, Dettman et al. 

1998, Pérez-Pomares et al. 2002; Cai et al. 2008, Zhou et al. 2008). In Einklang mit der 

Rolle von WT1 als Mediator des EMT wurde in Wt1-defizienten Mausembryonen ein 

Vaskulogenesedefekt im Herzen sowie eine Hypoplasie des Ventrikelmyokards 

festgestellt (Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999, Wagner et al. 2005a). 

Interessanterweise wurde nach Myokardinfarkt bei Ratten eine de novo Expression von 

WT1 in Blutgefäßen im Infarktrandbereich beobachtet (Wagner et al. 2002b, Smart et al. 

2011). Dies deutet darauf hin, dass WT1 möglicherweise auch im vollständig 

entwickelten Herzmuskel EMT ermöglicht und dadurch die Ausbildung von Blutgefäßen 

fördert. Als transkriptionelle WT1-Zielgene im Rahmen des EMT/MET wurden Snai1 

und Cdh1, die für den Transkriptionsfaktor SNAIL bzw. das Zelladhäsionsmolekül E-

Cadherin kodieren, identifiziert (Cano et al. 2000, Martinez-Estrada et al. 2010).  

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass WT1 auch in adulten Organen von großer 

Relevanz ist. Die induzierte Wt1-Deletion verursachte bei Mäusen ein 

Multiorganversagen (Chau et al. 2011). Neben einer Glomerulosklerose der Nieren und 

weiteren Organschäden wurde bei den Versuchstieren u.a. eine ausgeprägte 

Osteoporose und Störung der Hämatopoiese festgestellt (Chau et al. 2011).  
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Auch beim Menschen können WT1-Gendefekte Krankheiten verursachen. Beispiele 

hierfür sind das WAGR Syndrom (Wilms-Tumor, Aniridie, urogenitale Fehlbildungen, 

mentale Retardierung) (Morrison et al. 2008), das Beckwith-Wiedemann Syndrom 

(asymmetrische Organomegalie, umbilikale Hernie, Hypoglykämie, moderat erhöhtes 

Karzinomrisiko) und das Denys-Drash Syndrom (Pseudohermaphroditismus, renale 

mesangiale Sklerose, Prädisposition zu Wilms-Tumoren) (Morrison et al. 2008). 

Mutationen im WT1 Gen wurden auch bei Patienten mit Meacham-Syndrom 

(männlicher Pseudohermaphroditismus, kongenitale Herzfehler, Diaphragmadefekte) 

gefunden (Suri et al. 2007). Interessanterweise wird WT1 in einigen malignen Tumoren, 

z.B. in Neuroblastomen, malignen Melanomen, Lungenkarzinomen und Leukämiezellen, 

stärker exprimiert als in den gesunden Geweben, von denen diese Tumoren 

abstammen (Oji et al. 2002, Wagner et al. 2008, Wang et al. 2011, Übersichten in Yang 

et al. 2007 und Huff 2011). Es wird deshalb vermutet, dass WT1 das Wachstum 

mancher Karzinome fördert. Eine überzeugende Erklärung für die dualen Eigenschaften 

von WT1 als Tumorsuppressor und Onkogen gibt es bislang nicht. Möglicherweise 

beruhen die gegensätzlichen Wirkungen von WT1 (proliferativ bzw. antiproliferativ-

apoptotisch) auf zelltypspezifischen Interaktionen mit unterschiedlichen 

Proteinbindungspartnern und/ oder auf Veränderungen im relativen Mengenverhältnis 

der verschiedenen WT1-Proteinvarianten (Hohenstein und Hastie 2006, Yang et al. 

2007, Huff 2011, Scholz und Kirschner 2011, Hartkamp und Roberts 2010, Depping et 

al. 2012). 

 

3.2 GATA4 Transkriptionsfaktor 

GATA4 gehört zu einer Familie von 6 Transkriptionsfaktoren, die als gemeinsames 

Merkmal eine hoch konservierte DNA Bindungsdomäne besitzen, mit der sie an die 

Nukleotidsequenz (A/T)GATA(A/G) binden (Arceci et al. 1993, Morrisey et al. 1997). 

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Gewebeexpression werden die GATA Proteine in zwei 

Subgruppen unterteilt: Die Faktoren GATA1, -2 und -3 kommen überwiegend in 

hämatopoietischen Stammzellen vor und regulieren differenzierungsabhängig die 

Genexpression in T-Lymphozyten, erythroiden Zellen sowie Megakaryozyten (Molkentin 

2000). GATA-4, -5 und -6 werden in Geweben exprimiert, die vom Mesoderm und 

Endoderm abstammen (Molkentin 2000). 
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Das GATA4 Gen befindet sich auf Chromosom 8p23.1 und besteht aus sieben Exons 

(Pehlivan et al. 1999, Molkentin 2000). Das murine Protein hat ein Molekulargewicht 

von ca. 48 kDa (Arceci et al. 1993). Es besitzt zwei Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys 

Zinkfinger und zwei angrenzende basische Regionen, wobei der C-terminale Zinkfinger 

für die DNA-Bindung erforderlich ist. Außerdem enthält das GATA4 Protein zwei N-

terminale Transaktivierungsdomänen und eine C-terminale nukleäre 

Lokalisationssequenz in der basischen Region (Morrisey et al. 1997, Molkentin 2000).  

GATA4 wird im Endoderm und Mesoderm sowie in daraus abgeleiteten Geweben 

exprimiert (Arceci et al. 1993). Während der Mausembryogenese ist es im Herzen 

(Endokard, Epikard und Myokard), Darmepithel, Testes, Ovarien, Leber, Nebennieren, 

viszeralem sowie parietalem Endoderm nachweisbar (Arceci et al. 1993, Heikinheimo et 

al. 1994, Morrisey et al. 1996, Molkentin 2000, Kiiveri et al. 2002). In adulten Mäusen 

kann GATA4 im Herzen, den Ovarien, den Testes und der Leber sowie in der Lunge 

und im Dünndarm detektiert werden (Arceci et al. 1993, Molkentin 2000). 

GATA4 ist für die normale Embryogenese notwendig. Während der frühen 

Embryonalentwicklung spielt GATA4 eine zentrale Rolle in der ventralen Morphogenese 

und der Ausbildung des Herzschlauchs. Mausembryonen mit homozygotem Gata4-

Gendefekt sind ab Tag 7.5 post conceptionem (E7.5) aufgrund von Defekten im 

extraembryonalen viszeralen Endoderm letal und weisen infolge einer Fusionsstörung 

eine Spaltung der Herzanlage (Cardia bifida) auf (Kuo et al. 1997, Molkentin et al. 1997, 

Narita et al. 1997). 

Untersuchungen an konditionellen Knockout-Mäusen zeigen, dass GATA4 während der 

frühen Stadien für die Entwicklung von Proepikard und Epikard erforderlich ist (Watt et 

al. 2004). Außerdem beobachtete man bei Gata4 deletierten Mausembryonen eine 

Störung der Zytoarchitektur der Kardiomyozyten sowie – ähnlich wie bei Wt1-Defizienz 

– eine ausgeprägte Hypotrophie des Myokards und einen kardialen 

Vaskulogenesedefekt (Crispino et al. 2001, Pu et al. 2004, Watt et al. 2004, Zeisberg et 

al. 2005). In der späten Herzmorphogenese wird GATA4 für die Septierung und 

Valvula-Bildung benötigt (Watt et al. 2004).  

Die Bedeutung von GATA4 für die Herzentwicklung zeigt sich auch in der Regulation 

von Genen, die für spezifische kardiale Proteine wie z.B. αMHC (Molkentin et al. 1994), 

ANF (Thuerauf et al. 1994) und BNP (He et al. 2002) kodieren, sowie in der Interaktion 

mit anderen, für die Kardiogenese relevanten Transkriptionsfaktoren (Übersicht in 

McCulley und Black 2012). Für die normale Funktion von GATA4 ist eine direkte 
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Interaktion mit Friend-of-GATA-Protein 2 (FOG-2) durch Kontakt über den N-terminalen 

Zinkfinger erforderlich (Crispino et al. 2001). Mutationen im GATA4 Genlocus sind beim 

Menschen mit Herzanomalien, u.a. (Vorhof)septumdefekten, rechtsventrikulärer 

Hypoplasie und Endokardkissendefekten, assoziiert (Garg et al. 2003, Rajagopal et al. 

2007, weiterführend in McCulley und Black 2012). Weiterhin ist die GATA4 induzierte 

transkriptionelle Aktivierung von bcl-2 ein wichtiger Mechanismus für das Überleben 

differenzierter Kardiomyozyten (Kobayashi et al. 2006). Eine Hemmung der GATA4 

Expression in Herzmuskelzellen durch Chemotherapeutika vom Typ des Doxorubicin ist 

mit einer dilatativen Kardiomyopathie assoziiert (Kim et al. 2003, Aries et al. 2004, 

Kobayashi et al. 2006). 

Neben der Entwicklung von Leber und ventralem Pankreas (Watt et al. 2007) spielt 

GATA4 – gemeinsam mit dem Bindungspartner FOG-2 – auch in der 

Gonadendifferenzierung eine zentrale Rolle (Tevosian et al. 2002, Bouma et al. 2007). 

GATA4 wird zu einem frühen Zeitpunkt in den somatischen Zellen der indifferenten 

Gonadenanlagen exprimiert. In späteren Entwicklungsstadien ist GATA4 in den 

Sertolizellen und interstitiellen Zellen der XY Gonadenanlagen nachweisbar, 

wohingegen im Verlauf der Differenzierung von XX Gonaden eine Herabregulation von 

GATA4 erfolgt (Heikinheimo et al. 1997, Viger et al. 1998). Im geschlechtsreifen 

Stadium wird GATA4 in den Granulosazellen des Follikelepithels exprimiert 

(Heikinheimo et al. 1997). Weiterhin ist GATA4 für die Differenzierung der 

steroidhormonbildenden Zellen in den Gonaden erforderlich (Bielinska et al. 2007). 

Konditionelle Deletion von Gata4 in den Gonaden verursachte bei Mäusen beiderlei 

Geschlechts eine Infertilität (Kyrönlahti 2011a, Kyrönlahti 2011b). Beim Menschen sind 

loss-of-function Mutationen im GATA4 Gen mit Störungen der Gonadenentwicklung 

assoziiert (Lourenço et al. 2011). 

 

3.3 Regulation von GATA4  

Die Expression von GATA4 wird auf der Ebene der Transkription und Translation sowie 

durch post-translationale Modifikationen reguliert (Übersicht bei Zhou, He und Pu 2012). 

Eine Phosphorylierung von Serin 105 im Bereich der N-terminalen Aktivierungsdomäne 

durch Erk und p38 MAPK Kinasen erhöht die DNA-Bindungsaffinität und 

transkriptionelle Aktivität von GATA4 (Charron et al. 2001, Liang et al. 2001). Weiterhin 

wird die Aktivität von GATA4 durch Sumoylierung beeinflusst (Wang et al. 2004). Eine 
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Kontrolle der GATA4 Translation erfolgt durch die herzmuskelspezifische microRNA 

miR-208 (Callis et al. 2009) sowie durch ATG-reiche repetitive Sequenzen in der 5’-

untranslatierten Region (5’-UTR) der GATA4 mRNA (Sharma et al. 2007).  

Über die transkriptionellen Mechanismen, die die GATA4 Genexpression in 

unterschiedlichen Geweben regulieren, ist bislang wenig bekannt. In jüngerer Zeit 

wurden verschiedene Enhancer im Gata4 Genlocus der Maus beschrieben, die für eine 

Expression im Endoderm sowie im Endokard und in Teilen des lateralen Mesoderms 

eine Rolle spielen (Rojas et al. 2005, 2009, 2010, Schächterle et al. 2012). Die 

identifizierten Enhancer enthalten hochkonservierte Sequenzen und sind im Bereich 

zwischen 90 und 40 kb antegrad (5’) zum Transkriptionsstartpunkt im murinen Gata4 

Gen verteilt (Abb. 3). 

 

 

 

 
 

 

Abbildung 3: Genomische Organisation des Gata4 Locus der Maus. Als rechteckige Boxen und mit E 
bezeichnet, sind die 7 Exons dargestellt sowie die drei variablen Versionen des nicht kodierten Exons 1. 
Weiß markiert sind nicht kodierende Exons. Schraffiert sind die beiden Zinkfinger der Exons 4 und 5. Die 
kleine graue Box beschreibt den Promotor, die kleinen roten bzw. orangenen Boxen die bisher 
identifizierten Enhancer 93 kb, 80 kb und 40 kb. Der in dieser Arbeit untersuchte mesodermale Enhancer 
ist -40 kb antegrad des Transkriptionsstartpunktes, der mit 1 markiert ist, lokalisiert (orangene Box). Der 
Translationsstartpunkt ist mit TLS gekennzeichnet. Zwischen den Exons 2 und 3 befindet sich im 2. Intron 
der intronische Enhancer (nach Mazaud Guittot et al. 2009 und Rojas et al. 2009). 

 

 

Für meine Arbeit ist ein ca. 40 kbp antegrad des Transkriptionsstarts lokalisiertes, hoch 

konserviertes Enhancerelement von besonderem Interesse (Abb. 3). In transgenen 

Mausembryonen ist dieser Enhancer für eine Reportergenexpression im lateralen 

Mesoderm, einschließlich des Septum transversum, notwendig und ausreichend (Rojas 

et al. 2005). Vom Mesenchym des Septum transversum stammen u.a. die GATA4 und 

WT1 exprimierenden proepikardialen Vorläuferzellen ab, aus denen das Epikard 

hervorgeht (Saito et al. 2012). Der mesodermale Gata4-Enhancer besitzt eine Länge 

von 817 bp und enthält Bindungsstellen für den Forkhead-Transkriptionsfaktor FOXF1 

sowie für GATA4 (Rojas et al. 2005). Die normale Aktivität des Enhancers im lateralen 

Mesoderm erfordert bone morphogenetic protein, BMP4 (Rojas et al. 2005). 

5’ 3’ 

1 TLS 

E7 E6 E5 E4 E3  E2 E1a E1b’ E1b 

- 40kb - 80kb - 93kb 

3,5 kb 35,8 kb 27,4 kb 
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3.4 Hinweise auf eine mögliche Interaktion von WT1 und GATA4 

Experimentelle Arbeiten und klinische Studien haben Hinweise auf funktionelle 

Synergismen von WT1 und GATA4 erbracht. Beide Proteine zeigen während 

unterschiedlicher Stadien der Embryogenese ein überlappendes Expressionsmuster, 

u.a. in den Gonaden sowie im (Pro)Epikard (Kreidberg et al. 1993, Mundlos et al. 1993, 

Morrisey et al. 1996, Viger et al. 1998, Moore et al. 1999, Watt et al. 2004). Weiterhin 

weisen Mausembryonen mit Inaktivierung des Wt1 bzw. Gata4 Gens ähnliche 

Phänotypen auf und sind bei vollständigem Fehlen der jeweiligen Proteine letal 

(Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999, Watt et al. 2004, Tevosian et al. 2002). 

GATA4 ist von entscheidender Bedeutung für die Ausbildung des Proepikards. Das 

Proepikard hat seinen Ursprung im Seitenplattenmesoderm (laterales Mesoderm) und 

entwickelt sich zum Epikard (Männer et al. 2001). Im Zebrafischmodell wurde 

nachgewiesen, dass WT1 für die Ausbildung des Proepikards eine wesentliche Rolle 

spielt (Serluca 2008). Weiterhin ist WT1 für die Entwicklung des Epikards aus dem 

Proepikard erforderlich und ermöglicht die Ausbildung subepikardialer 

Mesenchymzellen, die durch epithelial-mesenchymale Transition (EMT) aus dem 

Epikard hervorgehen und als kardiovaskuläre Stammzellen erachtet werden (Moore et 

al. 1999, Muñoz-Chápuli et al. 2002, Wessels und Pérez-Pomares 2002, Limana et al. 

2011). Mausembryonen mit homozygoter Gata4 Deletion (Gata4-/-) sind durch eine 

Agenesie des Proepikards, ein hypotrophes Myokard und fehlgebildete Koronararterien 

gekennzeichnet (Watt et al. 2004). Ähnliche Anomalien finden sich auch bei 

homozygotem Wt1 Gendefekt (Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999, Wagner et al. 

2005a). Zudem sind beide Gene für die Entwicklung der Gonaden erforderlich 

(Pritchard-Jones et al. 1990, Pelletier et al. 1991, Kreidberg et al. 1993, Tevosian et al. 

2002, Hu et al. 2013). 

Weitere Hinweise auf funktionelle Synergismen von WT1 und GATA4 ergeben sich aus 

dem Nachweis gemeinsamer Zielgene. In den Gonaden wird die Expression der für die 

Geschlechtsdeterminierung und -differenzierung wichtigen Transkriptionsfaktoren AMH, 

SOX9 und SRY durch WT1 und GATA4 gemeinsam reguliert (Viger et al. 1998, 

Tremblay et al. 2001, Tevosian et al. 2002, Matsuzawa-Watanabe et al. 2003, Gao et al. 

2006, Manuylov et al. 2007). Für die Expressionskontrolle von SRY und AMH wurde 

sogar eine Kooperation von WT1 und GATA4 im Sinne einer direkten Protein-Protein-

Interaktion nachgewiesen (Miyamoto et al. 2008). 
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In fetalen Hepatozyten transaktiviert GATA4 die Expression von Erythropoietin (EPO) 

und scheint beim Übergang der EPO-Produktion aus der fetalen Leber in die Nieren 

eine wichtige Rolle zu spielen (Dame et al. 2004). Auch WT1 wurde als 

transkriptioneller Aktivator der EPO Expression identifiziert, und Mausembryonen mit 

homozygoter Wt1 Deletion (Wt1-/-) zeigten im Vergleich zu Wildtypen ein signifikant 

reduziertes hepatisches Epo mRNA Niveau (Dame et al. 2006). Bemerkenswert ist, 

dass EPO und WT1 Protein in Sertolizellen, einem bekannten Expressionsort von 

GATA4, kolokalisiert sind (Dame at al. 2006). Weiterhin stimuliert Hypoxie-induzierbarer 

Faktor-1 (HIF-1) bei niedrigem O2-Partialdruck die Transkription sowohl des EPO- als 

auch des WT1 Gens (Wagner et al. 2003, Haase 2010). Es erscheint denkbar, dass die 

Wirkung von WT1 auf die EPO Expression zumindest teilweise durch GATA4 vermittelt 

ist. In Kardiomyozyten stimuliert GATA4 zusammen mit Sp1 die Expression des EPO-

Rezeptorgens (von Salisch et al. 2011), das auch als WT1-Zielgen identifiziert wurde 

(Kirschner et al. 2008).  

 

3.5 Zielsetzung 

Der aktuelle Stand der Forschung legt nahe, dass zwischen GATA4 und WT1 ein 

funktioneller Zusammenhang besteht. Dies erschließt sich unter anderem aus dem 

Vorkommen beider Proteine in den Gonaden und im (Pro)Epikard. Weiterhin weisen 

Mausembryonen mit Gata4- bzw. Wt1-Defizienz ähnliche Entwicklungsanomalien auf. 

Übereinstimmend wurden mehrere, durch WT1 und GATA4 gemeinsam regulierte 

Zielgene identifiziert. 

Vor diesem Hintergrund bestand die Zielsetzung meiner Arbeit darin, zu überprüfen, ob 

die Expression von GATA4 durch WT1 direkt reguliert wird. Insbesondere sollte die 

Hypothese untersucht werden, dass der für eine Expression von Gata4 im lateralen 

Mesoderm verantwortliche distale Enhancer durch WT1 induziert wird. Zu diesem 

Zweck wurden mit Hilfe von Reportergenexperimenten funktionelle Abschnitte im 

Gata4-Gen hinsichtlich einer direkten Transaktivierung durch WT1 untersucht. Der 

Nachweis von Protein-DNA Interaktionen erfolgte mittels Elektromobilitätsshiftassays 

und Chromatinimmunopräzipitationen. Weiterhin wurde der Einfluss einer Hemmung 

von WT1 mittels RNA-Interferenz auf die zelluläre GATA4 Expression ermittelt. Zur 

Überprüfung einer zellulären Kolokalisation von WT1 und GATA4 wurden 

Immundoppelfärbungen angefertigt.  
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4. Material und Methoden 

 

4.1 Kultivierung und Passagierung der Zelllinien 

Für die Transfektionsexperimente und Reportergen Assays wurden humane 

embryonale Nierenzellen (HEK293) (Katalognummer: ACC 305, DSMZ, Braunschweig) 

verwendet. Die Transfektion von siRNA und die ChIP-Assays erfolgten an M15 Zellen 

aus dem Mesonephros der Maus (Larsson et al., 1995). Beide Zelllinien wurden in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (PAA Laboratories, Cölbe) kultiviert. Das 

Medium enthielt als Zusätze Pyruvat, Glukose [4,5 g/l] und 10% fetales Kälberserum 

(FBS) (Biochrom) sowie Penicillin und Streptomycin (Biochrom). Die Zellen wurden bei 

37°C, 95% Luftfeuchtigkeit, 21% O2 und 5% CO2 inkubiert (CB210 Inkubator, Binder, 

Tuttlingen). Die Aussaat der Zellen erfolgte in 20 cm Zellkulturschalen (TPP, 

Trasadingen). Vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen in regelmäßigen 

Abständen von 2 bis 3 Tagen passagiert, indem sie mit 1x Trypsin in PBS abgelöst und 

im Verhältnis von 1:10 in frischem DMEM resuspendiert wurden. Die Zelldichte wurde 

vorher in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop (Axiovert100, Carl Zeiss) 

bestimmt. Für die Transfektionsexperimente wurden die Zellen in 12-Loch 

Zellkulturplatten (TPP, Trasadingen) in einer Dichte von 0,8 x 105 Zellen/Loch in 800 µl 

DMEM ausgesät.  

 

4.2. Transfektion von M15-Zellen mit siRNA 

M15-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60% in 6-Lochschalen (TPP, 

Trasadingen) kultiviert und anschließend mit einem Gemisch von 4 verschiedenen 

siRNAs (ON-TARGETplus, SMARTpool siRNA, L-040686-01-0005, 50 pmol/Loch, 

Dharmacon, Thermo Fisher Scientific) gegen das murine Wt1-Gen (NM_144783) 

transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde DharmaFECT 1 nach Herstellerangaben 

(Dharmacon) verwendet. Als Negativkontrolle wurden entsprechend 4 siRNAs ohne 

Sequenzhomologie im Mausgenom (siGENOME non-targeting siRNA Pool 2, 

Dharmacon) eingesetzt. 48 h nach Transfektion wurde die RNA- bzw. 

Proteinpräparation durchgeführt. 
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4.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen  

Die Zellen wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn ausgesät. Zwei Stunden vor der 

Transfektion wurde das Medium nochmals erneuert. Die Transfektion erfolgte nach der 

Calciumphosphat-Präzipitationsmethode (Kingston et al. 2003). Ein Transfektionsansatz 

von insgesamt 80 µl Volumen bestand aus 33,2 µl DNAse freiem Wasser, 2,8 µl 

Plasmid-DNA, 4 µl 2M CaCl2 und 40 µl Hepes Buffered Saline (HEBS) 2x Puffer. Als 

erstes wurde das Wasser in die Eppendorf-Röhrchen vorgelegt, in welchem 

anschließend die Plasmid-DNA gelöst wurde. Als nächstes wurde die CaCl2-Lösung auf 

die Oberfläche des Gemisches im Röhrchen pipettiert und der Inhalt vorsichtig 

durchmischt. Schließlich wurde der HEBS 2x Puffer hinzugefügt und der Inhalt gut 

durchmischt. Der gesamte Transfektionsansatz wurde 45 Minuten lang bei 

Raumtemperatur inkubiert, so dass die DNA an das ausfallende Calciumphosphat 

binden konnte. Danach wurden die 80 µl Transfektionsansatz jeweils in die 

entsprechenden Löcher der Zellkulturplatte pipettiert und 24 Stunden lang auf den 

Zellen belassen. Die Transfektion erfolgte mindestens in Doppelansätzen. Eingesetzt 

wurden Luziferase-Reporterkonstrukte, die unterschiedlich lange Sequenzen aus dem 

Gata4-Enhancer enthielten. Als Negativkontrolle erfolgte die Transfektion von 

„leerem“ Reporterplasmid (pGL3basic). Die Luziferase-Reporterkonstrukte wurden 

zusammen mit einem Expressionsplasmid kodierend für die WT1(-KTS) Spleißvariante 

beziehungsweise mit Leervektor (pCB6+) kotransfiziert. Zur Normalisierung der 

Transfektionseffizienzen wurde den Ansätzen ein Renilla-Luziferasekonstrukt zugefügt. 

Insgesamt wurden pro Transfektionsansatz 804 ng DNA verwendet, davon 4 ng Renilla-

Plasmid [2 ng/µl] und jeweils 400 ng WT1-Plasmid [1 µg/µl] sowie Luziferase-

Reporterkonstrukt [1 µg/µl]. 

 

4.4 Luziferase-Assay 

 
4.4.1 Zelllyse 

24 h nach der Transfektion wurde das Nährmedium von den Zellen entfernt und diese 

mit Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega, Mannheim) behandelt. Für die Zelllyse 

wurden die Kulturschalen für 15 min bei Raumtemperatur (RT) auf eine Rüttelplatte 

(Gyro-Rocker® STR9, Stuart Scientific) gestellt. Das Zelllysat wurde anschließend bei 

13.000 x g für 2 min zentrifugiert und der Überstand zur weiteren Verwendung benutzt. 
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4.4.2 Luziferase-Messung 

Zunächst wurde 50 µl Luziferase Assay Reagent II (LAR II) (Promega, Mannheim) in 

Glasröhrchen (Sarstedt, Nümbrecht) vorgelegt und anschließend 10 µl des 

entsprechenden Zelllysats zugegeben. Die Messung der Lichtemission erfolgte über 

einen Zeitraum von 10 s im Luminometer (Lumat LB9501 Tube Luminometer, Berthold). 

Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von Stop and Glow Buffer (Promega, 

Mannheim) im Verhältnis von 50:1 zu Renilla-Substrat (Promega, Mannheim) gestoppt. 

Danach erfolgte die Messung der Renilla-Luziferaseaktivität über einen Zeitraum von 10 

Sekunden.  

 

4.4.3 Proteinbestimmung 

Zur Angleichung der Luziferaseaktivitäten an die effektiven Proteinkonzentrationen 

wurde die zelluläre Gesamtproteinmenge pro Well bestimmt. Dazu wurde der 

Überstand des Zelllysats 1:500 mit ddH2O verdünnt. Anschließend wurden 200 µl Bio-

Rad Protein Assay Reagenz in Plastikküvetten pipettiert und 800 µl des verdünnten 

Zelllysats hinzugegeben. Das Absorptionsmaximum und somit die relative 

Proteinmenge im Zelllysat wurde bei einer Wellenlänge von λ=595 nm ermittelt.  

 

4.5 Klonierung von Subfragmenten des Gata4-Enhancers 
 
4.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Aufreinigung der PCR-Produkte 

Zunächst wurde mittels PCR eine 904 bp lange DNA-Sequenz, die den kompletten 

mesodermalen Gata4 Enhancer enthielt, unter Verwendung von genomischer DNA der 

Maus als Vorlage amplifiziert. Mit spezifischen Vorwärts- und Rückwärtsprimern (siehe 

Tabelle 5) wurden Teilsequenzen aus dem Enhancer vervielfältigt. Für die PCR wurden 

40 Zyklen verwendet, die einzelnen Reaktionsschritte dauerten jeweils 30 Sekunden. 

Die Temperaturen für die DNA-Denaturierung, Anlagerung der Primer und Extension 

des DNA-Strangs betrugen 94°C, 57°C bzw. 68°C. Die einzelnen Reaktionsansätze 

hatten ein Gesamtvolumen von 50 µl, welches sich wie folgt zusammensetzte: 37,5 µl 

Wasser, 2 µl DNA [100 ng] des Ausgangskonstrukts, 5 µl 10x Puffer, 1,75 µl dNTPs [10 

mM], 1,5 µl Vorwärtsprimer [10 µM], 1,5 µl Rückwärtsprimer [10 µM] und 0,5 µl Taq 

Polymerase. In der anschließenden Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte 

überprüft und mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. 
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4.5.2 Restriktionsverdau des Vektors und der Insertionen  

Zu 25 µl der gereinigten PCR-Produkte wurden jeweils 1 µl XhoI/NheI und 3 µl 10x 

Ligationspuffer hinzugegeben. Der Vektor pGL3basic (5 µg) wurde mit denselben 

Restriktionsenzymen verdaut (37°C für 15 Minuten). Anschließend wurde der Vektor 

nach dem MinElute PCR Purification Kit Protokoll gereinigt und enzymatisch 

dephosphoryliert.  

 

4.5.3 Gel-Reinigung des Vektors und der Insertionen  

Die Elektrophorese (100 V, 30 min) des Restriktionsverdaus erfolgte in einem 0,8% 

Agarosegel. Anschließend wurden die Produkte aus dem Gel herausgeschnitten und 

nach Herstellerprotokoll aufgereinigt.   

 

4.5.4 Ligation des Vektors und der Insertionen 

Zur Ligation wurden 0,5 µl des gereinigten Vektors, 2 µl der einzufügenden Produkte, 5 

µl 2x Puffer, 1,5 µl H2O und 1 µl Ligase verwendet und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert.  

 

4.5.5 Transformation in Escherichia coli (E. coli) und Selektion mit Ampicillin 

Jeweils 2 µl Ligationsansatz wurden zu den kompetenten E. coli gegeben und auf Eis 

gestellt. Nach 20 Minuten erfolgte eine 30-sekündige Hitzebehandlung im Wasserbad 

bei 42°C, gefolgt von zwei Minuten Inkubation auf Eis. Anschließend wurden 500 µl LB-

Medium ohne Ampicillin zu den Bakterienzellen (Invitrogen, Darmstadt) gegeben. Diese 

wurden daraufhin für eine Stunde in den Schüttelinkubator 3033 (GFL) gestellt, danach 

konzentriert, auf Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 

kultiviert. Am Folgetag wurden von jeder Agarplatte sechs Kolonien jeweils in ein 15 ml 

Falcon-Röhrchen mit 2 ml LB-Medium und Ampicillin (100 µg/ml) überführt. Die 

Bakterienkulturen wurden über Nacht im Schüttelinkubator gezüchtet. 

 

4.5.6 Plasmidpräparation und spektrophotometrische DNA-Quantifizierung 

Die Mini-Plasmidpräparation wurde mithilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits (Macherey-

Nagel, Düren) nach Herstellerangaben durchgeführt. Mittels Restriktionsverdau und 

anschließender Gelelektrophorese wurde die Plasmid-DNA analysiert. Von Bakterien, 
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die das korrekte Plasmid enthielten, wurden Maxi-Kulturen in 15 ml LB-Medium mit 

Ampicillin (100 µg/ml) angelegt. Nach Plasmidaufreinigung mit dem Nucleo Spin 

Protokoll erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration im Spektrophotometer (Bio-

Rad Laboratories) anhand der Verhältnisse λ 260 zu λ 280. 

 

4.6 Western Blot 

Zellen und Gewebe wurden in PBS (PAA Laboratories, Cölbe) zweimal gewaschen, mit 

Laemmli Puffer lysiert (300 µl/Loch) und mithilfe des Labsonic U (B. Braun, Melsungen) 

ultrasonographisch aufgeschlossen sowie für 5 min bei 95°C denaturiert. Die 

Proteinkonzentration wurde spektrophotometrisch anhand der OD260 und OD280 

errechnet. Die Proteinproben wurden bei -20°C aufbewahrt. Die Auftrennung der 

Proteingemische (20 µg je Spur) erfolgte in einem 10%igen denaturierenden 

Polyacrylamidgel in 1x SDS-Laufpuffer (Mini Protean 2 Cell, Bio-Rad Laboratories, 

München). Der Proteintransfer auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (Immobilon P 

Transfer Membrane, GE Healthcare, Freiburg) erfolgte mit einem halbtrockenen 

Blottingsystem (Trans-Blot® SD, Bio-Rad Laboratories) in 1x Blottingpuffer für 45 min 

bei 15 V. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde die Membran für 60 min bei 

Raumtemperatur in 5% Magermilch (Roth, Karlsruhe) in TBST-Puffer blockiert. Die 

Inkubation der Primärantikörper geschah über Nacht bei 4°C in 2,5% Magermilch. Es 

wurden folgende Antikörper verwendet: anti-Wt1 aus Kaninchen (C19, Katalognummer 

sc-192, Santa Cruz Biotechnology), anti-GATA4 aus Ziege (C-20, Katalognummer sc-

1237, Santa Cruz Biotechnology) und anti-Aktin aus Maus (clone C4, Katalognummer 

MAB1501R, Millipore, Darmstadt) in 1:200 Verdünnungen. Danach wurde die Membran 

3x 15 min mit TBST-Puffer gewaschen und die sekundären, an Peroxidase gebundenen 

Antikörper in 2,5% Magermilch (1:20.000 verdünnt) für 1 h hinzugegeben. Nach 

erneutem dreimaligen Waschvorgang erfolgte die Detektion der Sekundärantikörper 

über das Western Lightning Plus ECL Reagenz (PerkinElmer Life Sciences, Rodgau) 

gemäß den Herstellerangaben. Zur Belichtung wurde der Hyperfilm™ MP (Amersham 

Biosciences, München) verwendet. Die gleichmäßige Proteinbeladung wurde mithilfe 

eines Antikörpers gegen Pan-Aktin nachgewiesen, nachdem die gebundenen 

Antikörper durch 10-minütige Inkubation mit 0,2 N NaOH von der Membran entfernt 

worden waren. 
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4.7 RNA-Extraktion 

Gesamt-RNA wurde aus Geweben mit dem RNeasyMicroKIT (Qiagen, Hilden) gemäß 

den Angaben des Herstellers extrahiert. 

 

4.8 Reverse Transkription 

Die cDNA-Synthese wurde mit einer Gesamt-RNA Menge von 2 µg unter Verwendung 

von Oligo(dT)12-18 Primern (Invitrogen, Darmstadt) und Superscript™ II - reverser 

Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

 

4.9 Quantitative real-time PCR 

Die quantitative real-time PCR (qRT-PCR) erfolgte in 20 µl Doppelansätzen mit 2 µl 

cDNA (1:5 verdünnt), 50 nM Primer und ½ Vol 2x SYBR Green Mastermix (Roche 

Diagnostics, Mannheim) in MicroAmp® Optical 96-Loch-Platten und MicroAmp® Optical 

Adhesive Film (Life Technologies, Darmstadt) mithilfe des StepOnePlus™ Systems 

(Invitrogen). Die PCRs wurden in einem GeneAmp5700 Thermocycler (Perkin Elmer 

Life Sciences) unter folgenden Bedingungen durchgeführt (45 Zyklen): DNA 

Denaturierung (15 s) bei 94°C, Primer Annealing (15 s) und Extension der 

doppelsträngigen DNA (60 s) bei 60°C, Detektion der SYBR Green Fluoreszenz (30 s) 

bei 77°C. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Tabelle 5 angegeben. Zur 

Überprüfung der Produktidentität wurden bei jeder PCR die Schmelzkurven der 

Amplikons beurteilt. Zusätzlich wurden einmalig für jedes Primerpaar die PCR-Produkte 

mittels Gelelektrophorese analysiert. Die Auswertung der PCR erfolgte nach der δδCt-

Methode (Livak und Schmittgen 2001). Relative mRNA Expressionsniveaus wurden 

berechnet, indem der Ct-Wert eines Haushaltsgens (Gapdh bzw. β-Aktin) jeweils vom 

Ct-Wert des zu untersuchenden Gens (z.B. Gata4) subtrahiert wurde. Unterschiede in 

den mRNA-Niveaus wurden anschließend über die Formel 2-δδCt bestimmt (Livak und 

Schmittgen 2001). 
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4.10 Elektrophorese Mobilitätsshift Assay (EMSA) 

 

4.10.1 Oligonukleotid-Markierung mit Digoxigenin 

Zum Markieren des Einzelstrang-Oligonukleotids mit Digoxigenin wurde dieses in einer 

Konzentration von 100 pmol/µl eingesetzt. 1 µl Oligonukleotid wurde mit H2O auf ein 

Volumen von 10 µl aufgefüllt. Anschließend wurden 4 µl 5x Puffer, 4 µl CoCl2 (25 mM), 1 

µl DIG-ddUTP (1 mM) und 1 µl terminale Transferase [400 U/µl] hinzugegeben, so dass 

ein Gesamtvolumen von 20 µl resultierte. Der Ansatz wurde 15 min lang bei 37°C 

inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 µl EDTA (0,2 M) auf Eis 

gestoppt. 

 

4.10.2 Annealing der einzelsträngigen zu doppelsträngiger DNA 

Zu dem markierten Oligonukleotid wurde die komplementäre DNA-Sequenz in ca. 22-

fachem Überschuss pipettiert. Das Annealing erfolgte durch 5-minütiges Kochen im 

Wasserbad und anschließendes langsames Abkühlen auf Raumtemperatur.  

 

4.10.3 Reaktionsansätze 

Für den Bindungsansatz wurden 4 µl 5x Bindungspuffer, 1 µl poly[d(I-C)] [1 µg/µl], 1 µl 

rekombinantes WT1-Protein [0,2 µg/µl], 1 pmol (0,22 µl) Digoxigenin-markiertes 

Doppelstrang-Oligonukleotid gemischt und mit ddH2O auf insgesamt 20 µl aufgefüllt. 

Anschließend wurde der Ansatz 1 h lang bei Raumtemperatur inkubiert.  

 

4.10.4 Gelelektrophorese, Transfer und Detektion 

Für den EMSA wurde ein 6%iges, nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel vorbereitet. 

Vor Beginn wurden die Taschen mit Laufpuffer (0,5x TBE) gespült, und es erfolgte ein 

15-minütiger Vorlauf bei 80 V. Vor Auftragen auf das Gel wurde den Proben 30%iges 

Glycerin zugegeben. Der Gellauf wurde bei 100 V für 45 min in einer Mini-PROTEAN® II 

Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories) durchgeführt. Die Protein-DNA-Komplexe 

wurden aus dem Gel mittels Semidry-Blotting (Trans-Blot® SD) bei 0,1 A über 1 h auf 

eine Nylonmembran (Roche) überführt. Zur Fixierung wurde ein UV-Crosslinking 

(Stratalinker® UV crosslinker, Stratagene, Waldbronn) beider Seiten der Nylonmembran 

mit 12.000 J durchgeführt. Die Membranen wurden in EMSA Waschpuffer MABT 
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abgespült und anschließend mit 10 ml 1%igem Blockierungsreagenz (Roche) in 

Maleinsäurepuffer für 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Danach wurde der 

Digoxigenin-Antikörper (1:10.000 in 1%igem Blockierungsreagenz in Maleinsäurepuffer) 

der Membran zugesetzt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der 

überschüssige Antikörper wurde entfernt, indem die Membran zweimal mit MABT-Puffer 

für 15 min gewaschen wurde. Anschließend wurde die Membran im NBT/BCIP 

Entwicklungspuffer für 5 min äquilibriert und danach mit 1:50 NBT/BCIP Stammlösung 

(Roche, Mannheim) in Entwicklungspuffer über 30 min in einem lichtgeschützten Gefäß 

entwickelt. Die Reaktion wurde durch Hinzufügen von TE-Puffer gestoppt, und die 

Membran mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gespült und getrocknet. 

 

4.11 Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP)  

M15-Zellen wurden über einen Zeitraum von 72 h bis zu einer Zahl von ca. 1 x 106 

Zellen kultiviert und für die Chromatin-Immunopräzipitation mithilfe des Millipore ChIP-

Assay Kits aufbereitet. Zur Fixierung der Protein-DNA-Bindungen wurde den Zellen 

nach Entfernen des Kulturmediums 4 %iges Formaldehyd hinzugegeben und bei 

Raumtemperatur für 10 min inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit einer 

Mischung aus PBS und Complete™ (Roche, Mannheim) gewaschen und 15 min lang 

auf Eis in Lysepuffer/Complete™ lysiert. Anschließend wurde die DNA durch 

Ultraschallbehandlung (Labsonic U, B. Braun) geschert. Nach Zentrifugation wurden die 

Überstände in Immunpräzipitationspuffer/Complete™ 1:10 verdünnt und für 1 h bei 4°C 

mit Protein G Agarose/Heringsperma-DNA (Millipore, Darmstadt) inkubiert, um 

unspezifisch an Agarose bindende Proteine zu entfernen. Die Immunpräzipitation 

erfolgte über Nacht bei 4°C mit 0,6 µg polyklonalem anti-WT1 Antikörper (AK), anti-

Histon H3 AK und – als Negativkontrolle – normalem Kaninchen IgG. Daraufhin wurde 

Protein G Agarose/Heringsperma-DNA hinzugefügt und eine Stunde lang bei 4°C unter 

Rotation inkubiert. Die Komplexe bestehend aus Agaroseperlen, Antikörper und 

Chromatin wurden in mehreren Schritten gewaschen. Hierzu wurden nacheinander low 

salt Puffer, high salt Puffer, LiCl Puffer und zweimal TE-Puffer verwendet. Anschließend 

wurde die DNA in Elutionspuffer eluiert, in Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) 

(Invitrogen, Darmstadt) extrahiert und in 100%igem Äthanol präzipitiert. Danach wurde 

die DNA mittels quantitativer PCR amplifiziert. Es wurden Primer verwendet, die die 

WT1-Bindungssequenz im mesodermalen Gata4 Enhancer flankierten (Tabelle 5). Als 
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Positivkontrolle diente der Promotor des Anti-Müller-Hormon-Rezeptor 2 Gens, ein 

bekanntes Zielgen von WT1 (Klattig et al. 2007a). Um unspezifische Bindungen zu 

erkennen, wurde das murine β-Aktin-Gen verwendet, welches keine WT1-

Bindungsstelle aufweist. Die zur Amplifizierung verwendeten Primer sind in Tabelle 5 

gelistet.  

 

4.12 Immunfluoreszenzfärbungen 

Terminiert verpaarten Mäusen wurden zu den bezeichneten Untersuchungszeitpunkten 

die Embryonen entnommen und deren Herzen unter dem Präparationsmikroskop 

exzidiert. Die Präparate wurden 20 min lang in 10 % (v/v) Formalin (J.T. Baker, 

München) auf Eis fixiert. Danach wurde das Gewebe 30 min lang in Löschungslösung 

(1x PBS/ 50 mM NH4Cl) inkubiert und über Nacht in 1x PBS, 0,2% Rinderserum-

Albumin, 0,05% Triton X-100 bei 4°C geblockt. Die Präparate wurden 16 h lang bei 4°C 

mit Primärantikörpern (jeweils 1:100 Verdünnung in Blockierungslösung) gegen WT1 

(Kaninchen anti-Wt1, N-180, Santa Cruz Biotechnology) und GATA4 (Ziegen anti-Gata4, 

C-20, Katalognummer sc-1237) behandelt. Zur Detektion der Primärantikörper wurde 

Cy3-AffiniPure anti-Ziege IgG (Katalognummer 705-225-147, 1:100 Verdünnung, 

Jackson ImmunoResearch, Hamburg; rot fluoreszierend) und Cy2-AffiniPure anti-

Kaninchen IgG (Katalognummer 711-165-152, 1:200 Verdünnung, Jackson 

ImmunoResearch; grün fluoreszierend) verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI 

(4’,6-Diamino-2-Phenylindol, Roche) gegengefärbt.  

Übersichtsbilder wurden mit einem Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert100 Carl Zeiss), 

an das eine Digitalkamera (Spot RT Slider, Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI) 

angeschlossen war, aufgenommen. Die Bildnachbearbeitung wurde über Adobe 

Photoshop und ImageJ (Rasband, WS) vorgenommen. 

 

4.13 Versuchstiere 

Wt1+/- heterozygote Mäuse (C57BL/6 Stamm, Jackson Labor, Bar Harbor, ME) wurden 

in den tierexperimentellen Einrichtungen der Charité nach geltenden 

Tierschutzverordnungen (Genehmigungsnummer T0308/12) verpaart und mittels PCR 

genotypisiert (Wagner et al. 2002b). Der Tag des Vaginalpfropfs wurde als 

Embryonaltag E0.5 festgesetzt.  
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4.14 Statistik 

Zur statistischen Auswertung wurde der gepaarte T-Test für verbundene Stichproben 

sowie ANOVA durchgeführt. P-Werte kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant 

gewertet. 

Bezüglich der quantitativen real-time PCR wurde nach der δδCt-Methode vorgegangen 

(Livak und Schmittgen 2001). Zunächst wurden die Mittelwerte und 

Standardabweichungen der jeweiligen δCt-Werte berechnet. Anschließend wurde der 

Mittelwert der δδCt-Werte berechnet und deren Standardabweichung mithilfe der 

Gauß’schen Fehlerpropagation. Schließlich wurde mittels der Formel 2-δδCt (Livak und 

Schmittgen 2001) der x-fache Unterschied des mRNA-Expressionsniveaus normalisiert 

auf das Haushaltsgen und relativ zur Negativkontrolle berechnet. Für die graphische 

Darstellung wurde die Streuung mit aufgetragen. 
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Tabelle 1: Geräte 

Geräte Hersteller 

6- und 12-Well-Platten TPP, Trasadingen 

CO2-Inkubator CB210  Binder, Tuttlingen 

Digitalkamera Spot RT Slider Diagnostic Instruments, Sterling Heights, 

MI 

Elektrophoresekammern Mini-Sub Cell 

GT  

Bio-Rad, München 

Epifluoreszenzmikroskop Axiovert100 Carl Zeiss 

Gel Casting System 20 x 20 cm Fisher Scientific 

GeneAmp PCR System 2400 Applied Biosystems, Mannheim 

Glasröhrchen 5 ml (75 x 12 mm) Sarstedt, Nümbrecht 

Gyro-Rocker® STR9 Stuart Scientific 

Konfokalmikroskop Leica DM 2500 Leica Microsystems, Wetzlar 

Labsonic U B. Braun, Melsungen 

Lumat LB9501 Tube Luminometer Berthold 

Mini-PROTEAN® II Electrophoresis Cell Bio-Rad Laboratories 

Neubauer-Zählkammer improved 
 

Paul Marienfeld GmbH&Co.KG, Lauda-

Königshofen 

Plastikküvetten Sarstedt, Nümbrecht 

Power Pac 3000 Bio-Rad, München 

Schüttelinkubator 3033 GFL 

SmartSpec™ 3000 Spectrophotometer Bio-Rad Laboratories 

StepOnePlusTM system Invitrogen, Karlsruhe 

Stratalinker® UV crosslinker Stratagene, Waldbronn 

Thermal cycler UNO-II Biometra, Göttingen 
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Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic 

Transfer Cell 

Bio-Rad Laboratories 

Zellkulturschale, 20 cm TPP, Trasadingen 

 

 

Tabelle 2: Chemikalien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

5x Puffer Roche 

100 bp DNA Marker Invitrogen, Karlsruhe 

Acrylamid/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe 

AmpliTaqPolymerase, 10x PCR-Puffer Applied Biosystems, Mannheim 

Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments REF 11 093 274 910, Roche 

APS (Ammoniumpersulfat) Sigma-Aldrich 

Äthanol Roth, Karlsruhe 

Block-Reagenz REF 11 096 176 001, Roche 

BSA (10mg/ml) New England Biolabs 

CaCl2 Merck, Darmstadt 

Chloroform Roth, Karlsruhe 

CoCl2 Roche Diagnostics 

Complete und Complete Mini Protease- 
Inhibitoren-Cocktail (Tabletten) 

Roche Diagnostics 

Dapi (4’,6-diamino-2-phenylindole) Roche 

DharmaFECT 1 Reagenz Dharmacon 

DIG-ddUTP Roche Diagnostics 

DMEM + 4500 mg/l Glukose + L-

Glutamin-Pyruvat 

PAA Laboratories, Cölbe 
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DNAse/RNase freies destilliertes Wasser Invitrogen 

dNTP Set (100 mM) Invitrogen 

EDTA Roth, Karlsruhe 

FBS Biochrom, Berlin 

Filterpapiere Whatman, Dassel 

Formaldehyd Merck, Darmstadt 

Formalin J.T. Baker, München 

GeneRuler™ 1 kb DNA Marker Fermentas, St. Leon-Rot 

Glycerin Roth, Karlsruhe 

GoTaq™ DNA Polymerase (5 U/µl) Promega, Mannheim 

Heringsperma DNA (10 mg/ml) Promega, Mannheim 

Hyperfilm™ MP Amersham Biosciences, München 

Immobilon P Transfer Membrane GE Healthcare, Freiburg 

Isopropanolol Merck, Darmstadt 

Laemmli Puffer Roth, Karlsruhe 

LAR II (Luziferase Assay Reagenz II) Promega, Mannheim 

Magermilch Roth, Karlsruhe 

NaHCO3 Sigma 

NBT/BCIP stock solution REF 11 681 451 001, Roche 

Oligo(dT)15 Primer (0,5 µg/µl) Promega, Mannheim 

One Shot®  TOP10 chemically 

competent E.coli 

Invitrogen, Darmstadt 

P32γATP MP Biomedicals 

Passive Lysis Buffer (PLB) Promega, Mannheim 

PBS PAA Laboratories, Cölbe 
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pCB6+ Promega, Mannheim 

Penicillin/Streptomycin (10 mg/ml) Biochrom 

pGL3basic Reporter Plasmid Promega, Mannheim 

Poly[d(I-C)] Roche 

Protein Assay Reagenz Bio-Rad 

Protein G Agarose Millipore, Schwalbach 

Protran® Nitrocellulose Membran 0,2 µm Whatman 

Renilla-Substrat Promega 

Reporter Lyse Puffer Promega 

Restriktionsenzyme NheI, XhoI Fermentas, St. Leon-Rot 

RNA Polymerase II Santa Cruz Biotechnologies 

Schnelle alkaline Garnelen-Phosphatase Fermentas, St. Leon-Rot 

SDS Sigma-Aldrich 

siRNAs Dharmacon, Thermo Fisher Scientific 

Stop and Glow Buffer Promega, Mannheim 

SuperscriptTM II reverse Transkriptase, 

5x Erststrangpuffer, 0,1 M DTT 

Invitrogen, Karlsruhe 

SYBR Green Master Mix Roche Diagnostics, Mannheim 

T4 DNA Ligase (1 U/µl) New England Biolabs 

T4 Polynucleotide Kinase (10 U/µl) New England Biolabs 

TEMED Roth, Karlsruhe 

terminale Transferase Roche 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 

Universal Agarose peQlab, Erlangen 

Vectashield® mounting medium  Vector Laboratories, Inc., H-1000 
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Western Lightning Plus ECL reagent PerkinElmer Life Sciences, Rodgau 

 

 

Tabelle 3: kommerzielle Kits 

Kommerzielle Kit-Systeme Hersteller 

ChIP-Assay-Kit (#17-295)  Upstate,Lake Placid, New York 

DNA 3'DIG Labeling Kit  Roche 

Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System 

Promega 

Expand Long template PCR System Roche 

MinElute™ Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 

MinElute™ PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 

NucleoSpin® Plasmid Kit Macherey-Nagel, Düren 

QIAprep® Spin Miniprep Kit  Qiagen, Hilden 

QIAquick® Gel Extraction Kit  Qiagen, Hilden 

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 

RNeasyMicroKIT Qiagen, Hilden 

 

 

Tabelle 4: Pufferzusammensetzungen 

 

 

Lösungen und Puffer Zusammensetzung 

Ampicillin-Agarplatten LB-Medium ; 15g/l Agarose ; 100 µg/ml 

Ampicillin 

5x Bindungspuffer 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 250 mM KCl; 250 

mM NaCl, 5 mM MgCl2; 5 mM EDTA 

1x Blottingpuffer 10 mM 6-Aminohexansäure; 10% (v/v) 

Methanol 

5x DNA-Ladepuffer 42,5% (v/v) Glyzerin ; 0,25% (w/v) 

Bromphenolblau 
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Elutionspuffer 1% SDS; 0,1 M NaHCO3 

EMSA Reaktionspuffer 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 ; 50 mM KCl ; 50 

mM NaCl ; 1 mM MgCl2 ; 1 mM EDTA ; 

5 mM DTT ; 5mM 

Phenylmethylsulfonylfluorid 

EMSA Waschpuffer MABT 0,1 M Maleinsäure; 0,15 M NaCl; 0,3 % (v/v) 

Tween 20; pH 7,5 

HEBS 2x Puffer 16,4 g NaCl (0,28 M final) ; 11,9 g 

HEPES (0,05 M final); 0,21 g Na2HPO4 

(1,5 M final); pH 7,05 

High Salt Waschpuffer 0,1% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM 

EDTA; 20 mM Tris-HCl, pH 8,1; 500 mM 

NaCl 

Immunopräzipitationspuffer 0,01% SDS; 1,1% Triton X-100; 1,2 mM 

EDTA; 16,7 mM Tris-HCl, pH 8,1 

LB-Medium  
 

Für 1 Liter: 10 g Trypton; 5 g 

Hefeextrakt; 5 g NaCl 

LiCl Waschpuffer 0,25 M LiCl; 1% NP-40; 1% 
Natriumdesoxycholat; 1 mM EDTA; 10 
mM Tris-HCl, pH 8,1  

Löschungslösung 1x PBS; 50mM NH4Cl 

Low Salt Waschpuffer 0,1% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM 

EDTA; 20 mM Tris-HCl, pH 8,1; 150 mM 

NaCl 

Maleinsäurepuffer 0,1 M Maleinsäure; 0,15 M NaCl; pH 7,5 

NBT/BCIP Entwicklungspuffer 0,1 M Tris-HCl; 0,1 M NaCl; pH 9,5 

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM 

Na2HPO4; 1,2 K2HPO4; pH 7,3 

Polyacrylamidgel 6% 

 

0,5x TBE-Puffer; 6% 

Acrylamid/Bisacrylamid; 0,05 % TEMED; 

0,075 % APS 

10x SDS-Laufpuffer 0,25 M Tris-Base; 1,92 M Glycin; 1% 

(w/v) SDS; pH 8,3 

5 x TBE 54 g/l Tris-HCl; 27,5 g/l Borsäure; 10 mM 
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EDTA 

1x TBS 
 

30 mM Tris-HCl, pH 7,6; 150 mM NaCl 

TBST-Puffer 20 mM Tris-Base; 137 mM NaCl; 0,05% 

Tween 20; pH 7,6 

TE-Puffer 10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7,4 oder 

8,0 

 

 

Tabelle 5: Primer 

Primer Sequenz (5’ – 3’) 

  

Restriktions
-stellen 

Gata4_ChIP-fwd AATGCTAGCGGTCCTTAGGAGCTGAGCTT  

Gata4_ChIP-rev GCTTCCCACCCTCCTCTG  

Amhr2_ChIP-fwd CAGCTGGACAGCCAAGGTC  

Amhr2_ChIP-rev CAGCCAAGCTTCCTACAAA  

β-actin_ChIP-fwd ATAGGACTCCCTTCTATGAGC  

β-actin_ChIP-rev 5’-TCCACTTAGACCTACTGTGCA-3’  

Gata4_PCR-fwd GATGGGACGGGACACTACCTG  

Gata4_PCR-rev ACCTGCTGGCGTCTTAGATTT  

Gapdh_PCR-fwd ACGACCCCTTCATTGACCTCA  

Gapd_PCR-rev TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG  

Rojas-FW AATGCTAGCGTGGTCATCCACAGGCCTTT NheI 

Rojas-RW AATCTCGAGCCTCTCTATCCCCATCCTCA  XhoI 

Rojas2-FW CATGCTAGCAGCTCTCTAAAGACAAGGGC  NheI 

Rojas2-RW AATCTCGAGGGCCCTTGTCTTTAGAGAGC  XhoI 

Rojas3-FW AATGCTAGCGGTCCTTAGGAGCTGAGCTT  NheI 

Rojas3-RW GGTCTCGAGTGCAGGGATTGCTTCTGGA  XhoI 
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Rojas4-FW GGTGCTAGCTCCAGAAGCAATCCCTGCA  NheI 

Rojas5-FW GCGGCTAGCTGCAACACAAAAAGCACAGA  NheI 

Rojas6-FW GTAGCTAGCCTGCAAGCGTGTATAGGAAG  NheI 

Gata4_prom-fwd ATTCTCGAGCGCTCGCAGCAGTCA  

Gata4_prom-rev GTCAAGCTTCTGGCCAGCTCCAGT  

 

 

Tabelle 6: Oligonukleotide (synthetisch von Eurofins bezogen) 

Oligonukleotide Sequenz (5’ – 3’) 

GS2-sense CCTTCAGGGGAAGCTGGCTCCCTGTGACAT 

GS2-antisense ATGTCACAGGGAGCCAGCTTCCCCTGAAGG 

GS3-sense ATCCCTGCAGGCAGGGGGCCTGGGGGAAAG 

GS3-antisense CTTTCCCCCAGGCCCCCTGCCTGCAGGGAT 

GS4-sense GGTCAGGGAATAAGGAAATGAGGATGGGGA 

GS4-antisense ATCCCTGCAGGCAGGGGGCCTGGGGGAAAG 

Epo-R-sense GAGTGCTGGCCCCGCCCCCTCGGGG 

Epo-R-antisense CCCCGAGGGGGCGGGGCCAGCACTC 

 

 

Tabelle 7: Antikörper 

Antikörper Katalognummer/Hersteller 

Kaninchen anti-WT1 polyklonaler AK (C-19) sc-192, Santa Cruz Biotechnology 

Kaninchen Anti-Histon H3 polyklonaler AK 07-690, Millipore 

Normales Kaninchen IgG sc-2027, Santa Cruz Biotechnology 

Kaninchen anti-Wt1 AK (N-180) Santa Cruz Biotechnology 

Ziegen anti-GATA4 polyklonaler AK (C-20) sc-1237, Santa Cruz Biotechnology 
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Cy2-AffiniPure Esel anti-Kaninchen IgG 711-165-152, Jackson 

ImmunoResearch 

Cy3-AffiniPure Esel anti-Ziegen IgG 705-225-147, Jackson 

ImmunoResearch 

Maus anti-Aktin monoklonaler AK, Klon C4 MAB1501R, Millipore 

Esel anti-Kaninchen polyklonaler AK-HRP sc-2313, Santa Cruz Biotechnology 

 

 

Tabelle 8: Plasmide 

Nummer Plasmidbeschreibung Bedeutung 

p9 p-mWt1 C130 WT1(-KTS) 

p10 p-mWt1 C132 WT1(+KTS) 

p99 pCB6+ Leervektor für WT1 

p265 pGL3basic Leervektor für Gata4-

Expressionsplasmide 

p291 pGL3prom Leervektor für Gata4-

Expressionsplasmide 

p292 p-RL-TK Renilla-Luziferase Plasmid 

p620 pGl3basicGata4promF2/R1 Verkürztes Gata4-Promotor Konstrukt 

p621 pGL3promGata4F2/R1δSacI Verkürztes Gata4-Promotor Konstrukt 

p633 p-mRojas-FW1/RW1 Komplettes Gata4-Enhancer Konstrukt 

(904 bp) 

p634 pGl3promGata4enhancer Komplettes Gata4-Promotor Konstrukt 

p722 p-mRojas-FW2/RW1 Verkürztes Gata4-Enhancer Konstrukt 

(450 bp) 

p723 p-mRojas-FW1/RW2 Verkürztes Gata4-Enhancer Konstrukt 

(475 bp) 
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p731 p-mRojas-FW3/RW1 Verkürztes Gata4-Enhancer Konstrukt 

(222 bp) 

p766 p-mRojas-FW4/RW1 Verkürztes Gata4-Enhancer Konstrukt (89 

bp) 

p788 p-mRojas-FW5/RW1 Verkürztes Gata4-Enhancer Konstrukt 

(168 bp) 
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5. Ergebnisse 

 

5.1 WT1 ist für eine normale Expression von Gata4 in Herz und Gonaden 
erforderlich 

Experimentelle Arbeiten und klinische Beobachtungen deuten darauf hin, dass die 

beiden Transkriptionsfaktoren WT1 und GATA4 teilweise synergistische Funktionen in 

der Entwicklung von Herz und Gonaden ausüben (Kreidberg et al. 1993, Mundlos et al. 

1993, Morrisey et al. 1996, Viger et al. 1998, Moore et al. 1999, Tevosian et al. 2002, 

Watt et al. 2004). Dies wirft die Frage auf, ob zwischen beiden Faktoren eine direkte 

Beziehung, z.B. im Sinne einer wechselseitigen Beeinflussung ihrer Expression, besteht.  

Um zu überprüfen, ob WT1 für eine normale Gata4 Expression während der 

Mausembryogenese erforderlich ist, wurde der Gata4 mRNA Gehalt in verschiedenen 

Geweben von normalen und Wt1-defizienten Mausembryonen mittels qRT-PCR nach 

der SYBR-Green Methode vergleichend bestimmt. Es wurden jeweils 5 Wildtyp-

Embryonen (Wt1+/+) und ihre Wurfgeschwister mit homozygotem Wt1-Gendefekt (Wt1-/-) 

zum Zeitpunkt E12,5 untersucht. Die gemessenen Gata4 mRNA Werte wurden gegen 

die Transkripte des Haushaltsgens β-Aktin abgeglichen und nach der Gleichung 2-δδCt 

quantifiziert (Schmittgen und Livak 2001). Die in den Organen von Wildtyp-Mäusen 

ermittelten normalisierten Werte der Gata4 mRNA Expression liegen entsprechend der 

δδCt-Methode (Schmittgen und Livak 2001) bei „1“. Im Vergleich zu den 

Gonadenanlagen von Wildtyp Embryonen war der Gata4 mRNA Gehalt in Wt1-

defizienten Mäusen der jeweiligen Wurfgeschwister um über 80% reduziert (Abb. 4). In 

den Herzen der Wt1-/- Embryonen zeigte sich ebenfalls eine signifikante Reduktion der 

Gata4 mRNA um ca. 40%. In den Lebern wurden hingegen keine signifikanten 

Unterschiede festgestellt.  

Diese Resultate dokumentieren, dass WT1 für eine normale Expression von Gata4 in 

den sich entwickelnden Gonaden und Herzen notwendig ist. 
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Abbildung 4: Gata4 mRNA Gehalt in Organen von Mausembryonen mit Wildtyp (Wt1+/+) bzw. homozygot 
deletierten (Wt1-/-) Wt1-Allelen. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte durch qRT-PCR nach der 2-δδCt-
Methode unter Bezug auf das Haushaltsgen β-Aktin. Die bei Mausembryonen vom Wildtyp gemessenen 
Werte liegen definitionsgemäß bei 1. Dargestellt wird die Streuung des x-fachen Unterschieds. t-Test, 
*p<0,05, **p<0,01, n=5. n.s., nicht signifikant. 

 

5.2 WT1 und GATA4 werden im Herz und in den Gonaden von Mausembryonen 
überlappend exprimiert 

Um das Verteilungsmuster der WT1 und GATA4 Proteine zu untersuchen, wurden 

Doppelimmunfluoreszenzfärbungen von Mausembryonen (E12,5) und von den 

Gonaden adulter Wildtyp Mäuse durchgeführt. Die Darstellung von GATA4 Protein 

erfolgte unter Verwendung eines rot fluoreszierenden Cy3-konjugierten 

Sekundärantikörpers, während WT1 mit einem grün fluoreszierenden Cy2-Konjugat 

nachgewiesen wurde. Im Falle einer Kolokalisation beider Proteine resultiert nach 

Überlagerung ein gelbes Fluoreszenzsignal. Im embryonalen Mausherzen wird GATA4 

sowohl im Epikard als auch in den Kardiomyozyten exprimiert (Abb. 5B, D). Hingegen 

ist WT1 ausschließlich in epikardialen Zellen nachweisbar (Abb. 5C, D). Bei 

Verwendung von Normalseren anstelle spezifischer Antikörper wurde kein 

Fluoreszenzsignal beobachtet (Daten nicht gezeigt).  
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Eine Kolokalisation von GATA4 und WT1 wurde in den Kernen der Sertolizellen des 

ausdifferenzierten Hodens beobachtet (Abb. 5F-H). Auch in den follikulären 

Granulosazellen des Mausovars sind beide Proteine nukleär kolokalisiert (Abb. 5J-L).  

 

 

Abbildung 5: Doppelimmunfluoreszenzfärbungen von GATA4 und WT1. Beide Proteine werden im 
embryonalen Epikard (→) exprimiert, GATA4 zusätzlich in den Kardiomyozyten (B-D). In den Gonaden 
adulter Mäuse sind beide Proteine in den Sertolizellen des Testis (F-H) bzw. in den Granulosazellen des 
Ovars (J-L) nukleär kolokalisiert (>). M, Myokard. DAPI-Kernfärbungen (A, E, I). 

 

5.3 WT1 stimuliert die Expression von GATA4  

Die Gata4 mRNA Expression ist in den Herzen und Gonadenanlagen von Mäusen mit 

Wt1-Gendefekt signifikant verringert (Abb. 4), und beide Proteine zeigen in den 

Wildtypen ein überlappendes zelluläres Verteilungsmuster (Abb. 5). Somit stellt sich die 

Frage, ob WT1 die Gata4 Expression unmittelbar oder indirekt reguliert. Um den 

Zusammenhang von WT1 und GATA4 näher zu untersuchen, wurden M15-Zellen 

verwendet, die ursprünglich aus der Mesonephros/Gonaden-Region von transgenen 

Mäusen isoliert wurden (Larsson et al. 1995) und beide Proteine exprimieren. Zur 

Hemmung der WT1 Expression wurden die M15-Zellen simultan mit vier verschiedenen 

siRNAs gegen Wt1 transfiziert. Als Kontrolle erfolgte die Transfektion mit siRNAs ohne 

Zielsequenz im Mausgenom (non-targeting siRNA). Es wurden 5 unabhängige 

Transfektionsexperimente jeweils in Doppelansätzen durchgeführt. Im Western Blot 

zeigte sich eine effiziente Hemmung der WT1 Expression nach Transfektion von M15-
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Zellen mit gepoolten siRNAs (Abb. 6B). Die Hemmung der WT1 Expression verursachte 

eine Abnahme der Gata4 mRNA um ca. 50% (Abb. 6A) sowie einen deutlichen 

Rückgang von GATA4 Protein (Abb. 6B). Diese Ergebnisse zeigen, dass WT1 für eine 

normale Expression von GATA4 in M15 Zellen erforderlich ist. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: WT1 stimuliert die Expression von GATA4. M15 Zellen (A, B) wurden mit siRNA gegen 
Wt1 transfiziert. Der Proteinnachweis erfolgte mittels Western Blot (B), Gata4 mRNA wurde durch qRT-
PCR quantifiziert (A). Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion der M15-Zellen mit non-targeting siRNA. 
Die WT1(-KTS) und WT1(+KTS) Isofomen wurden in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) 
überexprimiert (C, D). Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion mit Leervektor (pCB6+). Die Proteine wurden 
mittels Western Blot nachgewiesen (D), die Quantifizierung der Gata4 mRNA geschah durch qRT-PCR 
(C). Dargestellt ist der x-fache Unterschied sowie die Streuung. *p<0,05, ***p<0,005, n=5. n.s., nicht 
signifikant. 
 

 

Weiterhin wurde untersucht, ob eine Überexpression von WT1 die Expression von 

GATA4 in einer humanen embryonalen Nierenzelllinie (HEK293) stimuliert. Für die 

Versuche wurden HEK293-Zellen verwendet, da diese eine vergleichsweise geringe 

endogene WT1 Expression aufweisen. Transfektion mit der WT1(-KTS) Variante 

bewirkte eine signifikante (p<0,05), ca. 1.5-fache Zunahme der Gata4 mRNA in 

HEK293 Zellen, während die WT1(+KTS) Isoform keinen signifikanten Einfluss hatte 
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(Abb. 6C). Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion mit Leervektor (pCB6+). Im Western 

Blot waren keine Veränderungen von GATA4 Protein in HEK293-Zellen mit und ohne 

WT1 Überexpression erkennbar (Abb. 6D).  

 
5.4 Die stimulierende Wirkung von WT1 auf die Gata4 Expression wird nicht 

durch den Gata4 Promotor vermittelt 

Die gezeigten Resultate (Abb. 4-6) deuten darauf hin, dass WT1 die Expression von 

Gata4 stimuliert. Um den zugrundeliegenden Regulationsmechanismus zu analysieren, 

wurde zunächst überprüft, ob der Promotor des Gata4 Gens durch WT1 induzierbar ist. 

Hierzu wurden Firefly-Luziferase Konstrukte, die zwei 2361 bzw. 464 Baasenpaare 

lange Fragmente des murinen Gata4 Promotors enthielten, in HEK293-Zellen 

transfiziert. Die Transfektion erfolgte gemeinsam mit der als Transkriptionsfaktor 

wirksamen WT1(-KTS) Isoform. Zur Kontrolle wurde ein leeres Reporterplasmid 

(pGL3basic) bzw. leerer Expressionsvektor (pCB6+) transfiziert. Zum Abgleich der 

Transfektionseffizienzen erfolgte die Kotransfektion eines Renilla-Luziferaseplasmids. 

Die Experimente wurden jeweils als Doppelansätze durchgeführt, aus denen die 

Durchschnittswerte errechnet wurden. Abbildung 7 zeigt die Resultate aus fünf 

voneinander unabhängig vorgenommenen Transfektionen. Hierbei wurde die 

Grundaktivität des jeweiligen Reporterkonstruktes in Gegenwart des Leervektors 

(pCB6+) auf 1 normiert. Es zeigt sich, dass die Aktivitäten der beiden Gata4 

Promotorkonstrukte durch Kotransfektion von WT1(-KTS) nicht signifikant beeinflusst 

wurden (Abb. 7).  
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Abbildung 7: Fehlender Einfluss der WT1(-KTS) Variante auf den murinen Gata4 Promotor. Zwei 
unterschiedlich lange Promotorkonstrukte (2351 bzw. 464 bp) bzw. pGL3basic Leervektor (Luc) wurden 
gemeinsam mit einen WT1(-KTS) Expressionsplasmid (grauer Balken) oder pCB6+ Leervektor (schwarzer 
Balken) in HEK293-Zellen transient kotransfiziert. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienzen wurde 
zusätzlich ein Renilla Luziferase Plasmid transfiziert. Angegeben ist das Verhältnis aus Firefly zu Renilla 
Luziferaseaktivität, wobei die Aktivitäten mit dem pCB6+ Leervektor auf 1 gesetzt wurden. Die Mittelwerte 
und Standardabweichungen sind das Ergebnis aus 5 unabhängigen Transfektionsexperimenten in 
Doppelansätzen. n.s., nicht signifikant (gepaarter t-Test). 

 
5.5 WT1 transaktiviert den mesodermalen Gata4-Enhancer  
 

5.5.1 Subklonierung verschieden langer Fragmente aus dem mesodermalen 
Gata4-Enhancer 

Die molekularen Mechanismen, die für eine gewebespezifische Expression von GATA4 

während der Embryonalentwicklung verantwortlich sind, werden zurzeit intensiv 

untersucht. Mittels Sequenzanalyse konnten im Gata4 Genlocus von Mensch und Maus 

mehrere konservierte, nicht kodierende Bereiche identifiziert werden (G1-G5, Abb. 8A). 

Untersuchungen an transgenen Mäusen ergaben, dass der 4368 Basenpaare 

umfassende Bereich G2 für die gewebespezifische GATA4 Expression im lateralen 

Mesoderm notwendig ist (Rojas et al. 2005). Aus dem lateralen Mesoderm gehen u.a. 

das Epi-/Perikard sowie Pleura und Peritoneum hervor, die allesamt WT1 exprimieren. 

Die G2 Region ist im Gata4 Gen der Maus zwischen 45.3 and 40.9 Kilobasen 5’ zur 

Transkriptionsstartstelle lokalisiert. Innerhalb des G2 Elements wurden durch Vergleich 

der Sequenzen von Maus und Opossum drei hochkonservierte Regionen (CR1-CR3, 

Abb. 8B) entdeckt, von denen das ca. 0,7 Kilobasen lange CR2 Element für eine 

transgene Expression im lateralen Mesoderm und den daraus abgeleiteten Geweben 

ausreichend war (Rojas et al. 2005).  
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Abbildung 8: Muriner Gata4-Locus (A). Dargestellt sind die fünf konservierten Bereiche in den nicht 
kodierenden Abschnitten des Gata4 Gens (G1-G5), sowie die sieben Exons. Der rechteckige Pfeil 
markiert den Transkriptionsstartpunkt. Der ca. 40 kbp 5’ zum Transkriptionsstart gelegene distale 
Enhancer G2 ist für eine Expression im lateralen Mesoderm notwendig. In (B) wird G2 mit den drei 
hochkonservierten Regionen CR1-CR3 genauer dargestellt. Die ca. 0,7 kb lange CR2 Region ist für die 
Expression im lateralen Mesoderm ausreichend (nach Rojas et al. 2005). 

 

 

Abbildung 9: Nukleotidsequenz des mesodermalen Gata4 Enhancers (schwarz) mit den bekannten 
Bindungsstellen von Fox-, Smad- und Gata- Transkriptionsfaktoren sowie die komplette Sequenz des ca. 
900 bp großen Plasmids p633 (zusätzlich rot markierte Nukleotide) nach Rojas et al. 2005. 
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AACACCCAATGACAACAGAGCTGTGTTGACTTACGCTTTTCCTTATCGGAGGGAATCAGGTAT

TCGTGTAAATCAGAAAAGGATTTGATGGATGCCAGCTCATTGGTGTCTCTAGCCAATAGACAG

GTTTGGTTAAACAAAATATATATTCTCCTTATCTCCAGTGGCGACTATCACTACAACTCCCCCC
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Um zu überprüfen, ob der mesodermale Gata4 Enhancer durch WT1 reguliert ist, wurde 

zunächst die CR2 Region kloniert und in den pGL3basic Reportervektor ligiert 

(Nukleotidsequenz in Abb. 9, Plasmid p633 in Abb. 10). Danach wurden unter 

Verwendung von p633 als DNA Template unterschiedlich lange Enhancerfragmente 

mittels PCR amplifiziert und in pGL3basic ligiert (Abb. 10). In 

Kotransfektionsexperimenten wurde untersucht, ob die verschiedenen 

Reporterkonstrukte durch WT1 induzierbar sind. 

 

 
 

Abbildung 10: Darstellung der in den Reporterassays verwendeten Gata4 Enhancerbereiche. Alle Gata4 
Sequenzen wurden in den pGL3basic Reportervektor ligiert. Das Plasmid p633 enthält den vollständigen 
Enhancer.  

 

5.5.2 WT1 aktiviert den murinen Gata4 Enhancer  

Um zu ermitteln, ob WT1 den mesodermalen Gata4 Enhancer reguliert, wurden die 

verschiedenen Reporterkonstrukte gemeinsam mit der WT1(-KTS) Isoform in HEK293-

Zellen kotransfiziert. Die Transfektionen (n=5) erfolgten jeweils als Doppelansätze unter 

Verwendung der beiden Leervektoren pGL3basic und pCB6+ als Negativkontrollen. Zur 

Normalisierung der Transfektionseffizienzen wurden die Zellen zusätzlich mit einem 

Renilla-Reporterplasmid kotransfiziert. Die Kotransfektion von WT1(-KTS) bewirkte eine 

ca. 4-fache Aktivitätszunahme von p633 (p<0.05), das den kompletten Gata4 Enhancer 

enthielt (Abb. 11). Ebenfalls aktiviert wurden das 450-bp Konstrukt (p722) und 

signifikant das 222-bp (p731) Konstrukt. Hingegen wurde der pGL3basic Leervektor 

(LUC) durch WT1(-KTS) nicht signifikant stimuliert (Abb. 11). Mit Hilfe dieser 
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Reporterassays lässt sich der WT1-senstive Bereich im untersuchten Gata4 Enhancer 

auf eine ca. 50 Basenpaare lange Sequenz eingrenzen (vgl. p731 und p788).  

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abbildung 11: Regulation des murinen Gata4 Enhancers durch die WT1(-KTS) Isoform. HEK293-Zellen 
wurden mit unterschiedlich langen Reporterkonstrukten und einem Expressionsplasmid für die WT1(-KTS) 
Isoform (graue Balken) kotransfiziert. Als Negativkontrolle erfolgte die Transfektion mit pCB6+ Leervektor 
(schwarze Balken). Zur Normalisierung der Transfektionseffizienzen wurde mit einem Renilla-Luziferase-
Reporterplasmid kotransfiziert. Dargestellt ist das Verhältnis von Firefly zu Renilla Luziferaseaktivität, 
wobei die mit dem pCB6+ Leervektor erzielten Aktivitäten jeweils auf 1 gesetzt sind. Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus n=5 Experimenten in Doppelansätzen. *p<0.05, n.s.: nicht signifikant 
(gepaarter t-Test). 

 

5.6 WT1 Protein bindet an den mesodermalen Gata4 Enhancer 
Die Bindung des WT1 Proteins an den mesodermalen Gata4 Enhancer wurde mittels 

Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) untersucht. Mit Hilfe dieser Technik können 

Protein-DNA Interaktionen in Zellen bzw. Geweben nachgewiesen werden. Für die 

Experimente wurden M15 Zellen aus dem Mesonephros der Maus verwendet, die als 

eine der wenigen verfügbaren Zelllinien ein robustes WT1 Expressionsniveau 

aufweisen (Abb. 6). Die Immunpräzipitation wurde mit einem spezifischen Antikörper 

gegen WT1 durchgeführt. Als Negativkontrolle wurde Immunglobulin G von Kaninchen 

verwendet, als Positivkontrolle diente die Präzipitation mit einem gegen Histon 

gerichteten Antikörper. Die PCR der präzipitierten DNA wurde mit Primern durchgeführt, 

welche die vermuteten WT1-Bindungsstellen im mesodermalen Enhancer flankieren. 

Um den Erfolg der Immunpräzipitation zu überprüfen, wurde zur Kontrolle eine Sequenz 
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aus dem Promoter des anti-Müller Hormon 2 Rezeptor Gens (Amhr2), einem bekannten 

WT1 Zielgen, amplifiziert (Klattig et al. 2007a).  

Abbildung 13 zeigt die Anreicherung von amplifizierter DNA in den Immunpräzipitaten 

im Vergleich zur Verwendung von Normalseren. Präzipitation mit dem WT1-Antiköper 

bewirkt eine signifikante (p<0,05), 2,5-fache Anreicherung der Gata4 Enhancer DNA 

sowie eine ebenfalls signifikante (p<0,05), ca. 1,8-fache Zunahme der Amhr2 Promotor 

DNA. Im Vergleich hierzu verursacht die Präzipitation mit einem anti-Histon Antikörper 

eine ca. 80-fache Zunahme der präzipitierten DNAs. 

Diese Resultate zeigen, dass WT1-Protein bei intakter zellulärer Chromatinstruktur an 

den mesodermalen Gata4 Enhancer bindet. 

 

 

Abbildung 12: Schema des durch die entsprechenden Primer zu amplifizierenden ca. 220 bp langen 
Gata4 Enhancers ca. 40 kbp antegrad des als graue Box dargestellten Promotors sowie des als weiße 
Box dargestellten ersten Exons mit dem Transkriptionsstartpunkt markiert durch den Pfeil in 5’-3’-
Richtung. Mit GS2-4 sind die verschiedenen synthetischen Oligonukleotide benannt, die im Bereich der 
potentiellen WT1-Bindungsstellen liegen. 
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Abbildung 13: ChIP-Assay zum Nachweis einer Bindung von WT1 an den Gata4 Enhancer. Die 
Immunpräzipitationen wurden mit Antikörpern (AK) gegen WT1 und Histon durchgeführt. Als Kontrolle 
wurden anstelle spezifischer Antikörper die entsprechenden Normalseren verwendet. Die Darstellung 
zeigt die x-fache Anreicherung amplifizierter DNA in den Immunpräzipitaten im Vergleich zu den 
Serumkontrollen, die auf „1“ gesetzt wurden. Als Positivkontrolle diente der Promotor des Anti-Müller-
Hormon-Rezeptor 2 Gens, einem bekannten WT1-Zielgen (Klattig et al. 2007a). Mittelwerte ± 
Standardabweichungen. ** p<0.01, *: p<0.05, n=6. 

 
Mit Hilfe der Reporterassays konnte der WT1-sensitive Bereich im Gata4 Enhancer auf 

eine aus ca. 50 Basenpaaren bestehende Sequenz eingegrenzt werden (Abb. 11). In 

dieser Region befindet sich ein GC-reiches Element (GS2) mit Homologie zu bekannten 

WT1 Bindungsstellen (Abb. 12). Mittels Elektrophoresemobilitätsshiftassay (EMSA) 

wurde untersucht, ob WT1 Protein diese Sequenz bindet. Hierzu wurde das 30 bp lange, 

doppelsträngige GS2 Oligonukleotid mit Digoxigenin markiert und mit der WT1(-KTS) 

Isoform inkubiert. Als Negativkontrolle erfolgte die Inkubation der Oligonukleotidsonde 

mit Reaktionspuffer, d.h. in Abwesenheit von WT1(-KTS). Zur Überprüfung des EMSA 

wurde ein Oligonukleotid aus dem proximalen Promotor des Erythropoietinrezeptorgens 

(Epo-R) verwendet. Dieses Oligonukleotid enthält eine nachgewiesene WT1-

Bindungsstelle (Kirschner et al. 2008). Der EMSA zeigt eine deutliche 

Retardationsbande des mit WT1(-KTS) inkubierten GS2 Oligonukleotids (Abb. 14, Spur 

4). Eine Interaktion mit WT1(-KTS) wurde auch für die Epo-R Sonde nachgewiesen 

(Abb. 14, Spur 2), wohingegen die Kontrollen ohne Protein keine Retardationsbanden 

zeigten (Abb. 14, Spuren 1 und 3). Diese Resultate dokumentierten, dass WT1(-KTS) 

Protein an das GS2 Element im mesodermalen Gata4 Enhancer bindet.   

 

Abbildung 14: Elektrophoresemobilitätsshiftassay (EMSA) 
zum Nachweis einer WT1(-KTS) Proteinbindung an das GS2 
Element im mesodermalen Gata4 Enhancer. Die Digoxigenin 
markierten Oligonukleotid-Sonden wurden mit rekombinantem 
WT1(-KTS) Protein bzw. mit Reaktionspuffer (Kontrollen) 
inkubiert und anschließend in einem nicht-denaturierenden 
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Positivkontrolle wurde ein 
Oligonukleotd aus dem Promotor des 
Erythropoietinrezeptorgen mit bekanntem WT1 Bindungsmotiv 
verwendet. Die Retardationsbanden zeigen eine Bindung von 
WT1(-KTS) an GS2 bzw. die Oligonukleotidsequenz aus dem 
Epo-R Promotor an (<). Der Pfeil markiert die freien, nicht-
gebundenen Sonden. 
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6. Diskussion 

Die beiden Zinkfingertranskriptionsfaktoren GATA4 und WT1 sind für die normale 

Embryogenese, insbesondere für die Entwicklung von Herz und Gonaden, erforderlich 

(Pritchard-Jones et al. 1990, Arceci et al. 1993, Kreidberg et al. 1993, Kuo et al. 1997, 

Molkentin et al. 1997, Moore et al. 1999, Davies et al. 2004). Mausembryonen mit 

Inaktivierung des Gata4 bzw. des Wt1 Gens zeigen ähnliche Phänotypanomalien 

(Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999, Tevosian et al. 2002, Watt et al. 2004). 

Weitere Hinweise auf funktionelle Synergismen von GATA4 und WT1 ergeben sich aus 

dem Nachweis gemeinsamer Zielgene (Viger et al. 1998, Tremblay et al. 2001, 

Tevosian et al. 2002, Matsuzawa-Watanabe et al. 2003, Dame et al. 2004, 2006, Gao et 

al. 2006, Manuylov et al. 2007, Miyamoto et al. 2008). Vor diesem Hintergrund habe ich 

untersucht, ob die Expression von GATA4 einer direkten Kontrolle durch WT1 unterliegt. 

Ein Schwerpunkt der Arbeit betrifft die Frage, ob ein kürzlich identifizierter Enhancer, 

der die Expression von GATA4 im lateralen Mesoderm steuert (Rojas et al. 2005), 

durch WT1 reguliert wird.  

 

6.1 Koexpression von WT1 und GATA4 im Epikard und in den Gonaden 

Im Falle einer positiven Regulation des Gata4 Gens durch WT1 ist zu erwarten, dass 

beide Proteine in denselben Zellen vorkommen. Um dies zu überprüfen, wurden 

Immundoppelfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Diese zeigen, dass die beiden 

Proteine WT1 und GATA4 in den Kernen embryonaler Epikardzellen zum Zeitpunkt 

E12,5 kolokalisiert sind (Abb. 5). Diese Beobachtung befindet sich in Übereinstimmung 

mit der in verschiedenen Arbeiten nachgewiesenen Bedeutung von WT1 und GATA4 

als Transkriptionsfaktoren für die Entwicklung des Epikards aus dem lateralen 

Mesoderm (Moore et al. 1999, Watt et al. 2004, Serluca 2008, Zeng et al. 2011, Rudat 

und Kispert 2012, Kolander et al. 2014). Im Unterschied zu WT1, dessen Expression 

auf das Epikard beschränkt ist, konnte GATA4 zusätzlich auch in Kardiomyozyten 

nachgewiesen werden, in denen es u.a. die Gene αMHC (Molkentin et al. 1994), BNP 

(He et al. 2002) und ANF (Thuerauf et al. 1994) reguliert (Abb. 5, Arceci et al. 1993, 

Molkentin et al. 1994, Molkentin 2000, He et al. 2002, Zeng et al. 2011, Hu et al. 2013).  

Neben dem embryonalen Epikard wurde eine Kolokalisation von GATA4 und WT1 auch 

in den Gonaden adulter Mäuse beobachtet. Die Färbungen der gonadalen 

Gewebeschnitte zeigen eine nukleäre Koexpression von WT1 und GATA4 in 
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Sertolizellen des Testis sowie in Granulosazellen der Ovarien (Abb. 5, Pelletier et al. 

1991, Mundlos et al. 1993, Viger et al. 1998, Ketola et al. 1999). Im Unterschied zu 

anderen Arbeiten, die eine (schwache) Expression von GATA4 in interstitiellen 

steroidogenen Leydigzellen berichten (Viger et al. 2008, Bielinska et al. 2007), konnte 

ich GATA4 in diesen Zellen nicht nachweisen. Die Gründe für diese Diskrepanz sind 

ungeklärt. Es lässt sich spekulieren, dass der GATA4 Proteingehalt in den Leydigzellen 

des verwendeten Mausstamms zu gering war, um durch die Fluoreszenzantikörper 

detektiert zu werden. Eine Kreuzreaktivität der sekundären Antikörper mit anderen 

Proteinen konnte in der Negativkontrolle durch Weglassen des Primärantikörpers 

ausgeschlossen werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse der Immundoppelfärbungen 

auf einen Zusammenhang von GATA4 und WT1 in der Entwicklung des Epikards und 

bei der Differenzierung von Sertoli- bzw. Granulosazellen der männlichen und 

weiblichen Gonaden hin.  

 

6.2 Bedeutung von WT1 für die Gata4 Expression in vivo und in vitro 

Um weitere Hinweise auf eine Regulation der Gata4 Genexpression durch WT1 zu 

erhalten, wurde der Gata4 mRNA Gehalt in den Organen von Wildtypen und Wt1-

defizienten Mausembryonen (Wt1-/-) vergleichend analysiert. Da Mäuse mit 

homozygotem Wt1 Gendefekt ab dem 13. Embryonaltag letal sind (Kreidberg et al. 

1993, Moore et al. 1999), wurden die Untersuchungen an 12,5 Tage alten 

Mausembryonen durchgeführt. Im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistern war das 

Niveau der Gata4 mRNA in den Gonaden der Wt1-/- Embryonen um ca. 80% reduziert 

(Abb. 4). Allerdings zeigte sich in der statistischen Auswertung bei relativ großer 

Standardabweichung eine grenzwertige Signifikanz mit p<0,05. Jedoch sind diese 

Ergebnisse kongruent zu denen von Klattig et al. (Klattig et al. 2007b). Eine signifikante 

Abnahme der Gata4 mRNA um ca. 50% wurde auch in den Herzen der Wt1-/- 

Embryonen im Vergleich zu Wildtypen festgestellt (Abb. 4). Die geringeren 

Auswirkungen einer Wt1-Defizienz auf den Gata4 mRNA Gehalt in den Herzen als in 

den Gonaden lässt sich am ehesten damit erklären, dass GATA4 im Gegensatz zu WT1 

nicht nur im Epikard, sondern auch in Kardiomyozyten vorkommt (Abb. 5, Heikinheimo 

et al. 1994, Pu et al. 2004). Während die epikardiale Gata4 Expression bei homozygoter 

Wt1-Inaktivierung signifikant reduziert ist, bleibt das Expressionsniveau in 

Kardiomyozyten vermutlich unverändert. Keine signifikanten Unterschiede der Gata4 
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mRNA wurden in den WT1-negativen Lebern von Wildtypen und Wt1-/- Embryonen 

festgestellt, die als Kontrollen dienten (Abb. 5). 

Für den geringeren Gata4 mRNA Gehalt in den Gonadenanlagen und Herzen der Wt1-/- 

Embryonen im Vergleich zu Wildtypen gibt es mehrere Erklärungsmöglichkeiten. Zum 

einen können diese Beobachtungen darauf hindeuten, dass die GATA4 Expression in 

diesen Geweben direkt oder indirekt durch WT1 stimuliert wird. Da WT1 depletierte 

Tiere unter anderem eine Störung der Gonadenentwicklung sowie Epikarddefekte 

aufweisen (Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999), könnte ein reduziertes Gata4 

Niveau in WT1-negativen Mäusen auch Folge der geschädigten Gewebestruktur sein. 

Weiterhin bestehen die Organanlagen aus heterogenen Zellpopulationen, die eine 

Unterscheidung direkter und indirekter Effekte von WT1 auf die Gata4 Expression 

erschweren.  

Um eine potenzielle Regulation der Gata4 Expression durch WT1 näher zu untersuchen, 

bediente ich mich der Zellinie M15. M15-Zellen wurden ursprünglich aus dem 

Mesonephros von Mäusen mit transgener Expression des T-Antigens etabliert (Larsson 

et al. 1995). Zusätzlich zu klassischen Genen des Mesonephros wie Wt1, Pax-2, Lim-1, 

c-ret (Armstrong et al. 1992, Larsson et al. 1995, Kuure et al. 2000) enthalten M15-

Zellen im Westernblot gut detektierbare Mengen an GATA4 (Abb. 6). Transfektion von 

M15-Zellen mit einer gegen Wt1 gerichteten siRNA bewirkte eine signifikante Abnahme 

der Gata4 mRNA um ca. 50% (Abb. 6). Eine Hemmung der GATA4 Expression nach 

Transfektion von M15-Zellen mit Wt1 siRNA war auch auf Proteinebene mittels 

Westernblot nachweisbar (Abb. 6). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass WT1 für ein normales Expressionsniveau von GATA4 in 

den Gonadenanlagen und im Epikard in vivo sowie in M15-Zellen in vitro erforderlich ist. 

Die weiteren Untersuchungen waren auf die Bedeutung von WT1 für die Entwicklung 

des Epikards und dabei insbesondere auf die Regulation eines mesodermalen Gata4 

Enhancers durch WT1 fokussiert. 

 

6.3 In vitro Regulation des mesodermalen Gata4 Enhancers durch Wt1 

Um eine mögliche Regulation des Gata4 Gens durch WT1 zu untersuchen, wurden 

zunächst Kotransfektionsexperimente mit Gata4 Promotor-Reporterkonstrukten und 

WT1 Expressionsplasmiden durchgeführt. WT1 Bindungsstellen sind GC-reich und 

besitzen Homologie zu den Bindungsstellen des early growth respone (EGR) Gens 
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(Rauscher et al. 1990). Suzuki et al. konnten zeigen, dass EGR1 an den Gata4 

Promotor bindet und diesen hemmt (Suzuki et al. 2007). In Übereinstimmung mit den 

kürzlich publizierten Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe (Mazaud-Guittot et al. 

2014) wurden die Aktivitäten der unterschiedlich langen Gata4 Promotorkonstrukte 

durch WT1 jedoch nicht signifikant beeinflusst (Abb. 7). Möglicherweise befinden sich in 

den untersuchten Promotorabschnitten hemmende Elemente, die eine durch WT1 

vermittelte Aktivierung neutralisieren. Ebenso ist denkbar, dass WT1 die Gata4 

Expression über promotorferne Enhancer aktiviert. 

Rojas et al. identifizierten ein ca. 40 kb 5’ vor dem Transkriptionsstart gelegenes 

Enhancerelement, das die Expression von Gata4 im lateralen Mesoderm 

(Seitenplattenmesoderm) steuert (Abb. 3 und 8, Rojas et al. 2005). Aus dem lateralen 

Mesoderm entwickeln sich u.a. die serösen Auskleidungen der großen Körperhöhlen, 

d.h. Pleura, Peritoneum und Epi-/Perikard (Armstrong et al. 1992, Chau und Hastie 

2012). Die Kotransfektionsexperimente ergaben, dass ein ca. 900 bp langer 

Enhancerabschnitt durch WT1 signifikant, ca. 4-fach stimuliert wird (Abb. 11). Da der 

verwendete pGL3basic Reportervektor keine eukaryotischen Promotor- bzw. 

Enhancersequenzen enthält, lässt sich schlussfolgern, dass der untersuchte 

Enhancerbereich zur Rekrutierung von RNA-Polymerase II befähigt ist. Durch 

sukzessive Verkürzung der Enhancerkonstrukte vom 5’-Ende her konnte der WT1-

sensitive Bereich im mesodermalen Gata4 Enhancer auf eine ca. 50 Basenpaare lange 

Sequenz eingegrenzt werden (Abb. 11). Diese zeigte allerdings nicht dasselbe 

Aktivierungsausmaß wie der vollständige Enhancer, sondern lediglich eine 2-fache 

signifikante Aktivitätssteigerung durch Kotransfektion von WT1 (Abb. 11). Dies deutet 

darauf hin, dass in verschiedenen Bereichen des Gata4 Enhancers mehrere WT1-

sensitive Elemente lokalisiert sind, und/ oder dass die Wirkung von WT1 durch weitere 

Kofaktoren beeinflusst wird. Außerdem kann auch GATA4 selbst seinen eigenen 

Enhancer aktivieren (Rojas et al. 2005). Für die Untersuchungen wurden HEK293-

Zellen aus der embryonalen Nierenanlage verwendet, da sich diese mit vergleichsweise 

hoher Effizienz transfizieren lassen. Die mithilfe eines GFP-Expressionsplasmids 

ermittelten, durch Calciumphosphat-Präzipitation erzielten Transfektionseffizienzen 

betrugen 40-60% (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung von HEK293-Zellen, in denen 

epikardspezifische Faktoren vermutlich fehlen, stellt eine Limitierung der Arbeit da. Für 

weiterführende Untersuchungen ist es deshalb notwendig, epikardiale Zelllinien in die 

Experimente mit einzubeziehen.  
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6.4 Direkte Bindung des WT1 Proteins an die Gata4 Enhancer Sequenz 

Da WT1 in vitro den Gata4 Enhancer stimulierte, habe ich als nächstes mittels EMSA 

überprüft, ob das WT1 Protein direkt an eine Stelle im Enhancer bindet. Die Wahl der 

für die EMSAs verwendeten Oligonukleotide erfolgte aufgrund ihrer Homologie zu 

bekannten GC-reichen WT1-Konsensusmotiven (Klattig et al. 2007a, Hartwig et al. 

2010, Motamedi et al. 2014). Es konnte gezeigt werden, dass das GS2 Oligonukleotid, 

welches im WT1-sensitiven Enhancerbereich lokalisiert ist, die 

transkriptionskompetente WT1(-KTS) Variante bindet (Abb. 14).  

Die Verwendung synthetischer Oligonukleotide zum Nachweis von DNA-Protein 

Interaktionen ist dadurch limitiert, dass hierbei der Kontext der natürlichen 

Chromatinstruktur fehlt. Aus diesem Grund wurde zusätzlich die Bindung von WT1 

Protein an den mesodermalen Gata4 Enhancer mithilfe der 

Chromatinimmunpräzipitation (ChIP) untersucht. Diese Methode ermöglicht die Analyse 

von Protein-DNA Interaktionen in Zellen und Geweben bei erhaltener Chromatinstruktur. 

Es konnte gezeigt werden, dass WT1 Protein an das Gata4 Enhancer-Chromatin bindet 

und sich die genomische Enhancer-DNA mit Antikörpern gegen WT1 2,5-fach 

anreichern lässt (Abb. 12). Als Negativkontrolle wurde normales Kaninchenserum 

verwendet, als Positivkontrolle diente die Promotorsequenz des bekannten WT1-

Zielgens Amhr2 (Klattig et al. 2007a). Die Präzipitation mit einem gegen WT1 

gerichteten Antikörper beiwirkte eine ca. 1,8-fache Anreicherung der Amhr2 Promotor 

DNA (Abb. 12). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass WT1 Protein an den 

mesodermalen Gata4 Enhancer bindet. Da die Bindung auch bei erhaltener 

Chromatinstruktur erfolgt, ist davon auszugehen, dass WT1 direkt die Enhanceraktivität 

stimuliert. Dies ist mechanistisch möglich, indem WT1 z.B. weitere Kofaktoren rekrutiert 

und/ oder die Chromatinstruktur so verändert, dass eine Steigerung der Gata4 

Genexpression erfolgt. Beispielsweise könnte es auch wie bei dem WNT4 Gen zu 

einem Chromatin flip-flop kommen, durch den Gata4 je nach Zustand aktiviert oder 

supprimiert wird (Essafi et al. 2011). Einschränkend ist anzumerken, dass die ChIP-

Assays mit Chromatin von M15-Zellen aus dem Mesonephros der Maus durchgeführt 

wurden. M15-Zellen wurden verwendet, da sie sowohl immunpräzipitierbare Mengen an 

WT1 Protein enthalten, als auch das Gata4 Gen exprimieren. Zur Validierung der 

erzielten Resultate ist es wichtig, für nachfolgende Untersuchungen Zellen bzw. 

Gewebe mesodermalen Ursprungs zu benutzen.  
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Mesodermentwicklung mit den Wt1 exprimierenden 
Geweben (modifiziert nach Chau und Hastie 2012). 

 

6.5 Die Bedeutung des lateralen Mesoderms in der Entwicklung 

Aus dem lateralen Mesoderm gehen während der Embryonalentwicklung vor allem 

mesotheliale Gewebe wie das Epikard, die Pleura und das Peritoneum hervor (Abb. 15). 

Im Mesoderm und später auch im Epikard werden wie bereits beschrieben WT1 und 

GATA4 koexprimiert. Bei homozygoter Deletion beider Gene resultieren ähnliche 

Phänotypen mit Fehlbildungen des Epikards (Moore et al. 1999, Kreidberg et al. 1993, 

Tevosian et al. 2002, Watt et al. 2004). Für die Entwicklung des 

Seitenplattenmesoderms spielt bone morphogenetic protein 4 (Bmp4) eine essentielle 

Rolle (Winnier et al. 1995). In einer Arbeit von Rojas et al. wurde der im lateralen 

Mesoderm aktive Enhancer des Gata4 Gens entdeckt, welcher unter der indirekten 

Kontrolle von Bmp4 steht. Dieser Enhancer steuert die Expression von GATA4 im 

viszeralen Mesoderm und im Septum Transversum (Rojas et al. 2005), aus denen das 
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proepikardiale Organ bzw. das Epikard hervorgehen (Männer 2001). In meiner Arbeit 

konnte nun eine Aktivierung des Gata4 Enhancers durch WT1 nachgewiesen werden. 

Daher kann man spekulieren, dass die mesothelialen Fehlbildungen in Wt1/Gata4-

deletierten Tieren auf einer fehlerhaften Differenzierung des lateralen Mesoderms 

beruhen, wenn der Gata4 Enhancer nicht ausreichend durch WT1 aktiviert wird. Eine 

weitere Signalverstärkung des Gata4 Enhancers könnte zusätzlich durch eine WT1 

vermittelte Aktivierung von Bmp4 erfolgen (Gao et al. 2014). Des Weiteren spielt auch 

ein Autoregulationsmechanismus über GATA4 eine Rolle für die Aktivierung des 

Enhancers (Rojas et al. 2005). Durch WT1 wird hier wahrscheinlich noch eine 

zusätzliche Verstärkung des Signals erzielt. 

Abgesehen vom Epikard entstehen auch die Koronararterien aus dem proepikardialen 

Organ (Mikawa und Gourdie 1996, Majesky 2004). Auch in der Entwicklung der 

Herzmuskelgefäße spielen WT1 und GATA4 eine zentrale Rolle. So ist die Interaktion 

von GATA4 mit seinem Co-Faktor Fog2 wichtig für die Entwicklung der Koronargefäße 

(Crispino et al. 2001, Zhou et al. 2009). Ferner ist epikardiales GATA4 zur Rekrutierung 

subepikardialer Endothelzellen erforderlich, aus welchen der koronare vaskuläre Plexus 

differenziert (Kolander et al. 2014). Des Weiteren differenzieren aus WT1-positiven 

epikardialen Zellen über epithelial-mesenchymale Transition (EMT) u.a. vaskuläre glatte 

Muskelzellen und Endothelzellen (Rudat und Kispert 2012). Hierbei werden beide 

Transkriptionsfaktoren im Epikard exprimiert und haben synergistische Effekte in der 

Ausbildung des koronaren vaskulären Plexus. Einerseits koordiniert WT1 die 

Differenzierung von Gefäßzellen aus dem Epikard, andererseits führen GATA4-

abhängige epikardiale Signale zu einer Rekrutierung endothelialer Zellen aus dem 

Proepikard in das Sub-Epikard (Kolander et al. 2014). WT1 ist für die Stabilisierung 

dieser neu entstandenen Gefäße notwendig (Scholz et al. 2009, Wagner et al. 2005a). 

Somit zeigt sich, dass auch in der Koronarvaskulogenese eine Interaktion der beiden 

Transkriptionsfaktoren über den mesodermalen Gata4 Enhancer möglicherweise eine 

entscheidende Rolle spielt. 

Interessant ist weiterhin, dass homozygot negative Mäuse für Wt1 und Gata4 außer den 

mesothelialen Defekten auch eine ausgeprägte Hypoplasie des Myokards aufweisen 

(Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999, Kolander et al. 2014). Bemerkenswert ist 

dabei, dass WT1 im Gegensatz zu GATA4 nicht in Kardiomyozyten exprimiert wird, 

sondern ausschließlich epikardial vorkommt (Arceci et al. 1993, Heikinheimo et al. 1994, 

Zeng et al. 2011). Dies deutet auf eine differenzierte Beeinflussung des Myokards durch 
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das Epikard hin. Ebenso wie die glatten Muskelzellen der Koronararterien können auch 

Kardiomyozyten aus WT1-positiven Epikardzellen über die EMT entstehen (Scholz et al. 

2009, Cai et al. 2008, Zhou et al. 2008). Weiterhin befindet sich das embryonale 

Herzmuskelgewebe unter dem Einfluss proliferativer Signale aus dem Epikard. Unter 

anderem werden im Epikard Erythropoietin (Epo) und Retinsäure gebildet, die beide 

eine wichtige Rolle in der Myokardentwicklung spielen (Stuckmann et al. 2003, Olivey 

und Svensson 2010, Scholz und Kirschner 2011). Interessanterweise werden nicht nur 

Epo und Retinsäure, sondern auch deren Rezeptoren WT1-abhängig exprimiert (Dame 

et al. 2006, Kirschner et al. 2008, Scholz und Kirschner. 2011, Guadix et al. 2011). 

Ferner steuert auch GATA4 gemeinsam mit Sp1 die Expression des Epo-Rezeptors in 

Kardiomyozyten (von Salisch et al. 2011). Die Ergebnisse meiner Arbeit deuten darauf 

hin, dass eine verminderte mesodermale Gata4 Expression zur myokardialen 

Hypoplasie bei Wt1-Defizienz beiträgt. So kann man festhalten, dass WT1 und GATA4 

für die Entwicklung der vom Mesoderm abstammenden Gewebe von zentraler 

Bedeutung sind. Die ähnlichen kardialen Mausphänotypen, die aus einer Deletion der 

Wt1 bzw. Gata4 Gene resultieren, lassen sich mit einer unzureichenden Aktivierung des 

mesodermalen Gata4 Enhancers durch WT1 erklären. Daher sollte als nächster Schritt 

die gemeinsame Regulation über den mesodermalen Gata4 Enhancer im Tiermodell in 

vivo überprüft werden.   

 
6.6 Klinisch relevante Aspekte der epi-/myokardialen Expression von WT1 und 
 GATA4 

Die Regulation der Gata4 Expression durch WT1 hat nicht nur in der Embryogenese 

eine wichtige Funktion, sondern ist möglicherweise auch im adulten Organismus 

medizinisch relevant. Besondere Beachtung verdienen hier hypoxische bzw. 

ischämische Zustände wie beispielsweise ein Myokardinfarkt. Im Promotor des Wt1 

Gens der Maus wurde ein hypoxieresponsives Element (HRE) identifiziert. Bindung des 

Transkriptionsfaktors HIF-1 an dieses Element bewirkt eine Transaktivierung von Wt1 in 

myokardialen Blutgefäßen (Wagner et al. 2003). Dieser Mechanismus könnte für die 

beobachtete vaskuläre de novo Expression von WT1 im Infarktrandbereich 

verantwortlich sein (Wagner et al. 2002b). 

Desweiteren können aus dem Epikard stammende, WT1-positive Mesenchymzellen 

(EPDCs) zu Fibroblasten und neuen Kardiomyozyten differenzieren (Wessels und 

Pérez-Pomares et al. 2004, Martínez-Estrada et al. 2009, Scholz und Kirschner 2011) 
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und dadurch möglicherweise die myokardiale Narbenbildung nach Infarkt reduzieren. 

Infolge einer Myokardischämie kommt es zu einem absoluten Anstieg von EPDCs. 

Diese sind aufgrund ihrer Expression der Oberflächenantigene CD34 und c-kit als 

kardiale Stammzellen anzusehen (Limana et al. 2007). Ferner wird nach ischämischer 

Schädigung des Herzmuskelgewebes eine vermehrte Expression von embryonalen 

epikardialen Genen wie Wt1 beobachtet (Limana et al. 2011, Smart et al. 2011, Wagner 

et al. 2002b). Interessant ist nun, dass diese subepikardialen c-kit+ Zellen den kardialen 

Transkriptionsfaktor GATA4 exprimieren und sich somit als funktionelle de novo 

Kardiomyozyten präsentieren (Limana et al. 2007). 

Die Expression von Gata4 wird ebenfalls über sauerstoffabhängige Mechanismen 

reguliert. Beispielsweise wurde eine Aktivierung der Gata4 Genexpression durch 

hypoxische Präkonditionierung (Suzuki et al. 2004) sowie durch akute intermittierende 

Hypoxie (Park et al. 2007) beschrieben. In Reportergenexperimenten konnte eine 

Gata4 Aktivierung durch Hif1α nachgewiesen werden (Nagao et al. 2008). Folglich lässt 

sich postulieren, dass sowohl Wt1 als auch Gata4 über hypoxische Signalkaskaden 

reguliert werden. Während des Myokardinfarktes erfolgt eine Reaktivierung 

embryonaler Gene. Es ist denkbar, dass hierbei auch die Aktivierung der Gata4 

Expression über den mesodermalen Enhancer von Bedeutung ist. Somit würde 

zusätzlich zur hypoxieinduzierten Expression von Wt1 und Gata4 eine Transaktivierung 

des Gata4 Gens durch WT1 den autoregenerativen Effekt nach Ischämie verstärken. 

Möglicherweise gibt es außer den bereits entdeckten Gata4 Enhancern noch weitere, 

bislang unbekannte Elemente, die eine Aktivität in Epikardzellen aufweisen und in 

adulten Organismen reaktiviert werden können. 

In einigen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass GATA4 gemeinsam mit 

anderen kardialen Transkriptionsfaktoren (Mef2c und Tbx5, GMT) geeignet ist, kardiale 

Fibroblasten in Kardiomyozyten zu reprogrammieren (Inagawa et al. 2012, Qian et al. 

2012, Song et al. 2012). Dies reduzierte das Infarktareal und trug zu einer moderaten 

Verringerung der kardialen Dysfunktion bei. Dieser Effekt konnte durch die Gabe des 

angiogen wirksamen Thymosin β4 (Tb4) (Qian et al. 2012) oder VEGF (Mathison et al. 

2012) noch weiter gesteigert werden. Auch die WT1-positiven epikardialen 

Progenitorzellen können durch Aktivierung mit Thymosin β4 zu de novo funktionellen 

Kardiomyozyten im Infarktrandbereich differenzieren (Smart et al. 2011). 

Erwähnenswert ist in diesem Zusammenhang die beschriebene Regulation der VEGF 

Genexpression durch WT1 (McCarty und Loeb. 2011) und GATA4 (Heineke et al. 2007). 
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Ein anderer klinisch relevanter Gesichtspunkt betrifft die Behandlung einer durch 

Chemotherapeutika vom Typ des Doxorubicin ausgelösten Kardiomyopathie (Kim et al. 

2003, Aries et al. 2004). Nach Behandlung mit Doxorubicin wurde eine 

Herunterregulierung von Gata4 mRNA und eine Zunahme der Apoptose von 

Kardiomyozyten unter anderem aufgrund der verminderten Aktivierung des anti-

apoptotischen Bcl-X berichtet (Kim et al. 2003, Aries et al. 2004). Dieser Effekt wird 

durch eine p53-abhängige Hemmung der Bindung des CBF (CCAAT binding factor)/NF-

Y (Nuclear factor Y) an die CCAAT-Box im Gata4 Promotor und eine dadurch 

verminderte Transkription sowie Aktivität von GATA4 ausgelöst (Park et al. 2011). 

Andererseits wird durch eine ektope Gata4 Expression die Bildung von Kardiomyozyten 

angeregt (Grépin et al. 1997). Durch die Gabe von Epo können die kardialen 

Nebenwirkungen der Anthrazykline über eine Erhöhung der Gata4 und Bcl-2 

Expression abgeschwächt werden (Li et al. 2006, Shan et al. 2009). Somit wird der in 

zahlreichen in vitro und in vivo Studien (Chateauvieux et al. 2011, Jelkmann und Elliott 

2013) nachgewiesene kardioprotektive Effekt von Epo möglicherweise über eine 

gesteigerte Gata4 Expression vermittelt (Dame 2013). Des Weiteren kann auch WT1 

das Protoonkogen Bcl-2 direkt aktivieren und dadurch eine Resistenz gegenüber 

Chemotherapeutika vom Typ des Doxorubicin verursachen (Mayo et al. 1999). Somit 

ergibt sich ein komplexes Regulationsnetzwerk zwischen WT1, GATA4 und Epo (u.a. 

Dame et al. 2004, Dame et al. 2006, von Salisch et al. 2011, Shan et al. 2009), das 

möglicherweise wichtige kardioprotektive Wirkungen besitzt.  

Die koronare Herzerkrankung und der akute Myokardinfarkt sind Erkrankungen mit 

einer hohen Mortalitätsrate. Aktuelle Therapien wirken entweder prophylaktisch oder 

symptomatisch, einen bereits eingetretenen Schaden des Herzmuskels kann man 

jedoch nicht mehr rückgängig machen. Deshalb ist es wichtig, neue 

Behandlungskonzepte zu erproben. Ein vielversprechender Ansatzpunkt ist hierbei die 

extrinsische supportive Reaktivierung embryonaler Signalkaskaden insbesondere im 

Epikard. Es bleibt zu klären, ob der mesodermale Gata4 Enhancer auch in dieser 

Situation im Tiermodell aktiviert wird. Darüber hinaus ist in zukünftigen Studien zu 

untersuchen, inwieweit die Ergebnisse aus Tiermodellen auch auf den Menschen 

übertragbar sind und gegebenenfalls der Weiterentwicklung von neuen innovativen 

Therapien dienen können. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

 

AK   Antikörper 

AMH   Anti-Müller Hormon 

α-MHC  α-myosin heavy chain 

AMHR2  Anti-Müller Hormon Rezeptor 2 

ANF   atrialer natriuretischer Faktor 

ANOVA  analysis of variance 

BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 

Bcl-2   B-cell lymphoma 2 

Bmp4   Bone morphogenetic protein 4 

BNP   brain natriuretic peptide 

BSA   bovine serum albumin 

CBF   CCAAT binding factor 

Cdh1   E-cadherin 

cDNA   copy DNA 

ChIP   Chromatinimmunopräzipitation 

c-ret   Rezeptor-Tyrosinkinase  

Ct   threshold cycle 

Cy   Cyanin 

Cys   Cystein 

DAPI   4’,6-Diamino-2-Phenylindol 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

dNTPs  desoxy-Nukleosidtriphosphate 

DSD   Disorder of sexual development 

E   Embryonaltag 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EPDCs  epicardially derived cells 

EGR   early growth response 

EMSA   Elektrophorese Mobilitätsshift Assay 

EMT   epithelial/(epikardial)-mesenchymale Transition  

EPO   Erythropoietin 

Epo-R   Erythropoietinrezeptor 
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Erk   extracellular-signal-regulated kinase 

FBS   fetales bovines Serum 

Fog-2   friend-of-GATA-Protein 2 

Foxf1   Forkhead box protein F1 

Gapdh  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GFP   green fluorescent protein 

GMT   GATA4, Mef2c, Tbx5 

HEBS   Hepes buffered saline 

HEK293  humane embryonale Nierenzellen 

HIF-1   hypoxia-inducible factor 

His   Histidin 

HRE   Hypoxie responsives Element 

J   Joule 

kb   Kilobase 

kbp   Kilobasenpaare 

kDa   Kilo Dalton 

KTS   Lysin, Threonin, Serin 

LAR    Luziferase Assay Reagent  

LB-Medium  Lysogeny Broth-Medium 

Lim1   LIM homeobox 1 

M15   Mesonephros 

mA   Milliampere 

MABT   maleic acid buffer containing Tween 

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MCS   Multiple Cloning Site 

Mef2c   myocyte-specific enhancer factor 2C 

MET   mesenchymal-epitheliale Transition 

mRNA   messenger RNA 

NBT   Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 

NF-Y   nuclear factor Y 

OD   optische Dichte 

PAX2   paired box gene 2 

PBS   phosphate buffered saline 

PCR   Polymerasekettenreaktion 
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PLB   Passive Lysis Buffer 

qRT-PCR  quantitative real-time PCR 

RT   Raumtemperatur 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

SGB   Stop and Glow Buffer 

siRNA   small interference RNA 

Snai1   Snail 

Sox9   Sex determining region Y – box 9 

Sp1   specificity protein 1 

SRY   Sex determining Region of Y 

Tb4   Thymosin β4 

TBE   Tris, Borsäure, EDTA 

TBST   Tris buffered saline with Tween  

Tbx5   T-box 5 

TE   Tris, EDTA 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

5’-UTR  5’ untranslatierte Region 

V   Volt 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

WAGR  Wilms tumor, aniridia, growth retardation 

WNT4   wingless-typ MMTV integration site 4  

WT1   Wilmstumor-Transkriptionsfaktor 1 
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